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Résumé — Objectifs : Les aziridines, molécules alkylantes a I’ADN, possédent une grande activité anticancéreuse et
antibiotique et modulent le systeme immunitaire. Une nouvelle aziridine, la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl)
aziridine, a été synthétisée dans notre laboratoire. Cependant, sa toxicité n’est pas connue. L’ objectif de ce travail est de
déterminer la toxicité aigué de cette aziridine chez le rat Wistar. Matériel et Méthodes : Cinq lots de rats Wistar méles
recoivent une injection intra péritonéale de 9,35 mg/kg, 37.4 mg/kg, 93,5 mg/kg, 140,25 mg/kg, 187 mg/kg d’aziridine,
et sont observés pendant 14 jours. Les mortalités, les modifications du comportement, du poids, et les variations de
I’ingestion de nourriture et d’eau, du volume des urines et du poids des feces sont notées. A la fin de I’expérimentation,
les rats recevant la dose sans effet toxique observable (NOAEL) sont sacrifiés, les organes et le sang sont prélevés. Les
parametres hématologiques et biochimiques sont dosés. Résultats : Les résultats montrent que la DLsy de 1’aziridine
testée est de 104,71 mg/kg. L'injection de la dose d’aziridine a 9,35 mg/kg (NOAEL) ne provoque pas de mortalité, ni
de variations du poids corporel, de la nourriture et I’eau consommés et des excrétas. De plus a cette dose, les taux de
globules rouges et blancs et d’hémoglobine ainsi que les parametres biochimiques (glucose, cholestérol, triglycérides,
urée, créatinine, bilirubine, protéines totales, transaminases) et les poids des organes (foie, rein, rate, pancréas, cceur,
muscle, et cerceau) ne sont pas affectés. Conclusion : La 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine pourrait
étre éventuellement proposée pour des essais cliniques apres avoir procédé a toutes les études toxicologiques pré-
requises a ces essais.

Mots clés : Aziridine, rat, toxicité aigué

Abstract — Objective: Aziridines, DNA-binding drugs, display potent anticancer and antibiotic activities and mod-
ulate the immune system. A new aziridine, 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine, was synthesized in
our laboratory; however, its toxicity is not known. The aim of this work is to determine the acute toxicity of this aziri-
dine in Wistar rat. Material and Methods: Five groups of male wistar rats were treated with 9.35 mg/kg, 37.4 mg/kg,
93.5 mg/kg, 140.25 mg/kg and 187 mg/kg of the aziridine, and were observed for 14 days. The mortality, comport-
mental and weight modifications, food and water consumption, and urine volume and feces weight were recorded. At
day 14, rats treated with the dose without observable toxic effects (NOAEL) were killed, and organs and blood were
taken. Hematological and biochemical parameters were investigated. Results: Our results showed that the DLs, of the
aziridine tested is 104.71 mg/kg. The administration of this drug at 9.35 mg/kg (NOAEL) had no effects on mortal-
ity, body weight, food and water consumed, or excreta. Erythrocyte and leukocyte counts, hemoglobin concentration,
and biochemical parameters (glucose, cholesterol, triglycerides, urea, creatinine, bilirubin, total proteins, transami-
nases) and organ weight (liver, lung, spleen, gastrocnemius muscle, pancreas, kidney, heart, brain) were not affected.
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Conclusion: 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine could be recommended for clinical use in therapeu-
tic applications after conducting all toxicity studies required for such tests.
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1 Introduction

Les aziridines sont des agents alkylants anti-tumoraux
et antibiotiques [1-3]. Leurs activités thérapeutiques ont été
décrites pendant plus d’une décennie. En raison de la pré-
sence d’anneau hétérocycle, les aziridines ont montré une
grande réactivité vis-a-vis des composés nucléophiles et élec-
trophiles [4,5]. Ces agents interagissent avec 1’acide nucléique
en empéchant la réplication de I’ADN, en perturbant la di-
vision cellulaire et en inhibant la syntheése des protéines. Ils
sont donc largement utilisés dans le traitement du cancer. De
plus, I’importance des aziridines s’étend de leur utilité comme
médicaments potentiels a visée anticancéreuse ou antivirale a
leurs fonctions biologiques. Il a été démontré que les aziri-
dines possedent une activité immunotropique marquée [6, 7].
Les aziridines modulent les deux systémes immunitaires, aussi
bien humoral que cellulaire. Ainsi certaines recherches ont
montré que les aziridines sont immunostimulantes ; ¢’est le cas
par exemple de BM 12531 ou Azimexon [2-cyanaziridinyl-2-
carbamoyl-aziridinyl-1-propane], qui provoque une augmenta-
tion spontanée de la concentration des lymphocytes T chez les
patients cancéreux et module le syst¢me immunitaire chez les
animaux [8, 9]. D autres chercheurs ont montré que les aziri-
dines peuvent étre aussi des molécules immunodépressives in-
duisant une réduction de la prolifération cellulaire et un déficit
immunitaire comme le ciamexon, dérivé de 2-cyan-aziridine,
ou le 1,3-(oxytetraethylenoxy)-cyclotriphosphazene [10, 11].
Vu I'importance des propriétés biologiques des aziridines, de
nouvelles voies de synthese, simples et efficaces, sont de plus
en plus recherchées. Afin d’explorer de nouvelles aziridines
a activité biologique, nous avons synthétisé des aziridines a
partir d’aminoacyl azides protégés selon un mécanisme pré-
cédemment décrit [12]. Nous avons mis en évidence le ca-
ractere imunomodulateur de ces aziridines dont certaines sont
immunostimulantes et d’autres immunosuppressives [13, 14].
Parmi ces aziridines de synthese, la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-
phtaloyltryptophyl) aziridine provoque une augmentation de
I’indice de prolifération des lymphocytes B et T, en absence et
en présence des agents mitogenes, et une stimulation de la sé-
crétion des cytokines [14]. Le cancer est associé a un dysfonc-
tionnement du systéme immunitaire et un grand nombre de
tumeurs n’induisent pas une immunoréaction adéquate, d’ou
I’intérét des recherches actuelles basées sur la stimulation des
réponses immunitaires a médiation cellulaire et humorale dans
la thérapie du cancer. U'emploi de cette aziridine ouvre ainsi
une nouvelle voie d’approche pour I’immunothérapie a mé-
diation non spécifique, cellulaire et/ou humorale, au cours du
cancer, des infections ou des syndromes d’immunodéficiences.
Cependant, lors de la découverte de toute substance a pou-
voir thérapeutique, les tests de toxicité aigué constituent une
étape préliminaire aux expérimentations précliniques qui re-
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Fig. 1. Structure chimique de I’aziridine testée dans cette étude. Les
voies de synthése de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl)
aziridine a partir d’acide aminé (tryptophane) sont détaillées dans
I’article Medjahed et al. [12].

présentent un préalable indispensable a tout essai chez 1’étre
humain. Ainsi, I’objectif de ce travail est de déterminer la
toxicité aigué de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltrypto-
phyl) aziridine chez le rat Wistar, animal de laboratoire choisi
pour les essais toxicologiques, afin d’apprécier la dose mini-
male mortelle (DMM), la dose 1étale 50 (DL50) et la dose
sans effet toxique observable (NOAEL). Les effets in vivo de
la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine a la
dose NOAEL sont aussi déterminés en suivant 1’évolution de
quelques parametres hématologiques et biochimiques.

2 Matériel et méthodes
2.1 Matériel et animaux

La 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine
est synthétisée au niveau du laboratoire COSNA (Chimie or-
ganique, substances naturelles et analyses) de I'université de
Tlemcen (Algérie). Les réactions chimiques utilisées pour la
préparation de cette aziridine a partir du tryptophane ont été
publiées et décrites précédemment [12]. La structure chimique
de I’aziridine testée est donnée dans la figure 1.

L’étude est réalisée sur des rats males et femelles adultes,
de type « Wistar » 4gés de 3 mois. Le protocole expérimental
est effectué conformément aux lignes directrices de I’OCDE
(Organisation de coopération et de développement écono-
mique) et de la FDA (Food and Drug Administration). Au dé-
but de I’essai, le poids de chaque rat est choisi se situant dans
un intervalle de +20 % du poids moyen de tous les animaux
utilisés dans cette étude, conformément aux principes régissant
la recherche sur les animaux selon I’OCDE et le Conseil cana-
dien de protection des animaux (CCPA) [15-17]. Les animaux
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sont répartis dans des cages métaboliques placées dans 1’ani-
malerie maintenue a une température de 25 °C & 30 °C et un
taux d’humidité compris entre 60 % et 70 %. Les animaux ont
libre acces a I’eau et a la nourriture (régime standard). Les rats
sont marqués pour permettre une identification individuelle et
gardés dans leurs cages pour les acclimater a leurs conditions
de vie pendant au moins cing jours avant I’expérience.

2.2 Détermination des DMM, DL50 et NOAEL,
et observation des manifestations
de I'intoxication aigué

L’étude de la mortalité apres une seule administration de
I’aziridine permet de déterminer la dose minimale mortelle
(DMM) qui tue un animal du lot traité, la dose Létale 50
(DL50) qui tue 50 % des animaux traités et la dose sans ef-
fet toxique observable (NOAEL) dans un temps déterminé de
14 jours. L’OCDE recommande d’administrer la substance a
des animaux répartis en plusieurs groupes et ce, a des doses
croissantes suffisantes pour obtenir un pourcentage de morta-
lité s’échelonnant entre 0 et 100 %. Les doses administrées
doivent étre comprises entre 5 mg/kg et 5 g/kg de poids corpo-
rel pour permettre de situer les substances testées sur 1’échelle
comparative de toxicité des substances chimiques de HODGE
et STERNER, 1949 [16-18].

L’étude est faite sur différents lots de 6 rats. Les rats de
chaque lot recoivent des injections intrapéritonéales de la sub-
stance d’épreuve a des doses différentes. Il convient d’admi-
nistrer la substance d’essai a volume constant quelle que soit
la dose testée (1 mL/ par 200 g de poids corporel), en faisant
varier la concentration de la solution préparée. Les différents
lots de rats sont répartis comme suit :

— 1°" lot témoin : rats recevant une injection intrapéritonéale
de 1 mL/ d’eau physiologique par 200 g de poids corporel.
— 2° au 6° lots expérimentaux : rats recevant une dose
de 9,35 mg/kg, 37.4 mg/kg, 93,5 mg/kg, 140,25 mg/kg,

187 mg/kg d’aziridine diluée dans 1 mL d’eau physiolo-

gique.

Apres administration de la substance, les rats sont observés
pendant 14 jours, plusieurs fois par jour. Selon les directives
de I’OCDE et du CCPA [15-17], I’observation des animaux est
basée sur les cinq parametres suivants : variation du poids de
I’animal (et variations de I’ingestion de nourriture et d’eau, du
volume des urines et du poids des feces) ; apparence physique
externe ; signes cliniques mesurables (ex. : changements des
rythmes cardiaque et respiratoire et de leur nature) ; change-
ment du comportement ; réponses comportementales aux sti-
muli externes (ex. : bruit, variation de 1’intensité lumineuse).

On note ainsi la mortalité mais aussi toutes les modifica-
tions comportementales telles que les troubles de 1’équilibre,
la posture, le grattage, I’aspect des poils, la chute de poils, 1’as-
pect des feces, la présence de diarrhées, la variation du poids
corporel, 1’agressivité, les saignements, I’hypersalivation, la
variation de I’ingestion de nourriture et d’eau, la température
rectale.

A la fin de I’expérimentation (J14), les animaux recevant la
dose NOAEL (9,35 mg/kg) sont pesés puis anesthésiés au pen-
tobarbital sodique a 6,5 % (0,1 mL par 100 g de poids corpo-
rel), apres 12 heures de jeline. Le sang est prélevé par ponction
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dans I’aorte abdominale. Une quantité de sang prélevé est récu-
pérée dans des tubes a EDTA pour les tests hématologiques et
une autre partie est recueillie dans des tubes secs pour les tests
biochimiques. Les organes (le foie, la rate, le muscle gastroc-
némien, le cceur et le cerveau) sont soigneusement prélevés,
rincés avec du NaCl a 9 %o, ensuite pesés.

2.3 Méthodes

2.3.1 Parameétres hématologiques

Le dénombrement des hématies et des leucocytes se fait
par les cellules de Thomas, au moyen d’un microscope op-
tique a un grossissement de 10 x 40. L’hémoglobine est dosée
par la méthode colorimétrique de DRABKIN (cyanométhémo-
globine).

2.3.2 Parameétres biochimiques

La fonction rénale est appréciée par le dosage de la créa-
tinine et de 1'urée sériques (Kits Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, US).

La fonction hépatique est appréciée par 1’activité enzy-
matique des transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et
glutamo-pyruvique (TGP) et le dosage de la bilirubine et des
protéines totales sériques (Kits Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, USA).

Le glucose, le cholestérol total et les triglycérides sériques
sont dosés par des méthodes enzymatiques (Kits Sigma Che-
mical Company, St Louis, MO, USA).

2.4 Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart
type. L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel
STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris, France). Les mul-
tiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. Les dif-
férences sont considérées significatives a p < 0,05.

3 Résultats
3.1 Evaluation de la toxicité aiglie

Apres injection intrapéritonéale de la 2-hydroxy-méthyl-
1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine a différentes doses, les rats
sont observés pendant 14 jours. Le taux de mortalité est noté
pour chaque dose utilisée. Une courbe dose-1étalité, représen-
tant les pourcentages de mortalité par rapport aux logarithmes
des doses, est tracée pour 1’aziridine testée. Nos résultats
montrent que la DMM de I’aziridine testée est de 37,40 mg/kg
alors que la DLsg est comprise entre 93,5 mg/kg (dose pro-
voquant 33,33 % de mortalité) et 140,25 mg/kg (dose provo-
quant 66,67 % de mortalité) (tableau I, figure 2). La DLs, de
I’aziridine est donc estimée a 104,71 mg/kg. Aucun rat du lot
recevant I’aziridine a une dose de 9,35 mg/kg n’est mort, ce
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Tableau I. Taux de mortalité des rats apres injections de différentes
doses de la 2- hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine.

Aziridine
Rats Doses (mg/kg) Taux de mortalité ~ Pourcentage
de mortalité (%)

Lot 1 (n=6) 9,35 0 0

Lot 2 (n = 6) 37.4 1 16,67
Lot3 (n=6) 93,5 2 33,33
Lot4 (n =6) 140,25 4 66,67
Lot5 (n=6) 187 6 100

Apres injection intrapéritonéale de 1’aziridine a différentes doses, les
rats sont observés pendant 14 jours. Le taux de mortalité est noté pour
chaque dose utilisée.

Mortalité (%)

100 <+

50 -

20 -+

9.35 374 93.5 104.71 140.25

187
Fchelle logarithmique
Dose (mg / kg)
Fig. 2. Courbe dose-létalité apres injection intrapéritonéale de la
2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine.

qui nous porte a suggérer que cette dose est la dose sans effet
toxique observable (NOAEL).

L’administration de 1’aziridine a provoqué chez les rats
différents signes cliniques dont la sévérité et 1’intensité aug-
mentent avec la dose injectée. Les signes les plus caractéris-
tiques sont une baisse de 1’activité motrice, des troubles respi-
ratoires de type polypnée, des torsions avec redressement des
poils, agitation suivie d’une somnolence. Les symptomes de
toxicité sont apparus 24 heures apres 1’injection de 1’aziridine,
sauf pour les rats traités avec la dose de 9,35 mg/kg qui ne pré-
sentent aucun signe clinique anormal. Nos résultats montrent
que I’injection d’aziridine a la dose de 37,4 mg/kg constitue
le point a partir duquel les états physiologiques et mentaux de
1’animal sont déviants de la normale. A partir de cette dose, les
perturbations de 1’apparence physique, du pelage, de la respi-
ration, des sécrétions, du comportement et de la température
deviennent de plus en plus importantes et dénotent une toxi-
cité évidente. A la dose de 187 mg/kg, tous les animaux sont
moribonds, ce qui constitue le point limite dans les tests toxi-
cologiques.

3.2 Variation du poids corporel, des ingestions
et des excrétions

Au cours de la période d’expérimentation (14 jours), le
poids des rats est noté quotidiennement le matin a la méme
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Fig. 3. Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux
(injection d’aziridine) durant les 14 jours d’observation. Chaque va-
leur représente la moyenne + ET. J : poids initial ; J; : poids apres
une semaine; Jy4 : poids apres 2 semaines. Dose 1 : 9,35 mg/kg ;
dose 2 : 37,50 mg/kg ; dose 3 : 93,50 mg/kg ; dose 4 : 140,25 mg/kg.
La comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimen-
taux, au méme temps, est réalisée par le test « t » de student, apres
analyse de variance. * P < 0,05; ** P < 0,01. Dans chaque lot, les
multiples comparaisons (en fonction du temps) sont réalisées par le
test ANOVA. Les moyennes portant des lettres différentes (a, b, c)
sont significativement différentes (P < 0,05).

heure. Les variations du poids corporel sont déterminées chez
les rats témoins et chez les rats expérimentaux. Seules les va-
leurs a Jy (au moment des injections), J; (fin de la premiere
semaine) et Ji4 (fin de la période d’observation) sont reportés
dans la figure 3.

Au début de I’expérimentation (J), les différents lots de
rats ont des poids homogenes, variant de 196 & 210 g. L’injec-
tion de la premiere dose (9,35 mg/kg) de la 2-hydroxy-méthyl-
1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine ne provoque pas de varia-
tions significatives du poids corporel des rats expérimentaux
comparés aux témoins aux différents temps (J7 et Ji4). En re-
vanche, I’injection des autres doses supérieures a cette dose
est associée a une diminution du poids corporel des rats expé-
rimentaux comparés a leurs témoins a J; et Jj4. Cette réduction
est plus importante a J 4.

L’injection de la dose 9,35 mg/kg ne provoque pas de va-
riations significatives de I’ingestion d’aliments et d’eau des
rats expérimentaux comparés aux témoins durant la premiere
semaine et la deuxieéme semaine d’observation. En revanche,
la consommation alimentaire exprimée en g/j/rat et I’ingestion
d’eau exprimée en mL/j/rat sont fortement diminuées suite a
I’injection des doses plus importantes (figure 4).

L’injection de la dose 9,35 mg/kg ne provoque pas de varia-
tions significatives de I’excrétion fécale exprimée en (g/j/rat) et
urinaire exprimée en (mL/j/rat) des rats expérimentaux com-
parés aux témoins durant les 14 jours d’expérimentation. Aux
doses d’aziridine plus élevées, les excrétions fécale et urinaire
sont fortement diminuées chez les rats traités comparées aux
rats témoins (figure 5).
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Fig. 4. Consommation alimentaire (g/j/rat) et ingestion d’eau
(mL/j/rat) des rats témoins et expérimentaux (injection d’aziridine)
durant les 14 jours d’expérimentation. Chaque valeur représente la
moyenne + ET. Dose 1 : 9,35 mg/kg ; dose 2 : 37,5 mg/kg ; dose 3 :
93,5 mg/kg ; dose 4 : 140,25 mg/kg. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée
par le test « t» de student, apres analyse de la variance. * P < 0,05
** P <0,01.
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Fig. 5. Quantité de feces excrétées (g/j/rat) et volume d’urine éliminée
ml/j/rat) par les rats témoins et expérimentaux (injection d’aziridine)
durant les 14 jours d’expérimentation. Chaque valeur représente la
moyenne + ET. Dose 1 : 9,35 mg/kg ; dose 2 : 37,50 mg/kg ; dose 3 :
93,50 mg/kg ; dose 4 : 140,25 mg/kg. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée
par le test « t » de student, apreés analyse de la variance. * P < 0,05
** P <0,01.

3.3 Variation des paramétres hématologiques
et biochimiques

Les résultats ci-dessus suggerent que la dose NOAEL de
la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine est de
9,35 mg/kg. Afin de s’assurer de la non toxicité de cette
dose, quelques parametres hématologiques et biochimiques
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Tableau II. Valeurs moyennes des globules blancs, globules rouges
et d’hémoglobine chez les rats témoins et expérimentaux.

Parametres Témoins Expérimentaux
(9,35 mg aziridine/kg)
Globules rouges (10°/mm?) 6,26 + 0,16 6,13 £ 0,29
Globules blancs (10°/mm?) 3,95 + 0,23 4,05 + 0,37
Hémoglobine (mg/dL) 12,03 £ 0,71 11,87 £ 0,65

Chaque valeur représente la moyenne + ET. La comparaison des
moyennes entre les rats témoins et expérimentaux est réalisée par le
test « t » de student, apres analyse de la variance.

NB : Les variations entre rats témoins et expérimentaux sont non si-
gnificatives.

Tableau III. Parametres biochimiques sériques chez les rats témoins
et chez les expérimentaux (9,35 mg aziridine/kg).

Parametres Témoins Expérimentaux
(9,35 mg aziridine/kg)
Protéines totales (g/L) 56,14 + 1,18 58,86 + 1,67
Glucose (mmol/L) 5+0,31 4,72 + 0,44
Créatinine (mmol/L) 7,66 + 0,42 7,78 + 0,54
Urée (mmol/L) 5,80 = 0,36 5,96 + 0,40
Bilirubine totale (umol/L) 15,70 + 1,49 14,99 + 1,96
Cholestérol total (mmol/L) 2,10 + 0,20 2,28 + 0,37
Triglycérides (mmol/L) 0,90 + 0,16 1,12 £ 0,24
TGO (UI) 27 + 3,89 32,90 + 2,40
TGP (UI) 32 +£4,25 39,70 + 7,82

Chaque valeur représente la moyenne = ET. TGO : glutamo-
oxaloacétique transaminase ; TGP : glutamo-pyruvique transaminase.
La comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimen-
taux est réalisée par le test « t» de student, apres analyse de la va-
riance.

NB : Les variations entre rats témoins et expérimentaux sont non si-
gnificatives.

sont analysés chez les rats traités a cette dose a la fin de 1’ex-
périmentation (J14).

L’injection de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptoph-
yl) aziridine a 9,35 mg/kg ne provoque pas de variations signi-
ficatives des globules blancs, des globules rouges et du taux
d’hémoglobine des rats expérimentaux comparés aux témoins
(tableau II).

L’injection de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptoph-
yl) aziridine a 9,35 mg/kg ne provoque pas de variations signi-
ficatives des teneurs sériques en glucose, cholestérol total, tri-
glycérides, protéines totales, urée, créatinine et bilirubine ainsi
que des activités des enzymes TGO et TGP chez les rats traités
comparés aux rats témoins (tableau III).

3.4 Poids des différents organes

Le poids relatif des organes (poids de I’organe/ poids du
rat X 100) indique 1’évolution pondérale de I’organe par rap-
port a I’organisme.

Suite a I’injection de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyl-
tryptophyl) aziridine a 9,35 mg/kg, les poids relatifs des dif-
férents organes (foie, rein, rate, pancréas, cceur, muscle, et
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Tableau IV. Poids moyen des organes (g) des rats t€émoins et des rats
expérimentaux (9,35 mg aziridine/kg).

Organes Témoins Expérimentaux
(9,35 mg aziridine/kg)
Foie 8,71 + 1,42 8,65+ 1,10
Rein 1,74 £ 0,42 1,68+ 0,21
Rate 1,54 + 0,36 1,50 + 0,28
Pancréas 0,90 = 0,16 0,89 + 0,12
Cceur 1,60 £ 0,11 1,57 £ 0,21
Muscle 0,61+ 0,06 0,60 + 0,05
Cerveau 1,32 +0,12 1,29 £ 0,11

Chaque valeur représente la moyenne + ET. La comparaison des
moyennes entre les rats témoins et expérimentaux est réalisée par le
test « t» de student, apres analyse de la variance.

NB : Les variations entre rats témoins et expérimentaux sont non si-
gnificatives.

cerveau) chez les rats expérimentaux restent stables par rap-
port a leurs témoins (tableau IV).

4 Discussion

Afin de contribuer a la mise en évidence de I’intérét et de
I’importance de I'utilisation des aziridines au cours de 1’im-
munothérapie, de nouvelles aziridines ont été synthétisées, au
niveau du laboratoire COSNA (Chimie organique, substances
naturelles et analyses) de la faculté des Sciences (Université
de Tlemcen), a partir d’acides aminés [12]. Nous avons dé-
montré leurs effets immunomodulateurs, la 2-hydroxy-méthyl-
1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine étant la plus immunostimu-
lante [13,14]. Cependant, la toxicité et les effets in vivo de cette
nouvelle aziridine n’ont pas été documentés précédemment.
Notre travail est donc consacrée a 1’étude in vivo visant a déter-
miner les effets de la 2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltrypto-
phyl) aziridine chez le rat Wistar, et par la suite permettre ou
non de la recommander pour des essais cliniques dans le trai-
tement des anomalies immunologiques.

Afin de garantir I'innocuité des produits destinés a
I’homme dans les conditions d’emplois prévus, des études
toxicologiques doivent étre réalisées sur des animaux de labo-
ratoire. Dans notre étude, I’injection intrapéritonéale de 1’azi-
ridine a différentes doses chez les rats et leur observation
pendant 14 jours, a montré des effets différents selon la dose
injectée. La DL50 est de 104,71 mg/kg pour 1’aziridine tes-
tée. Selon 1’échelle de toxicité internationale, cette aziridine
se classe comme substance moyennement toxique [16—-18]. La
DMM est de 37,40 mg/kg puisqu’elle entraine la mort de un
rat du lot traité. Les symptdmes de toxicité apparaissent a cette
dose et sont caractérisés par des signes externes dont la sé-
vérité augmente avec la dose injectée. De plus, une diminu-
tion du poids corporel, de la nourriture et d’eau consommés,
du volume d’urine et de la quantité de feces éliminées sont
notées chez les rats traités par les doses d’aziridine allant de
37,4 mg/kg a 187 mg/kg, ceci étant associé a une augmenta-
tion de la mortalité des rats.

Dans notre étude, I’injection de la dose 9,35 mg/kg ne pro-
voque pas de mortalité ni de signe clinique particulier chez
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les rats. L’injection de la dose 9,35 mg/kg ne provoque pas
de variations significatives du poids corporel des rats expé-
rimentaux comparés aux témoins durant la premiere et la
deuxieme semaine d’expérimentation. En effet, ces rats expé-
rimentaux montrent un gain pondéral moyen allant de 25 %
a 30 % durant la premiére semaine et de 15 % a 20 % du-
rant la deuxieme semaine d’observation, qui est similaire a
celui des témoins. Nos résultats montrent aussi que 1’injec-
tion de la dose 9,35 mg/kg d’aziridine ne provoque pas de va-
riations significatives de la nourriture et d’eau consommées,
ou de I’excrétion fécale et urinaire des rats expérimentaux en
comparaison avec leurs témoins. Il apparait clairement que la
dose sans effet toxique observable (NOAEL) de la 2-hydroxy-
méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine par voie intrapéri-
tonéale est de 9,35 mg/kg. Afin de s’assurer de la non toxicité
réelle de cette dose d’aziridine, différents parametres héma-
tologiques et biochimiques sont dosés chez les rats traités a
la fin de I’expérimentation (J14) et sont comparés a ceux des
rats témoins. Nos résultats montrent que I’injection de la dose
NOAEL ne provoque pas de variations significatives des taux
en globules blancs, en globules rouges et en hémoglobine des
rats expérimentaux comparés aux témoins. Les nombreux mé-
canismes physiologiques reflétés par ces parametres hémato-
logiques (respiration, immunologie, . .. ) restent donc normaux
chez ces rats traités.

La créatinine et I’'urée constituent d’excellents marqueurs
de la fonction rénale, leur augmentation ou leur diminution re-
flete un dysfonctionnement rénal [19]. Ces taux ne varient pas
chez les rats recevant la dose NOAEL d’aziridine, marquant
une fonction rénale normale.

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité
métabolique importante a I’intérieur des cellules. Leur aug-
mentation sérique reflete une lésion cellulaire, en particulier
au niveau hépatique [20]. Les valeurs moyennes des trans-
aminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et glutamo-pyruvique
(TGP) sont restées dans les limites normales chez les rats ex-
périmentaux comparées a leurs témoins, suite a I’injection de
la dose NOAEL d’aziridine. La fonction hépatique est aussi
appréciée par le dosage de la bilirubine, dont les taux sériques
sont restés normaux chez les rats traités. De plus, I’injection
de la dose NOAEL d’aziridine n’entraine aucune variation si-
gnificative des teneurs sériques en cholestérol total (CT), en
triglycérides (TG), en protéines totales et en glucose chez les
rats expérimentaux par rapport a leurs témoins, reflétant des
métabolismes glucidique, lipidique et protéique normaux.

Par ailleurs, nos résultats montrent que 1’aziridine testée a
la dose de 9,35 mg/kg ne modifie pas le poids des différents
organes (foie, rein, rate, pancréas, cceur, muscle, et cerveau).

Ainsi, la dose 9,35 mg/kg de la 2-hydroxy-méthyl-1
(N-phtaloyltryptophyl) aziridine ne provoque aucune altéra-
tion clinique ni métabolique chez le rat Wistar. Cette NOAEL
est un critere primordial dans les essais cliniques de premiere
administration & ’homme puisqu’elle sert de base de calcul
de la premiere dose utilisée chez I’homme (NOAEL/Facteur
de Sécurité; avec Facteur de Sécurité > 10) [21]. La dose
recommandée sera au maximum égale a 0,93 mg/kg. Consi-
dérant le volume sanguin moyen de I’homme qui est de
60 mL/kg, la dose circulant dans 1’organisme sera en moyenne
de 0,016 mg/mL ou 16 ug/mL. Cette dose est particulierement
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intéressante puisque des concentrations égales ou inférieures
stimulent les lymphocytes humains in vitro [14].

5 Conclusion

De ces résultats, il apparait clairement que I’emploi de la
2-hydroxy-méthyl-1 (N-phtaloyltryptophyl) aziridine nouvel-
lement synthétisée au niveau du laboratoire COSNA pourrait
étre recommandée a des doses inférieures a 1mg/kg pour des
essais cliniques et ouvre une nouvelle voie d’approche pour
I’immunothérapie a médiation non spécifique, cellulaire et/ou
humorale, au cours du cancer, des infections ou des syndromes
d’immunodéficiences. Cependant, d’autres tests comme 1’his-
tologie des organes et les essais de toxicité chronique, entre
autres, sont nécessaires afin de s’assurer de la non toxicité de
cette aziridine.
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