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]

La mitochondrie, site prin:cipal de 1a production de 1'énergie cellﬁlaire, a un rdle important dans

e e e ! : . \ .
Pinitialisation du processus pathologique et toxique & travers Ja génération d'un excés des

radicaux libres de I'oxyééne (ROS) :(1). Ces substances, produisant spontanément et d’une
maniére continue au sein t:ie notre orga}ﬁsme, sont formées en quantités pathologiques lorsque la
chaine respiratoire ne pe:ut réduire cs%)mplétement la totalité de l'oxygéne qu'elle regoit. Les
complexes I et III de la ichaine respi1f‘atoire sont les sites majeurs de cette production (2.3.4).
Pour lutter contre ces rad:icaux libres flocifs, notre organisme poéséde dés systémes de défense
antioxydants enzymatique%fs et non enzy;:matiques. Certains sont endogénes alors que d’autres sont

apportés par |’alimentation (5).

Lorsque le précaire équiilibre entre piroduction et élimination des ROS est rompu soit par
augmentation de la production des radicaux libres, soit par baisse des capacités antioxydantes, il
survient un stress oxydaﬁf. Cet état, qtfxe I'on définit comme étant un déséquilibre de Ia balance
antioxydant-prooxydant én faveur d;e ces derniers, peut occasionner plusieurs types de

dommages aux cellules entrainant de Fe fait une perte de la fonction et de I'intégrité, voire la

mort cellulaire (6). _ ?
' 1

La mitochondrie est reconnue égaleme "Ilt, comme étant un point d’intégration majeur des signaux

de mort ou de survie cilgendrés par une panoplie de stimuli intra- et extracellulaires. La
mitochondrie serait le point de départ;' du processus d’apoptose. L'ouverture d'un mega canal
mitochondrial appellé « pore de transition de perméabilité » ou PTP induit un effondrement du
potentiel de la membrane :;mitochondritrllc « ¥m » qui a pour principale conséquence d’altérer la
production d’ATP. Ces perturbations iravorisent le gonflement « swelling » de l'organite et la
libération dans le cytosol de facteuirs proapoptotiques responsables de la mort cellulaire
programmé (7.8). B ‘
| |

Aujourd’hui, le concept des malaciies mitochondriales est ~bien admis et beaucoup de
pathologies sont lices au dysfonctior[mement mitochondrial. C’est pourquoi la plupart des
approches pharmacologiqﬁes visant é.l protéger les tissus comme le coeur, le foie, le rein, le
pancréas ou le cerveau cherchent a p:vrévenir ou réduire les conséquences du stress oxydatif

particuliérement par la protection Iéies fonctions mitochondriales. Différentes substances

| . . ‘
antioxydantes sont actuellement proposés. Les flavonoides, métabolites secondaires appartenant
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4 la famille des polyphénols, largement représentés dans les fruits et les 1égumes mais également

dans la propolis des abeilles (9), sont largement étudiés dans le domaine médical ou on leurs

reconnait plusieurs activités pharmacologiques.

Cependant, si aujourd’hui des études épidémiologiques ont mis en évidence les propri€tés
antioxydantes de ces flavonoides. Trés peu de travaux ont été consacré aux effets des flavonoides
de la propolis en général et de la propolis algérienne en particulier. A ce jour, aucun mécanisme
moléculaire n’a été proposé pour ex;i)liquer Jeurs effets antioxydants. Les intéractions avec les
fonctions mitochondriales en relatiofl avec le stress et avec le processus d’apoptose restent a
déterminer également. D'autre part, Putilisation massive des antioxydants peut entrainer des
effets néfastes et peut devenir un agent prooxydant comme c’est le cas avec la vitamine C,
cependant, jusqu'a présent, aucune étude n’a été faite sur 1’effet d’un traitement prolongé par ces
principes actifs sur la balance antioxydant-prooxydant, d’ou l'originalité de notre travail.
!

C'est dans ce cadre que s'inscrivené les objectifs de notre étude, réalisée sur un model de
mitochondries et de cellules hépatiques de rat albinos, visanta:

> Evaluer activité antioxydante de 1’extrait ethanolique et des aglycones flavoniques de la
propolis in vitro, sur mitochondries isolées, par I'évaluation de: L’activité antiradicalaire,
I’effet sur la production de il’anion superoxyde par le complexe III de la chaine
respiratoire mitochondriale, l%effet sur le gonflement mitochondrial et ’ouverture du
PTP, sur la préroxydation lipiﬁique mitochondriale induite in vitro ainsi que l'effet sur
Iactivité des enzymes antioxydantes SOD et catalase.

» Evaluer l'effet d'un traitement & long terme (2 mois) par ces principes actifs administrés a
la dose de 100 mg/kg sur la balance antioxydant-prooxydant afin de voir une intolérance
probable de ['organisme ou un ‘jeffet prooxydant de ces principes actifs.

> Etudier les effets préventif etf curatif des deux extraits de propolis administrés a4 100
mg/kg par voie orale contre le stress oxydant induit par la doxorubicine administrée par
voie intraveineuse & 10 mg/kg, et en paralléle évaluer 'impact de la doxorubicine sur la
balance prooxydant-antioxydant.

> Faire comparer l'effet antioxydant de l'extrait brut avec celui des aglycones flavoniques
de la propolis et avec la quercé:tine comme aglycone de référence. ‘

> Nous essaierons enfin de proﬁoser un mécanisme d’action moléculaire de ces principes

actifs et de la doxorubicine au cours du stress oxydatif mitochondrial et cellulaire, et du

stade précoce de l'apoptose.
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Synthése Bibliographique

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I Généralité sur la mitochondrie

Les mitochondries constituent ce qu’on a coutume d’appeler « la centrale énergétique de la
cellule » ol ont lieu en particulier les réactions de la respiration cellulaire qui permettent la
synthése d’ATP, molécule énergétiqué utilisable directement par les réactions cellulaires (10).
L’existence d’un eucaryote primitif smis mitochondries est actuellement mise en doute, plusieurs
études ont récemment montré que des! organismes amitochondriés 1’étaient en réalité par perte
secondaire des mitochondries (11, 12). De plus, certaines de ces organismes possédent par contre

des hydrogénosomes qui seraient vraisemblablement dérivés des mitochondries (13.14.15).

1.1. Histoire de découverte et définition
La découverte des mitochondries est beaucoup plus diffuse. En 1890, Altman découvre dans le

cytoplasme des granulations et des filaments qui les dénomma bioblaste (du grec bios : vie et
blastos : germe). En 1897, Banda mit au point une technique trés compliquée qui permet de
différencier ces formations d’une maniére précise dans le protoplasme des cellules animales et
végétales. C’est lui qui donna & ces gcmes de vie le nom de mitochondrie (du grec mitos :
filaments et chondria : granule). L’org%misation de la mitochondrie telle que nous la connaissant
actuellement a été mise en évidence igrﬁce a la microscopie électronique par Plade (1952) et
Sjoistrand (1953). En 1959, Chevremont découvre la présence des molécules d’ADN dont la
structure est fondamentalement différente et indépendante de celle de I’ ADN nucléaire (16).

Les mitochondries constituent des comiaartiments cellulaires qui ont généralement une apparence
de cylindres de 0,5 & 1pm de diamétré:, pouvant atteindre une longueur maximale de 7 um. Le
nombre, la forme, la taille et la localisation des mitochondries varient en fonction de I’activité de
la cellule. Elles varient également selon 1’organe et le tissu. Les cellules en contiennent de
nombreuses : nombre estimé de 1000 ﬁi2000 dans I’hépatocyte de rats (16.17).

1
|

Les mitochondries se divisent par bfpartition ou bourgeonnement. La microcinématographie
séquentielle des cellules vivantes a permis de constater que les mitochondries sont extrémement
mobiles et malléables, qu’elles changent constamment de forme, fusionnent et se séparent. Elles

sont souvent associées aux microtublﬂés lors de leurs déplacements (18.19).
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L2. Origine
La mitochondrie résulte d’un phénoméile d’endosymbiose primaire. Cette origine postule qu’une

protéobactérie (symbiote) a été phagocyté par une archéobactérie anaérobie (hote) il y a cela au
moins un milliard et demi d’années pour former un eucaryote primitif du quel tous les eucaryotes
actuels dériveraient. La bactérie a 1’6rigine de la mitochondrie s’est trouvé donc dans une
vacuole d’endocytose au sein du cytoi:lasme de la cellule hote, il n'y a pas eu digestion de la
bactérie mais mise a profit de ses potentialités que hote n’avait pas (19.20). Les processus dela
transformation de la bactérie en une mitochondrie consistent en des phénoménes morphologiques
et physiologiques conduisant a l’interéiépondance des deux acteurs. Aprés la perte de la paroi
bactérienne, les deux membranes entournant ’organite sont trés probablement celle de la

phagocytose pour la membrane extem@, et celle dérivant du plasmalemme de la bactérie pour la

membrane interne (21).

L.3. Organisation générale et ultrastructure de la mitochondrie

L *ultrastructure de la mitochondrie est caractérisée par 1’existence de deux membranes limitantes
qui représentent environ 40% des membranes celiulaires dans un hépatocyte, la membrane
externe et la membrane interne. Ces deux membranes sont séparées par un espace de 10 4 20 nm,
espace intermembranaire ou chambre externe. La membrane interne délimite I’espace matriciel
mitochondrial (16}. ‘

1.3.1. La membrane externe

Elle a une structure trilamellaire constituée de 60 % des protéines et 40 % des lipides. Elle est
semi-perméable en raison de la préselhce de porines laissant passer les molécules de 5Kd au
maximum. Ces porines contiennent des canaux anioniques voltage dépendant VDAC (Voltage
Dépendent Anion Channel) qui ont uﬂe action métabolique et régulatrice. La membrane externe
contient également des récepteurs d’importation, les translocases de 12 membrane externe TOM
(Translocase of the Quther Membrane), des complexes d’importation du cholestérol, et les
protéines de la famille B-cl; (16). ‘ -

1.3.2. La membrane interne
L’organisation moléculaire de la membrane interne diffire complétement de celle de la

membrane externe. Elle émet 4 I’intérieur de ’organite des replies serrées appelées crétes dont
le nombre et la forme varient selon I’état physiologique de I’organisme. La membrane interne
contient 80% des protéines et 20% des lipides. Elle comprend les complexes de la chaine
respiratoire qui seront décrit ci-apres, les transporteurs de I’ADP et I’ATP, des cotransporteurs

spécifiques pour assurer le passage des éléments tel le pyruvate, les acides gras, le Ca™ et les

5
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enzymes de la B-oxydation. La cardiolipine et les transporteurs délectrons comme le cytocrome
C et I’ubiquinol (16.22.23).

1.3.3. L’espace intermembranaire

La composition de cette chambre est proche a celie du cytosol, elle est particuliérement riche en
protons. Elle contient aussi des composants clefs impliqués dans I’apoptose qui sont les caspases
2, 3 et 9, ’AIF (Apoptosis Inducing Factor) et le cytochrome C. Ces molécules sont libérées sous
I'action des facteurs pro-apoptotiques (16).

1.3.4. La matrice mitochondriale

Cette chambre interne légérement dmée en microscopie électronique renferme un meélange trés
concentré de nombreuses enzymes impliquées dans la réplication, la transcription et la
fraduction de I’ADN, ainsi que ceux nécessaires pour les différentes voies métaboliques
matricielles. La matrice mitochondriale contient également des granules de 50 nm de diametre
accumulateurs des cations (Ca™, Mg™), des mitoribosomes, de I’ARN et des molécules d’ADN
mitochondrial (23). |

I.3.5. Le génome mitochondrial

Vu leurs origine endosymbiotique, les mitochondries sont dotées d’un génome propfe et bien
distinct du matériel génétique nucléaire. Le patrémoine génétique d’une mitochondrie, ADN
mitochondrial (ADN mit) qui représente moins de 1% du génome cellulaire total, est une
molécule circulaire bicaténaire de peﬁte taille (16569 pb chez ’homme). Chaque mitochondrie
comporte deux a dix molécules d’ADI\f mitochondrial et chaque cellule humaine contient de 10
3 10 molécules (24.25). L’ADN mit code pour 13 protéines essentielles entre 83 impliquées
dans la chaine respiratoire (7 sous unités du complexe I, une du complexe III, trois du complexe
IV et deux du complexe V), 2 ARN ribosomaux et 22 ARN de transfert requis pour la synthése
des protéines mitochondriales (24.26). Le génome mitochondrial est dépourvu d’introns et des
structures flanquantes & 1’exception d’tne boucle d’environ 1000 pb, il est caractérisé également
par son origine exclusivement materneile et par I’absence d’histones (25).

L’absence de systéme de réparation de I’ ADN et son exposition aux radicaux libres générés par
la phosphorylation oxydative exposent I’ADN mit & une mutabilité accrue de 10 a 20 fois
supérieure & celle de 1’ ADN nucléaire ce qui conduit & I’hétéroplasmie (27.28).

L4. Structure et fonctionnement de l%! chaine respiratoire mitochondriale
Les quatres complexes qui constituent la chaine mitochondriale de transfert des électrons sont la
résultante de 1’association d’une cinquantaine de polypeptides. Chaque complexe est
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indépendant et contient des groupements prosthétiques engagés dans une série d’oxydo-
réduction (29).

1.4.1. Complexe I : NADH ubiquinon:e oxydoréductase

Tl est constitué de 42 ou 43 sous unités polypeptidiques pour une masse globale de 750 KDa. Il
posséde 7 couples redox : une FMN (Flavine Mono Nucléotide) et 6 centres Fe/S. Le transfert
initial d'électrons nécessite le cofacteur NADH qui est oxydé sur la face matricielle de la
membrane par la NADH déshydrogén?se, le transfert d’électrons s’effectue & travers ’FMN et
les centres Fe-S. Le complexe I catalysi;e le ﬁansfert de deux électrons du NADH & I’ubiquinone,
couplé & I’expulsion des protons de la'matrice A ’espace intermembranaire. Le complexe I peut
&tre inhibé par la roténone (30.31).

I.4.2. Complexe II : Succinate ubiquinone oxydoréductase

11 est entiérement codé par I’ADN nucléaire. 11 participe au cycle de Krebs par la catalyse de la
réoxydation du succinate en fumarate, qui permet le transfert de deux électrons au complexe 111
par I’intermédiaire de 1'oxydation du FADH, et d’un pool d’ubiquinone. Ce transfert d’électrons
n’est pas couplé & I'efflux de protons. L’utilisation du malonate permet d’inhiber Iactivité de ce
complexe (30).

1.4.3. Complexe III : Ubiquinol cytochrome ¢ réductase

Les ubiquinones sont des transporteuré libres d’électrons du complexe I et II vers le complexe
II. Ce dernier est un dimére de 550 KD, contenant 10 polypeptides parmi les quels les
cytochromes b et ¢; et une protéim!es 3 centre Fe-S. Le complexe I permet le transfert
d’électrons de 1'ubiquinol au cytochrome C, transporteur mobile situé dans 1’espace

intermembranaire. Ce transfert est associé & un efflux de protons. L’antimycine A inhibe le

complexe I (23.24).

1.4.4. Complexe IV : Cytochrome ¢ o_xydase

C’est un dimére de 320 KDa, contenant 9 polypeptides, parmi lesquels les 2 cytochromes a; et 23
ainsi que des protéines a cuivre. Les cytochromes de la classe a sont les seuls qui sont auto
oxydables, c- 4 -d capables de s’oxyder spontanément au contact de 1’0;. Ce complexe catalyse
la derniére réaction d’oxydoréduction qui réduit 1’0, en H,O par 4 électrons. Ce transfert

d’électrons est couplé 4 un efflux de protons vers Iespace intermembranaire. Le cyanure est un

inhibiteur de la cytochrome c oxydase (22.32).

1.4.5. L’ATP synthase: FOF1- ATP synthase
L’ATP synthase couple la diffusion facilitée des protons & la synthése d’ATP 2 partir d’ADP et
de Pi et permet donc de transformer 1a différence du potentiel électrochimique généré par les

complexe L, 1T et IV en énergie chimique (figure 1) (31.32).
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Ce complexe est composé de deux supercomplexes, le supercomplexe Fo hydrophobe
. |

transmembranaire permettant I’accés des protons vers le deuxiéme supercomplexe Fiqui est

hydrophile et situé a la face matncxelle de la membrane interne. F seul ne peut que catalyser

I’hydrolyse de ’ATP d'od son non d’ATPase ¢’est I’association des 2 supercomplexes qui

permet la synthése d’ATP (24.32). J
Matrix

Complex I Complex III Complsax IV Complax ¥V

- ' Out?:r Membrane
) . i L

Figure‘ 1. Structure générale et fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (33).

1.5. Les principales fonctions de la m'iltochondrie

Les mitochondries sont la source principale de 1’énergie produite sous forme d’ATP au niveau de
la chaine respiratoire. Elles sont impliquces également dans plusieurs fonctions : synthése des
hormones stéroides, catabolisme des acides gras par B-oxydation, régulation du Ca™ intra-
cytoplasmique, participation & la mort c;cllulaue programmée et & la production des ROS (30).

1.5.1. Synthése d’ATP
L’énergie contenue dans les liaisons moléculalres des métabolites provenant des aliments ingérés

est convertie en ATP par la phosphorylation oxydative mitochondriale. La mitochondrie utilise
plusieurs substrats, le pyruvate issu de la glycolyse des carbohydrates principalement constitue le
substrat mitochondrial majeur. Dans la matrice mitochondriale, le pyruvate est transformé en
acétyl CoA sous I’action de la pyruvate deshydregénase.

Au cours du cycle tricarboxylique, l oxydation de ce dernier (Acétyle COA) produit des
molécules de NADH substrat du complexe I et de FADH,, qui est produit au niveau du complexe

II lors de I’oxydation du succinate en fumarate. Ces deux complexes transfrent les électrons
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résultants de I’oxydation des substrats au pool d’ubiquinone. L’ubiquinone réduit en ubiquinol
achemine les électrons vers le complexe III qui les transfére vers le cytochrome c. Puis, au
niveau du complexe IV, les électrons provenant de 1’oxydation du cytochrome ¢ sont utilisés
pour réduire I’oxygéne moléculaire (02). Cette voie de transfert des électrons est aussi appelée
voie des cytochromes. Ces transferts d’électrons sont accompagnés au niveau des complexes I,
M et IV par une expulsion de protons dams 1’espace intermembranaire. Un gradient
électrochmuque d’environ 150 mV est ainsi généré et représente donc une force poussant les
protons & retourner dans la matrice mitochondriale. Quand ces protons retournent par 'ATP

synthase, [I’énergie alors libérée permet la syntheése d’ATP 4 partir de 1’ ADP et de pi (30.31.34).

1.5.2. Mitochondrie et apoptose
La mitochondrie joue un role intégrateur des voies de mort cellulaire programmée: dans la

majorité |des cas elle constitue un passage obligé mais parfois seulement un lieu de
potentialisation de 1’apoptose. La mitochondrie posséde toute une panoplie de protcines
impliquéo.l,s dans la régulation de ce processus (35.36.37). En effet, 1a phase effectrice de
I’apoptose implique 1’ouverture du pore de transition de perméabilité "PTP " de la mitochondrie
et la hbératlon des molécules apoptogénes tel que le cytochrome c et I' AIF (Anti-apoptotique
Inducing 'Factor), capables de déclencher Papoptose via J’activation des caspases. Cette phase de
hbératlon est sous le contrdle des membres de la famille B-¢lz (38).
i

L.5.3. Miltochondrie source de ROS

La chain? respiratoire mitochondriale (CRM) est la principale source de la production des ROS a
I’intérieure de la cellule (39.40). Dans. les conditions du fonctionnement optimal entre 5 & 15 %
des élec&om tombent de la chaine respiratoire prématurément. Ils sont directement captés par
des molécules d’oxygénes qui se transforment non pas en eau mais en radical toxique
supcroxylde. Ces ROS sont produits au niveau des complexes de la chaine respiratoire
essentiellement le complexe I et III (1.41.42). Cette production s'effectue lors du fonctionnement
normal de la chaine respiratoire mitochondriale, production que I’on peut comparer aux
mév1tables déchets des centrales industrielles d’énergie. Ainsi 1 a 4% de I’oxygéne consommé
en condltlons basales est affecté & la production du radical superoxyde. Si usuellement cette
production des radicaux superoxydes reste faible et ne concerne qu'un faible pourcentage de
l’oxygénlc utilisé, elle. peut s’amplifier lorsque la resplratlon devient intense ou lorsque

interviennent des désordres inflammatoires ou nutritionnelles (43)
|




| |
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-

L5.4. Mitochondrie et ho;lméostasie‘ du calcium \

i
|

Le Ca"™ [intracellulaire est régulé par plusieurs processus. Sa |conce:ntration cytosolique est

ajustée par fixation sur les protéinesjnon membranaires, par le réticulum endoplasmique et
principalement par la mitochondrie. I.}es mltochondnes sont capables de prendre de grandes
quantitées du Ca™" cytosolique. De ce fait, elles agissent en tant que dispositifs de sécurité contre
des augmentations potentlellement toxiques du Ca™" cytosolique. Elle capte et libére le Ca™ par
des modes de transport différents. Ainsi le Ca™ entre a travers les uniporteurs Ca™ et est libéré
essentiellement par un transport antiport (Na'/ Ca™)/ (Na'/ H*) au niveau de la membrane
mitochondriale interne (44). La conccn;‘:ration matricielle du Ca™ :libre varie entre 0,2 et 10 uM,

. . _ |
concentration nécessaire pour le bon fonctionnement des act1v1tés mitochondriales comme la
régulation de 1’activité des enzymes rlzlés du métabolisme énergénque et la régulation de la
synthése |protéique et celle des acides nucléiques. Les variations de cette concentration

conduisent au dysfonctionnement rmwchondnal telle l’ouvertulre du PTP et l'induction de

|
’apoptose (44.45). '

10




Synthése Bibliographique

IT. Le stress oxydant
L’oxygéne, élément indispensable a la v1e, pouvait dans certaines conditions devenir un danger
pour I’organisme via la formation d’espéces réactives de 1’oxygeéne hautement réactionnelles.
Ainsi le [métabolisme cellulaire normal de cet élément produit de fagon continue de faibles
quantités|de ces dérivés réactifs partictiliérement toxiques pour I’integreté cellulaire (44.46).

I1.1. Définitions
Pour définir le stress oxydant, il faut avant tout définir ce que sont les radicaux libres. Un radical

libre est june espéce chimique contenant un électron célibataire non apparié au niveau de son
orbitale électronique périphérique, cet état confere & la moléculé une grande instabilité et une
réactivité vis-a-vis d’antres molécules. Ce déséquilibre n’est que n;‘ansitoire et est comblé soit par
I’acceptation d*un autre électron soit par le transfert de I'¢lectron libre sur une autre molécule. La
probabilité autres ces deux possibilités dépend essentiellement c;le I’instabilité du radical libre
(47.48). Les radicaux oxygénés libres (ROL) sont nommes également "Dérivés Réactifs de
'Oxygene” (DRO) ou, pour les anglé-saxons "Reactive Oxygén Species" (ROS), "Reactive
Qxygen |Intermediates” (ROI) ou encore "Reactive Oxygen Metabolites" (ROM) (5).
L’appellation "Dérivés libres de I’oxygéne” n’est pas restrictive, elle inclut les radicaux libres de
I’oxygéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité c‘est importante (49). Dans les conditions normales, il existe un équilibre entre la
production et 1’élimination des ROS, le stress oxydant est classiquement défini comme un
déséthLre en faveur des ROS. Ce déséquilibre résulte soit d'une production augmentée des
radicaux |libres par rapport aux capacités antioxydantes intactes, soit d'un état déficient de ces

derniéres, soit de ces deux situations cumulées (6.50).

11.2. Les espéces réactives de Poxygéne

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un 6le particulier en
rons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux

physiologie et qui nous appelle
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les compos¢s biochimiques de
la cellule, ces radicaux primaires dérivent de Poxygene par des réduction a un électron tels
I’anion superoxyde (O2°) et le radical hydroxyle (°OH), ou de I’azote tel le monoxyde d’azote
(NO®) (51). D’autres espéces dérivés de I'oxygéne dites espices actives de I’oxygéne comme
’oxygéne singulet 10,, le peroxyde d’hydrogéne (H0;) oule nitroperoxyde (ONOOH) ne

sont pas |des radicaux libres mais sont au531 réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.

11
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L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de

l’oxygéne! dont réactivité étant trés variﬁble selon la nature du radical (tableau 1) (52).

Une premiére origine des phénoménd$ radicalaires est la formation initiale de I’anion super
oxyde, lej plus courant des radicaux o:zt-!ygénés libres. Cet anion sﬁperoxyde peut alors dismuter

soit spantannement, soit de fagons enzymathue pour donner de I’eau oxygénée (H20;) qui peut

a son tour se transformer en radial hydroxyle (°OH), le plus réactif des ROS. Ce demier est

formé pa1l- dégradation du peroxyde d’ ]H1ydrogéne en présence de métaux de transition sous leur

forme réduite, ainsi le peroxyde d’ hydrogéne associé & du fer ferreux conduit a la réaction de

fenton : rl

H;0, + Fe? -—.-—»' °OH + "OH +Fe™*

Le peroxyde d’hydrogéne peut également réagir avec le radical superoxyde aboutissant ]a encore

A la production du radical hydroxyle. |Ce mécanisme réactionnel se nomme réaction Habber-

Weiss: |“

H,0, + 0™, L son-+oH+

Le monoxyde d’azote en réagissant avec un radical superoxyde (02'°) forme le peroxynitrite

(ONOOQ®), un puissant oxydant. Les rad.tcaux alkoxyles (RO°) et peroxyles (ROO°®) peuvent étre

générés par I’action de '0°;, °OH et deii I’oxygéne singulet sur les acides gras insaturés (6).

Tableau l Principaux ROS et comparatsa“n des pouvoirs oxydants (44).

1 Anion su;laeroxyde | H 0%
radical h)idroxyle [' °OH
Radical hydroperoxyde HOO"®
Radical pieroxylc ' 'ﬂ ROQ°
Radical a}koxyle !i RO®
Peroxyde fi'hydrogéne g H,0;
Radical oil;yde nitrique | '] NO°
peroxonit'irite B ONQO°
Hypochloi‘ite ClO
Pouvoir o:xydant: °OH > RO;!b> HOO*> ROO°> NO°

q

!
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I1.3. Sources et formation des dérivési réactifs de I’oxygéne
Nos cellules sont continuellement agressées par les radicaux libres, essentiellement des espéces

oxygénées réactives dont la formation est liée aussi bien & des facteurs exogénes qu’endogénes.

I1.3.1. Les sources exogénes des ROS
* ! . - + . * .
L’environnement dont lequel nous vivons mais aussi notre mode de vie sont & 1’origine d’une

augmentation de la production des ROS dans notre organisme (6).

11.3.1.1. Les médicaments et leur métabolisme

Les médicaments, substances éuangéréé, sont capable d'induire un état du stress oxydatif sévére.
Aux niveaux hépatiques, les médicaments sont soumis aux réactions de détoxification qui
diminuent rapidement leurs réactivités. Deux types de réactions biochimiques sont utilisées: la
premiére phase de la détoxification est assurée par les enzymes de la famille des cytochromes
oxydases| P450 et implique notamment des réactions d'oxydation, la deuxi¢me phase consiste 4 la
conjugaison des substrats oxydés avec des molécules comme I'acide gluconique ou les
groupement sulfates (6). La métabohsatlon des médicaments par le cytochrome P450 peut

s'avérer nmsﬂ)le, en prodmsant des métabolites réactifs qui attaquent les lipides, les protéines et

I'ADN et qui peuvent induire des phénoménes de cancérisation, des cytotoxités ainsi que des
phénomeénes nécrotiques et/ ou apoptouques (53).

» La doxorubicine
La doxorubicine est une drogue antltmnorale qui est largement répandue dans le traitement d'un

large spectre des cancers (54). Ce médicament appartient  la famille des anthracyclines dont la
chimie conduit 4 la génération des radiaux libres.

Plus1eurs‘ enzymes y compris la cytochrome P450 réductase, NADH dehydrogenase associ¢ au
complexe I mitochondrial, la NO synhtase catalysent le métabolisme de la doxorubicine (55.56).
La structure quinonique de la doxorublcme leur permet de se comporter comimne accepteur des
¢lectrons en présence des enzymes é’oxydoréductlon tel que le cytochrome P450. En effet,
l'adition |d'un électron libre transforme la quinone en radical libre semi-quinonique avec
hbératlon des anions superoxydes qui ‘auraient alors des effets délétéres directe sur I'ADN et les
macromolécules En présence d'oxygene, ils se forment des radicaux superoxydes, hydroxyles et
du peroxyde d'hydrogéne qui seront également toxiques conduisant & un ¢tat de stress oxydatif.
(57). Le métabolisme de la doxorub1c1ne est représenté dans la figure 2. Des études in vitro et in
vivo ont prouvé que la doxorubicine stimule des perturbations dans I'homéostasie du Ca’

cellulaire et mitochondrial. La doxorubicine est capable d'induire la voie mitochondriale de

l'apoptose ainsi que la voie extrinséque (58.59).
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: : gluouronobmpgué
! OH |

Figute 2. Métabolisme hépatique de la doxorublcine (57).

- ;
11.3.1.2. Autres sources exogénes ' i
Les rayonnements électromagnéthues, certains métaux de transitlion, les fumés de combustions
(de cigarette, de bois, de matériaux /e construction), les pro‘duit chimiques (antiseptiques,
médicaments, pesticides, p]rodmts toxique tel le CCL4 et les solvants les poussiéres d’amiante et

de silice), sont autant des facteurs qul '{I:ontnbuent ala genése des radicaux libres. Les particules

inhalées du silice et d’amiante sont .des sources de radicaux llbrlas parce qu’elles exacerbent la
phagocytose, d’autre part ‘parce que leur surface est tapissée desI sels de fer. Les rayonnements

sont capables de prodmre des radxcaux libres soit en scindant la molécule d’eau lorsqu’ il s’agit

des rayons ionisantes X, y|, soit en actlvant des molécules photosensibilisantes lorsqu’il s *agit des

rayons ultraviolets qui vont par ce mécamsme prodmre des anions superoxydes et de I’oxygene
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singulet. |Signalons également qu’un [stress intellectuel ou thermique, agents infectieux ainsi
qp’un exercice physique intense mal geré peut générés un stress oxydant (6.51).

| |
11.3.2. Sources endogénes des ROS l
Au niveau cellulaire, il existe plusitfautls sources potentielles desiradicaux libres que ce soit au

niveau des mitochondries,: des membranes, du réticulum cndoplz{smique ou tout simplement du
cytosol. [De maniére générale, toﬁte!‘ réaction biochimique fa"isant intervenir de 1’oxygéne
moléculaire est susceptible d’étre 4 1’origine d’une production des radicaux libres oxygénés. Les
scimrces o‘ellulaires des ROS sont enzyn&atiques et non enzymatiques (28.60).
|

11.3.2.1. La xanthine oxydase
Clest une enzyme soluble qui génére|les ROS en réduisant l'thpoxanthine en xanthine et la
xanthine |en acide urique. Cette enzynie est présente dans le sang;, les cellules endothéliales des
capillaires et de fagon trés importante dans le fme et les intestins. |Da.ns les conditions basales, la
production de ROS par la xanthine oxydase est fanle mais elle jouerait un role important dans
l'ischémie - réperfusion (28). | _ {

11.3.2.2. NADPH oxydase | ‘ :

C est une oxydase liée & la membrane plasmique. Elle a été initialement décrite dans les cellules

phagocytaues ot elle joue un rble fondamental dans la réponse immunitaire et dans la lutte

|

contre les micro-organismés. Elle est spécialisée dans la production du radical superoxyde selon
: i

la réaction suivante: : : ' 1

'
|

20,+ NADPH  — NADPH | - _» 207, +NADP*+H"
Oxydase | ‘
|

Cette € e normalement dormante s‘:st activée lorsque la cellule phagocytaire est stimulée. La
" dans la littérature

olécules

forte consommation d’oxygéne qui en résulte est appelée "respiratory burs

mternatlonale Cette productlon du superoxyde est 3 I'origine de Ja synthése des m

comme ’'H,0, et hypochlorite (ClO') indispensables & la destruction du matériel phagocyté.

Cette voie de production est partlc}lhérement stimulée au clours des processus infectieux
i

(5.28.61).
I1.3.2.3.La NO synthase !
Beaucoup de cellules sont capablesi de produire 'du monoxy:dc d’azote (NO°) & partir de

l':argéninlc et de ’oxygéne, dans une réaction catalysée par la|NO synthase (NOS), selon la

réaction ci-dessous.
i

15




Synthése Bibliographique

NOS
L-argenine+ O+ NADPH ; '!

En effet, les études réalisées & I'aide des enzymes purifiées ont montré que la NOS est capable

de générer des anions superoxydes dans les situations du déficit de son substrat, la L-arginine, ou

,. L- citruline + NO°+ NADP

de ces cofacteurs d’activation (28.52.62
1L3.2.4. Les ions métalliques \

Les ions métalliques comme le fer et le cuivre, sont de remarquable prometteurs des processus

radicalaires: ils transforment 1’H202§en radical hydroxyle encore plus toxique selon la réaction

de fenton décrite précédemment ' et accélérent la péroxydation lipidique. En situation

physiologique, la concentration libre de fer ou de cuivre est particuliérement basse, ces métaux

T N
.

étant séqluestrés par des protéines spéclahsées de sorte que cette réaction n’a pas lieu. En
revanche| les destructions cellulaires (hémolyse, cytolyse hépatique) entrainent une libération de

ces méta1|1x pouvant engendrer un stress oxydant (63.64.65).

I1.3.2.5. Les péroxysomes ' 1

Lé péroxysome est une source unportan‘te dans la production cellulaire des ROS, car cet organite
contient de nombreuses enzymes géné;ant du peroxyde d'hydrogeéne, toute fois ce dernier est
utilisé comme substrat Iﬁar la caFalgse peroxysomale afin de réaliser les processus de
détoxification présents dans le foie et Ie rein. 11 semble cependant que seule une faible quantité
dé H,0, pourrait échapper 4 la catalase (28).

11.3.2.6. La mitochondrie i
La source endogéne prépondérante des|RL est cependant liée & activité des mitochondries. Cet
organite |est considérée comme lé principale source des ROS dans la cellule par le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, essentiellement & travers la fuite des

électrons lau cours de leurs transfert :au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale (figure 3)

(66.67).

H* B A
t ot &

eI C ) %' Toahen, aealin " TR
a'-'ﬁ c"bﬁl .. Sh '»’-7’.-‘&{ IV V" T Y

# ) L=

‘.._.“pc“% ) / ‘ F
-

NABH NAD = %0+ 2H° HO /A
1 ' o," ADPapL T ATP

FADH, FAD

Figure 3. Production de ROS aulniveau de la chaine respiratoire mitochondriale (66).
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IL4. Implication de la mitochondrie ﬂans le stress oxydant

En addition 2 la synthése d’ATP, la chaine respiratoire mitochondriale est une source puissante
des ROS et de ce fait elle est impliquée dans la genése de la plupart des pathologies humaines et
animales.| Il est estimé que dans les conditions normales 1-4 % de 1’oxygéne consommé est
incompléiement réduit en superoxyde. Dans la mitochondrie, il existe neuf sites responsables de
cette proclluction qui sont ubiquitaires dans les mitochondries des mammiféres, mais l'expression
et la capacité de production different sélon les tissus. Bien que ces sites aient été montrés comme
producteurs de ROS en quantité appréciable, 1’évolution des concepts a permis de confirmer
l’importallce des complexes I et III dans la production de ROS (66.67).

I1.4.1. La! cytochrome bs réductase

Loc:alisréeI dans la membrane externe de la mitochondrie, cette protéine se trouve en grande
quantité chez les mammiferes, elle oxyde le NADPH cytoplasmique et réduit le cytochrome bs
au niveau! de la membrane externe. Elle participe 2 la régénération de I’ascorbate en réduisant le
radical li:bre ascorbyle. La cychrome bs réductase mitochondriale produit 1’anion superoxyde
avec une %vitcsse trés élevée qui dépasse 300 nmole/min/mg de protéines (67.68).

11.4.2. L:i monoamine oxydase (MAQ)

Localisée! également au niveau de la lmembre externe, cette enzyme catalyse I’oxydation des
amines bi!ogéniques quelle est accompagnée de la libération du peroxyde d’hydrogéne H;0;,

Les monoamines oxydases des mitochondries cérébrales jouent un tole central dans le
renouvellement des neurotransmetteurs. L’oxydation de la tyramine par la mitochondrie
cérébrale| du rat produit I'H20, par u;ne vitesse 50 fois plus élevée que celle du complexe m
inhibé par I’antimycine A. Les MAOs constituent la principale source d’ HO, dans les tissus
lors des ischémies (69.70.71).

1L4.3. Di:hydro-orotate dehydrogénaaje (DHOH)
Cette en!zyme est localisée 3 la surface externe de la membrane interne. Elle catalyse la

conversion du dihydro-orotate, une étape de la synthése des nucléotides pyridines. En absence
de son ac!:cepteur naturel des électrons (coenzyme Q), le DHOH réduit peut produire de I’ H20
in vitro. La production de I’anion superoxyde par le DHOH est également suggérée (67.72).
11.4.4. Alpha-glycerophosphate dehyhrogénase

Elle est localisée également a la surface externe de la membrane interne. Elle existe en quantité
importante dans le tissu adipeux brun, les muscles et le cerveau ou elle posséde une grande
activité. {C’est une enzyme a FAD,; elle catalyse I’oxydation du glycérol -3-phosphate en
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dihydroxy-acétone phosphate et utilise le coenzyme Q comme accepteur d’électron, cette
réaction est accompagnée de la production du peroxyde d'hydrogéne (67.73).

IL.4.5. Su!ccinate dehydrogénase (SDH) ou complexe

C’est unei flavoproteine localisée  la face interne de la membrane mitochondriale interne. Elle
oxyde le [succinate en fumarate. En utilisant des particules submitochondriales oxydants le
succinate; la production des ROS peut étre inhibée par la carboxine, un inhibiteur de la succinate
dehydrogénase, mais il est peu claire si ce complexe de la chaine respiratoire intacte soit capable
de générér les ROS (74.75).

11.4.6. L’lAcomtase

C’est une enzyme de la matrice mltochondnale qui participe an cycle tricarboxylique en
catalysant la conversion du citrate en isocitrate. Cette enzyme est inactivée par I’anion super
oxyde qm oxyde son centre Fe-S. L' activation de l'enzyme conduit 2 la production du radical
hydroxyle Une telle production est médlée par les ions Fe?* (76.77).

11.4.7. Le complexe Alpha-cetoglutarate

C’est une enzyme matricielle étroitement liée a la membrane mitochondriale interne. Elle
catalyse l oxydatmn de I’alpha cctoglutrate en succinyl-COA. Deux études récentes réalisées sur
des enzymes purifiés isolés des mitochondries cardiaques des beeufs et des mitochondries
cérébrale? des rats ont montré que ce complexe enzymatique est capable de générer I’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne (78.79).

11.4.8. Productlon des ROS par le complexe I

Le complexe I constitut I'un des deux points majeurs d’entrée a la chaine respiratoire
rmtochonldna.le pour la réduction des équivalents réduits dérivés du cycle de Krebs. Plusieurs
études ont été faites afin d’explorer le mécanisme de la production des ROS au niveau de ce
complexe, malheureusement ces études ne donnent aucune idée sur le site exact de cette
producnon. Certaines études ont proposé que ce demier est localisé entre le groupement flavine
et le site|liant la roténone tandis que d’autres ont suggéré qu’il est le groupement flavine lui-
méme (42.80).

Les donnés globales dans ce sujet supportent ’opinion que les ROS sont trés probablement
par 1*un des centres Fe-S et que (N-1a) Fe-S est le candidat puissant. Selon ces études

le complexe I produit I'anion superoxyde a partir du NADH lorsqu’il est inhibé par la roténone
par un mécanisme indépendant du potentlel membranaire et & partir de I'ubiquinol par un

mécanisthe potentiel dépendant dit ” transfert reverse des élecirons” ou TRE (81.82). Ce flux

produits
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inverse des électrons est une série des Fréactious s’effectuant au niveau de la chaine respiratoire

conduisazlt au transfert dés électrons contre le gradient du potentiel redox des transporteurs

d’électrons, de l’ublqmnol vers le NAD et non vers "oxygéne (67 82). Si le succinate est utilisé

comme substrat en absence de roténone la production du superoxyde est trés importante ce qui a
mis 4 jour I'importance du flux mverse{des électrons du complexq II vers le complexe 1. Ce flux
inverse est du au fait que les électrons|dérivés du succinate peuvent remonter au complexe I et
réduisent{le NAD" en NADH libérant des électrons conduisant 4 la formation du superoxyde
(42). Cette production est réguléé par I’amplitude du potentiel membranaire, ainsi une
diminution de 10% de ce potentiel pfo%mquc une inhibition de la production des ROS par 10%.
Elle est inhibée également par l'acidit"ication du milieu, par tout processus utilisant 1’énergie
comme la synthése d’ATP, transport c%u Ca*™t et par les découpleures (83.84.85). Le TRE est

inhibé également par la roténone (F igur%: 4) (67).

b i o b

Owgen\»w:-ﬂer

-
Tesnsonn’

Figure 4. Transfert reverse (F.ET) et i1 ansfert normal (RT.E) des électrons au niveau du complex I

(67).

11.4.9. Production des ROS par le coﬁplexe I etle cycle Q

La production des ROS par le complexe II représente un exemple remarquable des recherches
déductives en sciences biochimiques. |l est capable de la production robuste de I’ 07°. Cette
production est le résultat de la fuite des electrons au niveau du cycle Q. En effet ces électrons

peuvent réagir directement avec I'oxygene dissous et former les anjons superoxydes radicalaires

(figure 5) (5.67). !
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face matricielle

Figure 5. Mécanime de la production du superoxyde au niveau du complexe III de la chaine respiratoire
mitochondriale (67).

Pour envisager ce cycle Q, il faut suivre le chemin parcouru par 2 molécules d'ubiquinol (QH2)
pénétrant simultanément dans le cycle (Figure 6). Les deux molécules QH; délivre chacune un

électron au cytochrome C; (via Fe-S) ci:e qui abouti 2 1a formation d'un anion ubisemiquinone

(Q~) étape (i). Les protons libérés lors de cette réaction passent dans I'espace itermembaranaire.
Q" est alors oxydé en ubiquinone par lc cytochrome bsgs ~ €tape (11) Une molécule d’ublqumone
(Q) produite par cette voie est alors rédmte en ubisemiquinone par un électron du cytochrome
bsez (qui lui-méme a été réduit par le cytochrome bsss) - étape (iii). Un second électron du bsez
réduit ensuite Q> en QHz. L'autre molécule de Q formée & l'étape (ii) est réduite en QHa par le

complexe I ou II ou par une autre ﬂavoproteme ubiquinone —réductase et le cycle peut alors

continuer|(Figure 6) (5.30). |
I 1
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Surface P { ! Gyio?hrme ¢ e %

ot TR ‘ ¥ .

~| |a= Fa& — -
e e

My

Centre N{:!Ow.—-* £

Surface N Cyiochromeb

Matrice f,H, du complexe | ou Il

Figure 6. Cycle Q mécanisme d'action et inhibiteurs du complex Il (adaptée a partir de 30).

AA: Antimycine A, Myxo: Myxothiazo;l.

20




Synthése Bibliographique

L

Les effets des inhibiteurs spécifiques ;du complexe III ont joué le role le plus important en
déduisant! le site et la source de lai production des ROS au niveau de ce complexe. Le
Myxothiazol (Myxo) empéche le flux &es électrons de I’ubiquinol au centre Fe-S, inhibant ains
la formation de I'ubisemiquinone. L’ Antimycine A (AA) interrompe le transfert des électrons du
cytochrome bse; & l'ubisemiquinone dui centre N et cause de ce fait 'accumulation de la forme
radicalaire instable qui céde un électroﬁ 2 I'oxygéne moléculaire pour former I'anion superoxyde
(28.39.41.86.87.88). Le Myxothiazol prévient l'effet de I' AA inhibant ainsi la production du
superoxyde dans les mitochondries des mammiferes (89.90). En absence de I’AA, la production
du superoxyde par le complexe II eét minime (100), et il est probable donc qu’in vivo, le
complexe I est la source majeure de ROS lors du transfert normal des électrons et surtout a

travers le|transfert révese. Plusieurs auteurs ont montré que le complexe I produit le superoxyde
vers la face matricielle de la membrane interne tandis que le complexe I le génére vers les deux

faces; matricielle et cytosolique (67.81)':

IL5. Modulation de la production mitochondriale des ROS

Il est important de noter que la producﬁon mitochondriale est variable selon les tissus étudiés. Ce
sont les mitochondries des tissus post-nntothucs qui présentent la production de ROS la plus
élevée (91). Plusieurs auteurs ont mpntré que la production mitochondriale d¢ ROS n’est
détectable qu’aprés utilisation des hxhibiteurs spécifiques du transfert d’électrons: la roténone
pour les substrats liés aux NADH; et I’antimycine A pour les substrats liés aux FADH;. Cette
production est également régulée par des constituants de la membrane mitochondriale interne
dits " protéines découplantes” (uncoupling protein, UCP) qui permettent la dissipation de
I’énergie|liée au potentiel électrochimique (92.93). Dans des macrophages surexprimants UCP2
la production de I'H,0; est réduite. De plus les macrophages des souris dont de géne UCP2 a été
invalidé produisent plus de ROS que les souris sauvage. Le débit de production des ROS est
aussi fonetion du flux d’électrons dans ia chaine respiratoire (28.94).

IL.6. Les dégats oxydatifs des ROS
Lorsque les moyens de défense sont débordés, ’équilibre prooxydant/antioxydant est perturbe,

les ROS! en excés vont donc endommager les macromolécules biologiques (lipides, protéines,
glucides| et acides nucléiques) entrainant ainsi des modifications irréversibles mais aussi des
1ésions [secondaires due au caractéfre cytotoxique et mutagénes des métabolites libérés

| .
notamment lors de 1’oxydation des lipides. L’organisme peut réagir contre ces composés par
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production d’anticorps, qui malheureuisement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une

troisiéme [vague d’attaque chimique (5;;28).

I1.6.1. Péroxydation lipidique
Les lipides et principalemént Jeurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I’attaque

par les radicaux libres et notamment le radical hydroxyle (5).

11.6.1.1. Mécanisme de la'péroxyda'tion lipidique et produits formés

Les membranes des mammiféres jsoréit riches en acides gras polyinsatrés et sont donc trés
sensibles|au stress oxydant. Quel que !soit I'événement déclencheur, la séquence par laquelle la

lipoperoxydation survient peut se résumer en trois étapes distinctes: la phase d'initiation, la

phase de propagation et la phase de terminaison (Figure 7) (64.95).

La pérox;lrdation lipidiqueéest une réac:t!ion en chaine, initiée par I’attaque d’un radical R tel que
le radical hydroxyle sur un acide gras|insaturé (LH) par abstraction d’un atome d’hydrogéne.
Dans un énvironnement aerobique, l’;oxygéne s*additionne sur le radical lipidique pour donner le
radical peroxyle (LOO®). Une fois initi¢, le radical peroxyle peut propager la réaction en chaine
de peroxydation par abstraction d’ﬁnjatome d’hydrogéne d’un autre acide gras insaturé. Les
hydropertl)xydes formés @OOH) p‘e&vent subir plusieurs modes d*évolution : étre réduits et
neutralisés par la glutathidn peroxydase ou continuer 4 s’oxyder et & se fragmenter en aldéhydes
acides et|en alcanes (étha:f_le, éthyléne, pentane ...) qui, de par leurs volatilité, sont éliminés par
voie pulmonaire. La coup%'ure de la Imof:‘;lécule LOOH peut libérer différents aldéhydes toxiques
dont le malondialdéhyde FVDA et le h—hydroxynoncnal (HNE). Ces deux derniers ont été trés
Studiés et trés utilisés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (64.95).

Ultimement, le systéme de propagation doit étre arrété. Cette étape de terminaison est atteinte
lorsque deux radicaux libres se ren_co{ntrent et partagent de fagon covalente leurs électrons ou
lorsque des systémes anﬁ$xydants eﬁtﬂ‘ent en jeu. A cette fin, la stratégie communément utilisée
par la cellule consiste 2 former un c(')'mposé stable électroniquement. Cette nouvelle structure
électronique a un pouvoixl" réactif faible qui devra étre régénéré sous sa forme antioxydante ou

éliminé par 'organisme. Clest le cas xjowmment du tocophérol, de l'ascorbate et du systéme de

glutathioln (64.95).
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Phabe d'initiation
LH+R*=>L'+RH
iPhase;de propagation

L,'§+ O, = LOO®
LOO +LH > LOOH +L°
L+ O, =2 etc.

Phasgi de terminaison

L'+L" > LL
ou
LO'+L"2> LOL
- ou
LOO* + ITOO ‘> LOOL + O
ou
LOO*+L"* = LOOL

Figure 7. Chaine de la péroxydation lipidique (5):

R: radical libre, (LH) : acide gras insaturé, (LOQ): radical peroxyle, LOOH: hydroperoxyde, L-L et
LOOL: composé stable elctroniquement.

I1.6.1.2. Métabolisme du MDA
Dans le foie, le MDA peut étre transformé en CO, et H,O par des métabolisations successives.

Le MDA est converti en acide malonique semi-aldéhyde par ’aldéhyde déshydrogénase
mitochondriale. Le semi-aldéhyde malonique se décarboxyle spontanément en acétaldéhyde qui
est oxydé par 1’acétaldéhyde déshydrdfgénase en acétate, ce denier est ensuite métabolisé. Une
partie du MDA peut étre convertic en malonate qui est convertie en malonyle COA et
décarboxylé en acétyle COA. Dans les urines, différents métabolites du MDA sont retrouvés, ils
proviennent de la dégradation des conjugués (MDA-protéines, et MDA-désoxyguanosine). Le
métabolisme du MDA est responsable'idc I’apparition du méthyle éthyle cétone dans les urines.
Le MDA est donc rapidement métabolisé tout en perturbant le métabolisme et ’excrétion des

autres métabolites des lipides (96.97).

h
I1.6.1.3. Conséquences mitochondriales et cellulaires de 1a péroxydation lipidique
La péroxydation lipidique déstabilise les membranes cellulaires et notamment la membrane

interne des mitochondries au niveau de laquelle s’organise le transport des électrons, la
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destruction de la bicouche phosphohpldlque des crétes mltochondnales augmente la chute

prématurée de ces électrons. Ce processus conduit & une suxproductlon des ROS. Un cercle
vicieux peut ainsi s’initier. 1l aboutira 3 la destruction de la cel}ule ou, pire, 4 la genése des

cellules dont ’ADN est muté. Les membranes deviennent rigides, perdent leur perméabilité

sélective, [et sous conditions extrémes, |peuvent perdre leur intégrité. Cependant récemment le
groupe de Brand a observé que le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial
par action directe sur les UCPs et poufrait ainsi réduire la production mitochondriale des ROS.
Ce mécanisme pourrait étre un moyen de régulation de la production des ROS par la
mitochondrie lors d’une peroxydation lipidique afin de limiter les dommages mitochondriales
(28.98).

11.6.2. Oxydanon des protéines i
Les protémes sont également des cibles pour les radicaux Iibrcs Tous les acides aminés et

surtout ceux qui comportent un groupement sulfhydryle (SH) sont des cibles potentielles de
I’attaque par les ROS, particuli¢rement par le radical hydroxyle (51).

11.6.2.1. lélécamsme et produits forméL

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine. Ces réactions d’oxy@ahon sont classées en deux
catégories : D’une part, celles qui Cassent les liaisons peptidiques et d’autre part, les
modifications des peptides par addition;de produits issus de la peroxydation lipidique comme le
4-HNE. De telles modifications conduisent généralement 3 une ﬁerte de la fonction catalytique
ou structurale des protéines affectes let deviennent beaucoup plus sensibles 4 I’action des

protéases| et notamment du proteasome. Les protéines oxydées deviennent aussi trés

hydrophobes, soit par suppression du groupement amine jonisable, soit par extériorisation des
zones hydrophobes centrales. Les deux principaux marqueurs biologiques de 1’oxydation des

protéines/sont la formation des canbonyles protéiques et des groupes nitrotyrosines (51.99).
t

11.6.2.2. Systémes de réparation des protéines oxydés
A Dexception notable de 1'oxydation|des cystéines et des méthionines pour les quelles des

systémes| spécifiques de réversion de I’oxydation ont été mise en évidence, ’oxydation des
autres acides aminés apparait comme un phénoméne irrx‘:w:rsiblei (99). Au niveau cellulaire, la

dégradah'on des protéines oxydées est assurée prmclpalement par le proteasome. Cependant les
il a été

protéines les plus endommagées peuvent devenir résistantes & cette dégradation. Ainsi,
montré que les protéines modifiées par le 4-HNE devenaient non seulement résistantes & la
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dégradation par le proteasome, mais ci;u’elles pouvaient également agir comme inhibiteur du
' proteasome pour la dégradéﬁon d’autreé protéines oxydées (99.100). Les protéines oxydées vont
étres prises en charge également par des protéines spécifiques dites protéines du stress ou
protéines de chocs thermique HSP (I-Iaﬁt Shoch Protéin), qui permettent a la cellule de répondre
A des stress de fagon rapide. Parmi ces protéines, les membres de la famille des HSP70 et des

HSP72 (101).
i

I1.6.3. Oxydation de l’ADIN : Produitst formés et systémes de réparation
Bien que|I’ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il s’agit
d’une molécule trés sensible a I’attaqlue par les radicaux de I'oxygeéne. Il existe deux types
d’ADN dans la cellule: lADN nucléaue et I'’ADN mitochondrial. Ce dernier est la cible
privilégiée des oxydations par les ROS Ainsi le taux de bases oxydés serait 2 a 3 fois supérieur
dans I’ADN mit par rapport a4 I'ADN| nucléaire (28). Cinq classes principales des dommages
oxydatifs médiés par °OH peuvent 6tre générées. Parmi elles les bases oxydées, les sites
abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines
(102.103). Ces différents dommage:sl sont fortement impliqués dans les phénoménes de
cancénsa‘non et du vieillissement, de méme les mutations de 'ADNmt pourraient étre impliquées
. dans les jphénomeénes de mort cellulaire. Le marqueur blologlque de I’oxydation de I’ADN le
plus la.rgiement utilisé est la détection des bases modifiées (28.104). I.’élimination des lésions
oxydatives de I’ADN est un mécan:sme important pour hm1ter leurs effets mutagénes et

cytotoxiques. Pour cela de nombreux systtmes de réparation de I’ADN sont utilisés par la
}
cellule. Les bases oxydées sont éliminés essentiellement par deux mécanismes : La réparation

par excision de bases (BER, Base Exclslon Repaire) ou par excision de nucléotides (NER,

Nugcléotides Excision Repalrc) (28. 105)

11.6.4. Oxydation des carborydrates
Si la chimie de 1’attaque radicalaire de? carborydrates a été beaucoup moins étudiée que celle des

autres imac:romolé,cules, il n’en Edcmeure pas moins que les ROS attaguent les
muoopolysacchandes et notamment les protéoglycanes du cartilage. Le radical °OH réagit avec
les carbohydrates en enlevant un proton hydrogéne d’une des atomes de carbone formant ainsi

un radical carboné centré. Par ailleurs le glucose peut s’oxyder dans les conditions

physiologiques, en présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, HaO; et °OH,

qui entraineront les coupures des protéines ou leurs glycation par attachement du cétoaldéhyde

(ce qui c!ondult chez les diabétiques 2 la fragilité des parois vasculaires et de la rétine) (51).
| ’ 25




‘ ;
i Synthése Bibliographique
I1.7. Systélmes de défense contre les ROS

Les radicaux libres se produisent spofitanément et d’une manicre continue au sein de notre

organisme, les types de ces radicaux produits ainsi que leurs lieu de production et de propagation
étant variés, la rapiste antiradicalaire: Iest heureusement polymorphe  la fois préventive et
curative. |Un antioxydant peut étre déﬁme comme toute substance qui est capable, a
concentrations relativement faibles, d’entrer en compétition avec d’autres substances oxydables
et ainsi ralentir ou inhiber leur oxydation. cette définition s’applique & un grand nombre de
substances comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spiéciﬁques mais aussi de petites

molécules lipo-ou ‘hydrosolubles. Les antioxydants cellulaires sont donc enzymatiques €t non

enzymatiques (28.106).

1L.7.1. Lel antioxydants enzymatiques'f

Les princilpales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase, la glutathion péroxydase
et réductase et la catalase. Plus récemment, d’autres enzymes ayar;t des propriétés antioxydantes -
ont été réw!/élées, les thioredoxines peroxydases (67).

IL7.1.1. I.La superoxyde dismutase (SOD)

Comme son nom l’indique, la SOD est une ¢nzyme qui catalyse la dismutation de l'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne. 1l existe trois isoformes de la SOD: Une
forme cytosolique, nucléaire et extracellulalre associée aux ions cuivre et zinc (CwZn-SOD),
une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une autre forme associée au fer
(Fe-SOD), prépondérante chez les bactéries et les plantes (28.107).

La SOD |mitochondriale, sxtuée exclusivement dans la matrice, permet la dismutation quasi-
instantanée de 1°0,° produit au niveau de la chaine des transportcurs des électrons protégeant
ainsi cetté organite contre I’attaque des ROS (108). Les souris dépourvues de cette enzyme dite
« Mn-SOD knauckaut » ne survivent que quelques jours aprés la naissance tandis que celles qui
possédent seulement 50% d’activité de cette enzyme sont viables et fertiles. Si la Mn-SOD
semble indispensable a la vie, ce n’est pas le cas pour la forme cytosolique méme si celle ci joue
un role [important dans l’élnnmatlon des ROS (67.109). L’activité¢ de cette enzyme est

inégalement distribuée dans les tissus. Chez les souris, I’activité dans le foie et les reins est la

plus élev ée, suivi par celle du cerveau et du cceur, des muscles et de la rate, et en derniers lieu les
poumons avec la plus faible activité (20 fois inférieurs que dans le foie) (67).

I1.7.1.2. La catalase

C’est uné enzyme & héme qui agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la

dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire. Dans les tissus,
I|

26




Synthése Bibliographique

’activité

cerveau

\
|
\
=
o
|
|

de 1a catalase est la plus haute dans le foie suivie des reins, des poumons, du cceur et du

(110). Cette enzyme est ccrntenue dans les peroxysomes, le cytoplasme et les

mitochondries. Dans le cceur certams hauteurs pensent qu *elle est présente dans les

mitochondries seulement, ou elle constltue 0,025% des protéines totales. La contribution de cette

enzyme est non significative par rappo|rt i celle de la glutathion peroxydase, une autre enzyme
|

détoxifiant le peroxyde d’hydrogéne (1 1 1). |
11.7.1.3. La glutathion peroxydase: et )réductase (Gpx) et (GR) |
La glutathion peroxydase (Gpx) est la plus importante enzymle détoxifiant I’H202 chez les
mammiferes. C’est une ¢énzyme 2 sélémum présente dans le cytosol la mitochondrie, le
réticulum endoplasmique et le noyau Le réle de cette enzyme est de réduire d’une part le
peroxyde d’hydrogéne en molécule d’eau et d’autre part les hydroperoxydes organique (ROOH)

en alcool. Lors de cette réaction qui ficmande I’intervention de|deux molécules de glutathion

(GSH), cLlle-ci se transforme en glutathion disulfure (GSSG) (51.67):

La gluta

quand &

glutathion réductase utilise un cofacteur le NADPH (64.67) :

par une

Au niveau de la mitochondrie, le!N

dehydro

matrice

et des muscles squelettiques (67).

I1.7.1.4.
Les thioredoxines peroxydases (Prx)

fravaux

GPx | |

H,0; + 2GSH ;”1
ROOH+2GSH _ GPy ',
-

;

elle, a pour rdle de régénérer‘

GSSG +NADPH +H" |

G6PD

—.>
|

NADP'

pénase NADP" dépendante (

concernant leurs fonctions ;
.

— . » 2GSH+NADP'

Les thioredoxines peroxydases (Prx)
3 ont été découvert récemment et font I’objet de nombreux

JH,0+GSSG

ROH +H,O+GSSH

hion réductase (GR), locahs?e également dans le cyto|sol et dans les mitochondries,

le GSH a partir du GSSG.| Au cours de cette réaction, la

GR-

|
Cette réaction produit du NADP* qui sera régénéré en NADPH! pour une utilisation ultérieure,

utre enzyme, la G6PD (glucose 6-P dehydrogénase) :

NADPH.

ADPH est renouvelé par june enzyme appelée isocitrate
). La GPx nntochondnalle est localisée au niveau de la

et dans l'espace intermembranaire. L’activité enzymatique de cette enzyme est la plus

. | . .
haute dans le foie, le rein et le coeur et s’abaisse légérement dans les mitochondries du cerveau

antioxydantes (67). Elles ':lsont au nombre de six chez les
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mammiferes et sont localisées dans le cf‘:ytosol, les mitochondries, |les péroxysomes, associées au

noyau et [aux membranes. Ces protéiAes exercent leur rble antioxydant & travers une activité
peroxydase, ot I'H,03, le peroxyniti'it:e et de nombreux hydroperoxydes sont les substrats. Ils
jouent un! rdle trés importants dans la détoxiﬁcation vue leur quantité importante (0,1 & 0,8% de
|

protéines solubles cellulaires) et leur 1a1?ge distribution dans la cellule (28).
Deux isoformes de la thiorédoxine f)reroxydase (Prx 3 et Prx|5) ont été trouvé dans les

mitochondries des mammiferes. La Pf‘x 3 est omniprésente dans divers tissus de rats, elle est

présente en grande quantité dans le ccr.ur et la glande surrénale su.w1e du foie et du cerveau. La

Prx 5, le plus nouveau membre de cette‘ famille, est omniprésent dans les tissus des bovins, avec

le plus halut niveau dans les testicules (6‘7).

I1.7.3. Les antioxydants non enzym'atliques
I1.7.3.1. Le cytochrome C 'E
L’espace| intermembranaire mitochonan'al contient environ 0,7 mM du cytochrome C capable
d’éliminer 1’anion superoxyde. Le cytochrome ¢ peut étre altemativément réduit par 1’anion

superoxyde et régénéré ensuite par son accepteur normal d’électron la cytochrome-C oxydase

(67). Cette capacité fascinante de ce sy,Ttémc de défense, de produire I’énergie tout en détoxifiant
’anion superoxyde potentiellement x|10cif lui a gagné le titre d' " antioxydant idéal". Les

propriétés antioxydantes du cyt-C oni'i été confirmées in vitro, mais le r6le physiologique et

Pefficacité in vivo de ce systéme piégeur du superoxyde restent & T-:xplorer 6.

I1.7.3.2. Le NADPH _ - I

Quelques hauteurs présument que le NADPH peut servir commé antioxydant non enzymatique

direct. Les mitochondries des maxmmféres contiennent des concelntrauons élevées du NAD (P)H

(environ|3-5 mM de chacun), qui en i‘captant les radicaux centrés de ’oxygéne, empéchent les
dommages aux protéines et 4 PADN rﬂitochondrial (67).

I1.7.3.3.|L’ubiquinone ou le CoQ
L’ubiquinone est connue pour son role vital dans la productxon d’énergie, il transfert les

|
électrons entre le complexe I et le ‘complexe I de la xmtochondne Il posséde également des

propriétés antioxydantes mtéressantes} en protégeant les protéines et les lipides des membranes

mitochondriales et cellulaires contre lz‘l péroxydation aussi efficacement que la vitamine E, ainsi,
I’ubiquinone empéche I’ initiation et|la propagation de la péroxydation lipidique tandis que la
vit-E inhibe seulement sa propagatxon L’étude du rapport CoQ Hy/CoQ est nécessaire pour

[
&valuer I’importance de 'ubiquinone <|ians la protection contre 1’agression par les ROS (1 13.114).

|
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I1.7.3.4. Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide simple (L-gamma- glutamyl- L~ cysteinly- glycine), présent dans
toutes les cellules des mammiferes, et dans un grand nombre de t:ypes cellulaires chez les autres
espéces animales. Les propriétés du glutathion sont principalement due & la présence du
groupemént fonctionnel sulfbydryle; c’est pourquoi le glutathion réduit est souvent écrit
"GSH" !et le glutathion oxydé formé de deux molécules de GSH, " GSSG". Plus de 90% du

glutathioxil existe sous la forme réduite (30).
La mitochondrie contient environ 10 & 12 % de la quantité totale du GSH cellulaire, mais vu le

volume relativement petit de la matrice, la concentration en GSH mitochondriale est légérement
plus haute a celle dans le cytoplasme, la concentration mitochondriale est dans la gamme de 2 a4
14 mM. | Ces concentrations changent selon l'état, l'age et le tissu métabolique (67). La
rmtochox:'ndrle est dépourvue des enzymes nécessaires & la synthése de ce peptide, le GSH
mltochondnal est donc transporté & partir du cytosol et ce en utilisant plusieurs systémes de
transport, tels que les transporteurs spéc1ahsés a faible et 4 haute affinité (low and high affinity
GSH traxllsportors) et Jes porteurs, dicarboxyliques et 2- oxoglutarate (67). Le GSH est considéré
comme lp principal antioxydant propre 2 la cellule en se liant directement par son pdle SH aux
radicaux|libres, mais il est principalement utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase et
permet donc I’élimination du peroxyde d’hydrogéne et des hydropéroxydes, prévenant ainsi la
peroxydatmn lipidique. Une déplétion du GSH mitochondrial est 1étale alors que celle du cytosol

n’affecte pas la viabilité cellulaire (64.67).
Le métabolisme et les fonctions antioxydantes du GSH sont représentés dans la figure 8 ci-

dessous.
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Figure 8. Métabolisme et fonctions antioxydantes du GSH dans la cellule (115).

Le GSH ost consommé soit par une GPx cytosolique, soit par les GST,et GPx pour réduire le peroxyde
d’hydrogéne ou les peroxydes organiques générés par le métabolisme aérobie, respectivement. Pour
maintenir 1’équilibre redox cellulaire, le GSSG est réduit en GSH par la GSSG réductase aux dépens du
NADPH, |ormant ainsi un cycle redox. Dans des conditions sévéres de stress oxydant, la capacité de la
cellule & réduire le GSSG en GSH peut étre dépassée induisant alors son accumulation dans le cytosol.
Pour maintenir I’équilibre redox cellulaire, le GSSG est activement exporté ou conjugué & un thiol
protéique (PSH) pour former un conjugué mixte disulfure (PSSG).

i
IL.7.3.5. Les thiorédoxines ' !
Les thiorédoxines (Txn) sont de petites protéines (12 KD) doﬁées d'une activité intrinséque

d'oxydoréduction comme toutes les prj‘téines' a4 groupements thioj (-SH). Elles sont capables de

réduire les ROS. Trois variants de | la thiorédoxine ont été. clonés et caractérisés: Txni
cytosolique, Txn: localisation mitochondriale et Txng expression spécifique au niveau des

spermatozoides. Une fois oxydée la Txﬁl est réduite par la thiorédoxine réductase (52).

IL.7.3.6. Les métalothionéines 'y

Les métalothionéines sont de petites protéines constituées d'une! trentaine d'acide aminés, dont
un tiers sont des cystéines. La premiére fonction décrite pour ces protéines est la détoxification
des métaux lourds. Leur rble comme q.ntioxydant est démontré dans les différents cas du stress

oxydant tel le stress induit par la doxorubicie. Ces protéines étaient capables d'éliminer le radical

hydroxyle, de chélater les jons fer et cuivre et de limiter ainsi la réaction de Fenton (52.116).

1L.7.3.7. La vitamine E

Sous le terme de vitamine E est rcgroiupée la famille des tocophérols (Alpha, Béta, Gamma et
Delta), ce sont les alpha et les gamma qui possédent les propriétés antioxydantes les plus
intéressantes. La vitamine E comme ’ubiquinone, est concentré |dans les membranes ou elle est
particuliérement efficace pour limiter la péroxydation lipidique. Elle peut intervenir donc
| i
| | 30
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directement au niveau des. membranes|ou elle piége les radicaux |Iibres avant qu’ils n’atteignent

leurs cibles ou en stoppant la chaine de la péroxydation hpxdlques La vit E devient alors a son

I
tours unl radical et pourra €tre pn? en charge par une aut_re molécule antioxydante tel

I’ubiquinone ou la vitamine C (28.52.1ii3). |
| | |
¥1.7.3.8. Autres antioxydants non enz‘ymathues I

Dans le milieu hydrosoluble, plusmurs molécules semblent avo1r un pouvoir antioxydant. C’est

!
notamment le cas de la vitamine C ou 1’acide ascorbique ; excéllent piégeur des ROS et qui

protége les substrats de la cellule del\l’oxydatlon, mais cette v1tam1ne pourrait aussi avoir des

propriétés pro oxydantes (117). !i i

. N S :
Le fer et|le cuivre sous forme libre éta#t particuliérement prometteurs de dommages radicalaires,

il
ces métaux sont physiologiquement” séquestrés et transportés grice a4 des protéines dites
chélateurs des ions, comme la transfernne la ferritine, la lactofemne la cerruloplasmine et

’albumine,...qui agissent entant qu: antloxydants primaires (64) |

|\
|\
L’acide urique, produit terminal ma]eur du métabollsme des purmes, posséde une activité anti-

!
oxydante majeure. Il peut intéragir, alconcentrauon physxologlque avec les ROS et notamment
en piégeant 1’0,° et °OH, il apparait ¢ comme étant 1’antioxydant; plasmathue le plus efficace en

terme de réactivité avec les ROS, tou te fo1s, il n'est pas actif contre les radicaux lipidiques (118).

I‘ |
Les oligoéléments qui ont une ongme nutritionnelle (Zinc, cuivre sélénium, Magnésium...)
lc,ontre les ROS comme cofacteur des enzymes antioxydantes.
ibilité plus

part1c1pel,nt au processus de défense
Le déficit en un on plusieurs de ces ohgoéléments résulte généralement en une sensi
accrue au stress oxydant et au dével oppement des maladies liées aux radicaux libres.

: ” i
Ces antioxydants sont complété‘ par ‘T'apport alirnentaire d'autres substances telles, les

caroténoides et les flavorioides esscntlellernent 11 en résulte,

grace 4 ces agents protecteurs,

une certaine tolérance de l'orgamsmcwws—é—ws du stress oxydauf (64).
s de détox1ﬁcat10n des ROS dans la mitochondrie sont

représentés dans la figure 9 ci-dessous. i

Les principales sources: et systémes
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Figt?re 9, Principaux sources et systéme de détoxification des ROS dans la mitochondrie (67).

ACQO) ac!onitase; Prx3,q) péroxiredoxine réuit; Prx3.,) peroxiredoxin oxyd¢; Q) coenzyme Q; DHOH)
dihydroorotate dehydrogenase; KGDHC) alpha-ketoglutarate dehydrogenase complex; alphaGDH) alpha-
glycerophosphate dehydrogenase; PDHC) pyruvate dehydrogenase complex; IDH) isocitric
dehydrogenase; Trx2.q) thioredoxin-2 réduit; Trx2,,) thioredoxin-2 oxidé; Grx2res) glutaredoxin-2 réduit;
Gri2,,) glutaredoxin-2 oxidé; TrxR2) thioredoxin-2 réductase; MDH) malate dehydrogenase; IDHY
isocitrate; dehydrogenase; GR) glutathion réductase; GSH) glutathion réduit; GS-5G) glutathion oxydé ;
GPx) glutathion péroxydase; PGPx) phospholipid hydroperoxide- glutathion peroxidase; C-I) Complexe
I; TH) tr:anshydrogenase; Cyt. bS réductase) cytochrome b5 reductase; MAOs) monoamine oxidases A
and B; OM) membrane mitochodriale-externe; IM) inner mitochondrial membrane. ROS species that are
detoxified by the corresponding systems are shown enclosed in a square frame; asterisks indicate sources

of ROS.
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11.8. Intervention des ROS au cours des processus physiologiques
Les conséquences biologiques du stn:ess oxydant seront extrémement variables selon la dose et le
type cellulaire. De léger stress augmenteront la prolifération cellulaire et 1’expression des

protéines| d’adhésion, des stress niloyens faciliteront I’apoptose, alors que de forts stress

provoqueront une nécrose et, des stress violents désorganiseront les membranes, entrainant des
lyses immédiates. Le paradoxe des radicaux libres en biologie est donc, qu’ils constituent des
espéces extrémement daL'lgere:use:s,I susceptibles d’engendrer un nombre considérable de
maladies, tout en étant des espéccs indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de tres
nombreuses fonctions utiles qui, 4 part Ia phagocytose, ont été découvertes récemment (51).

B

Les radicaux libres participent au fé)n;:ﬁonnement de certaines enzymes, 2 la transduction des
signaux cellulaires, & la défense nmnumtalre contre les agents pathogénes, & la déstruction par
apoptose/|des cellules tumorales, au c{:ycle cellulaire, a la différenciation cellulaire, & la régulation
de la dilatation capillaire, au fonct%oMement de certaines neurones et notamment ceux de la
mémoire] a la fécondation de I’ vule, 3 la régulation de génes ; phénoméne appelé contréle redox
de génes: (51.52). La phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou les

polynucléaires s’accompagne d’une producuon de ROS si brutale et intense qu’elle est connue,
sous le nom de " Burst oxydarzf " c-3-d explosion respiratoire. Au sein du phagosome,
I’activation de la NADPH oxydasel et PPaction de la SOD et la NO synthase, aboutissent a la
formation d’un mélange trés corr031f de I'0,°, Hy0., ONOOH qui détruit par oxydation

’ensemble des composants bactériens (51).

Les radicaux libres constituent auslsi:un systéme de transmission de signaux, ce systéme est
présent chez les étres umcellulalres[ et il s’est conservé chez les étres évolués, y compris, les
mammiféres qui se sont dotés de systémes de production des radicaux libres et de systémes de
détect101|1 et de transduction du sxgnal Les ROS peuvent donc étre considérés comme des
messagés intra- et extracellulaires. Ils ‘permettent d’induire la réponse cellulaire & de nombreux

stress; thermiques, ultraviolets et xenobxothues, permettant I’expression des génes de défense et

]a modulation de I’expression des génes codants pour les enzymes antioxydantes. Chez ’bomme,
les génes antioxydants les plus mductlbles par un stress oxydant sont ceux de la SOD a
manganése, de la catalase, de la thloredoxme et des HSP70 alors que ceux de la Cu-Zn SOD et la

glutathion peroxydase sont peu mdulcnbles (76.119)
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Ayant besoin d’une certaine quantité d"espéces réactives de 1’oxygéne, 1’organisme ne cherche
donc pas a les détruire mais 2 controlcr leur niveau pour éviter le stress oxydant. Ceci explique la
régulation trés fine du génome antloxydant et de ces mécanismes d’adaptation. La thérapeutique
antioxydante ne doit pas oublier ces actmtés utiles des radicaux libres sous peine d’échec, voire
d’effets toxiques paradoxaux (51). ‘[

-

II1. La mitochondrie et I'apoptose

[IL1. Définition de I'spoptose |

L'apoptose ou mort cellulaire prog;'ammée est un processus physiologique par lequel des
cellules surnuméraires ou dysfonctlonnelles sont éliminées de l'organisme. Elle constitue un des
domaines de recherches récentes qui pennettent de mieux comprendre pourquoi il y a si peu de
cancers, compte tenu du nombre mcroyable de mitoses dans l'organisme et des mécanismes

précis qui les contrblent. L'apoptose est donc nécessaire au développement et au maintien du bon

fonctionnement de tout organisme vwant Elle joue un role important dans 'embryogenése, dans
les changements morphologiques, dans I'homéostasie cellulaire, dans la réparation des tissus et
dans la iégressmn des tumeurs. Malheureusement, le déréglement de ce processus soit par
activation excessive soit par défau[t d’intervention est impliqué dans la physiopathologie de
nombreuses maladies {cancers, maladles neurodégénératives, SIDA.. )(120.121.122.123).
; ﬁ

Le mot «apoptose» a été introduit en 1972 par Kerr et ses collaborateurs, et fait référence a la
chute programmée des feuilles en automne (du grec apo pour éloignement, pfose pour chute)
(121). Ll'apoptose, type de mort ciellulau'e actif, désigne une séquencc de modifications
morphologiques caractéristiques: Condensatlon du cytoplasme et de la chromatine,
fragmentation de la cellule et du noyau en corps apoptotiques qui sont ensuite relargués, et vont
étre phagocyter sans aucune réactlon inflammatoire, par opposition & la nécrose qui est une mort
incontrdlée, violente et rapide, se mamfeste souvent comme un éclatement immédiat de la cellule

provoquant 1’effondrement de lhoméostasw inteme et est associée & des réactions

inflammatoires (120.121). ;

E . .

Le processus apoptotique peut etreE subdivisé en trois phases distinctes: La phase d’initiation
dépendante de la nature de la stlmulatlon et du type cellulaire ciblé par cette derniére, la phase de
régulation dépendante de I’activité des protéines de la famille Bel-2, et la phase d’exécution qui

dépend de Dactivité de protéases :& ¢ystéine ou caspases. Ces deux derniéres phases sont en
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. . « e, ! . *
relation étroite avec I’activité de| la mitochondrie. Lors de ce processus la membrane

mitochondriale est permeabilisée d'{m:e maniére ou d'une autre, provoquant la libération de
substances activatrices des caspases Fcomme le cytochrome c ou I’AIF régulée par les protéines
de la famille Bel-2 (1124.125.126). |

!

I1L.2. Acteurs moléculaires majori:tai'res de I'apoptose

111.2.1. Lies caspases b
Les caspases sont des médiateurs ‘importants de la mort cellulaire. Ce sont des cystéines

protéases spécifiques de l'acide aspa:u'ti,que. Le terme caspase a été proposé par Alnemri et ses
collaborateurs (127), le "C" représerflte la cystéine du site actif et "aspase” définit la spécificité
stricte de clivage de ces protéases, afprés un acide aspartique (121). 14 caspases diff¢rentes ont
été mises en évidence jusqua présfcnt. Ces caspases peuvent é&tre subdivisées en caspases
initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10), rtf:sponsables du déclenchemerit des cascades d’activation des
caspases, permettant de ce fait d‘asmpliﬁer et d'intégrer les signaux pro-apoptotiques, ¢t en
caspases |effectrices (caspase 3, 6, l! et 14) qui dégradent les substrats cellulaires spécifiques
(127.128). Toutes les caspases ont une structure conservée et sont synthétisées sous forme de
précurseurs inactifs on zymogénes. iL'activation des caspases passe par le clivage protéolytique

de la forme zymogéne. Cependant, il est & noter que trés peu de données sont disponibles sur les

fonctions de plusieurs caspases et qlfle leurs rdles demeurent encore controverses.

L’activation pharmacologique des Ecaspases en utilisant de petites molécules constitue une
approche effective dans la dégradation des cellules cancéreuses ou au moins d’enlever la
résistance aux médicaments anticanééreux. Le blocage de I’expression des génes qui codent pour

les inhibiteurs des caspases est fme autre stratégie puissante dans la thérapie du cancer

(121.129.1130.131).

E

l

I11.2.2. Les membres de la famille EB¢1-2

Les membres de la famille Bcl-2 (EB-cell leukemia/lymphoma 2-like proteins) sont des acteurs
clés de la perméabilisation mitochcinciriale. Cette famille, contenant environ 15 membres, peut
étre divisée en 2 groupes en font%tion de leur activité : les protéines possédant une activité
antiapoptotique ( Bel-2, Bel-X, Bel-w...) sont en partie Jocalisés au niveau de la membrane
externe mitochondriale empéchant cfle ce fait la dissipation du potentiel membranaire ainsi que la
libération du cytochrome ¢ et de l:'AIF‘ , et les protéines possédant une activité proapoptotique

(Bax, Bid, Bad...) et qui puissent dil:’eCtement induire ces modifications (132.133.134).

35
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Toutes les protéines de la famille Bcl-i contiennent un domaine carboxy-terminal hydrophobe
de 20 acides aminés permettant leur ancrage dans les membranes intracellulaires au niveau de la
mitochondrie mais aussi au niveau du réticulum endoplasmique et du noyau. La fonction
principale de ces régulateurs est de gor%tr{‘)ler la libération des facteurs proapoptotiques, comme

le cytochrome c, de I'espace intermembtanaire mitochondrial vers le cytosol (121. 135.136).

IIL.3. Mécanismes de perméabilisation des membranes mitochondriales lors de 'apoptose
Plusieurs modéles peuvent expliquer le relargage des solutés de la mitochondrie vers le cytosol,
étape correspondante 4 la phase effectrice de l'apoptose.

IT1.3.1. Le pore de transition de perm:éabilité mitochondriale MPTP

Ce MPTIP est un canal non sélectif pouvant étre formé par I'apposition de protéines
transmembranaires résidant au niveau ;de la membrane interne et au niveau de la membrane
externe c]le la mitochondrie. Les différentes études réalisées montrent que ce pore est
principalement formé par I'association fde I'ANT (transporteur de nucléotides adenyliques), du
VDAC (canaux anioniques voltage dépendant) et de la cyclophiline D (Cyp D), une protéine de
la matrice (Figure 10) (8.44).

L'ouverture du pore peut étre induite par différents effecteurs physiologiques comme le calcium,
la diminution de la concentration en adénine nucléotide ou en phosphate inorganique, la
production de radicaux libres oxygénéé ou le changement de pH. De plus, les membres de la
famille Bcl-2 peuvent réguler l’ouverturE du pore : Bcl-2 peut prévenir cette ouverture alors que
Bax provoque une chute du potentiel membranaire mitochondrial et en favorise l'ouverture
(8.137.138). L'ouverture du pore augmente la perméabilité¢ de la membrane interne
mitochondriale vis--vis de protéines dé poids moléculaire inférieur & 1,5 kda. Ceci entraine une
dissipation du potenticl membranaire mitochondrial, un déséquilibre chimique entre le
cytoplasme et la matrice mitochond;riale, ainsi quun découplage de la phosphorylation
oxydative, provoquant alors un gonflement osmdtique pouvant conduire 4 la rupture de la

membrane externe (120.139).

e IR e B eI
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Figure 10! Principaux composants du pore de transition de perméabilité mitochondriale PTP (44).
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|
II1.3.2. La rupture de la membrané externe mitochondriale
|
Ce modéle implique I'hyperpolarisation de la membrane interne précédant la libération du

cytochrome C dans certains systénlrle§. Cette hyperpolarisation résulterait de l'incapacité de
l'échange entre 'ADP cytosolique et iI'ATP mitochondrial. Cet échange est normalement effectué
par les canaux anioniques voltage-dépendant ou VDAC localisés au niveau de la membrane
externe et par le transporteur de nucléotlde adénylique ou ANT localisé au niveau de la
membrane interne. Cette absence d'échange semble inhiber l'activité de la F1F0-ATPase, ce qui
empéche |le retour des ions H' vers La matnce et par conséquent contribue 4 I'hyperpolarisation.
Une telle augmentation du potentiicll membranaire mitochondrial peut étre & lorigine du
gonflement osmotique de la mat;icé conduisant 3 la rupture de la membrane externe

mitochondriale et au déclenchement ?de la voie mitochondriale de I'apoptose (138).

I11.3.3. Le pore formé par les membllfes de 1a famille Bcl-2
L'hypothése dun canal pouvant :laisser passer les protéines apoptogénes de l'espace
intermembranaire mitochondrial est Iéu;diée. Ce canal pourrait étre formé par certains membres

de la famille Bcl-2 compte tenu de lia forte homologie de Bcl-Xy, avec la sous-unité de la toxine

diphtérique, capable de former un pore membranaire. Il a été suggéré que les protéines de la
famille B¢l-2 comme Bax pouvauent s'insérer au niveau de la membrane externe mitochondriale
et s'oligomériser pour former un canal mais le fait qu'un tel canal puisse éire assez gros pour

I

laisser passer de petites protéines reste é démontrer (121).

11L.4. Mécanismes moléculaires et différentes voies de l'apdptose

Il existe aujourd’hui plusieurs voies pr'incipales de signalisation aboutissant & la mort cellulaire
par apoptose. La premiére, appelée vme intrinséque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une
place centrale dans les mécanismes' de l'apoptose. Une autre voie est initiée 4 la surface de la
cellule par des récepteurs membranaires, c'est la voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort
(57 |

[1L.4.1. L.a voie mitochondriale ou voie intrinsé¢que

De nombreux stimuli, comme les agents thérapeutiques, les radiations UV, les molécules du

stress, le|manque de facteurs de cro1|ssance, semble induire V'apoptose par la voie mitochondriale.
L'espace| intermembranaire contient e cytochrome ¢, certaines procaspases 2,3 et9), les
protéines Smac/Diablo, AIF et cndonucléase G. La perméabilisation des membranes externe et

interne provoque la dissipation du potentlel membranaire et le relargage de toutes ces protéines
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proapoptotiques dans le cytoplasme.: La mitochondrie peut alors développer deux voies
apoptotiques: I'une dépendante des caspases, l'autre est indépendante (1140).

I11.4.1.1.| La voie mitochondriale dépendante des caspases

La libération du cytochrome ¢ constitue I'étape majeure de l'induction de l'apoptose par cette
voie. |

» Lecytochrome ¢

Le cytochrome ¢ est codé par un géne nucléaire et est synthétisé sous forme de précurseur qui est
incapable de participer a linduction de Yapoptose. Ce préémsem est importé dans la
mitochon'drie ol il subit une maturation. Le cytochrome ¢ est sej’:questré au niveau de l'espace
intermembranaire mitochondrial ol il exerce sa fonction physiologique de transporteur
d'électrons entre les complexes III et IV de la chaine resplratoue (141). En 1996, Liu et ses
collaborateurs ont montré que le cytochrome c était nécessaire & l'actlvatlon de la caspase-3. Il
est désormais établi que le cytochrome ¢ relargué dans le cytosol; est & l'origine de la formation
de l'apoptosome. Tout récemment, l'invalidation du géne codant p{j)ur le cytochrome ¢ a confirmé

l'importance cruciale de cette protéine dans l'apoptose. Ces étu}des montrent qu'aucune autre

protéine cellulaire ne peut remplacer le cytochrome ¢ pour I'oligomérisation d'Apaf-1 et pour
l'activation de la caspase-3, induite par un stress cellulaire ou par un agent ciblant la

mitochondrie. (1142.143).

> Pl"ocessus apoptotique
L’augmentation de la perméabilité de la membrane interne de la mitochondrie aboutit & son

gonflement par entrée massive de solut¢ a intérieur de la matrice et une altération de la
membrane externe suffisante pour libérer les produits de 1’espace intermembranaire entre autre le
cytochrome c¢. L’oligomérisation du cytochrome c, et de I’APAF-1 en présence d’ATP permet le
recrutement de la procapase 9 pour former un trés gros complexe (700 a 1400 KDa) appelé
apoptosome (Figure 11), au sein du quel la procaspase 9 s’active et amorce une cascade des
capspases en clivant les caspases 3 et 7, protéases effectrices majeurs de 1’apoptose responsable

de la fragmentation de I’ ADN nucléaire et I'autodestruction cellulaire (140).
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Figure 11. Formation de l'apoptosome, activation des caspases et induction du_ processus apoptotique
(144).

111.4.1.2. La voie mitochondriale indéi)endante des caspases

Plusieurs protéines contenues dans l'cspace intermembranaire peuvent induire l'apoptose
directement [sans activation des caspases C'est le cas du facteur d'induction apoptotique AIF et
de i'endonucléase G qui, une fois hbérés de la mitochondrie, sont transloqués dans le noyau
provoquant ‘une condensation de la chromatme et la coupure de l'ADN en larges fragments
(Figure 12) (140).

» La protéine AIF
Clest une protéine bifonctionnelle ayant probablcment une activité oxydoréductase et un role

proapoptotique. Apres exposition de la cellule 3 un stimulus proapoptotique, 'AIF se transloque
de I'espace intermembranaire vers le cytosol puis vers le noyau. Les effets de I'AIF en tant que
molécule apoptogéne ont été étudis aussi bien in vitro qu'in vivo. ln vitro, il a ét¢ montré que
I'ATF généllmt une condensation périphérique de la chromatine par interaction directe avec
'ADN sans spécificité de séquence. De plus, I'AIF provoque en présence d'extraits cytosoliques

une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et par conséquent la libération du

cytochrome ¢ et de la procaspase 9. In vivo, les mémes observations (condensation,

fragmentation, libération de protéines mitbchondriales) ont été observées (140).
[
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> L'enLonucléaseG :
L'endonuclée'lse G est une nucléase mitochondriale non spéciﬁun trés conservée chez les
eucaryotes. Elle est codée par un géne nucléaire et probablement impliquée dans la réplication du
génome mitochondrial. Pendant l'apopt(i)se, I'endonucléase G est relarguée de la mitochondrie et
transloquée dans le noyau. Elle digérc! 'ADN en absence d'activité caspase et en absence de
nucléase caspase-dépendante générant ams1 des fragments I'’ADN de haut poids moléculaire

mais également des fragments oligonucléosomiques (140).

111.4.2. La voie des récepteurs de mort 01;1 voie extrinséque

Le sentier extrinséque implique une réception du signal au niveaﬁ de la membrane plasmique.
Plusieurs récepteurs connus appartiennent i la famille des récepteurs TNF (Tumor Necrosis
Factor) tels| que Fas, TNF-R1 (Tumdr Necrosis Factor Receptor) ou TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand). Une fois le message percu, la transmission s’effectue par
I’intermédiaire de la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated death domain). Cette protéine
posséde deux domaines d’interaction, I'un nommé DD (Death Domain) pour le récepteur et
’autre domaine nommé DED (Death Effector Domain) qui intéragit avec la caspase-8.
L’activation| subséquente des caspases-3, 6 et 7 par un clivage protéolytique de la caspase-8

' l * .
induit ’autodestruction cellulaire en clivant les composantes essenticlies au maintien de la vie

cellulaire (35.140.143).

«— Extracellular ligands TNF-c, FasL

Intracellular stimuli
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Figure 12. Voie intrinséque et extrinséque de l'apoptose et les facteurs libérés de la mitochondrie lors du
processus apoptotigue {139).
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1IL.5. Régulation de la voie mitochondriale de I'apoptose ,

II1.5.1. Les protémes inhibitrices de l"apoptose ou IAPs f

Les IAPs sont des protémes qui mhlbe‘nt la mort cellulaire en empechant le clivage des caspases.
L'XIAP (X-linked inhibitor-o f-apoptos1s protein) est I'une des molécules les mieux connues de
cette famille; elle peut inhiiber lactlvanon de la caspase 9 mmatnce ainsi que celle des caspases
effectrices 3 et 7. En effet, elle peut;! se lier & la caspase 9 a_,ctlve et 'empécher d'agir sur la
procaspase 3 ou encore séquestrer la pirocaspase 3 au niveau de l'iapoptosome par simple liaison,

ce qui bloque la voie apoptotique (140?.
I11.5.2. La protéine Smac¢/DIABLO u‘ﬂnbltrlce des IAPs

Smac (Second Mitochondria-derived Acuvator of Caspase) et son homologue DIABLO (Direct
IAP Binding protein with Low pI) sont des protéines identifiées récemment et qui bloquent
Vactivité | antiapoptotique des IAPs et par conséquent i'activation des caspases. La protéine
Smac/DIABLO est fortement expril%xéie dans le coeur, le foie, les; reins, la rate et dans plusicurs
lignées cancéreuses. Smac/DIABLO %ntéragit avec les IAPs et empéche leurs liaisons  aux

caspases| 3, 7 et 9 (140). |‘

I11.5.3. Autres protéines régulatrices”

Les membres de la famille Bcl-2 peu\:/j'ent également réguler la voie mitochondriale en agissant
sur le relargage du cytochrome ¢ maisf: aussi en se liant & Apaf-:l.éLa régulation de l'apoptose par
ces protéines résulte du niveau d’expre!ssion entre protéines pro-:ou anti-apoptotiques, les cellules
~ exprimant plus de protéines proapoptothues seront sensﬂ)les 4 la mort, les autres seront
résistantes (133.134). Les protéme:s| de choc thermique ou Hsp sont aussi des inhibiteurs de
l'apoptose. Différentes €tudes montrent que Hsp-70 et Hsp-90 peuvent se lier au domaine de
1'Apaf-1,| l'empéchant ainsi de sohgoménser et d'activer la procaspase 9. Hsp-27 bloque

l'oligomérisation de Apaf—l en se hant au cytochrome C (140). -
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V1. Mitochondrie, stress, apoptose et pathologies humaines

Le stress oxydant est impliqué dans df.% trés nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associé a des complications de I’évolution, le premier responsable de ces maladies est la
mitochondrie par la production exce ssi;re des ROS. La plupart de ces maladies apparaissent avec

I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production

mitochondriale de ROS et par conséquent I'apoptose (51).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en supprimant certains génes, le
stress oxydant sera la principale cause de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale
amyotr01|>hique, oedéme pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des
facteurs |potentialisant 1’apparition d'é maladies plurifactorielles tels le diabéte, la maladie
d’alzeimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. Il joue également un rdle dans
1’apparition des autres facteurs athérogénes telle l'augumentation de la résistance 4 I’insuline et
activation des cellules endothéliales libérant des médiateurs prodxydants. C’est I’association de
plusieurs facteurs: carence en anﬁoxyﬂants, surcharge en facteurs prooxydants et des facteurs
génétiques qui aboutira au mécanisme pathogéne (51). Parmi les maladies liées au stress, au
dysfonctionnement mitochondriale et/ou a l'apoptose conséquences du stress oxydant, on peut
citer:
VI.1. Le|vieillissement
Le vieillissement est caractérisé par|’augmentation de la production mitochondriale de ROS, la
modification du potentiel redox, déplétion de GSH et de ’ATP. Ces changements facilitent la
peroxydation lipidique et l’ouvertu're:dﬁ PTP. La théorie radicalaire du vieillissement " Free

radical theory of aging" proposée par Harman relie la sénescence au dommage des radicaux
~ superoxydes et des autres ROS générés lors de la respiration mitochondriale (145). Cette théorie
postule que les altérations au hasard de ’ADNmt sont responsables du déclin énergétique
accompagnant la sénescence. Une autre théorie, la théorie mi_t_ochondriale de vieillissement
"Mitoch(!)ndrial theory of aging" prc»pdse que le vieillissement soit le résultat de I’accumulation
de ’ADNmt endommagé par les RO.S conduisant au dysfonctionnement des complexes de la
chaine et par la suite la sénescence. Généralement, il est accepté que les capacités des systemes
antioxydants diminuent avec I’4ge, ce qui a pour conséquence la perte progressive de l’é_qu.ilibre
de la balance antioxydant- prooxydaiit et ’accumulation des dommages oxydatives. Il a ét¢
démontré que Pactivité de la SOD @itochondriale augmente significativement chez les sujets
agés avec diminution du taux des GPx, Cu-Zo/SOD et de la catalase (145.146).
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VI1.2. L'ischémie-réperfusion

L'ischémie correspond  P'interruption ou & la réduction de I'irrigation sanguine d’un tissus ou
d’un organe. Durant I’épisode d’ischémie, I’interruption de la circulation sanguine engendre une
diminutien de la phosphorylation oxydative, et par conséquent Iune baisse de la concentration
d’ATP. Celle-ci provoque une inhibition des pompes Na'/K"-ATP- dépendantes aboutissant a
une &lévation du Ca'™ cytosolique. Dans un premier temps, I’absence d’oxygéne ne semble pas
déléteére puisqu'elle inhibe le fonctionnement de la chaine respiratoire et abaisse le potentiel de la

membranle interne ce qui limite l'entrée du Ca™ dans la mitochondrie, mais lorsque le tissu est

reperfusé, I’arrivée massive d’oxygéne provoque une brusque reprise du fonctionnement de Ia
chaine respiratoire, resterant le potentiel membranaire de la mitochondrie. Celle-ci peut alors
capter massivement le Ca** concentré dans le cytosol, inhibant ainsi & nouveau la synth¢se
&’ATP. De plus I’excés relatif d’oxygéne provoque la production de radicaux libres en excés qui
induisent un stress oxydatif. Lors d’une ischémie suivie d’une réperfusion, on assiste d’abord &
une augmentation du Ca'™ mitochondrial et des radicaux libres, conditions favorables pour
I’ouverture du pore géant. Cette deuxiéme phase a pour conséquence 1’apoptose des cellules. Il
est observé qu'une ischémie bréve conduit 4 I’apoptose tandis qu’une prolongation de I’ischémie
conduit 4 la mort par nécrose. Il existe plusieurs agents agissant sur la mitochondrie qui inhibent

1’apoptose, c’est le cas des inhibiteurs des caspases et de la cyclosporine (147.148).

V1.3. les/maladies neurodégénératives

Le dysfonctionnement mitochondrial conduit aux dommages oxydatifs détectés dans plusieurs
maladies neurodégéneratives. La maladie de parkinson se caractérise par la perte progressive des
neurones dopaminergiques du systéme Nigro-Striatal. L’étude en microscopie électronique des
cerveaux des patients parkinsoniens révéle que ces neurones dopaminergiques meurent par
apoptose. Cette mort est due a I’augmentation de la synthése des ROS lors du métabolisme des
catécholamines (1149). Il est démontré que 1’activité du complexe I mitochondrial est diminuée
dans les |fibroblastes des parkinsonien:s. 11 a été démontré également une diminution des activités
des complexes I, II et Il dans les mitochondries plaquettaires ainsi que des taux de COQ total
plus bas par rapport & des sujets sains (150). La maladie d’Alzheimer (MA) qui se caractérise par
une perte progressive de la mémoire & court terme puis a long terme, par une diminution des

capacités intellectuelles et, parfois, par des troubles moteurs est associée 4 une importante perte

neuronale suite 2 la réduction de lfactivité des complexes II, IIl et IV des mitochondries
neuronalles (151). La sclérose latérale amyotrophique (SLA) se caractérise par la perte

progressive des motoneurones entrainant I’atrophie des muscles squelettiques et leur paralysie.
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|

: ' |
La physiopathologie d’environ 20% des SLA familiales résulte de la mutation du géne de la Cu-
Zn/SOD. La surpressmn du géne bclz antiapoptotique et des IAPs atténue cette perte des
motoneurones {152. 153) La maladlelde Huntington (HD) est claracténsée par la réduction de

i

1’activité des complexes rmtochondnaux II et IIX (154). :
| i |
VIL.4. Le cancer !

Les relations entre stress oxydant et|cancer s’avérent trés étroﬁes; les ROS intervenant dans
’activation des procarciﬁogénes en carcinogénes, créant les lésions de I’ADN, amplifiant les
signaux |de prolifération et inhibant |les antioncogénes comme p53 ( géne suppresseur des
tumeurs) et les membres proapoptotiques de la famﬂle belz. La lps; est capable d’induire I’arrét
du cycle:| cellulaire, la sénescence et I’apoptose Il est observé que la protéine ps; peut agir sur le
PTP et la libération du cytochrome c et ’ATF et qu’elle subit des mutations dans la majorité des
cancers chez I’homme Cette patholqgle résulte également lorsj d'une réduction du processus

apoptotique (121.122.123). l

|
}
j
i

VI1.5. Encephalomyopathie mitochoxlldriale : EPM
Les EPM constituent 1’une des maladies liées a des mutzations| de ’ADN mitochondrial. Ces
mutations provoquent un dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale et de la
phosphorylation oxydative. Une étude récente a montré une mductmn de I’apoptose dans les
muscles |des patients ayants des mutatlons de ’ADN mltochondll'lal codant pour les génes de la
chaine respiratoire par rapport a ceuxlpossédant des mutations a1|1 niveau des génes structurales.
L’augmentation des taux:'du malondi}aldéhyde et des protéines: carbonylées ont été observées
chez les sujets atteints par des encépha:lomyopatlﬁes mitochondriales (155.156).

I 1
VL6. Ataxie de Friedrich ’ |
L’ataxie|de Friedrich est caractérisée [par I'absence de coordination des mouvements et par des
cardiomyopathies hypertrophiques. E:,.le est due & la diminution de la frataxine qui est un
régulatel!lr ldu pool ferrique mitochondrial conduisant & une agcmnulation importante du fer

associée|laux dommages oxydatifs observés dans cette pathologic}(lS‘l).
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V. Lutte contre le stress par les.
V.1, Les| flavonoides |

flavonoides de la pro

polis

Le role antioxydant des polyphénols constitut la plaﬁue tournante des recherches actuelles ainsi
1’ingestion des nutriments riches en polyphénols Mue significativement le taux de mortalité

liés aux

naturels

stress dans le ﬁonde (158).
de structure extrémement Vv

Les polyphénols forment

une vaste famille de composés

ariées, 1’élément fondamental qui les caractérise est la

présence d’au moins un noyau phénolique. Ces composés sont divisés en plusieurs classes selon

leur strulctu.te allant des plus simple's‘; acides phénoliques, a

des composés plus complexes

comme les lignanes en pgssant par les flavonoides, les composés les plus biologiquement actifs

(159). Ces substances occupent ainsi une place importante dans notre recherche vue leur puissant
role antioxydant cité par plusieurs auteurs (160.161.162.163.164.165). Pour ces raisons il nous

semble utile de donner uric présentation générale de ces composés sur deux plan I'un biologique

P’autre chimique.

V.1.1. Définition et structure Chumq ue
Les flavonoides représentent une trés large gamme de métab
appartenant a la famille des polyphér?ols (166.167). Ce sont des pigments quasi universels des

végétaux presque toujours hydrosolubles. Ils sont responsables

fruits et

olites secondaires des plantes,

de la coloration des fleurs des

parfois des femlles assurant [ginsi la protectlon des tissus contre les effets nocifs des

rayonnements ultraviolets (9.158.168). De nos jours plus de 4000 flavonoides ont été identifiés.

IIs ont w
. base a q
B) reliés

f‘igure 13. Sqz

selette de base des flavonoide

ne origine synméﬁque commune et par conséquent possédent tous le méme squelette de
ninze atomes de carbones constitué de deux unités aromatiques, 2 cycles en C-6 (A et

par une chame en C-3 intermédiaire (169. 170. 171). (Figure 13)

s (171).

45




Synthése Bibliographique

V.L2. Localisation i

Les formes hétérosidiques des ﬂavoﬁofdes, hydrosolubles s’accumulent dans les vacuoles et
selon les espéces se concentres dans 1’,Epiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme et
le mésophylle. Dans le cas des fleurs 1I§ sont concentrés dans les cellules épidermiques.
Lorsque|les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, ils sont presque toujours des

génines [libres dont la lipophile est jé.ccrue par méthylation partielle ou totale des groupes
hydroxyles (169.172). i

V.1.3. Distribution |

Les flavonoides se trouvent chez tousgles végétaux, mais sa présence chez les algues n’as pas 4
ce jour été démontré (169). S’ils sont fréquents chez les bryophytes se sont toujours des
ﬂavono'ildes majoritairement des O- ét C- hétérosides de flavone (173). La distribution de ces
composés varie nettement en fonctitijm des organes (bois, écorces, feuilles). C’est chez les
angiospermes que la diversité structurales des flavonoides est maximale ainsi une trentaine de
types flavonoidiques ont pu étre idenﬁﬁés chez les Asteraceaes (169).

Le monde animale est lui aussi coﬂ;:emé par les flavonoides; la propolis I'un des produits
d’abeille est trés riche en flavonoides surtout de type aglycones (174.175). On trouve par
exemple de la chrysine, de la quercetiﬁe, de la galangine et de la; pinocembrine dans la propolis.

Les abeilles Ia fabriquent & partir de§ secrétions de nombreux arbres et la modifient par leurs
|

enzymes salivaires (174.176).

V.1.4. Classification !

Structurellement les flavonoides se répartissent en quinze familles de composes, dont les plus
importantes sont les suivantes : ﬂa&ones, flavanoles, flavanones, flavanonols, isoflavones
chalcones, aurones et anthocyanes (17%/.178).

Les composés de chaque sous classe se distingue par le nombre, la position et la nature des
constituants sur les deux cycles armatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire. Ces divers
substances se rencontrent 4 la fois soﬁs forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides qui
résultent de la combinaison d’un groui)e réducteur d’un ose avec une substance non glucidique :
I’aglycone ou la génine avec éliminati&n d’eau (169.179).

La partie -osidique peut étre mono-, di- ou tri-saccharidique. Elle est formée avec des hexoses
(D-glucose, D-galactose, D-allose.......), avec des pontoseé (D-apiose, L-arabinose, L-

ramnose....), ou avec des acides (D';-glucuronate, D- galacturonate..) .Cette partie peut étre

ramifiée ou linéaire (169.180).
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V.1.5. Biosynthése .
Les flavonoides sont synthétisés au niveau du chloroplaste et participent 4 la phase lumineuse de

la photosynthése comme transportleurs d’électrons. Certains quittent le chloroplaste et

s’accumulent dans les vacuoles (181).

Les composés de départ de la biosynthése des flavonoides sont le malonyl CoA et les dérives
CoA del|’acide cinnamique (cinnamoyl CoA). Ces composés _sont formés suite & deux voies
complémentaires, voie acétate malonate et voie shikimate (181.184).

La voie shikimate conduit 2 la synthése de I’acide cinnamique et donc au cycle B et  la chaine

en C3 de la structure de base des ﬂa\}ono'l'des. Les précurseurs de cette voie sont I’érythrose 4-
phosphate de la voie des pentose et Ie phosphoenol pyruvate (PEP) résultant de la glycolyse. La
;

voie acétate malonate constitue la voie de synthése du noyau A. Ce systéme aromatique est
formé par condensation répétée d’unités acétate (180).

Enfin les deux voies se condensent pour donner la structure de base en C15. L'étape cl¢ est la
condensation de 3 molécules de la ma@llonyl CoA avec une molécule de cinnamoyl CoA, donnant
naissance au précurseur commun la 4 ,2' 4" 6 tétrahydroxychalone avec Pintervention de la
chalcone synthase. Cette chalcone de ‘couleur jaune est métabohsée aux différentes classes des
flavonoides sous I’action d’enzymes spécifiques (Figure 14). Des étapes ultérieurs surtout de
glycosylation et d’acylation aménent les flavonoides & leur forme native sur laquelle ils se

trouvent in vivo (182).
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Figure 14. Voie de biosynthése des flavonoides (173.183).
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V.1.6. Pharmacocinétique des ﬂavonoides

Si les études s'accordent A rapporter des effets biologiques récents pour les flavonoides, on
manque lencore actuellement des donnés sur leur devenir dans l’qrgamsme une fois qu’ils ont été
ingérés et de leur biodisponibilité. ‘

V.1.6.1. Biodisponibilité des flavonoides j

En fait, [La biodisponibilité des flavonoides est I'un des sujets %:ompliqués, et les études faites
dans ce |domaine restent controverser car elles ne prennent pas“ tous, en considération certains
paramétres comme 1'absorption intestinale et le métabolisme splanchnique. Les études de

venessa| et ses collaborateurs montrent que cette biodisponibilité dépend de 3 facteurs

essentiels : La capacité de transport 3 travers la bordure en brosse, I'intensit¢ de la secrétion
intestinale des flavonoides conjugués vers la lumiére intestinale ¢t vers le sang et de la capacité
de la secrétion biliaire (9). Plusieui‘s travaux récents ont montré que c’est le métabolisme
splanchnique qui conditionne de plus la biodisponibilité des flavonoides.

Les flavonoides présentent en généralé une faible biodisponibilité avec une élimination lente qui
se differt d’un flavonoides i I’autre. En prenant la quercetine le principale flavonoides
consommé par I’homme avec ses aliments, prise par voie orale, elle présente une concentration
plasmatique maximale (C max) de 196 pg /ml aprés 2.9 heure, un temps de demi-vie
d’absorption de 0.87 h, de dlstnbutlon de 3.8 h et d’élimination de 16.8 h. La biodisponibilité a
un effet direct sur les effets blolquques des polyphénols et notamment sur la capacit
antioxydante. In vitro, le pouvoir anti@xydant de nombreux polyphénols est supérieur a celui de
{a vitamine C et de la vitamine E (9.181).

V.6.2. Métabolisme des flavonoldes
Les flavonoides sont présents sous plumeurs formes, cette partlculanté va leur conférer des

métabolismes différents. C'est ainsi que les formes libres sont absorbées directement au niveau
de Vintestin gréle (184.185), tandis que les formes glycosylées doivent étre hydrolysés par la
flore mteshnale au niveau du colon avant de pouvoir étre absorbées (186.187.188). Cependant
les formes libres issus de cette hydrolyse peuvent aussitdt étre dégradés par la microflore en
acide phénohques, cux méme absorbés ou éliminés via les fesséces (162). Les polyméres non
absorbéq au niveau de Pintestin gréle sont également dégradés par la microflore en molécules
plus simple qui sont aussi absorbés au niveau du colon (189). L’intestin gréles constitut un site
essentiel de biotransformﬁtion des flavonoides (190.191.192):

A Pintétieur de la cellule intestinale les flavonoides sont transformés en flavonoides conjugués

par méthylation, sulfatation, glucuronidation,... . Une partie de ces flavonoides est déversée dans
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|
le sang |tandis qu’une autre vers la lfl:xmiére intestinale, ceci constitue ’'un des mécanismes de
contrdle|de I’absorption intestinale (19I3.194.195.196).

Aprés absorption et transformation intestinale, les flavonoides atteignent le foie via la veine

porte oulils ont été transformés égalenflent par des enzymes dites de conjugaison (197.198). Les
métabolites ainsi formés atteignent lej:.lrs tissus cibles pour avoir un effet biologique ou bien étre
éliminés dans les urines. Toute fois une fraction des flavonoides peut étre déversé dans I’intestin
via la bile. Dans ce demiers cas, les; métabolites peuvent étre hydrolysés par les enzymes
d’origine bactériennes libérant dé nouveau l’aglycone qui, éventuellement pourra étre
absorbé | et constitut un recyclage enté?,rohépatique des flavonoides qui permet de maintenir une

concentration non négligeable dans le sang (199.200.201.202 ).

V.1.7. Propriétés des flavonoides, lﬁécanisme d'action et relation structure-activité

Une des propriétés majeure des ﬂa\Apnoi'des et de contribuer & la couleur des plantes avec
laquelle| la plante exerce un eff'etl attracteur sur les insectes et oiseaux pollinisateurs,
assurant|ainsi sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant les

prédateurs par leur golit désagréable, ﬁeuvent jouer un rdle dans la protection des plantes (169).

Les flavonoides montrent d’autres probriétés intéressantes dans le contrble. de la croissance et du

développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance.

Certains d’

Les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la découverte de la vitamine C
par Szent Gyorgri (prix Nobel,1937) qui a constaté que les symptOmes hémorragiques du
scorbut, |liés a la fragilité des va.issea@x étaient guéris par des extraits du jus de citron riches en
vitamines C et en flavonoides, cette;;action a été appelée propriété vitaminique P (P étant la

premiére lettre de perméabilite) (181.1!82).

Malgre ces premiers résultats prometteurs les recherches ne permirent pas ensuite d’attribuer un
rble essentiel aux divers polyphénols du monde végétal, partir des années quatre-vingts c’est la
découverte du rdle des radicaux libres dans les processus pathologiques qui a relancé I’intérét

pour les|molécules dont les propﬁétésfantioxydantes sont trés marquées (182.202).
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V.1.7.1.|Activité antioxydante des flavonoides
Les flavonoides sont considérés comme antioxydants puissants capable d’inhiber la formation

des radicaux libres oxygénés et de s'oPiposer a la I'oxydation des macromolécules.
Les ROS générés par les phagocytes;éjouent un réle physiologique important mais ils peuvent
également initier I’inflammation et pr(;)voquer des dommages tissulaires importantes. Des études
récentes|ont montrés que les flavonoides inhibent la génération des ROS par les neutrophiles
chez I’homme et en premier lieu ’anion superoxyde. La quercetine et autre flavonoides sont des
inhibiteurs puissants de la productidn de l'anion superoxyde et de la libération du radical
hydroxyle (181). '
Les flavonoides peuvent inhiber Iz‘; peroxydation lipidique dans les différents systémes
biologiques : mitochondries, microsomes, chloroplastes et erythocytes (181.203). Les études de
Bindoli ¢t ses collaborateurs ont montré que la sylimarin, un (3-OH flavonone) est capable de
protéger les mitochondries hépatiques jfde la peroxydation induite par lefer, cette capacité est 10
~ fois plus que celle de la vit E (181). Les flavonoides empéchent la fixation des radicaux libres
sur ’AIDN inhibant ainsi l‘oxydatic‘f)n nucléique. Plusieurs études ont montrés le réle des
flavonoides dans inhibition de l’oxydéﬁon des LDL et des macromolécules comme I’ADN et les

protéines| (204.205.206.207).

V.1.7.2. Mécanismes de I'action antioxydante des flavonoides

D’aprés les études d’Ishige et ses coﬂaborateurs et de Halliwell, les mécanismes d’action d’un
antioxydant peuvent comprendre le: piégeage direct de ROS, 1'inhibition des enzymes
responsables de la production de ROS, la chélation des traces métalliques responsables de la
production de ROS et la protection des systémes de défense antioxydants tel que I’augmentation
des taux Idu glutathion (208.209).

V.1.7.2a} Le piégeage direct des ROS
L’intéraction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs études

afin de déterminer les éléments majem":s de Iactivité antioxydante, les flavonoides (FL-OH) sont
capables|de réduire les radicaux libresj ‘comme l'anion superoxyde, le peroxyle et I’hydroxyle, et

ce par transfert d’hydrogéne selon la régction suivante (209.182):

FI-OH +R° » Fl-O°+RH

Ou R, représente I’anion superoxyde,:le peroxyle ou I’hydroxyle.
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Le radical Flavonoxy (FL-O°) peut Iéaglr avec un autre radical pour former une structure
quinone |stable (Figure 15) ou mtéragu' avec I'oxygéne pour donner une quinone et un anion
superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant des flavonoides (182). Les
ﬂavonox'des sont de bons plégeurs de rad1caux libres in vitro (210.211.212.213.214).

ey

quinon:
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Flgure 15. Pzégeage des ROS par les flavonoides (182).
|\

'\

V.1.7.2b. La chélation des ions métalhques

Les ions'du fer (F %) et du cuivre (Cu2 " sont essentiels pour certaines fonction physiologiques.

Ils peuvent étres soit des constltuants des hémoprotéines soit des cofacteurs des différents

enzymes de systéme de défense antlo;ydant mais, ils sont aussi responsables de la production du

radical hydroxyle par la réduction du" peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de fenton. Dans

1’organisme Ja plupart des ions métall:iques sont liés aux protéines limitant leur participation aux

réactions qui produisent les radicaux li:;bres (161.163).

Les flavonoides sont de bons chélatciirs de ces ions métalliques ce qui attribut A leur activité

antioxydante (182.215.216). .1
|

V.1.7.2¢. L'inhibition enzymatique gl

Les flayonoides sont de bon inh%biteurs des enzymes in vitro, te{ que Thistidine

décarbo:Lylase I’élastase, la hyallromdase 1’aldose réductase ...etc. (169).

Plusieurs flavonoides ont une activité, ‘mhlbltnce des enzymes responsables de la production des

ROS. En effet, les flavonols monoméres et biflavonoides sont de puissants inhibiteurs de la

11pooxygénase et/oula cyclooxygénase Les flavonoides sont également de bons inhibiteurs de

la xanthme oxydase qu'elle est conmdérée comme une source biologique importante des radicaux

libres (1182). Hansaki et ses collaborateurs dans une étude sur la maladie de la goutte ont montré

que les flavonoides peuvént agir sur 1’act1v1té de la xanthine oxydase et par conséquent peuvent

faire régresser la maladie de la goutte‘. en réduisant 3 la fois les concentration d’acide urique et

celles d1|1 radical superoxyde dans les tissus humains (160).
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V.1.7.3.[Relation Struchire —~Activité antioxydante

De nombreuses études on;t établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides et

leur capacité & piéger lt:as radicaux

scientifique a pu conclure que les co

critéres suivants : I‘

-La struIctme ortho-hyd:o;xy sur le cy¢

- La double liaison C2-C3‘? en conjugai]

e B qui confere la stabilité

|

son avec la fonction 4 —ox

libres. En analysant tous ces résultats la communauté

mposés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois

au radical flavonoxy.

0.

-La préslence du groupe 3i+0H en combinaison avec la double liaison C2-C3.

A titre d’exemple la quercetine satisfait & tous ces critéres et par
le plus actif de la famille des flavonoides (182.217). (Figure 16)

Pour la chélation des ions métallique

Figure 16. Elénfems essentiels pour I'activité antioxydante

conséquent elle est le composé

des flavonoides (182).

par les flavonoides, les

tudes menées par Van Acker et

ses collaborateurs sur la’ chélation du fer par certains flavonoides ont montré que les sites

essentiels pour la chélatiolx; des ions métalliques sont les suivants;(Figure 17):

-un noyau catéchol sur le %ycle B.

-les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C

- Et, les groupes 4- oxo et 5- hydroxylé entre les cycles A et C (182.193).

I‘
1
i
'I

|
|
|
Ii
!

|

Figure 17. Flavonoiéles et leurs sit

es proposés pour la chélation des ions métalliques (193).
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Le nombre des groupements hydroxyles du cycle B augmente ’activité de piégeage des ROS,
cette act%vité diminue avec la diminution du nombre de ces groupements. La présence d’un sucre
lié¢ a l’aglycone diminue P’activité anti-oxydante des groupements hydroxyles voisins. En effet
les ﬂavc!ncudes glycosylés ont des activités inférieures  celles non glycosylés, par exemple la

rutine est presque 10 fois moins active que la quercetine sur I’inhibition de la xantine oxydase

(173.182;).

V.1.7.4. Propriétés prooxydantes des flavonoides

Nous avons décrit précédemment des propriétés antioxydantes des flavonoides, mais il ne faut
pas négliger leurs propriétés prooxydantes. Parfois les flavonoides jouent un réle de pro-
oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation et
de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogéne. Ainsi, ils seraient
capables! de réduire le fer ferrique en fer ferreux aboutissant & la formation de radicaux
hydroxyles. En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte
oxydative de 'ADN, des protéines et des glucides in vitro (219.220).

Les ﬂavonoides peuvent donc avoir un effet pro- ou anti-apoptotique selon les doses utilisées
ainsi le ﬂavone tangeretin du citrus (5, 6, 7, 8, 4' penthamethoxy flavone) induit 1’apoptose des
cellules HL—60 & des concentrations supérieurs a 2.7 mM (181). Alors, le potentiel prooxydant

de ces composés ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides.

V.1.7.5.|Autres activités des flavonoides
De nos jours les propriétés des flavonoides sont Jargement étudiées dans le domaine médical ou

on leuri reconnait de l'activité antibactérienne (221.222.223), antifongique (224.225) et
antivirales (221 .226). En effet, I’apigenin, la quercetine et la catéchine ont une activité anti-virale
contre 1!1 types de virus y compris le VIH (227).

Les ﬂalvonmdes présentent une activité anti-inflammatoire et ce par inhibition de la
cycloox:lfgénase et/ oude la hpooxygénase Landolfi et son groupe ont montré que les effets de
la quercletme et de la myrecltme sont dose dépendante (182). Parmi les mécanismes de cette
activité,|on cite également la capacité des flavonoides a piéger l'anion superoxyde produit par la

NADPH oxydase des membranes des globules blancs (169).
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Des émdes employant différents m:)déles de cellules animales ont suggérés que certains

flavonoides empéchent I'initiation amS1 que la progression des tumeurs au nivaux des poumons

|
(228), de la peau (229), de la prostate (230) et du sein (23 1)

Certains flavonoides peuvent entraver ’athérosclérose et par clonséquent réduit le risque des
maladies cardiovasculaire. Il est mtéreissant de noter que les ﬂavonmdes sont des inhibiteurs de

1’adhésion, de I’agrégation et de la sécrétion plaquettaire (181.182).

i

L’activité anti-ulcéreuse des ﬂavonmdes a été également démontrée dans des expériences
réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercetine et!la naringénine jouent un role
important dans la réduction de I'ulcére et la protection des cellules gastriques. 1l a été suggeré
que la quercetine exerce son activité ivia un mécanisme comple]xe impliquant la production du
mucus et le piégeage des radicaux librt::s (182). i
|

Les flavonoides peuvent aussi empéclfler le diabéte ou du moinsllc réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Les ﬂavonmdes peuvent améliorer la séerétion d’insuline et protéger les
cellules pancréatiques qui peuvent etre endommagées par les radicaux libres. Cong et khoo ont
reporté que la myrécetine posséde lun effet hypoglycémiant |chez les animaux diabétiques
(181.232). 1l est nécessaire de noter ql'm ces activités des ﬂavond‘fdes sont dues principalement &

leur capacité anti-oxydante (162).

V.2. La propolis ‘ ;
V.2.1. Historique et définition
‘La propolis est 'un des principaux pro duits de la ruche, qui désigne toute une série de substance

résineuse, gommeuse et balsannque| de consistance visqueujse (233.234.235.236). Elle est
recueillie sur certaines parties de végétaux (bourgeons et écores principalement) par les abeilles,

qui la rapportent & la ruche, l'addltloxlment et la modifient en palrtlc par l'apport de certaines de

leurs secrétions propres (cire et secrétibm salivaires surtout) (237).
|

Comme tous les produits de la ruche, ila propolis existe depuis que l'abeille est apparue sur terre,
il y a environ 125 millions d'annes (.174 236), leur usage remorilte a plusieurs millénaires avant
notre aire vraisemblablement & 1'Egy1|:te antique, et de fagon certaine aux Grec; " Propolis” vient

du Grec "pro”, & la défense de et "I!:Irolis", ville, il désigne ainlsi un produit impliqué dans la

défense de la communauté d'abeilles (55239).
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En fait, 1a propolis est essentielle & 1a vie de la ruche, les abeillles l'utilise & de nombreux fins:
comme biocide 2 I'intérieur de la ruche, pour colmater les fissures et consolider les cadres afin de
rendre la ruche bien hermétique et pour momifier les petits rongeurs morts a l'intérieur de la

ruche et elles l'utilise également pour rédmre 'ouverture du trou de vol en fonction des variations

Synthése Bibliographique

climatiques (240).

|
V.2.2. Aspect et propriétés physicochimiques de la propolis

|

La propolis se présente gous l'aspect |t‘:i'une substance de consistance variable en fonction de la
température; dure et friable 2 15°C, elle devient molle aux alentours de 300°C et collante jusqu'a
fondre vers 60-70°C, mais le point cie fusion peut aller jusqu'a: 100°C (240). La couleur de la
propolis est variable selon sa provend1ce, allant du jaune clair au brun trés foncé,presque noire
en passant par toute une gamme dellbrun (rougeétre,verdatre) | extrémement riche et étendue
(175.241). |
La propolis présente une odeur vanable, généralement ardme agréable et douceitre, en rapport

avec les résines aromatique qu'elle Icontlent, sa saveur est slouvent ficre et parfois ameére.
Concernant la solubilité de la propo;lis, elle est insoluble dans l'eau & froid, selon Bankova,
quelques composants sont solubles dans I'eau bouillante. Elle|est partiellement soluble dans
I'acétone, l'alcool (éthanol méthanol), 'ammoniaque, benzéne, et seul un mélange adéquat de

différents solvant permet de la dlssoud)re (234.241).

V.2.3. Origine botanique de la propohs
L'origine botanique de la propolis ;l)eut influencer la saveur, l la couleur et la composition
chimique de la propolis (242). la connaissance de l'origine botanique de la propolis est trés
importante pour sa standardisation chimique, dans ce cadre il est bien documenté dans la
littérature que dans les zones tempérées (Europe, Afrique du nord, Asie et Amérique du nord) la
source principale de la propolis est le peupher (populus sp) avec toutes ses espéces, et différentes
coniféres, tandis que dans les zones tr(|)plcales ,ol le peuplier est inexistant, les abeilles cherchent

une autre source de la propolis, chaque région a une plante dominante (Romarin et Eucalyptus en

Brésil par exemple). On parle donc |de propolis des zones tempérées et celles des zones

tropicale et sub-tropicale (242.243.244%.245).

|

{

|

V.2.4. Composition chimigue de la p!n{opolis |
|

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a la composition chimique de la propolis et plusieurs

travaux ont ¢té effectués sur des propcrhs de différents pays et ont aboutit la conclusion suivante:
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La composition chimique de la propolis varie selon l'origine botanique, I'espéce de l'abeille, le
temps de la récolte et la zone géographique, mais elle présente tout de méme qualitativement de
nombreuses substances qui s'y retrouvent de fagon constante et relativement stable. Globalement
1a propolis est constituée de: 50 & 55 % de résines et baumes, 25 a 35 % de cire, 10 % des huiles
essentielles, 5 % de pollen, et 5 % de matiéres diverses : Traces de minéraux ( Ca™, Mg", Fer,
Zine, K, P, Silice...), traces de vitamines (A, B, B2, B3, C, E, ...), acides benzoique et leurs
esters, sucre (246.247.248.249).

Jusqu'a présent il a été identifi¢ plus de 300 constituants dans différentes propolis mais les
principaux sont de la classe des flavonoides de type aglycones, car les abeilles modifient les
glycosides de la propolis par les glycosidases salivaires lors de la collection et ce afin d'améliorer
l'action pharmacologique (233.234.239). Chimiquement, les aglycones de la propolis sont les

flavones, flavonoles, flavonone, dihydroxyflavonoles et chalcones (242.250).

V.2.5.Toxicité et intéractions de la propolis

Les études en rapport avec la toxicité de la propolis sont rares, Ghisalberti signale qu'elle n'est
pas toxique pour 'homme et les animaux si elle est consommeée en quantité raisonnables (252).
Administrée chez le rat par voie orale & une dose de 4 mg/kg/j durant 15 jours, elle n'entraine

aucun effet toxique (253). La propolis ne montre aucune intéraction avec d'autres thérapeutiques

(254).

V.2.6. Propriétés thérapeutiques
En fonction de certains facteurs comme la composition chimique et l'origine botanique, la

propolis peut avoir des propriétés spécifiques essentiellement les propriétés thérapeutiques (174),
l'étude des activités de la propolis a éveillé lintérét de nombreux chercheurs, l'ensemble des
recherches montre que la propolis a plusieurs activités & savoir: Activité antioxydante
(255.256.257.258), antibactérienne (221.259.260), antifungique (242.261), antivirale (242.262),
astringente (258.260), spasmolytique (242.258), cytostatique (234), immunostimulante (174),
hépatoprotective (263), hypotensive (263) et proapoptotique (174). C'est la présence des

flavonoides, essentiellement, qui confere 4 la propolis tous ces extraordinaires propriétés

thérapeutiques (250).
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MATERIEL ET METHODES
L'étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de phytopharmacologie du département de

biologie, a l'université de Jijel. Elle est consacrée pour évaluer l'effet de l'extrait ¢thanolique et

des aglycones flavoniques de la propolis sur les fonctions mitochondriales et cellulaire lides aux

stress oxydant. . |
I Matériel végétal et.contribution 2 I'étude phytochimique
L1. Récolte de la propolis '

La propolis est récoltée au mois d'Avril —Mai 2005 a partir des ruches de la coopérative apicole
de Kaous (Jijel) et ce par grattage et raclage des cadres et des parois de la ruche. Seule la
propolis récemment produite est récoltée pour cette étude. Les conditions de stockage ont été

respectées: La propolis est gardée dans des récipients opaquels, bien fermés et 4 l'abri de la
chaleur (- 4°C) afin de garder intact tout ses composants. (Iiomme cette propolis est assez

impure, elle est découpée en petits morceaux puis lavée dans Palcool absolu pendant 2
|

heures.

L2. Préparation de l'extrait éthanolique et extraction des aglycones flavoniques de la
propolis ;

L'extraction des flavonoides de la propolis est réalisée selon le protocole décrit par Brunetton
(1993) (169), en utilisant 1'éthanol et 'ie méthanol pour extraire l:es composés phénoliques parmi
- eux les flavonoides, 1'éther de pétrole pour se débarrasser des cires et des graisses. Les génines
libres ou aglycones flavoniques sont extraits par l'éther diéthylique et les hétérosides
flavoniques par l'acétate d'éthyle. |

Pour cela, la propolis est coupée en petits morceaux, lavée dans 1’éthanol pendant deux heures
pour éliminer les impuretés et laissée macérer pendant 15 jours dans I’éthanol 95%, 1g de
propolis pour 10 m] d’é?hanol. Aprés filtration sur cotton, le ﬁltraf est évaporé & 79°C en utilisant
un évaporateur rotatif (Evaporator E100, Hei dolph). Le résidu est repris dans le méthanol 70%
et laissé 4 macération pendant une nuit. Aprés évaporation, l'extraEit obtenu est appelé extrait brut
ou extrait éthanolique de la propolis. L'extraction est poursuivie lafin d'extraire les aglycones et
les hétérosides flavoniques. Pour cela, l'extrait brut (40g) est suspendu dans 1L du mélange

méthanol/eau (V/V) (264), et la solution hydroalcoolique subit une série d'affrontements par 3

solvants différents:
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» Affrontement par l'éther de \pétrole: Nous avons ajouté 500 ml d'éther de pétrole 2 la
phase hydroalcoolique. Aprég agitation énergique et repos de 10mn dans une ampoule &
décantater, deux:phases sontjobtenues: La phase organique de I'éther de pétrole en haut

contenant les cires et les graisTses, et la phase hydroalcoolique en bas.

> Affrontement par 1'éther ciiiethyle: Sur la phase hydroalcoolique obtenue aprés
affrontement par I’éther de pétrole, nous avons répété les mémes opérations mais avec un
autre solvant gui est I’éther |diethylique. Deux phases [sont ainsi obtenue ; phase éther
diethylique en haut contenant|les aglycones flavoniques et phase hydroalcoolique en bas.
Cette derniére subit trois ai tres affrontement par le [méme solvant pour extraire le

maximum de substances bio- actives.

»  Affrontement par l'acérate d’éthjzle' solvant préférentie]l des hétérosides flavoniques:

Sur la phase hydroalcoohque obtenue aprés affrontement par 1’éther diethyle, nous avons

répété les memes opérations !maxs avec 1’acétate d’éthyle. De méme, deux phases sont

apparues; une phase acétate d’éthyle contenant les glycosides flavoniques et une autre

hydroalcoolique en bas. I
La phase éther diethylique subit ensulite une évaporation & sec dans I'évaporateur  45°C avec la

pesé de l'extrait afin de faire le dosage des flavonoides et |la préparation des différentes

dilutions.

1.3. Test chimique d'identification (iles aglycones flavoniques
Pour identifier les aglycones flavoniques dans l'extrait brut et confirmer leur présence dans
l'extrait éther diethylique (solvant préférentiel des aglycones flavoniques), nous avons utilisé la
réaction de Shibata; test chimique d'i(yentiﬁcation des aglycones de flavonoides (265). Pour cela,
5ml de l'extraits aqueux a été additionné de 2.5 ml du méthanol et 1.5ml d'une solution de

magnésium 4 1%. Deux & trois gouttes d'acide chlorhydrique concentré sont ensuite ajoutées.

L'apparition d'une couleur rouge ou orange indique la présence des flavonoides aglycones

(essentiellement les dérivés de ﬂavomi)‘ls).

1.4. Dosage différenticl des flavonoides
Le taux des flavonoides a été détermillne' par la méthode de réactivité avec le AlCl; comme décrit

par Boharune et al 1996 (266). En solution éthanolique 2%, le chlorure d'aluminium forme un
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|

|

L ;

I |
:

complexe avec les composés ﬂavom

3), ou labile (2 OH 11bres en posmon

ortho) (Figure 18).

Figure 18. Principaux complexes formés par le AICI;

Deux solution de I'extrait sont nécessaires: La premiére ave

o
o

ques qui peut étre stable (Carbonyle en 4, OH en 5 et/ou en

O
I

e Al12+

o

AIé-i-

avec es flavonoides.

¢ 1'éthanol 96°, la second dans

F'éthanol 96° contenant AlCl; a 2%. Aprés 10 mn d'incubation, on lit I'absorbance & 430 nm.

La teneur en aglycones exprimée coximne quercétiné en (mg quercétine équivalent/g de l'extrait

de propolis) est calculée selon la formule suivante:
= (DO/e).M.V. (d/p)

Avec:
c
DO : densité optigue. .
M : Masse mollaire de la'quercetine (:l: 366 g/mole)

: le taux des ﬂavanofdés en mg /g de propolis.

& . Coefficient d'extinction moldire de'Ia quercetine (=23 000).

P : poids de l'extrait de Ia propolts en gamme ‘
d

: Facteur de dilution.
E

> Préparation des différcntes diluiions

Aprés le dosage des ﬂavonmdes lconmdérés comme quercétine, nous avons obtenu une

concentration de 370 mg/ml de la solutlon mére préparée dal

ns 1'éthanol. Cette solution est

considérée comme soluhon molaire (Solution & 1 M), et & partir de laquelle les concentrations

utilisées (10”M, 10°*M, 10°M et 10*M) sont ensuite préparées

par dilution dans I'eau distillée.

Pour la préparation de la!fconcentratidn 10 2 M par exemple, nous avons pris 1 ml de la solution

mére avec 99 ml d’eau dis&tilléc.

61




Matériel et Méthodes

]
t
L

L5. Contribution a l'étude phytoch

mique des flavonoides de la propolis

L'identification des flavonoides reposalt sur des relevés de fluorescences et de Rf ainsi que sur

les caractéristiques spectrophotometriques UV-visible des com
deux méthodes physiques sont vénues compléter l'éventail
structurale: La spectroscopie de me‘zsse et la résonance magr
doivent d'étre considérées comme des compléments indispen
moyens disponibles nous avons &;eiffectué

spectroscopie infrarouge de nos extrdits.

L.5.1. La chromatochraphie sur couche mince de I'extrai

flavoniques de la propolis

posés. De puis quelques années,
des techniques d'identification
nétiqgue nucléaire. Ces dernieres

sables aux premiéres. Selon les

la chromatochraphie sur couche mince et la

t éthanoligue et les aglycones

Les conditions chromatographiques| adoptés pour la réalisation de la chromatochraphie sur

couche mince des deux extraits sont IFS suivantes:

¢ Support chromatographique: plaque de gel de silice 60 GF254 (Merck)

e Phases mobile: Ethanol-Eau (6-4) v/v, pour l'extrait brut, et D

les aglycones flavoniques.

ichlorométhane-Eau (9-1) pour

e Révélation: Aprés développement,les plagues sont pulvérisées avec une solution éthanolique

de Alcl 34 1% puis séchées. Le chromatogramme peut étre o

ou dans le visible. A 336 nm, on|observe une fluorescence

bservé 4 la lumiére UV (336 nm)

allant du bleu au brun. Dans le

visible, on observe une coloration jaune. Cette coloration est due i la formation d'un

|

complexe entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygeéne présentes sur les carbones 4

et 5 des flavonoides, et indique la nature aglycone des flavonoides.

La fluorescence sous lumiére UV ainsi que la valeur du Rf accessible immédiatement & I’examen

du chromatogramme apportent des informations sur la structure du composé flavonique.

> Relation fluorescence — structure

L’examen des pigments flavoniques en lumiére ultraviolette est certainement I'un des procédes

les plus utilisés pour la détermination ‘de la structure, il fournit des informations trés importantes

sur la configuration structurale desimolécules isolées. En dehors des isoflavones tous les

composés flavoniques apparaissent én UV sous forme de s

pots colorés dont certains sont

fluorescents (268). Le tableau 2 résunlne la relation entre la fluorescence sous UV et la structure

des flavonoides.
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Tableau 2. Relation entre la fluorescence sous UV et la structure des ﬂavonoides (267).

Spot coloré | Types de flavonoides
Noir Flavonols 5, 6,7 tri- OH libres
. Flavonols 5, 7,/8 tri- OH libres
Brun-noir 3- OH absent ou 3- OH substitué
Violet Flavones 5 — OH et4’ -OH

Flavones 3- OR et 5-OH, 4’-OH
Flavones 6- ouI 8-OH
Chalcones, 1soﬂavones flavonones.

Bleu-clair ‘ Flavones sans 5- OH libres
(fluorescent) Flavonols sans 5- OH libre avec 3- OH
. ‘ substitué

Jaune terne, jaune, fluorescence orangée Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5- OH libre
Jaune vert brillant 5. OH libre ou|5- OH substitué
Jaune fluorescent Flavonols avec 3- OH libre

_ Aurones, chalcones, flavanones
Jaune péle Dihydroflavonols

i

> Relation Rf - structure |

Les relations existantes entre le Rf et {a structure des molécules péuvent également donner des

renseignements sur la structure des flavonoides.
La mobilité d'un composé dans un solvant particulier est référée
suit:

Distance entre I’origine et la tache du produit

Rf =

Distance entre ’origine et le front du solvant

La comparaison des valeurs des Rf des composés flavoniques i

3 sa valeur de Rf définie comme

nconnus avec ceux des produits

standards donne des informations préliminaires sur la structure du flavonoide.

Le comportement chromatographique (Rf) des flavonoides en fonction de leur structure dans un

solvant alcoolique ou aqueux nous permet de mentionner les premxéres indications concernant la

substitution du squelette de la molécule flavonique. Quelques exemples de la relation Rf -

Structure sont illustrés dans le tableau 3.
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Tablcau 3. Relation entre le Rf et la structure des flavonoides (267).

Structure flavonique i Rf
Augmentation des groupements hydroxyles Diminution d1[1 Rf dans un solvant lipophile
Glycosylation : Rf augmente dans un solvant aqueux.
_ Rf diminue dans un solvant alcoolique.
Hydroxyle méthylés Rf diminue en solvant alcoolique.
Méthylation d'un hydroxyleen S | Rf diminue en solvant alcoolique.
Hétérosides de flvonols avec3-OH libre Rf nul dans I'éau.

1.5.2. Analyse spectrale infrarouge pour I'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques

de la propolis : \

La technique de spectroscopie inﬁ%nrouge est une méthode simple et rapide qui fournit des

informations sur la nature des groupements fonctionnels (alcools "OH", composés aromatiques

"C-H aromatique", cétones "C=0", 1.) d’une molécule ou d’un mélange de molécules. Comme

les extraits de propolis sont mous, :les analyses ont été réalisées en milieu liquide. Pour cela, on
écrase modérément une gouttelettie de l'échantillon entre |deux disques de NaCl (port-
echantillon), sans intercalaires. Les spectres sont ensuite enregistrés par un spectrophotometre

infrarouge Shimadzu 8400S.

II. Animaux |
{I.1. Entretien des animaux i

L'étude a été réalisée sur des rats Ai]binos Wistar méles provenant de l'institut Pasteur d'Alger

(ALGERIE). Les animaux, pesant environ 150 g, sont élevés dans des cages de 10 rats chacun.
Ils ont libre accés & l'eau et a la nourriture. L’animalerie est maintenue & une température

ambiante (20-25°C), une hygrométrie|de 60% et un cycle jour-nuit 12h-12h.

I1. 2. Traitement des animaux
Notre travail est consacré pour I'étude de 'effet in vitro et in vivo de I'extrait éthanolique et des

aglycones flavoniques de la propolis|sur les fonctions mitochondriales et cytosoliques li¢es aux
stress oxydants.
Les animaux sont répartis en quatre || groupes chaque groupe contient plusieurs lots: Le premier

groupe est consacré poﬁr l'étude inl| vitro, le deuxiéme pour I'étude in vivo & long terme, le
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| J'
troisiéme et le quatriéme respectivement, pour l'effet préventifiet curatif des deux extraits contre

le stress induit par 'administration d:'un anticancéreux; la doxorubicine.
| |
I1.2.1. Etude de Pactivité antioxydante de I'extrait éthanolique et des aglyconcs flavoniques
de la propolis in vitro sur mitochondrics hépatiques
Les animaux utilisés pdur ce type d'étude sont des animaux |{normaux et ne regoivent aucun
traitement. Les principes actifs & diﬁ'ti’:rentes concentrations (10M, 10°*M, 10°M et 10°M), sont

donc mis en contact diré.ct avec la mitochondrie ou le cytosol dans le but d'évaluer leurs effets

directs ou effets in vitro; en absence de toutes transformations |gastro-intestinales ou hépatiques

pouvant résultées lors de I'administration.

I1.2.2. Etude de I'effet d'un traitement 4 long terme par l'extrait éthanolique ct les

aglycones flavoniques de la propoliL sur la balance antioxydﬁnt-prooxydant mitochondriale

et cytosolique |
Cette étude de l'effet d'un traitement prolongé par ces principes actifs de la propolis sur la

balance antioxydant-prodxydant a comme but, la recherche d'une intolérence probable ou d'un

effet prooxydant suite & une administration 3 long terme. Les animaux sont répartis en 4 lots de

10 rats chacun:
Lot 1: Animaux témoin# recevant Iml d'eau distillée par voie orale chaque jour et pendant 2

mois. ‘
Lot 2: Animaux recevant par gavagé gastrique une dose quotidienne de 100mg /kg de l'extrait

brut de la propolis, pendant 2 mois.
Lot 3: Animaux recevant 1ml de l'extrait des aglycones flavoniques 4 la dose quotidienne de

100mg /kg par voie orale ‘pendant 2 mois.
Lot 4: Animaux receva:jt 1 m] de l? quercétine (aglycone flavonique de référence) a la dose

quotidienne de 33 pg/kg par voie orale pendant 2 mois. La quercetine est préparée dans de I'eau

distillée.

11.2.3. Etude de I'effet préventif de lE'extrait brut et des aglycones flavoniques de la propolis
contre le stress induit par Ia doxorubicine
Le but de cette étude est voir si ces principes actifs de la propolis peuvent prévenir le stress
induit par la doxorubicine et de comparer leurs effets avec jceux de la quercétine comme

flavonoides de référence. :3Lcs animauX consacrés a cette tude sont répartis en 5 lots de 10 rats

chacun:
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Lot 1: Animaux témoins recevant Iml d'eau distillée par voie orale pendant un mois.

Lot 2: Animaux témoins recevant la doxorubicine 3 la dose quotidienne de 10mg/kg jours par
voie intraveineuse, pendant les trois premiers jours puis 1 m! d'eau distillée jusqu'a un mois.

Lot 3: Les animaux regoivent flavonoides de la propolis a la dose quotidienne de 100 mg/kg
pendant un mois puis injectés par voie IV de la doxorubicine & 1&0 mg/kg/j pendant 3 jours.

Lot 4: Les animaux regoivent 100 mg/kg/j de P'extraits des aélycones flavoniques pendant un
mois puis injectés par voie intraveineuse de la doxorubicine a ldmg/kg/j pendant 3 jours.

Lot 5: Les animaux regoivent 0.033 mg/kg/j de la quercetin p%:ndant un mois puis injectés par

voie IV de la doxorubicine (10mg/kg/j) pendant 3 jours. i

I1.2.4. Etude de I'effet curatif de l'extrait éthanolique et d!es aglycones flavoniques de la
propolis contre le stress induit par la doxorubicine |

Pour étudier la capacité de I'extrait éthanolique et des aglyco.nes flavoniques de la propolis &
corriger le stress oxydant induit par la doxorubicine, 5 lots de 10 rats chacun sont utilisés:

Lot 1: Animaux témoins recevant Iml d'eau distillée par voie orale pendant un mos.

Lot 2: Animaux témoins recevant 10mg/kg/j de la doxorubicine pendant 3 jours par voie
intraveineuse puis 1 ml d'eau distillée par jour jusqu'a un mois.

Lot 3: Animaux recevant une dose de 10mg /kg/j de la doxorubicine par voie intraveineuse
4éme

pendant 3 jours. L’extrait de la propélis est administré & partir de jour par voie orale a la

dose quotidienne de 100 mg/kg. L administration est poursuivie jusqu‘é un mois.

Lot 4: Animaux recevant 10mg /kg/j de la doxorubicine par vo&e intraveineuse pendant 3 jours
puis 100 mg /kg/j des l'extraits des aglycones flavoniques de la propolis par voie orale du 4éme
jour jusqu'a un mois.

Lot 5:Lles animaux regoivent une dose quotidienne de 10 mg/kg de la doxorubicine par voie

intraveineuse pendant 3 jours puis 33pg/kg de la quercetin par voie orale & partir du 4%™ jour

jusqu'a un mois.

I1.3.Sacrifice des animaux et prélévement de foie ,
A la fin des délais d’administrations, pour ’étude in vivo, les animaux sont sacrifiés, le foie est

prélevé et divisé en trois fractions: La premiére est plongée célans le TSE et utilisée pour la
préparation de la suspension mitochondriale utilisée pou;r le dosage des paramétres
mitochondriaux (anion superoxyde, gonflement, MDA et enzyrhes antioxydantes), la seconde
dans la solution du KCl sert pour le dosage du MDA et du :GSH hépatique cytosoliques, la
|
|
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troisiéme dans le tampon phosphate (0.1M, pH7.4) contenant du KCl & 1.17% et qui sert pour le
I .
dosage de l'activité des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) cytosoliques.

III. Evaluation de l'actnvnté antioxydante sur mitochondries et cellules

hépatiques

I11.1. Isolement des mitochondrics hépatiques
it selon la méthode décrite par Rustin et al (268). 1l s’agit

L'extraction des mitochondries se fai
d’une centrifugation différentielle.
Aprés décapitation d'un rat de 150 gv

environ, 10g de foie sont prélevés et coupés finement dans |

du tampon TSE (250mM sucrose, I501:r1M tris, SmM EGTA| pH 7.2 4 4°C). Les particules

coupées sont ensuite lavées deux f015 dans le méme tampon et potérisées dans un potter de

de TSE, ce qui permet la destruction des cellules et la hbératlon des mitochondries.

L’homogénat récupéré est cenmfugé une premidre fois 8 1770 rpm pendant 10 mn

|
|
DOUNCE (KONTES. Glass company an ISO-9001 steered ﬁrrn New Jersey USA) avec 30 ml
|

(Centrifugeuse Sigma 6K15) perméttant ainsi I’élimination [des gros débris cellulaires. Le

surnageant issu de cette centrifugation est centrifugé une deuxiéme fois a 9600 rpm & 4°C
pendant 10 mn et le culot obtenu cs‘?t resuspendu dans 15 ml du TSE et centrifugé 2 9600 rpm '1

pendant 10 mn. Le culot issu de cette

derniére centrifugation est ?suspendu dans 15 ml du tampon

TS (250 mM succrose, S0mM tris, le72 4 20°C) et centrifugé pendant 10 mn a 9600 rpm. Le

| .
culot final constitué des mitochondries, est subdivisé en deux fractions égaux: La premiere est

reprise dans 200ul du TS pour obtenir la suspension mitochonciiriale et la seconde dans dans la
solution hypotonique (25 mM KH,PQj4, 5SmM Mgcly, pH7.2) qui sert a ’étude enzymatique. Le

protocole d'extraction des nﬁtochondﬁes hépatiques est représenté dans la figure 19 ci-dessous..
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} ;
Q. PO iy Smmingaon
a7 — e W

g ﬁE‘ - @

Pietage du J"
swurnageant A
ﬁ ' Centrifugation
LA 10mn i 9600g
culot repris dans
15ml deTSE

Centrifugation 10mn 29600g. @

Récupération du culot dans 15 .

‘ml du TS, et cenivifugation

10mn 3 9600g. Mitochondriesrécupérées dans
100pl de TS.

Figure 19 : Protocole d’extraction des mitochondries hépatiques..

TIL 2. Prépration de la matrice mitochondriale
Un méiange de la solution. hypotonique (25 mM. KHzPO,, Sli; Mgcly, pH7.2) et du culot
mitochondrial (V/V) est congelé-décongelé de 6 & 8 fois avec potérlisation.accr.ue et répétée, afin.
d’éclater les mitochondries. Apres centrifugation.de 10 min & 9600 rpm, fe surnageant est utilisé

comme source d’enzymes. La concentration. des protéines a été déterminée dans les deux
suspensions en.adoptant ia méthode de Lowry (269). ‘
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II1.3. Préparation de la fraction cytosolique
Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilis

al (270). Pour cela, 2 g de foie b

phosphate (0.1M, pH7.:4) contenant du KCl 4 1.17%
a 2000 rpm pendant 15 m

nt coupés et homogénéi

L'homogénat est ensuite centrifugé
nucléaires et le surnageant est cgntrifugé 4 9600 rpm a 4°C, pet

obtenu est utilisé comme source d'enzymes.

II1.4. Mesure de I'effet scavenger o|

L'effet scavenger ou la capacité de pilégeage des radicaux libres

¢ la méthode décrite par Igbal et
sés avec 3 volumes du tampon
a l'aide du broyeur de DOUNCE.
n a 4°C pour séparer les débris

ndant 30 mn. Le surnageant ainsi

ut piégeur des ROS (méthode au DPPH®)

des extraits 4 tester est déterminé

en utilisant la méthode au DPPH® ccljlmme elle est décrite en (271). Une méthode rapide, simple

et peu coiteuse a la capacité¢ de mesllxre l'activité antioxydante
libre stable (DPPH®), 2,2-Diphenyl-1:picrylhydrazyl.
Le DPPH?® est largement utilisé pour tester la capacité des com

des radicaux libres ou donneurs d'hydrogéne. La méthode au DI

des extraits en utilisant le radical

1posés d'agir en tant qu'éboueurs
PPH® a été également employée

|

ces derniéres années pour mesurer les

antioxydants dans des systémes biologiques complexes.

Quand-t-il réagit avec un composé| antioxydant qui peut donner les protons hydrogeénes, le

DPPH® est réduit (DPPH-H) et cl:j;:angc donc de couleur (du violet vers le jaune), ce

;

]

changement de couleur se traduit par
515 nm. Les deux formes radicalaire (1) et réduite (2) du DPPH

oy

=N =N

03

1 Diphenytpicry thydrazs | ifeee vualical)
1

Figure 20. Formel.' radicalaire (1} et réduite (2)

P
5 —f

2: Dipheny Ipicryih)

une décroissance de l'absorbance en fonction du temps a

sont représentées ci-dessous.

dbrarine inenrpddicaly

du DPPH",
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i

Pour réaliser ce test, la cuve de mesu‘ire contient : 1.5 ml de la Lolution éthanolique du DPPH®

: |
(100 pM) et 15 pl de l'extrait & tester aux différentes concentrations. La mesure de la DO

s'effectue chaque 30 seconde pendant|5 mn & 515 nm 4 l'aide d'un

pectrophotomeétre (Ultrospec

100 pro). L'effet piégeur est déterminé en pourcentage de réduction en prenant le 100% du

control (DPPHC seul) selon la relation suivante:

% de réduction = [Ac — A/ Ac] x 100.

Ac : Absorbance du contrdle aprés Snin.

Ag : Absorbance de l'essai aprés Smn.

111.5. Mesure de la production mitochondriale de I’anion superdxyde
L’anion superoxyde est le principal radical libre généré par la mitochondrie notamment par les
complex I et III de la chaine resplratoue La génération de superoxyde a été évalude selon la

méthode décrite dans (272), en mesurant la réduction du mh'ollaluetetrazohum (NBT*?) par le

superoxyde en monoformazane, qui ab!sorbe 4 560 nm, selon la réaction suivant:

0,-° + NBT*" (Jaune) ‘ » 02+ monoformazan (Bleu-violet).

Dans un volume final de 1,2 ml de tampon respirant avec roténone {voir annexe), nous avons

introduit 16.5 pl de la suspensmn mitochondriale & 1 mg/ml 1

2pl de 1a cyclosporine 2 1uM,

121 du NBT*? & 100mM et enfin 12pl de P'extrait a tester a dif

fférentes concentrations. Aprés

incubation pendant 1 min nous avoLs additionné 7,2pl de succinate 2 6mM. La variation de

1’absorbance est suivie 4 560 nm pendant 4 minutes. Le pourcentage de production de 'anion

superoxyde est calculé en prenant le 100% du control.

II1.6. Mesure du gonflement mitochondrial " mitochondrial

Les changements du statut de la perméabilité mitochondriale

métriquement comme décrit par Iliristal (273). Le gonfleme

décroissance de 1’absorbance de la !sluspension mitochondriale

Dans un volume final de 1.8 ml du tampon respirant nous

swelling"
ont été évalués spectrophoto-
ent est estimé en mesurant la
a 540 nm.
avons introduit 0,2 mg/ml de

mitochondries, 10.8 u! du succinate a6 mM et 18 ul de différentes concentrations de I’extrait a

tester. Aprés une minute d’incubatio[n nous avons ajouté 2.25

ul du Ca Cl; & 100 mM pour
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induire le-gonflement. La décroissan?e de 1’absorbance est suivie & 540 nm chaque minute

pendant 5 min,
IIL7. Evaluation de Pactivité enzymatique des enzymes antioxydantes

IIL.7.1. Détermination de I'activité ell!zymaﬁque dela superoxyide dismutase SOD

La SOD est une enzyme antioxydante trés importante qui permet le maintient d'une basse
concentration de l'anion ‘superoxyde! Elle catalyse la dismutation de 1'0,° en peroxyde
d'hydrogéne et en oxygéne selon la réaction suivante:

sop |
202 ©+ 2H+ —--—.-m-_'p 02 + HzOz

L'activité enzymatique de la SOD esﬁ déterminée selon la méthode de Friedrich et Beauchamp
(1971) (274). Cette activité enzymatiquch dépend de la capacité de{l'enzyme a inhiber la réduction
du nitroblu-tetrazolium (NBT) par l'anion superoxyde produit suite a la photoréaction de

l'oxygéne et de la riboflavine en présextace d'un donneur I'élection comme la méthionine selon la

réaction suivante:
Photoréaction

Riboflavine + Oz . » Superoxyde
Super oxyde + NBT . ! » Formazan

La réduction du NBT par l'anion superoxyde en Formazan a été suivie & 560 nm. Une unité
d'activité de la SOD es,t? définie entant que la quantité d'enzyme requise pour empécher la
réduction du NBT par SO‘V;o.

o, d'inhibition = [(abs du control — abs% de l'essai)/ abs du control]!
SOD Uliml = % dnbibition x 6,35

ii
Le mélange réactionnel contient 2 ml du milieu réactionnel (cyanide de sodium 1072 M, solution

du NBT 1,76x 10°M, EDTA 66x 10° M et la rboflavine 2 x 10°M), 5pi de la source
extrait 2 tester aux différentes

-y

00

enzymatique ( cytosol ou matrice mﬁtochondriale) et Spl de I
concentrations. Le mélange a ét¢ irradié avec une lampe de 15 Watt pendant 10 mn.

Le contrdle est préparé dans les mémes conditions mais sans source enzymatique. L'absorbance a

été mesurée & 560 nm et les valeurs ont été exprimées en Ul/g de protéine.
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I11.7.2. Mesure de I'activité enzymat?que de la catalase

C’est une enzyme antioxydante qui existe en forte concentration dans le foie et dans les globules
rouges et qui agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est d’accélérer la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire selon la réaction suivante:

' J CAT .
H0; ; » H;0+0;

L'activité de la catalase a été déterminée en adoptant la méthode de " Clairbone 1985" comme
décrite en (275). Le principe est basé sur la disparition de 'HoO; en présence de la source
enzymatique a 25° C. En bref, la cuve de mesure contlent 1 ml du tampon phosphate (KH2PO4
0.1M, pH 7.2), 0.950 ml peroxyde d'hijl/drogéne (0.019M), 0.025 ml de la source enzymatique et
0,025 ml de différentes concentrationg de l'extrait & tester. La lecture de la DO est effectuée a
560 nm chaque minute pendant 2 minutes. L'AE est expriméej en Ul/g de protéine selon la

relation suivante ;

Ul/g de protéine = (2,3033/T. Log A/A2) /g protéine.

Sachant que:

A,: Absorbance au temps 0 mn
Aj: Absorbance aprés 1 mn.

T : Intervalle de temps en mn.

J11.8. Dosage du glutathion hépatique
Le glutathion est un tripeptide composé de trois aminoacides : L 'acide glutamique, la cystéine et

la glycine. 1l est présent dans toutes les cellules animales & des concentrations variables allant de
0,5 2 10 mM et de l'ordre des pM dans le plasma. La mitochondrie contient environ 10-12 % du
glutathion cellulaire (67). Pour le dosage du GSH nous avons utilisé la méthode colorimétrique
d'Ellman (276) par le réactif DTNB l(acxde 55'- Dithiobis 2-nitrobenzoique). Le principe de la
réaction consiste & l'oxydation du GSH par le DTNB, ce qui libére l'acide thionitrobenzoique

(TNB) lequel 4 pH alcaline présente une absorbance 4 412nm selon la réaction suivante:
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GStr = DTNB —2 GSINB - TNB

5,5 Djthiokis(2-nltrabenzoic 1¢id)
(DTNBY

Pour cela, 1 g de foie est coupé et homogénéisé avec 3 volumes de l'acide trichloracétique TCA
(5%) & l'aide dun broyeur de DOUNlCE. Homogénéisé et centln'fugé a 2000 rpm, S0 uL du
surnageant sont ensuite diluées dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH=8). 20ul du DTNB
(0.01 M) sont ajoutés a 3 m! du mélange de dilution. Aprés 15 min d'incubation la lecture de la
densité optique est effectuée & 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec
le TCA (5%). |
Le taux du GSH est déduit & partir d'une gamme étalon de glutathion préparé dans les mémes

conditions que le dosage et les concentrations sont exprimées en millimoles de glutathion par

gramme de foie.

IIL.9. Evaluation de Pactivité antilipoperoxydative
I11.9.1. Dosage du MDA mitochondr-itale

Le malondiadehyde (MDA) est I'uni{des produits terminaux formés lors de la peroxydation
lipidique qui résulte de la coupure, médiée par les radicaux libres, des acides gras polyinsaturés

possédant au moins trois double lxaxsox‘is
Pour le dosage du MDA mitochondrial nous avons utilisé la méthode décrite en (272). In vitro, la

péroxydation lipidique des membranes mitochondriales est induite par le FeCl,/FeCl; dont le
principe est I’induction de la réaction de Fenton et la formation du radical hydroxyle qui attaque
les acides gras polyinsaturés. Le MDA formé en présence de ideux molécules de TBA eta

chaud, donne un complexe rose qui absorbe & 530nm, comme le montre Ja réaction suivante

Acides gras polyinsatu-lrés
0,y _H0 m. "OH +TBA , Composé qui absorbe'a 530 nm.
Fe’ Fe™* MDA

Les mitochondries hépatiques sont suspendues dans je Nacl{0,9% de fagon 2 obtenir une
concentration finale de 0,2 mg/ml. Trois tubes sont utilisés : Le premier tube, témoin contenant

|
800 pl de la solution mitochondriale plus 100ul du NaCl 0 9%, le deuxiéme tube; blanc
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contenant 200 pl de Nacl (0,9 %) avec 800 ul de la solution mitochondriale, le troisiéme est le
tube de mesure portant 800 ul de la solution mitochondriale aditionée de 100ul de D'extrait &

tester (différentes concentrations).

Apres incubation de 10 min & 37°C, nous avons ajout¢ dans chaque tube 100u! de la solution du

fer (50 ul Fecl, 1m M/50 ul de Fecl; 4 3mM) , & I’exception

du blanc et ce pour induire la

peroxydation lipidique. Apres une deuldéme incubation de 30 minutes & 37°C et centrifugation
de 15 min ( 3000 rpm) & 20°C, 1ml du mélange (TBA 1%-NaOH 2N) V/V, est ajouté 2 1 ml du

surnageant. Finalement, le mélange est|incubé pendant 30 min &

97°C, refroidit, et la DO est lue

3 530 nm. Les concentrations du MDA sont déduites & partir d’une gamme étalon préparée dans

les mémes conditions en utilisant le tetracthoxypropane.

NB: Pour le dosage du MDA mitochondrial in vivo, on n'ajoute pas la solution du fer.

1L.9.2. Dosage du MDA cytosolique

La méthode de Okhawa et al 1979 (277), est utilisée pour ce dolsage. Le principe de dosage est
le suivant: Le MDA réagit avec deux molécules de TBA (acide thiobarbiturique) dans un milieu
acide (pH 2 4 3) et a chaud 100°C pour donner un pigment coloré en rose absorbant 4 530 nm et

extractible par les solvants organiques comme le n— butanol.

Pour ce dosage nous avons utilisé 1g de foie additionné de 3 ml de la solution de KCL (1,15 %)
puis broyé par un homogénéiseur de DOUNCE (KONTES. Glass company an 1S0-9001 steered
firm. New Jersey USA). A 0.5ml de I’homogénat nous avons additionné 0.5 ml d’acide

trichloracétique & 20% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) &

0.67%. Le mélange est chauffé

4 100°C pendant 15 minutes, refroidis puis additionné de 4 ml de n-Butanol. Aprés

centrifugation de 15 minutes & 3000 rpm, la densité optique est
530 nm.

déterminée sur le surnageant 2

Le taux du MDA est déduit & partir djune gamme étalon préparée dans les méme conditions en

utilisant une solution du tétraetoxypropane (TEP) qui donne aprés leur hydrolyse du MDA.
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IV. Traitement des resultats

Les résultats numeériques et graphiques sont représentés sous féfrme de moyenne =+ écart type.
Tous les paramétres soumis & I'étude sont qualitatifs par conséquent, il est requis d'appliquer des

méthodes statistiques guantitatives.

IV.1. Test de Student

Les normes européennes utilisent le test -t de student pour é\'raluer les différences entre le

groupe témoin et les groupes traités (278) Pour ce fait, nous avonq utilisé ce test avec un seuil de

signification supérieur 4 95 % (P <0. 05)

« (p > 0.05), effet non significatif. “ ' !

« (p < 0.05), désigne un effet signiﬁcatiﬁ'.
« (p< 0.01), désigne un effet trés significatif.
» (p < 0.001), désigne un effet hautement significatif.

V1.2, La corrélation
Nos résultats de I'étude in vitro sont vérifiés par le calcti]

concentrations des extraits et les paramétres étudiés en calculant 1

de corrélation "r". Si la vaieure de r est voisine & zéro la corrélatxc

' de la corrélation entre les
3 coeﬁicient de PEARSON ou
n est trés faible, plus le r tends

vers "1" plus  la corrélation est forte, si r =1 la corrélation est pgrfaite.
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RESULTATS & INTERPRETATION
I. Etude phytochimique |
Au cours de notre travail, nous avons isolé les métabolites secondaires majoritaires de la

propolis, les flavonoides. La méthodologie de 1'étude phytochimique a¢été essentiellement fondée

sur la combinaison de quelques méthodes, test chimique d'identification des aglycones
flavoniques, dosage des flavonoides, chromatographie sur couche mince et analyse spectrale
infrarouge. | :

1.1. Identification (mise en évidence) des ?aglycones flavoniques et dosage des flavonoides

Le test chimique d'identification des aglyc@nes flavoniques, réaction de Shibata, était positif Il
montre une coloration rouge ce qui confirme la présence des aglycones flavoniques aussi bien
dans l'extrait éthanolique que dans l'exrtait éther diethylique. Le dosage des flavonoides montre

que la teneur des flavonoides est d'environ 370 mg/g de propolis. [

1.2. Chromatographie sur couche mince |

Pour avoir les empreintes flavoniques de nos extraits et avoir une idée sur leurs compositions
chimiques. Ces demiers subissent une chroﬁnalogmphie analytique sur|couche mince. Le syst¢me
solvant utilisé est I'ethanol-Eau (6-4) v/v pour l'extrait brut, et le dichlorométhane-Eau (9-1) pour
les aglycones flavoniques. Les spots obtenus dans le chmmatogréﬁmc sont délimités sous
lumiére UV a 336 nm. Les valeurs des Rf ainsi que la fluorescence des spots figurent dans les
tableaux 4 et 5 suivants.

Tableau 4. Comportement chromatographique sur couche mince de Fextrait éthanolique de la propolis.

Rf 0.51 0.60 0.70 0.82 0.89

Fluorescence Jaune Violette violette Bleu Jaune

Tableau 5. Comportement chromatographique sur couche mince des aglycones flavoniques de la propolis.

Rf 0.36 0.52 0.6 0.7 0.8 0.89

Fluorescence Bieu Jaune violette | violette violette Jaune péle

Cette analyse par chromatographie nous a permis de révéler la présence de flavones et de
flavonoles dans les extraits de propolis. La fluorescence jaune et jaune pale en UV ainsi que les

valeurs de Rf dans le systéme ethanol-Eau (6-4) ou dichlorométhane-Eau (9-1) sont en faveur
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d’une structure flavone. Alors que la fluorescence Bleu et violette en UV est probablement en
faveur d’une structure flavonole.

Aprés développement, les plaques sont pulvérisées avec une solution éthanolique de AlCl3 a1 %
_ puis séchées. Dans le visible, on observe une coloration jaune. Alors que l'observation du
chromatogramme 2 la lumiére UV a 336 nm nous a donné une fluorescence allant du bleu au
brun. Cette coloration est due 2 la formation d’un complexé entre le chlorure d’aluminium et les
atomes d’oxygéne du carbonyle en 4 et OH en 5 et/ou en 3 ou bien enﬁ'e les deux OH libre en

position ortho des flavonoides ce qui indique la nature agiycone des flavonoides.

1.3. Spectres infrarouges

Les spectres infrarouges enregistrés pour l'extrait brut et les aglycones flavoniques de la propolis
sont donnés dans les tableaux 21 et 22 respectivement.

Pour V'extrait brut, les vibrations d'élongation "v" de la fonction (OH) apparaissent entre 3300-
3400 cm™, ceux de la fonction (C-H) aromatique 4 3000 cm™ et de la fonction (C=0) a 1650
cm’l, Les vibrations d'élongation de la fonction (C-C) aromatigue apparaissent entre 1200-1450
em” et ceux de la fonction (C-O) 2 1150 cm™. Ces fonctions détectées dans le spectre sont tous
présentes dans la structure de base des flavonoides. Les mémes fonctions apparaissent dans le

spectre des aglycones flavoniques mais avec des bandes plus intenses et plus claires.

T\ Vasi|m)

3 8
i LL 1L l_!JlII_II_LlLIl_L L1 Ll LJ
_./

 AREARRERMNEE RS RS EEEREEESSE o) RESEE GRS LARES LARLY RARAN RAREY IEAARE ALAEN RIS LR
00 00 XN 3000 2w 2400 2100 1950 1800 1% 1am 1350 o 1050 "0 T L 1}
em

Figure 21. Spectre infrarouge de I'extrait éthanolique de la propolis.
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Figure 22. Spectre infrarouge des aglycones flavoniques de la propolis.

I1. Etude in vitro de ’effet de I'extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques de la propolis sur la balance antioxydant-prooxydant mito-
chondriale et cellulaire:

1.1. Evaluation de ’effet scavenger de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques
Pour évaluer le pouvoir antioxydant de la propolis, nous avons mesuré la capacité¢ de
piégeagé des radicaux libres in vitro en déterminant le pourcentage de réduction du DPPH°®
(2,2-diphényl,1-picrylhydrasyl), radical libre stable.

Dans le tableau 6 et la figure 23, on a regroupé les variations de l'effet scavenger de l'extrait
éthanolique de la propolis, de ses agiycones flavoniques et de la vitamine E 3 difiérentes
concentrations molaires vis-a-vis de ce radical libre.

On constate que l'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques, de la propolis ont un effet
scavenger trés puissant. Ces extraits sont actifs & des concentrations allant jusqu’a 10° M. En
effet les deux extraits ont un effet piégeur maximal a 10 2 M, atteint 91,22 % et 90,33 %
respectivement contre 43,44 % seulement avec la vitamine E. Ces pourcentages peuvent étre
considérée comme inhibition totale du DPPH® car a la fin de la réaction, la solution finale
posséde toujours une couleur jaunitre. A 107% M, l'extrait éthanolique et les aglycones
flavoniques possédent un pourcentage de réduction de 81,11 % et 81,33 % respectivement
contre 35 % seulement avec la vit E.

Comparant ces résultats, les deux extraits de propolis sont beaucoup plus efficace (p<0,001)
que la vitamine E, I’antioxydant de référence et qui est connue comme le chef de fil des
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antioxydants piégeurs des radicaux libres. A 102 M, les deux extraits sont deux fois plus

actifs que la vit E. Il apparait également que cet effet scavenger de I'extrait éthanolique et des

aglycones flavoniques est fortement Iié 4 la concentration (= 0.94) et (= 0.97)

respectivement.

Tableau 6. Variation de I'effet scavenger de I'extrait éthanoligue et des aglycones flavoniques, de ln propolis
et dela vitamine E 2 différentes concentrations molaires vis-#-vis du radical libre DPPH® in vitro.

Concentrations des extraits (M)
Extraits 102-M | 103-M [ 104-M |105M {106-M [107-M | 108-M
Extrait 9122% | 86.11% |85 % |75 %} 56.88%(53.5% |25.77%
thanolique
de la propolis
% de
réduction | Aglycones 90.33% | 81.33% | 60.33% | 54.44% | 49.66% | 14.66% | 13.55%
du DPPH® flavoniques
de la propolis
VitamineE | 43.44% {35 % | 224 % | 14.83% | 10.8% | 4% 4%
@ Extrait ethanolique D Aglycones flavonigues a Vitamine E
100
90 —
E. 80 B L
70 ]
(=]
g 60 —
g so0 8 n
g 40 — T_
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4 B ‘
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Figure 23. Variation de I'effet scavenger de Fextrait éthanolique et des aglycones flavoniques, de la
propolis et de la vitamine E 2 différentes concentrations molaires vis-a-vis du radical libre DPPH?® in
vitro,

80




Resultats et Interpretation

IL2. Evaluation de la production mj’itochondriale de ’anion superoxyde
La mesure de la production de I’anion superoxyde par les complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale constitue le paramétre le plus important dans 1’étude du stress oxydant, car le
superoxyde est le principal précurseur des autres espec&s réactives de l'oxygéne responsables
de I’'induction du stresse oxydant.
Les résultats obtenus quant 3 D’effet des différentes concentrations molaires de l'extrait
éthanolique et des aglycones flavoniques, de la propolis sur la production mitochondriale de
1’anion superoxyde sont représentés dans le tableau 7 et la figure 24.
L'extrait éthanolique de la propolis entraine une diminution hautement significative
(p<0,001) de la production mitochondriale de ’anion superoxyde de 107 M a 10 M’ et trés
significative (p<0,01) 2 10° M et 10 M. Ainsi cette production est de 44,8 % 4 107 M, avec
un pourcentage d’inhibition de la production de plus de 55 % par rapport au témoin.
De méme, les aglycones flavoniques inhibent la production mitochondriale de ’anion super-
oxyde de fagon hautement si-ggxiﬁcalive (p<0,001) aux concentration 102,103,107, 105 et
10 M, atteint 2 102 M 30,8 % avec une inhibition d’environ 70 %, et de fagon significative
(p<0,01) a 107 M. Cependant a 10® M, les deux extraits n’ont pas d’effet significatif
(p>0,05) sur la production mitochondriale de I’anion superoxyde. On constate que cette
production est inversement corrélée avec la dose (r = -0.94) et (r = -0.96) pour l'extrait
éthanolique et les aglycones flavoniques respectivement. Comparant ces résultats, on
constate que l'effet inhibiteur des aglycones flavoniques sur la production mitochondriale de
I’anion superoxyde est supérieur (p<0,01) a celui obtenu avec l'extrait éthanolique aux
concentration de 102 M 4 10° M.
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Tableau 7: Variation de la production de I’anion superoxyde par les mitochodries hépatiques de rat en
présence de différentes concentrations molaires de I'extrait éthanolique et des aglvcones flavoniques de la
propolis in vitro.

Concentration des extraits (M)
Extraits 102-M | 103-M !} 104-M } 105M | 106M | 107-M | 08-M
i
Extrait 44.8% | %A8 %69.2 | 70.8% | 72.0% | 82.8% | 83.4%
% de éthanoligue £ 223 1323 kk | ** % * ns

production | dela |
de I' 0;° propolis

Aglycones 308% | %364 | %39 %474 | %596 [ 80% | 82.01%
*

flavoniques 22 e re e 21 ns
dela

propolis

Témoin: 100%. Les résuliats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns)
désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*} désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés
significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).

O Extrait ethano lique B Aghco nes flavoniques OTémoin

3
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Figure 24. Variation de la production de Panion superoxyde par les mitochodries hépatiques de rat en
présence de différentes coneentrations molaires de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la
propolis in vitro.

I1.3. Evaluation de la péroxydation lipidique mitochondriale induite in vitro par le fer
Le dialdéhyde molonique (MDA) est le marqueur le plus utilisé en péroxydation lipidique,
notamment pour la simplicité et Ia sensibilité de la méthode de dosage.

L’incubation des mitochondries hépatiques de rat avec I’extrait éthanolique ou les agiycones
flavoniques de la propolis a différentes concentrations molaires étudiées, de 10°Ma10° M,
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]
conduit & une diminution trés hautement significative (p<0.001) des taux du MDA issu de la

péroxvdation linidique des membraneé mitochondriales induite in vitro par le Fecl»/Fecla
comme il est montré dans le tableau 8 et 1a figure 25. Cette diminution est fortement corrélée
avec les concentrations des principes actifs (r = -0.96) et (r =0.98) pour I'extrait éthanolique
et les aglycones flavoniques respectivement. En effet, 2 10“ M le taux du MDA estde

5,20 + 1,70 nmoles/g de protéines avec l'extrait éthanolique contre 25.01+ 9.31 nmoles/mg
de protéines du control et représente une inhibition de 80 % de la péroxydation lipidique.
Avec les aglycones flavoniques, le taux du MDA a 10 M est de 3,06 + 1,19 nmoles /mg de
protéines soit une réduction de la péroxydation par 88 %. Méme a 10 M, les deux extraits
inhibent la péroxydation lipidique et ce! par 33,71 % et 58,45 % avec l'extrait éthanolique
et les aglycones respectivement. On enregistre également que les aglycones flavoniques sont

plus efficaces (p<0,01) que l'extrait éthanolique sur l'inhibition de la péroxydation lipidique.

Tableau 8.Variation des taux du MDA mitochondrial généré suite  la péroxydation linidigue induite i~
vitro par le Fech/Fecl; en présence de différeates concentrations molaires de I'extrait éthanolique et des
aglycones flavoniques de la propolis.

Concentration molaire des extraits (M)
Extraits 102-M | 103-M | 104M 10 5Mj106-M | 107-M | 10 8-M
. ¥
5.20 5.79 931 |,9.07 11.05 | 16.54 16.58
Concentrat f;‘mitl |+ | & + + + + *
oncentration thanolique | -
du MDA dela ; 1.07 I0.99 297 | 211 7.01 133 13;18
itochondrial | propolis | b R e e s
mi ! |
protéines) Aglycones | 4 + + + + + +
flavoniques | 119 | 122 | 152 | 277 | 3.04 | 3.08 | 9.53
p:'o:olis ok T Ty T £xk *kE o

Témoin:25.01+9.31 nmoles/mg de protéines. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque
groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*} désigne un effet significatif (p < 0.05),
(**) désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).
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Figure 25, Variation des tanx du MDA mitochondrial généré suite & la péroxydation lipidique induite in vitro
par le Fecl,/Fecl, en présence de différentes concentrations molaires de 'extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques de la propolis.

11-4- Evaluation du gonflement Mitochondrial in vitro "Mitochondrial Swelling"

Le gonflement mitochondrial est le résultat de 'ouverture d’un pore ou d’un canal au niveau de
la membrane mitochondriale dont le diamétre & I’ouverture compléte est de 3 nm " pore géant de
la mitochondrie”.Cette ouverture conduit 4 une augmentation rapide de la perméabilité de la
membrane mitochondriale interne vis-a-vis des molécules de poids moléculaire inférieur & 1500
daltons, de l'eau et des électrolytes responsables du gonflement. Ce phénomene se traduit par une
diminution progressive de |’absorbance de la suspension mitochondriale 2 540 nm.

Les résultats de ’effet des différentes concentrations molaires de P'extrait éthanolique et des
aglycones flavoniques de la propolis sur le gonflement mitochondrial ou sur I’induction ou
l'inhibition de I’ouverture du (PTP) in vitro, sont représentés dans les tableau 9 et 10 et la figure
26.

L’incubation des mitochondries hépatiques de rat dans le tampon respirant en présence de
succinate (6Mm) comme substrat de complexe II suivie par I'adition de 100 uM de CaCl,
aboutit A une diminution accrue de la DO 3 540 nm chez le témoin. Cette diminution de la
densité optique traduit 'augmentation du volume de la matrice mitochondriale suite a 1’ouverture

du pore de transition de perméabilité membranaire par le calcium.
On enregistre que 1'extrait éthanolique et les aglycones entrainent une diminution du gonflement
mitochondrial de fagon hautement significative (p<0,001) avec les quatres concentrations
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étudies, de 102 M a 10® M. En effet, 3 10? M on enregistre un gonflement de 24,52% et
31,97% successivement avec l'extrait éthanolique et les aglycones, par rapport aux témoins, soit
une réduction du gonflement mitochondrial par 75,48 % et 68,03 % successivement. A 108 M,
on enregistre un gonflement de 64,31% et 65,05 % successivement avec l'extrait éthanolique et
les aglycones flavoniques, soit une réduction minimale de 35,69 % et 34,95 % respectivement. It
apparait que cette réduction du gonflement est fortement corrélée avec les concentrations des
deux extraits (r= 0.99) et (r = 0.91) pour 1"extrait brut et les aglycones respectivement.
Comparant ces résultats, on constate que l'extrait éthanolique a un effet sur le gonflement
mitochondrial supérieur (p<0,01) a celui des aglycones flavoniques.

Tableau 9. Variation du gonflement des mitochondries hépatigues de rat in vitro en fonction de différentes

concentrations molaires de I'extrait éthanolique de la propolis.

Témoin |EEP102M |EEP104M |EEP106M | EEP 108-M

-0.067< 0.002 | -0.013+ 0.003 | -0.036+ 0.008 | -0.030+ 0.005 | -0.050 £0.005

-0.100+ 0.036 | -0.035+ 0.007 | -0.051% 0.007 | -0.061+ 0.002 | -0.076+ 0.003

Absorbance | 0,155+ 0.060 | -0.046+ 0.008 | -0.600+ 0.008 | -0.078+ 0.002 | -0.104 +£0.005

(chaque mn | g 197+ 0.080 | -0.054 £0.005 | -0.075+ 0.004 | -0.096+ 0.007 | -0.133+ 0.002

pendantS 1 4519.+0.069 | -0.064+ 0.005 | -0.096+0.002 | -0.116+ 0.006 | -0.149+ 0.003

mn) 10.269+ 0.053 | -0.066+ 0.002 | -0.114+ 0.001 | -0.141% 0.006 | -0.173+ 0.002
% du 100% 24.52% 4237% 5241 % 64.31 %
gonflement T "ok . EE

EEP : Extrait éthanolique de la propolis. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque
désigne un effet significatif (p <
0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).

groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*)

Tableau 10, Variation du gonflement des mitochondries hépatiques de rat in vitro en fonction de différentes
concentrations molaires des aglycones flavoniques de la propolis.

Témoin |AFP102-M |AFP104M |AFP106M | AFP 108-M

~0.067+ 0.002 | -0.019% 0.004 | -0.030 £0.007 [ -0.030+ 0.023 | -0.040 £0.029

-0.100+ 0.036 | -0.031+0.011 | -0.041: 0.008 | -0.058+ 0.012 | -0.081 0.032

Absorbance | 0,155+ 0,060 | -0.043+ 0.010 | -0.0564 0.006 | -0.074 £0.031 | -0.074 +0.075

(chaque mn | o 197 0.080 [ -0.055+ 0.012 | -0.0864 0.016 | -0.104+ 0.040 | -0.140+ 0.088

pendantS | (91910069 | -0.067+0.015 |-0.095+ 0.024 | -0.129+ 0.079 | -0.165+ 0.098

mn) -0.269+ 0.053 | -0.086 £0.012 | -0.110% 0.052 | -0.162+ 0.054 | -0.175+ 0.091
% du 100% 31.97% 55.76 % 60.22% 65.05 %
gonﬂement LY L] L L E ] t 3 1 ] L 23

AFP: Aglycones flavoniques. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de
Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne
un effet trés significatif (p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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Figure 26. Variation du gonflement des mitochondries hépatiques de rat in vitro cn fonction de différentes
concentrations molaires de Fextrnit éthanolique et des agtycones flavoniques de la propolis.
EEP : Extrait éthanolique de la propolis. AFP: Aglycones flavoniques.

IL.5. Evaluation de ’activité des enzymes antioxydantes
L'évaluation de l'effet de nos extraits sur ’activité enzymatique des enzymes antioxydantes
permet de mieux comprendre les mécanismes d'action de ces principes actifs.

11.5.1. Evaluation de Pactivité enzymatique de la SOD cytosolique ¢t mitochondriale
Les variations de 1’activité enzymatique de la SOD mitochondriale et cytosolique hépatique
en présence de différentes concentrations molaires de I'extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques de la propolis in vitro sont représentées dans le tableau 11 et dans les figures 27
et 28 respectivement..

On constate que I'extrait éthanolique entrainent une augmentation hautement significative
(p<0,001) de Dactivité enzymatique de la SOD mitochondriale ou Mn-SOD, aux
concentrations 102, 10™ et 10° M, alors que 2 10®M I’augmentation est non significative
(p>0,05). Avec les aglycones flavoniques, on enregistre une augmentation bautement
significative de I’activité enzymatique & 10? et 10°* M. On constate également, unc
corrélation positive entre I’activité enzymatique et la concentration des extraits (r =0.97) et
(r =0.96) pour I'extrait éthanolique ¢t les aglycones successivement.
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De méme vour la SOD cvtosoliaue ou Cw/Zn-SOD. on constate une augmentation hautement

significative de ’activité enzymatique (p<0,001)210?M et 10* M avec es 2 extraits. A

10° M et 10° M, l'extrait éthanoligue et les aglycones de la propolis n'ont aucun effet sur

I’activité enzymatique. L'augmentation de l'activité enzymatique est fortement corréiée avec

la concentration des extraits (r =0.99) et (r =0.93) pour l'extrait éthanolique et les aglycones

respectivement.

Tableau 11. Variation de Pactivité enzymatique de Ia SOD mitochondriale et cytosolique hépatque <~
présence de différentes concentrations molaire de 'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de 1a

propolis in vitro.

Concentration molaire des extraits (M)

Extraits 10 2-M 104-M {106-M 108M
SOD cytosolique Extrait 245422+ | 221241 = | 1915.09+ 1742.29 +
éthanolique 673.76 629.3 603 505.73
(UL /g de protéines) | dela *kk e ns ns
propolis .
flaveniques +593.75 +692.3 601.3 693.8
dela A *E% ns ns
propolis .
SOD Extrait 1763.75 1175 1014.12 890 + 230
éthanolique +1123.2 923.5 +827.06 ns
mitochondriale dela *k* e ek
) propolis
(Ul /g de protéines) |"fojucones | 192849+ | 1328.49% | 783.5t | 887.21x220
flavoniques 1028.01 901.3 230.1 ns
dela h k¥ e ns
propolis

Témoin SOD mitochondriale ou Mn-SOD : 881.46 +£32.9 Ul/g de protéines.
Témoin SOD cytosoligue ou Cu/Zn-SOD = 1924.48+ 420(3102 + 920.01) Ul/g de protéines.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque gﬂf)upe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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Figure 27. Variation de Pactivité enzymatique de la SOD mitochondriale en présence de différentes
concentrations molaire de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de a propolis in vitro.
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Figure 28. Variation de ’activité enzymatique de la SOD cytosolique in vitro en présence de différentes
concentrations molaire de l'extrait éthanolique ct des aglycones flavoniques de la propolis.
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11-5-2-Evaluation de Pactivité enzymatique de la catalase cytosolique et mitochondriale

Les variations de I’activité enzymatique de la catalase mitochondriale et cytosolique en
fonction de différentes concentrations molaires de I'extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques in vitro sont représentées dans les figures ;329 et 30 respectivement et dans le
tableau 12. |

Pour I’activité enzymatique de la catalase mitochondriale une augmentation non significative
(p>0,05) de I'activité enzymatique est observée & 10® M des deux extraits. Dés la
concentration 10¢ M, on constate une augmentation hautement significative (p<0,001) de
Iactivité enzymatique avec les deux extraits, les résultats obtenus avec les deux extraits sont
comparables (p>0,05). De plus, il existe une forte corrélation positive entre I'activité
enzymatique et la concentration de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques
(r=+0.90) et (r =0.94) respectivement.

On constate une augmentation trés significative (p< 0,01) de I'activité enzymatique de la
catalase cytosolique 4 102 M de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques atteint,
3994,05 £ 1173,76 et 4304,91 x 1193,2 Ul/g de protéines respectivement, alors que a 107,
10% et 10° M ces extraits n'ont aucun effet sur 1’activité enzymatique (p>0,05). Cette
augmentation de l'activité enzymatique est fortement corrélée avec la concentration de
I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques (r=+ 0.98) et ( r=+0.94) respectivement.
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Figure 29. Variation de P’activité enzymatique de la catalase mitochondriale in vitro en présence de
différentes concentrations molaire de I'extrait éthanoligue et des aglycones flavoniques de la propolis.
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Figure 30. Variation de ’activité enzymatique de la catalase mitochondriale in vitro en présence de
différentes concentrations molaire de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la propolis.

Tableau 12, Variation de ’activité enzymatique de Ia catalase mitochondriale et cytosolique in vitro en
présence de différentes concentrations molaire de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la
propolis,

| Concentration des extraits (M)

Activité Extraits 10 2-M 104-M 106 M 108-M
enzymatique
Extrait 3994.05% 3612.72 3610.15 1071.79
Catalase cytosolique | éthanolique 1173.76 | £929.13 + 853.2 +503.42
de 1a propolis L ns ns ns
(UI /g de protéines)

Aglycones 4304911 | 3498.44+ 3504.39 1079.29
flavoniques 193.72 893.13 +703.51 +188.8
b ns ns ns

2178.4 1777.31+ 1308.79 1071.79

Catalase Extrait +103.45 | 9042 | m3.79 | =503.42
mitochondriale éthanolique % A b ns
. de la propolis
(Ul/g de protéines) [“aotvcones | 198923 | 1842.56% | 144256 | 1079.29
flavoniques | 103.23 2132 | 19723 | =+1888
sEn AEe T Ns

Témoin catalase cytosolique @ 3666.1 + 1023 UL/ g de protéines.
Témoln catalase mitochondriale : 1088.18 £ 92.75 Ul/ g de protéines.

Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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II1. Etude de I'effet de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de
la propolis sur la balance antioxydant-prooxydant mitochondriale et cellulaire
in vivo 2 long terme |

II1.1. Evaluation de la production de l’anlion superoxyde par les mitochondries hépatiques
Les résultats obtenus concernant I’effet de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la
propolis (100 mg/kg/jour pendant 2 mc?:ois) sur la production mitochondriale de 1’anion
superoxyde sont représentés dans le tableaun 13 et la figure 31.

On constate une réduction hautement significative (p<0.001) de la production mitochondriale de
I’anion superoxyde aprés 2 mois de traitement par l'extrait éthanolique et par les aglycones
flavoniques de la propolis. Le pourcentage de production est identique pour les deux extraits, il
est de 7.77% et est comparable (p >0.05) & celui obtenu avec la quercétine (9.77%). Le
pourcentage de réduction est de 92.23 % et 90.23 % successivement.

Tableau 13. Effet A long terme de I'extrait éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis
administrés par voie orale i la dose de (100 mg/kg/j) et de la quercetine & (0.033 mg/kg/j) pendant
deux mois sur la production de ’anion superoxyde par le complexe III de la chaine respiratoire
mitochondriale.

Témoin Extrait Aglycones Quercétine
éthanolique de la flavoniques de la | (0.033mg/kg)
propolis propolis
(100 mg/kg) (100 mg/k)

Absorbance 0.110+ 0.01 0.078 = 0.029 0.047 £ 0.004 0.016 £ 0.012
(Chaque minute | 0.190 + 0.03 0.061 + 0.022 0.039 £ 0.002 0.03 = 0.024
/4mn) 0.250 % 0.05 0.051 + 0.026 0.03t + 0.001 0.037 £ 0.021
0.360 = 0.07 0.043 = 0.031 0.032 £ 0.003 0.039+ 0.018
0.450 %+ 0.06 0.035 £ 0.030 0.035 + 0.001 0.044 = 0.021
% de 100 % 7.77% 7.77 % 9.77 %
producﬁon FE* *E¥ k%

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p> 0.05), (*) désigne un effet significatif (p<0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p< 0.01),
(***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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Figare 31. Effet 4 long terme de l'extrait éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis
administrés par voie orale 4 la dose de (100 mg/kg/j) et de la quercetine & (0.033 mg/kg/j) ,
pendant deux mois sur la production de Panion superoxyde par le complexe III de la chaine
respiratoire mitochondriale.

L2, Evaluation du gonflement mitochondrial "mitochondrial Swelling"

Les résultats de 'effet du traitement par l'extrait éthanolique et par les aglycones flavoniques de
la propolis (100 mg/kg / j) pendant 2 mois, sur le gonflement mitochondrial, sont représentes
dans le tableau 14 et la figure 32.

On enregistre un gonflement mitochondrial de 30.85% avec l'extrait éthanolique de la propolis
par contre avec les aglycones flavoniques un gonflement de 16,2% seulement cotre le 100% du
témoin. En effet, l'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques inhibent le gonflement
mitochondrial de fagon hautement significative (p< 0,001) d'ou un effet antiapoptotique. Cette
inhibition est de 69,15% et 83,8% respectivement. D’aprés les valeurs obtenues, on constate que
les aglycones flavoniques de la propolis ont un effet inhibiteur du gonflement 2 fois plus que
celui obtenues avec l'extrait éthanolique.
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Tableau 14. Effet & long terme de V'extrait éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis
administrés par voie orale 4 la dose de (100 mg/kg/j) et de la quercetine & (0.033 mg/kg/)) ,

pendant deux mois sur le gonflement des mitochondries hépatiques de rat.

Témoin Extrait éthanolique de la Aglycones flavoniques
propolis (100 mg/kg) (100 mg/kg)
Absorbance -0.067 £ 0.002 -0.005 + 0.602 -0.005 + 0.006
(Chaque -0.160 = 0.036 -0.014+ 0.020 -0.024 = 0018
minute -0.155 + 0.060 -0.033 + 0.017 -0.025+0.014
/Smn) -0.197 + 0.080 -0.042 + 0.019 -0.028 + 0.005
-0.219 + 0.069 -0.064 +0.037 -0.035 + 0.008
0.269 + 0,053 -0.083 £ 0.046 -(.047 + 0.067
% du 100 % 30.85 % 16.2 %
|_gonflement vee b

Test de Student ; (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**)
désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). Les résultats
sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe.
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Figare 32, Effet 4 long terme  de 1'extrait éthanoligue, des aglycones flavoniques de 1a propolis administrés
par voie orale & la dose de (100 mg/kg/j) et de la quercetine & (0.033 mg/kg/j) , pendant deux mois sur le
gonflement des mitochondries hépatiques de rat.

I1L3. Evaluation de la peroxydation lipidique
Les variations des taux du MDA mitochondrial et cytosolique hépatique aprés administration

prolongée par I'extrait éthanolique, par les aglycones flavoniques de la propolis 4 la dose de (100
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mg/kg/j) et par la quercétine a la dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois,
sont représentées dans le tableau 15 ci-dessous.

Tablean 15. Variation des taux du MDA mit_ochondﬁal et cytosolique hépatique aprés administration
prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis A la dose de (100 mg/kg/j) et la

quercétine A la dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.

Témoin Extrait Aglycones Quercetine
éthanolique de | flavoniques . (0.033 mg/kg)
la propolis (100 mg/kg)

(100 mg/ke)
Concentration du MDA 34314 145 £3.85 13.5+ 2.93 17.22 +£1.08
L 1 2] L 2 1 ok
cytosolique (nmoles/g de
foie)
Concentration du MDA 25+ 831 5.76 +£0.38 557+ 0.5 5.59 £0.16
T "k rEe
mitochondrial (nmoles/mg
de protéines)

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student ; (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).

IIL3.1. Evaluation des taux du MDA mftochondriale

La figure 33 représente les variations Edes taux du MDA mitochondrial hépatique aprés
administration prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis & la
dose de (100 mg/kg/j) et la quercétine & la dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux
mois.

Aprés 2 mois de traitement on constate une diminution hautement significative (p < 0.001) des
taux du MDA mitochondrial atteint 5,76 *+ 0,38 et 5,57+ 0,5 nmoles/mg de protéines avec
l'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques de la propolis respectivement contre 25 + 8,31
nmoles/ mg de protéine chez le témoin, avec un pourcentage de réduction de 76,96 et 77,92%
respectivement. Linhibition obtenue avec le flavonoide de référence est de 77,64%. On constate
également que les deux extraits donnent le méme effet sur le taux du MDA et qui est comparable
(p>0,05) & celui de la quercétine.
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Figure 33. Variation des taux du MDA mitochondrial hépatique aprés administration prelongée par
I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis A Ia dose de (100 mp/kg/j) et Ia quercetine 2 la
dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.

N1L3.2. Evaluation des taux du MDA cytosolique

L’effet de Vextrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la propolis sur le taux du MDA
cytosolique & long terme, est illustré dans la figure 34,

On constate une diminution hautement significative (p < 0,001) des taux du MDA cytosolique
aprés 2 mois de traitement par I'extrait éthanolique et par les aglycones flavoniques de la propolis
par rapport au témoin, atteint respectivement 14,5%3,85 et 13,54+2,93 nmoles/g de foie, contre
34,3%1,14 nmoles/g de foie chez les témoins. Cette réduction de la peroxydation lipidique qui est
de Pordre de 57,33% et 60,65% avec l'extrait éthanolique et les aglycones successivement est
supérieur (p<0,01) 4 celle obtenue avec la quercétine (49,8% seulement).
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Figure 34. Variation des taux du MDA cytosolique hépatique aprés administration prolongée par I'extrait
€thanolique, les aglycones flavoniques de la propolis A la dose de (100 mpg/kg/j) et la quercetine A la dose de
(0.033 mg/kg/§) par voie orale pendant deux mois.

IIL2.4. Evaluation des taux de glutathion hépatique

Le taux du GSH cytosolique, aprés 2 mois de traitement par l'extrait éthanolique et par les
_aglycones flavoniques de la propolis (100 mg/kg/j) est représenté dans le tableau 16 et la figure

35.

On constate une augmentation hautement significative (p<0,001) du taux de GSH, sous ’effet de

I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques qui atteint 1.75 £ 0.1 et 2,05 + 0.9 mmole/g de

foie respectivement, avec 0,95 + 0,22 mmole/g de foie chez le groupe témoin et 1,43 + 0,13 mM

avec la quercétine. Comparant ces résultats, on constate que les deux extraits de propolis ont un

effet supérieur (p<0,001) & celui de la quercétine.

Tableau 16. Variation des taux des taux de GSH cytosolique hépatique aprés administration prolongée par
I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis 2 Ia dose de (100 mg/kg/j) et la quercetine A Ia
dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.

Témoin Extrait Aglycones Quercetine
éthanolique flavoniques (0.033mg/kg)
de la propolis De la propolis
(100mg/ig) (100mg/kg)
[GSH] mM/g de 0.95+0.22 1.75¢ 0.13 205+ 09 1.43+0.13
tissus L1 £33 L 21

Les résultats sont exprimes en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).
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Figure 35, Variation des taux des taux de GSH cytosolique hépatique aprés administration prolongée par
I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis & la dose de (160 mp/kg/j) et la quercetine 4 Ia
dose de (0.033 mg/kg/]) par voie orale pendant deux mois.

I11.2.5. Evaluation de P’activité des enzymes antioxydantes

IIL2.5.1. Evaluation de ’activité enzymatique de la SOD cytosolique et mitochondriale

La figure 36 représente les valeurs de ’activité enzymatique de la SOD cytosolique ou Cu/Zn-
SOD, aprés 2 mois de traitement par les flavonoides et par les aglycones flavoniques de la
propolis.

Le traitement par l'extrait éthanolique et par les aglycones flavoniques de la propolis a8 100
mg/kg /j pendant 2 mois conduit & une augmentation hautement significative (p<0,001) de
’activité enzymatique de la SOD cytosolique, atteint 3840,56 + 1121,12 et 4537,57 £ 1119 Ul/g
de protéines respectivement, contre 3102 £ 920,01 Ul/g de protéines chez le témoin et 3808,16
+ 1120 Ul/g de protéines avec la quercétine. Ainsi, cette activité enzymatique est de 1'ordre de
124,26 %, 146,27 % et 122,76 % avec l'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques et la
quercétine respectivement. L’activité enzymatique maximale est enregistrée avec les aglycones
flavoniques qui présentent un effet supérieur (p<0,01) & celui de la quercétine.

Les résultats concernant I'effet des deux extraits de la propolis sur l'activité enzymatique de la
SOD mitochondriale sont illustrés dans la figure 37.

Une augmentation hautement significative (p<0,001) de D’activité enzymatique de la SOD
mitochondriale est obtenue aprés 2 mois de traitement par les extraits de propolis (100 mg/kg/j).
Elle atteint 3057.4 + 1021.16 et 3186.75 £ 1193.2 Ul/g de protéines, avec l'extrait éthanolique et
les aglycones flavoniques respectivement. Cette activité de la SOD qui atteint 175,29 % avec

97



Resultats et Interpretation

I'extrait éthanolique de la propolis est comparable (p>0,05) & celle obtenue avec la quercetine.
Alors que les aglycones flavoniques donnent une activité enzymatique de l'ordre de 182,71 %,
supérieur (p<0,01) & celle obtenue avec le flavonoide de référence.

5000

388883

o
8

100

Activité enzymatique de la SOD
(Ul/g de proteines)

2
o o

H

OTémoin

O Eximait
ethanolique de
la propolis

QAglycones
flavoniques de
la propolis

0 Quercétine

Type de traitement

Figore 36. Variation de I'activité enzymatique de Ia SOD mitochondriale hépatique Mn-SOD aprés
administration prolongée par I'extrait é&thanolique, les aglycones flavoniques de la propolis 4 la dose de (100

mg/kg/j) et 1a quercetine i la dose de (0.033 mg/kg/j) par voic orale pendant deux mois.
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Figure 37. Variation de I'activité enzymatique de la SOD cytosolique hépatique Cw/Zn-SOD aprés
administration prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis & la dose de (100

mg/kg/j) et 1a quercetine A la dose de (0.033 mg/kg/]) par vole orale pendant deux mois.
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Le tableau 17 regroupe les résultats de 1’effet 4 long terme des deux extraits de la propolis sur
1’activité enzymatique de la SOD mitochondriale et cytosolique.
Tableau 17, Variation de I'activité enzymatigue de la SOD mitochondrial et cytosoliqee hépatique aprés

administration prolongée par Pextrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis i la dose de (100
mg/kg/j) et la quercétine i 1a dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.

Témoin Extrait Aplycones Quercetine
éthanolique de la | flavoniques de la | (0.033mg/kg)
propolis propolis
(100mg/kg) (100mg/kg)

SOD cytosolique (Ul/g | 3102 = 3854.56 453757« 1119 | 3808.16 %+ 1120
de protéines) 920.01 -ﬂzZ 1.2 e *re
SOD mitochondriale | 1744.11x | 30574+ 3186.75£11932 | 3103.57+1803.2
(UL/g de protéines) 920.23 1931 16 b i

Test de Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**)
désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001). Les résultats
sont exprimés en moyenne & SEM, n = 10 dans chaque groupe.

I11.2.5.2. Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase mitochondriale et cytosolique:
Les variations de l'activité enzymatique de la catalase mitochondriale et cytosolique hépatiques
aprés administration prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis
a la dose de (100 mg/kg/j) et la quercétine 2 la dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant
deux mois sont illustrés dans les figures 38 et 39 respectivement.

Aprés 2 mois de traitement par l'extrait éthanolique et par les aglycones flavoniques a
(100mg/kg/j) par voie orale, l'activité enzymatique de la catalase mitochondriale augmente de
fagon hautement significative (p<0,001) avec les deux extraits, atteint 3466.40 + 903.21et
2740.68+ 970.312 Ul/g de protéines respectivement. En effet cette activité est de l'ordre de
134,17 % et 106,50 % avec l'extrait éthénolique et les aglycones flavoniques successivement et
de 106,08 % avec la quercetine. On constate que l'extrait éthanolique de la propolis a un effet
supérieur (p<0,01) & celui de la quercétine, alors que P'effet des aglycones flavoniques est
comparable (p>0 ,05) a celui de la quercétine.

Pour la catalase cytosolique, une augmentation hautement significative (p<0,001) de 'activité
enzymatique a été enregistrée aprés le traitement 4 long terme par f'extrait éthanolique et par les
aglycones flavoniques de la propolis (100mg/kg/j). Cette activité est de l'ordre de 115,2% et
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113,25% successivement par rapport au témoin. Ces valeurs sont similaires (p>0,05) A celles
enregistrées avec la quercétine (111, 20 %).
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Figure 38, Variation de I'activité enzymatique de In catalase mitochondriale hépatigne aprés administration
prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis & la dose de (100 mg/kg/j) et la
quercetine & 1a dose de (0.033 mg/kg/j) par voic orale pendant deux mols.
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Figurce 39, Varistion de I'activité enzymatique de la catalase cytosofique hépatique aprés administration
prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis A la dose de (100 mg/kg/]) et la

quercetine A la dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.
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Le tableau 18 regroupe les résultats de I’effet 4 long terme des deux extraits de la propolis sur
’activité enzymatique de la CAT mitoché)ndriale et cytosolique.
Tablean 18. Variation de I'activité enzymatique de la catalase mitochondriale et cytosolique hépatique aprés

administration prolongée par I'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques de la propolis 4 1a dose de (100
mg/kg/j) et 1a quercetine & 1a dose de (0.033 mg/kg/j) par voie orale pendant deux mois.

Témoin Extrait Aglycones Quercetine
éthanolique flavoniques (0.033mg/kg)
de la propolis de la propolis
(100mg/kg) (100mg/ke)
| catalase 4319.13 £ 101.2 | 4989.89+ 1103.3 | 4891.79% 4803.19£1201

cytosolique (Ul/g *+ 2901.1 **

de protéines) ** '

catalase mito- 2583.5+ 1030 3466.40 £ 903.21 | 2740.68+ 970.31 | 2751.51£797.9

chondriale (Ul/g Ll Ll L) Ll

de protéines)

{
Test de Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**)
désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). Les résultats
sont exprimés en moyenne & SEM, n = 10 dans chaque groupe.

IV. Etude de l'effet préventif de l'extrait éthamolique et des aglycones
flavoniques de la propolis administrés 2 100 mg/kg contre le stress oxydant
mitochondrial et cellulaire induit par la doxorubicine

IV.1, Evaluation de la production mitochondriale de ’anion superoxyde :

Les variations de la production mitochondriale de l'anion superoxyde aprés administration de
’extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de la propolis 4 la dose quotidienne de
100 mg/kg et la quercétine 4 0. 033 rr;lg/kg par voie orale pendant un mois suivie de la
doxorubicine 4 10 mg/kg/j par voie intraveineuse pendant trois jours sont représentés dans le

tableau 19 et la figure 40.
|

On constate que le doxorubicine administrée 3 10 mg/kg par voie intraveineuse augmente la
production mitochondriale de 1'anion superoxyde, cette production atteint 127 % par rapport au
témoin. Le prétraitement par I'extrait éthanolique et par les aglycones flavoniques de ia propolis
a diminué de facon hautement significative (p < 0,001) cette production, qui est de 1’ordre de
18,2 % et 21,11 % respectivement contre 36,22 % avec la quercétine. En effet, Ie pourcentage
de production obtenu avec les extraits de propolis est significativement inférieur 4 celui obtenu
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avec la quercétine. Le pourcentage de réduction de la production est de 81,8% pour 'extrait
éthanolique, 78,89% avec les aglycones flavoniques et de 63,78% seculement avec la quercétine.

Tableau 19. Variation de Ia production mitochondriale de I'anion superoxyde aprés administration de
I’extrait ethanolique, des aglycones flavoniques de la propolis & Ia dose quotidienne de 100 mg/kg et la
quercetine & 0. 033 mg/kg par voie orale pendant un mois suivie de ta doxorubicine 2 10 mg/kg/j par vote

intraveineuse pendant trois jours.

Témoin Doxorubicine | Extrait Aglycones Quercetine
{10mg/kg) éthanoligue flavoniques (0.033mg/kg)
de Ia propolis {(100mg/kg) +
(100mg/kg) + Doxorubicine
+ Doxorubicine {(10mg/kg)
Doxorubicine (10mg/kg)
(10mg/kg)
DO 0.110% 0.01 | 0.110+0.018 | 0.056+ 0.001 | 0.048+ 0.005 | 0.094 £ 0.011
(Chague | 0190+ 0.03 | 0.260+0.020 | 0.061+0.006 | 0.078 = 0.053 | 0.131 £ 0.029
Moy | 0:250% 0.05 | 0.383+0.009 | 0.069:0.001 | 0.071+ 0.022 | 0.149 £0.032
0.360 = 0.07 | 0.4400.045 | 0.077+0.017 | 0.083+0.002 | 0.159 % 0.036
0.450 % 0.06 | 0.570+0.070 | 0.082+ 0.008 | 0.095 0.059 | 0.163 £ 0.04
% de 100 % 127% 182 % 21.11% 36.22 %
pro- L t12] L 22 L%
duction
de I'O2-°

Test de Student : (ns) désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**)
désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hauternent significatif (p <0.001). Les résultats
sont exprimés en moyenne = SEM, n = 10 dans chaque groupe.
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Figure 40. Variation du pourcentage de ta production mitochondriate de l'anion superoxyde aprés
administration de la doxorubicine seule 2 10 mg/Kg/j par voie IV pendant trois jours on précédée par
administration de P’extrait ¢thanolique, des eglycones flavoniques de la propolis & 100 mg/kg/j ou Ia
quercetine A 0. 033 mg/kg/j par voic orale pendant un mois.
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IV.2. Evaluation de la péroxvdation lipidigue mitochondriale et cvtosoliaue.

Les concentrations en MDA ont été déterminées aussi bien sur un homogénat de foie que sur les
mitochondries du méme organe.

Les figures 41et 42 représentent les résultats du traitement par la doxorubicine seule (10ma / ke)
ou en association avec l'extrait éthanoliaue ou avec les aglycones flavoniques de la propolis. sur
la concentration du MDA mitochondrial ét cytosolique respectivemert.

Chez les rats recevant Ia doxorubicine seul, le taux du MDA aussi bien mitochondrial que
cvtosolique. augmente de facon hautement significative (p< 0,001). Cette concentration atteint
124,56% et 137,44% respectivement par rapport au témoin.

Le prétraitement par l'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques de la propolis a4
(100 mg /kg) pendant un mois entraine une diminution hautement significative (p< 0.001) des
taux du MDA cytosolique qui atteint 118,26 £ 2.7 et 14,67 £ 2,17 n moles / g de foie
respectivement contre 46,73 + 8,42 n moles / g de foie chez les traités par le médicaments seule.
La réduction des taux du MDA est de ’ordre de 46,3 % et 56,8% avec l'extrait éthanolique et les
aglycones successivement. Cette réduction est maximale avec les aglycones flavoniques qui
donne un effet mieux (p< 0,01) que celui de ia quercétine; 1’aglycone flavoniques de référence.
Les mémes effets sont obtenus avec le MDA mitochondrial ou' le prétraitement par l'extrait
éthanolique et les aglycones flavoniques prévient 1'augmentation des taux de MDA par un
pourcentage de 55,76% et 76% respectivement. De méme ['effet préventif maximal est obtenu
avec les aglycones flavoniques qui donnnent un effet comparable (p> 0,05) 4 celui de 1'aglycone
de référence. Ainsi le tau du MDA est de 11,06 + 4,34 nmole / mg de protéine avec les aglycones
flavoniques contre 10,05 * 3,33 n moles/mg de protéines avec la quercétine.

Le tableau 20 regroupe les résultats du traitement par la doxorubicine seule (10 mg /kg) ou
associée aux extraits de propolis sur le taux du MDA mitochondrial et cytosolique.
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Figure 41. Variation des taux de MDA mitochondrial aprés administration de ta doxorubicine seule 2 10
mp/Kg/j par voie IV pendant trois jours ou précédée par administration de Pextrait &thanolique de la
propolis , des agiycones flavonigues de ta propolis 2 100 mg/kg/j ou de la quercetine & 0. 033 mg/kg/j par voie
orale pendant un mois.
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Figure 42. Variation des taux de MDA cytosolique aprés administration de Ia doxorubicine scule 2 10
mg/Kg/j par voie IV pendant trois jours ou précédée par administration de Vextrait éthanolique, des
aglycones flavoniques de fa propolis & 100 mg/kg/j ou de In quercetine 2 0. 033 mg/kg/j par voie orale
pendant un mois.
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Tableau 20. Variation des taux duo MDA cytosolique et mitochondrial aprés administration de la
doxorubicine seule A 10 mg/Kg/j par voie IV pendant trois jours ou précédée par administration de Pexprait
éthanolique, des aglycones flavoniques de 1a propolis 3 100 mg/kg/j ou de la quercetine & 0. 033 mg/kg/j par
voie orale pendant un mois.

Témoin Doxorubicine | Extrait Aglycones Quercetine
(10mg/kg) | éthanolique de | flavoniques (0.033mg/kg)
la propolis (100mg/kg) +
(100mg/ke) + Doxorubicine
+ Doxorubicine (10mg/kg)
| Doxorubicine (10mg/kg)
| (10mg/kg)
Concentration | 34 +1.4 | 46.73£8.42 | 1826+ 2.7 14.67 +2.17 21.7+1.09
du MDA k¥ kkk k& *k¥
cytosolique
{ (mmoles/g de
foie) | ]
Concentration | 25+6.8 | 31.14£1.1 1472 + 1.17 11.06+ 434 | 10.05+3.33
du MDA ¥k ¥k Tt e
mitochondrial
(pmoles/mg de |
protéines)

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.03), (**) désigne un effet trds significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).

IV.3. Evaluation des taux du GSH cytosolique hépatique:

Les résultats du traitement par la doxorubicine (10 mg/kg) seul ou en association avec l'extrait
éthanolique ou les agiycones ﬂavoniques. de la propolis, sur la concentration du GSH hépatique,
sont représentés dans le tableau 21 et la figure 43.

Les rats recevant le médicament seul présentent une diminution hautement significative
(p< 0,001) de la concentration hépatique du glutathion, atteint 0,73 + 0,09 mmole/g de foie
contre 0,95 + 0,22 mmole/g de foie chez le témoin.

Par contre chez les rats prétraités par l'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques de la
propolis, on constate une augmentation hautement significative (p< 0,001) de taux du GSH
hépatique par rapport 4 ceux recevant le médicament seul, atteint 1,19 + 0,07mM et 1,54 + 0,05
mmoles/g de foie respectivement.

On constate également que le taux de GSH obtenue chez les rats prétraités par l'extrait
éthanolique et ceux traités par les aglycones flavoniques dépasse celui des rats témoins. En effet,
1’augmentation maximale est obtenue avec les aglycones flavoniques (62,1%) qui donne un effet
supérieur (p<0,01) 4 celui de que la quercetine. Ceci nous laisse pensé 4 un recouvrement des

capacités de synthése du GSH par les hépatocytes aprés élimination de la doxorubicine.
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Tablcau 21, Variation des taux de GSH cytosolique hépatique aprés administration de ia doxorubicine seule
A 10 mg/Kg/j par voie 1V pendant trois jours ou précédée par administration de Pextrait éthanolique, des
aglycones flavoniques de Ia propolis & 100 mg/kg/j ou de Ia quercetine & 0. 033 mg/kg/i par voie orale
pendant un mois.

Témoin Doxorubicine | Extrait Aglycones Quercetine+
(10 mg/kg) éthanolique de la | flavoniques (0.033mg/kg)
propolis (100 delapropolis |+
mg/kg) (100mg/kg) Doxorubicine
+ + (10mg/kg)
Doxorubicine Doxoubicine
(10mg/kg) (10mg/ke)
Taux de 0.95£0.22 | 0.73+ 0.09 1.19 £0.07 1.54 £ 0.05 1.05 £0.03
GSH Ty s rex *he
(mimoles/p |
de foie) |

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n= 10 dans chaque groupe. Test de Student : {ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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Figure 43. Variation des tavx de GSH cytosolique hépatique aprés administration de ia doxorubicine senle &
10 mg/Kg/j par voie IV pendant trois jours ou précédée par administration de Pextrait éthanolique, des
aglycones flavoniques de 1a propolis & 100 ing/kg/j on de la quercetine & 0. 033 mg/kg/j par voie orale

pendant un mois.
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IV 4. Evaluation de I’activité des enzymes antioxydantes mitochondriales

Le role protecteur des extraits de propolis peut étre confirmé par leur effet sur 1'activité
enzymatique des enzymes autioxydantes & savoir la SOD et la CAT mitochondriales.

IV.4.1. La SOD mitochondriale

L’effet du traitement par la doxorubicine (10mg/kg) seule ou en association avec l'extrait
éthanolique ou les aglycones flavoniques de la propolis sur I'activité enzymatique de la SOD
mitochondriale est représenté dans la figure 44.

Chez les rats traités par doxorubicine seule I’activité enzymatique est diminuée de fagon
hautement significative (p< 0,001) atteint 1257 & 1002,3 Ul /g de protéines contre 1544 & 31,2
Ul /g de protéines chez les rats non traités. Cette diminution est de 1’ordre de 20%.

Lors du prétraitement par l'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques et la quercétine, on
constate une augmentation hautement significative de I’activité enzymatiques de la SOD
mitochondriale atteint, 2122,54 + 880, 2416 + 793 et 2392,99 + 793,99 Ul / g de protéines
respectivement. Cette augmentation est successivement de 1’ordre de 137,47%, 156,51% et
154,98%. Comparant ces résultats, on constate que 1’activité maximale est obtenue avec les
aglycones flavoniques et est comparable (p>0,05) 4 celle obtenue avec la quercétine.

3500
" - QTémom

3000 .
- |
a
8 2500 —i— ODoxo
= & I
3 8 2000 T _ '
8 g DExirai
gk ‘ cthano ique+Do xp
- :' 1500
ED

‘ DAglcones
g 000 3 flavoniques+Doxo
p-] : ‘
E 500
9 ‘ j 3 QuercetinDoxo
) |
0

Type de traitement

Figure d44. Variation des I’activité enzymatique de la SOD mitochondriale hépatique aprés administration de
la doxorubicine seule 2 10 mg/Kg/j par vole TV pendant trols jours ou précédée par administration de
IPextrait éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis & 100 mg/kg/j ou de ta guercetine a 0. 033
mg/kg/j par voic orale pendant un mois.
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IV.4,2, La catalase mitochondriale

La figure 45 représente I’effet du traitement par la doxorubicine (10mg /kg) seule ou associée &
extrait éthanolique ou aux agfycones flavoniques de la propolis pendant un mois sur 1’activité
enzymatique de la catalase mitochondriale.

L’activité enzymatique de la catalase mitochondriale trouve effondrer de fagon hautement
significative chez les animaux traités par le médicament seul atteint 1874,83 + 303 Ul / g de
protéines contre 2583,51+ 870 UI / g de protéines chez les animaux témoins, par contre, le
prétraitement par l'extrait éthanolique de la propolis augmente 1’activité enzymatique de fagon
trés significative (p< 0,01), cette activité représente 111,6%. Avec les aglycones flavoniques, on
constate une augmentation hautement significative (p< 0,001) de Pactivité enzymatique qui
représente 127,73% alors que le prétraitement par la quercétine permet de maintenir cette activité
enzymatique 4 des valeures comparables (p>0.05) a celles du témoin. De méme, on constate que
1’activité maximale est obtenue avec les aglycones flavoniques de la propolis et est supérieure 4

celle obtenue avec la quercétine.
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Figure 45, Variation des 1’activité enzymatique de ia catatase mitochondriale aprés administration de fa
doxorubicine seule & 10 mg/Kg/j par voie 1V pendant trois jours ou précédée par administration de Pextrait
éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis 4 100 mg/kg/j ou de 1a quercetine A 0. 033 mg/kg/j par
voie orale pendant un mois.

Le tableau 22 représente les variations de I'activité enzymatique de la catalase et de la
superoxyde dismutase mitochondriales aprés administration de la doxorubicine seule 4

108



Resultats et Interpretation

10 mg/keg/j par voie IV pendant trois jours ou précédée par administration de 1’extrait
éthanolique, des aglycones flavoniques de la propolis & 100 mg/kg/j ou de la quercétine a 0. 033
mg/kg/j par voie orale pendant un mois.

Tableau 22, Variation des Pactivité enzymatique de la catalase et de la superoxyde dismutase
mitochondriales aprds administration de la doxorubicine seule & 10 mg/Kg/j par voie IV pendant trois jours
ou précédée par administration de Pextrait éthanolique, des aglycones flavoniques de 1a propolis 2 100
mg/kg/j ou de la quercetine a 0. 033 mg/kg/j par voie orale pendant un mois.

Témoin Doxorubicine | Extrait Aglycones Quercetine
(10mg/ke) éthanolique de la | flavoniques (0.033mg/kg)
propolis + +
(100mg/kg) Doxorubicine | Doxorubicine
+ | 100mgrkg) | (10mg/kg)
Doxorubicine
(10mg/kg)
SOD 15444 1257+ 72.3 2122.54 + BBO.1 | 2416.57+ 793 | 2392.99+793.99
(Ul/ig de 931.2 % k% 2%% £E%
protéines)
Catalase 2583.51+ | 1874.83+£303 | 2883.71 + 807 3299.94 + 720 | 2501.38+ 650
(Ul/gde | 870 L EL e Y *%
protéines)

Test de Student : {ns} désigne un effet non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif {p <0.05), (**)
désigne un effet trés significatif (p < 0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001). Les résultats
sont exprimés en moyenne = SEM, n = 10 dans chaque groupe.

V. Etude de I'effet curatif de I'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques
de la propolis administrés 3 100 mg/kg contre le stress oxydant mitochondrial
et cellulaire induit par la doxorubicine

V.1. Evaluation de la production mitochondriale de I’anion superoxyde

Les résultats de 'effet curatif de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques de Ia propolis
(100 mg / kg) sur la production mitochondriale de 1’anion superoxyde aprés un traitement par la
doxorubicine 4 (10 mg / kg), sont représentés dans le tableau 23 et la figure 46.

Le traitement des animaux par la doxorubicine (10mg/kg /j) pendant 3 jours suivie d'un mois de
traitement par l'extrait éthanolique par les aglycones flavoniques de la propolis a
(100mg/kg /i) ou par ia quercétine a (0,033 mg/kg/j), permet une diminution hautement
significative de la production mitochondriale de 1’anion superoxyde, le pourcentage de
production est de 7,11%, 10,66% et 23,55% respectivement par rapport au témoin.

Par contre le traitement par le médicament seul, entraine une augmentation hautement
significative de ia production mitochondriale de anion superoxyde estimé a 127% par rapport au
témoin. Comparant ces résultats, on constate que la production observée avec la quercétine est 2
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fois supérieure A celle obtenue avec I'extrait éthanolique et avec les aglycones flavoniques. Ceci
confirme Yeffet inhibiteur de ces deux extraits sur la production mitochondriale de 1’anion
superoxyde.

Tableau 23. Effet de la doxorubicine administrée seule & 10 mg/kg/j pendant trois jours ou suivle par
administration de I’extrait brut, des aglycones flavoniques de la propolis, 3 100 mg/Kg/j ou la quercetine 3
0. 033 mg/Kg/j par voie orale pendant un mois sur la production de I'anion superoxyde par les mitochondries
hépatiques de rat.

Témoin Doxorubicine Doxorubicine Doxorublcine Doxorublcine
(10 mg/kg) (10 mg/kg) (10 mg/kg) (10 mg/kg)
+ Extrait + Aglycones + Quercetine
éthanolique flavoniques (0.033 mg/kg)
de la propolis (100 mg/kg)
(100 mg/kg)
DO 0.110% 0.01] 0.110+0.018 | 0.014 = 0.002 | 0.004 + 0.001 0.066 £ 0.003
(Chaque 0.190+ 0.03 | 0.260+0.020 | 0.019 +0.007 | 0.019+ 0.006 0.075 + 0.005
minute 0250+ 0.05| 0.383 £0.009 | 0.024 +0.004 | 0.024 + 0.019 0.086 + 0.001
/4mn) 0360+ 0.07 | 0.440£0.045 | 0.031 £ 0.006 | 0.037 0.012| 0.098 = 0.060
0.450% 0.06| 0.570+0.070] 0.032£ 0.007 | 0.048 = 0.008 | 0.106 = 0.008
% de 100% 127% 711 % 10.66% 23.55%
production hdek heik dke e

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif
(p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p < 0.001).
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Figure 46. Effet de la doxorubicine administrée seule A 10 mg/Kg/j
administration de Pextrait brut, des aglycones flavoniques de la propolis & 100 mg/Kg/j

pendant trois jours ou sulvie par

ou la quercetine &

0.033 mg/Kg/j par vole orale pendant un mois sur la production de I'anion superoxyde par les mitochondries
hépatiques de rt.
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V.2. Evaluation de la péroxydation lipidique mitochondriale et cytosolique

Les résultats de I’effet curatif de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques a
(100 mg /kg /j) pendant un mois, sur le taux du MDA mitochondrial et cytosolique aprés un
traitement par la doxorubicine (10 mg/kg), sont représentés dans les figures 47 et 48

respectivement.

On constate que le traitement des animaux par la doxorubicine seule entraine une augmentation
hautement significative (p<0,001) des taux du MDA aussi bien mitochondrial que cytosolique.
Cette augmentation est de ’ordre de 37,44% et 24,56% respectivement par rapport au témoin.
Le traitement par Ia doxorubicine suivie de l'extrait éthanolique ou des aglycones flavoniques de
la propolis entraine une diminution hautement significative (p<0,001) de la concentration du
MDA cytosolique atteint 20,1+5,4 nmoles/g de foie et 15,92+ 2,7 nmoles/g de foie
respectivement contre 34 +1,4 nmoles/g de foie chez le témoin. En effet, cette réduction des taux
du MDA est de I'ordre de 50,89% pour l'extrait éthanolique, de 53,18% pour les aglycones
flavoniques et de 46% avec la quercétine. La réduction maximale est obtenue avec les aglycones

flavoniques qui ont donné un effet supérieur & celui de la quercétine.

Les mémes effets sont observés avec le MDA mitochondrial qui tend & diminuer de fagon
hautement significative lors du traitement par la doxorubicine (10 mg/kg) suivie du traitement
par l'extrait éthanolique ou par les aglycones flavoniques atteint 10,43 + 0,54 et 10,08 + 0,34
nmoles /mg de protéines respectivement. Le pourcentage de réduction est de 58.28% avec
V'extrait éthanolique, 59.68% avec les aglycones flavoniques et 40.4% seulement obtenue lors du
traitement par la quercétine. Comparant ces résultats, on constate que les deux extraits de
propolis ont un effet comparable (p>0,05) sur la réduction d es taux du MDA mitochondrial.

Dans le tableau 24, on a regroupé les résultats de 1’effet curatif des flavonoides, des aglycones

flavoniques et de la quercétine sur le taux du MDA mitochondrial et cytosolique aprés un
traitement par la doxorubicine & (10 mg/kg).
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Figure 47. variation des concentration en MDA mitechondrisl hépatique apris administration de fa
doxorubicine scule 2 10 mg/kg/j par vole intraveincuse pendant trols jours ou suivie par administration. de
I'extrait brut, des aglycones flavoniques de ia propolis, & 100 mg/kg/ j ou Ia quercetine 2 0. 033 mg/Kg par

voie orale pendant un mols.
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Figure 48. variation des concentration en MDA hépatique cytosolique aprds administration de fa
doxorubicine seule 2 10 mg/kg/j par voie. intraveineuse pendant trois jours ou suivic par administration-de
I'extrait brut, des aglycones flavoniques de la propolis, & 100 mg/kg/ j ou ta quercetine & 0, 033 mg/Kg par
voie orale pendant un mois,
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Tablean 24. . variation des concentration en MDA hépatique mitochondrial et cytosolique aprés
admipistration de la doxorubicine seule 2 10 mg/kg/j par voie intravelneuse pendant trois jours ou suivie
par administration de Pextrait brat, des . aglycones  flavoniques, de Ia propolis 3 100 mg/kg/j
ou la quercetine 0. 033 mg/kg/j par voie orale pendant un mois.

| Témoin | Doxorubicin | Extrait Aglycones Quercetine
|e éthanolique flavonigues (0.033mg/kg)
(19 mg/kg) | De propolis (100mp/ke) +
1 (100 mg/kg) + | Doxorubicine
+ Doxorubicine | (10 mg/kg)
Doxorubicine (10 mg/kg)
(10mghkg)
Concentration | 34 +1.4 |46.73£8.42 1201 54 1592 £2.7 18.36+ 2.17
du MDA ok %k *¥k ek
cytosoligue
(nmoles/g de
foie) ; ‘ |
Concentration | 253+ 6.8 | 31.14+1.1"{ 10.43 +0.54 11008+ 034 |149 +1.08
du MDA *%# T T | #%%
mitochondrial \
| (nmoles/mg de '
| protéines) ‘ i

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, 11= 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un cffet

non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif (p <
0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).

V.3. Evaluation des taux de GSH cytoslxlique hépatique :

Les résultats de I'effet curatif de l’exu'aitléthano]ique et des aglycones flavoniques de la propolis
sur le taux du GSH cytosolique, aprés 'un traitement par la doxorubicine & (10 mg/kg) sont
représentés dans le tableau 25 et 1a figure 49.

On constate que les rats recevant la doxorubicine seule présentent une diminution du taux de
GSH atteint 0,73 + 0,09 mmoles/g de foie contre 0,95 + 0,22 mmoles/g de foie chez le témoin.
L’administration de l'extrait éthanolique et des aglycones flavoniques chez les rats préalablement
traités par la doxorubicine empéche cefte diminution, mais également, entrainent une
augmentation des taux de GSH par rapport & ceux des animaux témoins non traités par la
doxorubicine. Cette augmentation est d;: 'ordre de 17.89%, 29.47% et 10.52% observé avec
l'extrait éthanolique, les aglycones flavoniques et la quercétine successivement. Comparant ¢es
résultats, on trouve que 1’angmentation naximale est obtenue avec les aglycones flavoniques et

qui montre un effet supérieur (p<0,01) 4 celui obtenu avec les animaux recevant la quercétine.
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Tableau 25. variation des concentration en glutathion hépatique cytosolique apris administration de fa
doxorubicine seule 2 10 mg/Kg/j par vole intraveineuse pendant trois jours ou suivie par administration des
flavonoides, des aglycones flavonigues de Ia propolis 4 100 mg/Kg/j ou la quercetine & 0. 033 mg/Kg/j par
voie orale pendant un mols, ‘

| Témoin Doxorubicine | Doxorubicine Doxorubicine | Doxorubicine‘,
(10mg/kg) | (10mg/kg) | (10mg/kg) | (10mg/kg)
+ + +
Extrait brutdela | Aglycones | Quercetine
| propotis flavoniques (0.033mg/kg)
(100 mg/kg) (100 mg/ke) '
GSH 095+022| 0.73% 0.09 | ~ 1.12 £0.05 123% 004 | 1.05% 0.03
| (mmotes/g sk EE | *Ee ; e
de foie) | , o .: ]

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM, n = 10 dans chaque groupe. Test de Student : (ns) désigne un effet
non significatif (p > 0.05), (*) désigne un effet significatif (p < 0.05), (**) désigne un effet trés significatif
{p <0.01), (***) désigne un effet hautement significatif (p <0.001).
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Figure 49. variation des concentration en glutathion hépatique cytosolique aprés administration de fa
doxorubicine seule & 10 mg/Kg/j par vole intraveineuse pendant trois jours ou sulvie par administration des
flavonoides, des aglycones flavoniques de ta propolis 4 100 mg/Kg/j ou ta quercetine 3 0. 033 mg/Kg/j par
voie orale pendant un mols. 5

V.4. Evaluation de Pactivité enzymatique des enzymes antioxydantes mitochondriales

Les variations de l'activité enzymatique de la SOD et de la CAT mitochondriales hépatiques
aprés administration de la doxorubicine seule 2 10 mg/kg/j par voie intraveineuse pendant trois
jours ou suivie de I'extrait brut de la propolis ou de ses aglycones flavoniques 2 la dose de
100 mg/kg/j ou la quercetine & 0. 033 mg/Kg/j par voie orale pendant un mois, sont représentées
dans le tableau 26 ci-dessous. |
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Outre son rdle pivot dans la synthése d'ATP, la mitochondrie est considérée comme la principale
source des espdces réactives de l'oxygéne. La chaine respiratoire mitochondriale produit en
permanence ces entités qui sont potentiellement toxiques pour I’organisme, car elles peuvent
inactiver les protéines, induire des cassures au sein de I’ADN et initier les processus de la
péroxydation lipidique (279). C'est pourquoi aujourd'hui, le stress oxydatif mitochondrial est de
plus en plus impliqué pour expliquer les dégits cellulaires observés dans les ctats
inflammatoires, le vieillissement, le cancer, les troubles consécutifs & I’ischémie-réperfusion, le
diabéte ou les maladies neurodégénéréﬁves (280).

Plusieurs agents endogénes ou exogénes peuvent également provoquer ce déséquilibre de la
balance antioxydant-prooxydant. Le métabolisme des médicaments anticancéreux constitut un
facteur exogéne type conduisant 4 ce déséquilibre au niveau hépatique (53). Clest pourquoi la
protection des fonctions mitochondriales constitut le souci des recherches pharmacologiques

actuelles, visant a protéger les tissus contre les dégéts oxydatifs.

Afin de prévenir ces maladies, de limiter les effets toxiques des radicaux libres et de protéger les
fonctlons mitochondriales, différentes substances antioxydantes sont actuellement utilisées, en
particulier les flavonoides. L'étude des activités de la propolis a éveillé l'intérét de nombreux
chercheurs, car elle est riche en propriétés thérapeutiques: Activité antibactérienne,
antiinflammatoire, antlcancengéne, hépatoprotectrice, antivirale, et antioxydante (174).
Cependant, jusqu’a présent aucune &tude n'a &té faite sur 1effet d’un traitement prolongg par les
flavonoides de la propohs sur la balance antioxydant-prooxydant, aucun mécanisme moléculaire
n’a été proposé pour expliquer leurs effets antioxydants. Leurs interactions avec les fonctions

mitochondriales en relation avec le stress oxydant, et avec le processus d’apoptose restent a

déterminer également.

Les objectifs de notre travail réalisé sur un model de mitochondries et des cellules hépatiques,
visent d'abord a évaluer l'activite antioxydante de l'extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques de la propolis in vitro sur mitochondries isolées, de voir l'effet dun traitement & long
terme par ces principes actifs sur la balance antioxydant-prooxydant, en vue de la recherche
d'une intolérance probable de l'organisme vis-a-vis de ces principes actifs. Notre étude vise

également 3 comparer l'effet in vitro avec celui obtenu in vivo et l'effet de I'extrait brut avec celui
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des aglycones flavoniques de la propolis et celui de la quercétine comme aglycone flavonique de
référence. Dans cette perspective nous avons étudié également 'effet préventif et I'effet curatif

de ces extraits de la propolis contre le stress induit par la doxorubicine.

1I est clairement admit aujourd’hui que lors d’un stress oxydant, la production mitochondriale du
superoxyde augmente, comme dans le cas du stress induit lors d’un épisode d’ischémie-
réperfusion. Cette production s'effectue principalement par les complexes I et III de la chaine
respiratoire 4 travers la formation des intermédiaires ubisemiquinones qui en réagissant avec
I'oxygéne donnent naissance & I’anion superoxyde. Ces deux complexes qui contiennent des
quinones sont des sources potentielles de ROS (66.283). Certains flavonoides agissent par action
sur la production des ROS (181). Il est clairement démontré aujourd’hui que certains de ces
flavonoides possédent des propriétés & fois antioxydantesO et prooxydantes, selon la
concentration, 1a source du radical libre mais aussi la structure de la molécule flavonique. A cet
égard, I"activité antioxydante des flavonoides est utilisée pour la protection des cellules et des
tissus des différents agents proapoptotiques, tandis que les concentrations prooxydantes peuvent
servir en tant qu'inhibiteurs de la prolifération des cellules tumorales par leur capacité d’induire
1’apoptose (283.284.285).

Dans notre étude réalisée in vitro sur un model de mitochondries hépatiques, nous avons trouvé
que les extraits de propolis réduisent significativement la production de I’anion superoxyde par
le complexe III de la chame respiratoire mitochondriale et ce de fagon concentration dépendante
(de 10°M a 10M) auss1 bien avec ’extrait éthanolique qu’avec les aglycones flavoniques.
L'effet de ces derniers était plus élevé que celui de l'extrait éthanolique. En effet, la réduction de
la production du superqude a 102M est de 55% et 70% avec l’extrait éthanolique et les

aglycones respectivement.

\
Lors du stress induit par la doxorubicine, une augmentation de la production mitochondriale de
’anion superoxyde a été enregistrée chez les animaux traités par le médicament par rapport aux
témoins non traités. Cette augmentation est un indicateur de la toxicité de la doxorubicine. En
effet, la mitochondrie joue un réle important dans la formation des radicaux oxygénés issus de
I’action toxique des médicaments (164.285.286). Le métabolisme de la doxorubicine est catalyse

par plusieurs enzymes y compris la cytochrome P450 réductase, NADH dehydrogenase associée

au complexe I mitochondrial et la NO synhtase (55.56). Cette augmentation des taux de

superoxyde est liée également 4 la structure qmnomque de ce médicament qui lui permet de se
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comporter comme accepteur des électrons dont l'adition d'un électron libre transforme la quinone
en radical libre semiquinonique avec libération des anions superoxydes qui auraient alors des
effets déléteres directes sur ADN et les macromolécules. En présence d'oxygéne, ils se forment
également des radicaux superoxydes, hydroxyles et du peroxyde d'hydrogéne qui seront
également toxiques et conduisant & un état du stress oxydatif (57).

Ce résultat est en parfait accord avec ceux de Gervasi et al (1986). Ses travaux réalisés sur des
préparations mitochondriales cardiaques montrent également que les dérivés de la doxorubicine
augmentent la production du superoxyde par ia NADH déhydrogenase mitochondriale (287). De
méme une étude réalisée par Chacon et al (1991) montre que le traitement par la doxorubicine
induit un déséquilibre dans I"’homéostasie du Ca** mitochondrial conduisant & la production
excessive des ROS. Les dérivés de la doxorubicine, selon une étude récente réalisée par
Clementi et ses collaborateurs, entrainent 1’inhibition de la chaine respiratoire au niveau du

complexe I (288).

Le traitement par [’extrait éthanolique ou les aglycones flavoniques de la propolis & 100 mg/kg/;
pendant un mois avant ou aprés le traitement par la doxorubicine réduit de fagon hautement
significative la production mitochondriale du superoxyde. Le méme résultat est enregistré avec
la quercétine, aglycone flavonique de référence. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Lahouel réalisés avec l'extrait éthanolique de la propolis (268) et renforcent ceux de Huk et ses
collaborateurs montrant qu’en présence de la quercétine, le taux de ’anion superoxyde formé par

la chaine respiratoire mitochondriale diminue de fagon significative dans un model animal

ischémique (289).

Cette réduction de la production mitochondriale de I'anion superoxyde est dlie, probablement, &
la contribution de deux phénomenes ou mécanismes. Le premier, consiste 4 I’inhibition partielle
des complexe 1 et/ou III de la chaine respiratoire, par l'extrait éthanolique et par les aglycones
flavoniques de la propolis. Le mécanisme d’inhibition du complexe III peut impliquer une
compétition entre les flavonoides de l'extrait brut ou les aglycones flavoniques et le
decylubiquinone au niveau du cycle Q, en captant les électrons cédés du cytochrome bsg
inhibant ainsi la formation de la forme radicalaire semiubiquinone, ce qui prévient ou diminue la
production de 1’anion superoxyde (290). En effet, une étude récente réalisée in vitro (66), montre
que le trans-resvératrol, un polyphenol qui développe plusieurs propriétés antioxydantes de
capture et d’inactivation des ROS et qui semble étre & Iorigine de plusieurs effets
pharmacologiques (3.291), empéche la production mitochondriale du superoxyde a travers
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I’inhibition partielle (20%) de 1’activité du complexe II et plus précisément a I’interaction avec
le cycle Q. Cette étude montre également que I’inhibition totale de ce complexe par I’antimycine
A stoppe totalement la consommation d’oxygéne et amplifie la prodliction du superoxyde
(66.147.292). De la méme maniére, la nicotine protége les fonctions mitochondriales dans un
model d’anoxie-réoxygénation en inhibant partiellement le complexe I, et par conséquent
réduire la production de 1'0;” ( 66.293.294).

Le deuxiéme mécanisme expliquant la réduction des taux de 1’0;” serait effet piégeur du
superoxyde produit par la chaine respiratoire ou la neutralisation de la forme radicalaire
semiubiquinone résultante lors de la captation du decylubiquinone d'un électron du cytochrome
bss; ou lors du départ dun électron de l'ubiquinol vers le centre Fe-S, par les extraits de la
propolis. Cette activité antiradicalaire est confirmée par notre étude in vitro avec les deux extraits

de propolis qui présentent un effet scavenger mieux que celui obtenu avec la vitamine E.

Pour I'étude de cet effet scavenger nous avons utilisé une méthode basée sur la réduction du
radical 1,1 diphényle 2- pycrylhydrazyl (DPPH®). Nos résultats révelent que I’extrait brut et les
aglycones flavoniques de la propolis montrent un effet piégeur trés puissant contre ce radical
libre. Les deux extraits sont trés actifs 4 des concentrations allant jusqu’a 10"® M et présentent un
effet scavenger total du DPPH® a 102 M. Cet effet éboueur des radicaux libres observé avec les
deux extraits de propolis était concentration dépendant. Les deux extraits sont également
beaucoup plus efficaces que la vitamine E qui est connue comme le maitre des antioxydants
participant 2 la neutralisation des radicaux libres. A 102 M ’extrait éthanolique de la propolis

montre un effet piégeur de 91.22 %, les aglycones flavoniques de la propolis de 90.33 % contre

43.44 % seulement avec la vitamine E.

Cette activité est probablement due & la diversité des constituants dans 1’extrait éthanolique de la
propolis. Ainsi, selon la littérature, Pétude chimique a identifié jusqu’ & présent plus de 300
constituants dans différentes propolis entre autres: Les résines et les baumes, les huiles
essentielles, les traces de minéraux, les traces de vitamines et les flavonoides (246.247.248).
Mais les principaux constituants sont de la classe des flavonoides de type aglycones. Notre
propolis contient 370 mg de flavonoides par gramme de propolis dont 1a plupart sont de type
aglycones identifiés par le test de Shibata. ‘La chromatographie monodimensionnelle sur couche
mince a révélé sept types d'aglycones dans notre extrait. Cette richesse de la propolis en
flavonoides aglycones explique égélement les résultats comparables obtenus avec 1extrait brut et

les aglycones flavoniques de la propolis. En fait, les abeilles par leur enzymes salivaires, les B-
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glucosidases, modifient la composition de la propolis en hydrolysant des composés phénoliques
comme les flavonoides hétérosidiques lors de la collection de la propolis libérant ainsi les
flavonoides aglycones afin d’améliorer et d’augmenter les actions pharmacologiques de leur
propolis (233.234.239). Chimiquement les aglycones flavoniques de la propolis sont les

flavones, les flavonoles, Ies flavonones, dihydroflavonols et chalcones (242.250).

Nos résultats confirment le rble antiradicalaire de la propolis cité par plusieurs auteurs
(256.257.258). Ils sont jégalement en accord avec ceux de la littérature montrant que les
flavonoides ont la Tcapacité de capter et de désactiver les radicaux libres
(210.211.212.213.214.293). En effet, la quercétine et l'artepiline C, composés essentiels de la
' propolis Brazilienne, et les catéchines protégent les tissus des effets nocifs des ROS
principalement par leur effet scavenger ou &boueur des ROS (294). Le piégeage des dérivés de
I’oxydation des protéines et des lipides a un grand intérét (295.296).

En fait, cette activité antiradicalaire est due 2 la capacité des flavonoides a réduire les radicaux
libres comme l'anion superoxyde, péroxyle et I’hydroxyle et ce par transfert d’hydrogéne. De
nombreuses études ont établies la relation entre la structure chimique des flavonoides et leur
capacité & piéger les radicaux libres. Cette activité antiradicalaire nécessite trois critéres : La
structure ortho-dihydroxy sur le cycle B qui confire la stabilité au radical flavonoxy et participe
4 la délocalisation des &ectrons, la double liaison C2- C3 conjuguée avec la fonction 4-oxo et les
hydroxyles en C3 (182.217). L’analyse chimique de la propolis de Kaous i révéler la présence
des aglycones ﬂavonoleé, et qu’elle est composee essentiellement de diosmine et de quercétine.
Notre étude chimique a révélé la présence des flavones et des flavonoles dans les deux extraits

de propolis. Ces compoéés présentent les éléments de structure décrits ci-dessus et sont de ce fait

des piégeurs efficaces de ROS 297).

_ Si la mitochondrie est considérée comme la principale source de ROS, elle est surtout la
principale cible. Les ROS peuvent avoir une réaction directe sur I’activité mitochondriale. Ainsi,
o’ .peut réagir avec Je NO et produire le peroxynitrite (ONOO") qui peut inhiber la chaine
respiratoire et endommager les différents composants de la mitochondrie (complexes de la
chaine respiratoire, membrane, ADN,...). Une altération de PADN mit ainsi qu'une oxydation
accrue des phospholipides membranaires mitochondriaux pourrait donc altérer le fonctionnement
mitochondrial de la chaine respiratoire et déclencher un cercle vicieux augmentant la production

de ROS et les dégits oxydatifs mitochondriaux impliqués dans les phénomenes de mort
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cellulaire par apoptose et dans la plupart des maladies (28). Les ROS peuvent donc
potentiellement réagir avec chaque compos¢ cellulaire et provoquent son oxydation. Cependant
les cibles préférentielles des ROS sont les lipides suivit par Jes protéines et les bases constitutives

du matériel génétique. (46.64).

La péroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité des
membranes induisant une altération irréversible du fonctionnement cellulaire, pouvant aller
jusqu'a la lyse compléte de la cellule. Les réactions en chaine prolongent les effets
intramembranaires  des radicaux libres, méme si l'agression radicalaire s'estompe. La
peroxydation lipidique aboutit & la formation de nombreux dérivés toxiques, le MDA
(malondialdéhyde), marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique, a une demi-vie plus
longue que celle des radicaux libres et diffuse facilement. 11 peut former des liaisons avec les

bases de 'ADN et est lui-mé&me mutagéne (298).

Les modéles de lipoperoxydation hépatique impliquant le fer sont de loin les plus utilisés et les
mieux étudiés. II existe une formidable quantité d'articles qui s'iniéressent au pouvoir prooxydant
du fer. Dans la plupart des modgles, on utilise la surcharge en fer pour créer un débalancernent
en faveur des prooxydants cellulaires et ainsi induire un stress oxydatif. Lorsque le fer est sous
forme libre et catalytiquement accessible, il permet la réaction de Fenton (64). Notre étude
montre que les deux extraits de propolis inhibent la péroxydation lipidique induite par le FeCly/
FeCl; in vitro, et par la doxorubicine in vivo. En effet, 2 102M les aglycones flavoniques et

I’extrait éthanolique montrent une réduction de 88% et 80% respectivement.

Le métabolisme de la doxorubicine par les cytochromes P450 génére des métabolites réactifs,
ces derniers vont attaquer les membranes cellulaires et mitochondriales. La conséquence est la
perte de la fluidité membranaire, la destruction de la microarchitecture membranaire, la
péroxydation lipidique' et ’augmentation des niveaux de malondiaildéhyde. De plus, ce
médicament appartient 2 la famille des anthracyclines qui présentent une forte affinité pour les
phospholipides chargés négativement (57). La réduction des taux du MDA observée dans les
groupes d’animaux recevant ’extrait éthanolique ou les aglycones flavoniques de la propolis,
avant ou aprés le traitement médicamenteux prouve J’effet préventif et curatif des flavonoides de
la propolis contre le stress hépatique induit par la doxorubicine. Dans le méme sens, une étude
récente a 6té portée sur les tissus endommagés par P’ischémie-réperfusion chez des modeles
animaux présentant des dommages rénales, montre que le prétraitement par 50 mg/kg de la
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quercétine 60mn avant I’ischémie ou traitemenf aprés 30 mn d’ischémie avec la méme dose,
atténue de maniére significative les marqueurs typiques des dommages ischémiques, entre auire
le MDA (299.300). Cette capacité protectrice des membranes est bien établie et dépend
essentiellement de la capacité de ces molécules & pénétrer dans la bicouche lipidique (301). Cette
capacité est en relation directe avec les coefficients de répartition des flavonoides dans la phase
lipidique (217.302). Ainsi, la quercétine avec un coefficient de répartition de 2.8 constitue un
bloqueur des réactions en chaine de la péroxydation lipidique (303).

Cet effet protecteur est peut étre du  la captation des molécules du MDA par les principes actifs
de la propolis ou bien  I'inhibition des réactions en chaine de la peroxydation lipidique au
niveau mitochondrial et cytosolique. Les deux extraits de propolis donnent un effet comparable
a celui de la quercétinee. Ceci nous laisse penser que ces extraits ont le méme mécanisme que
celui de la quercétine. En effet, la quercétinee présente une activité antilipopéroxydative par son
effet piégeur vis a vis des radicaux péroxyles (304.305), par son pouvoir chélateur des ions
(306) et sa capacité 4 réduire le Fe*? inhibant ainsi la réaction de fenton et la péroxydation des
acides gras polyinsaturés (307). Les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques sont au
nombre de trois, un noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C
et, les groupes 4- 0xo et 5- hydroxyle entre les cycles A et C (182.193).

Des études récentes montrent également que la quercétine et la rutine comme composant de la
propolis sont capables de stopper les réactions radicalaires par I’inhibition de la formation de
I’anion superoxyde, du radical hydroxyle et des radicaux peroxyle lipidiques (181). De méme,
l'acide phenyl ester caféique (CAPE), composé actif de la propolis, présente un effet
hépatoprotecteur puissant a travers 1a réduction de la lipopéroxydation, la réduction des taux de
_ ROS et l'augmentation de J'activité des enzymes antioxydantes (306). Nos résultats sont

similaires A ceux obtenues par plusieurs autres auteurs (285.309.310.311).

La production excessive de ROS peut avoir une action directe sur la mitochondrie conduisant au
dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale qui serait le point de départ du
processus d’apoptose (147). En effet, 1a mitochondrie a un rdle central dans la transduction du
message apoptotique : Dans la majorité des cas, elle constitue un passage obligé, mais parfois,
seulement un lieu de potentialisation de 1’apoptose. Au cours de ce type de mort cellulaire, on
observe une perturbation dans la chaine de transport d’électrons, dans la phosphorylation
oxydative et aussi dans la production d’ATP. Ces perturbations mitochondriales favorisent la
libération de facteurs proapoptotiques et des radicaux oxygénés responsables de la mort
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cellulaire. Lors de 1’apoptose, on remarque souvent un effondrement du potentiel de la
membrane mitochondriale ol serait impliqué le pore mitochondrial de transition de perméabilité
(PTP) (7.8.120). Nous avons évalu¢ l'effet des extraits de propolis dans la prévention de

{'ouverture de ce pore qui constitue le point du non retour du processus apoptototique.

Plusieurs agents prooxydants sont capables d’induire la perméabilité mitochondriale
probablement par augmentation de la respiration mitochondriale contrblée par 1’activité des
déshydrogénases de la chaine respiratoire qui sont 2 leurs tours régulées par le taux de calcium
libre dans la matrice. Le stress oxydant stimule la libération du réticulum endoplasmique qui
peut étre pris par les mitochondries et provoque le MMPT (312.313).

Dans notre étude le Ca™ est utilisé comme inducteur de ce pore sous forme de CaClp & 100 uM.
1] est bien admit que le mécanisme d’ouverture du PTP consiste & I’oxydation des groupements
thiol de I'adénine nucléotide translocase (ANT) en présence du Ca™ (314.315). En effet,
’augmentation des taux du Ca"™ mitochondrial peut inhiber la chaine de transport des électrons
et la phosphorylation oxydative, mais aussi active les enzymes responsables de la production des
ROS. Ces ROS comme le radicale hydroxyle vont oxyder les groupements thiols de PANT
provoquant ainsi 1’ouverture du PTP. L'entrée massive d’eau et des électrolytes conduit au
gonflement mitochondrial, premiére étape déclenchante du processus apoptotique et qui a des
conséquences dramatiques sur la cellule (312.316.317). Des études in vitro et in vivo ont prouvé

que la doxorubicine stimules des perturbations dans I'homéostasie du Ca*" cellulaire et

mitochondrial qui sont critique pour sa toxicité {5 8.318).

Plusieurs molécules proapoptotiques agissent par ce mécanisme, ainsi la curcumine et ses dérives
agissent par induction du PTP et du gonflement d’olt son activité antiproliférative. En effet, la
curcumine réduit les ions F ¢ en Fe'? qui réagissent alternativement avec le peroxyde
d’hydrogéne formant ainsi les radicaux hydroxyles qui participent & ’oxydation des groupements
SH et ouverture du PTP (164). La figure 52 ci-dessous montre le mécanisme d’ouverture du

PTP par les prooxydants en présence du calcium (exemple de la curcumine).
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Figure 52. Mécanisme d'ouverture du pore géant par la curcumine (molécule prooxydante) (164).

Notre étude réalisée in vitro montre que I'extrait éthanolique et les aglycones flavoniques de la
propolis entrainent une réduction hautement significative et de fagon concentration dépendante
du gonflement mitochondrial induit par le CaCl; 4 100 pM. En effet, a 102 M, on enregistre une
réduction de l'amplitude du gonflement par 75,48% et 68,03% respectivement. De méme,
l'étude réalisée in vivo montre que les deux extraits de la propolis inhibent l'effet du Ca™ surle
volume mitochondrial de fagon hautement significative. Cette capacité des extraits de propolis a
inhiber le gonﬂement: mitochondrial aussi bien in vitro qwin vivo confirme [effet

antiapoptotique des flavonoides (181).

La réduction de ’amplitude du gonflement mitochondrial peut étre expliquer par le fait que les
principes actifs de la propolis entrent en compétition avec le site liant le Ca’™ et par conséquent
empéche I’ouverture du PTP (antagoniser la liaison du Ca™ intramitochondrial), comme c'est le
cas de DI'acide bongkrekique qui en se liant sur ’ANT inhibe le PTP et le gonflement
mitochondrial (312), ou bien a la capacité de ces principes actifs & piéger les radicaux hydroxyles
responsable de I’oxydation des groupements thiol (SH) et l'ouverture du PTP. On peut proposer
également que les flavonoides par son effet chélateur des jons Ca™ préviennent le gonflement
mitochondrial, mais également en supprimant la réaction de Fenton, par la chélation des ions

Fe'? ou son oxydation en Fe*® . Dans ce demnier cas les flavonoides de la propolis agissent par un

mécanisme antiparalléle a celui de la curcumine (164).
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L'activité antiapoptotique des extrais de propolis est partiellement responsable de leur fonction
hépatoprotectrice obtenue in vivo. Une ¢tude 2 été réalisé sur un model de mitochondries
cérébrales montre que la propolis administrée 4 30 et 100 mg/kg inhibe le gonflement
mitochondrial induit in vitro. Cette étude montre I’effet neuroprotecteur de la propolis contre les
dommages de I'ischémie réperfusion in vivo et I'apoptose induite in vitro, par son action
antioxydante (inhibition; de la péroxydation lipidique et de la formation des ROS) et
antiapoptotique (inhibitic:)nl du gonflement) (252).

La cellule dispose pour Esa protection au glutathion, thiol intracellulaire vital qui constitue un
acteur essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son pole SH aux métabolites
toxiques. I joue son rdle antioxydant également eﬁ synergie avec les enzymes antioxydantes tel
la Gpx (319.289). Outre l'importance du GSH total hépatique, un rdle vital est dévolu au GSH
mitochondrial. Une déplétion du GSH mitochondrial déclenche une accumulation des radicaux
libres, cette déplétion mitochondriale étant létale alors que celle du cytosol n'affecte pas la
viabilité cellulaire. Cependant, les mitochondries n'ayant pas la capacité de synthétiser le GSH,
elles 'importent du cytos‘jol, d’ot l'importance du GSH cytosolique (320).

Lors du traitement par ia doxorubicine seul, les taux du GSH sont nettement diminués., Cette
diminution est certainement due a Deffet toxique des métaboliteé réactifs instables du
médicament qui sont ﬁicés et neutralisés par le systtme de détoxification provoquant ainsi la
baisse des concentrations de glutathion hépatique. Il est bien admis aujourd’hui que la formation
des radicaux libres consomme du GSH quant elle est importante et que cela aboutit & une
déplétion du GSH ce qui a pour principale conséquence, la péroxydation lipidique et l'oxydation
des groupes thiols des protéines (147.286.309). Mais on peut éviter tous ces effets par I’apport
des substance pouvant piéger les radicaux libres et / ou augmenter la synthése de ce tripeptide
"GSH". Le prétraitement par les extraits de propolis a empéché la diminution de GSH observée
chez les animaux recevﬁnt le médicament seul, et donnent des taux de GSH supérieurs a4 ceux
obtenues chez les témo;ins non traités. De méme les animaux traités par la doxorubicine a 10
mg/kg suivie de la proipolis ou de ses aglycones flavoniques & 100 mg/kg/j pendant un mois,
présentent des taux cfe GSH supérieurs 3 ceux obtenues chez les animaux recevant le
médicament seul. De pius, ces flavonoides de la propolis sont plus efficaces que-la quercétinee,
flavonoide aglycohe ﬁure. Ces réSultats montrent I’effet préventif ainsi que curatif des
flavonoides contre la déplétion du GSH induite par la doxorubicine. Cette augmentation des taux

du GSH, est peut étre due & Pinduction de sa synthése, sa régénération ou aux deux effets.
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Comme elle peut étre due a l’effet scavenger des flavonoides c'est-a-dire au lieu que les

métabolites réactifs toxiques du mlédicament se fixent sur le glutathion et le consomment, ils
vont étre captés par les flavonoides :concervant de ce fait les taux de GSH.

Nos résultats sont en accord avec ccf:ux obtenus par plusieurs auteurs (321.322.323.324). En effet,
une étude récente a montré que ila propolis administrée a 50 et & 100 mg/kg prévient la
cardiotoxicité induite par la doxorubicine (3 10 mg/kg) par 'amélioration des taux du GSH
intracellulaire et sérique (325). |

Parmi les systtmes antioxydants |enzymatiques cytosoliques et mitochondriales figurent en
premiére ligne la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT). Le radical superoxyde,
premiére espéce toxique formé a 1|Jart1r de ’oxygéne, est éliminé ou au moins maintenu 4 un
niveau de concentration assez bas|par la SOD qui catalyse sa disparition par dismutation. Le
péroxyde d’hydrogéne ainsi formé est dismuté en oxygéne et en eau par la catalase (67).

La réduction de 1’activité de ces enzymes représente la cause de pas mal des désordres et de
pathologies. En effet la diminution| de 1activité de la SOD avec 1’age accélére le processus du

vieillissement. Certains auteurs suggérent méme un rapport de cause entre ’activité des enzymes
antioxydantes et la durée de vie de|s espéces animales. La forte relation existant entre de faibles
niveaux de SOD et l’augmentatlon des symptdmes d’asthme chez les patients suggére que la
SOD pourrait étre la premiére hgne‘ de défense contre les crises d’asthme (326.327. 228).
Notre étude réalisée in vitro, montre que la propolis et ses aglycones flavoniques a 10 Met
10*M additionnés aux ﬁ'actlons mitochondriales, entraine une augmentation hautement
significative de 1’activité enzymatique des deux enzymes SOD et CAT mitochondriales et
cytosoliques. L’explication probable de cet effet in vitro est Pactivation de ’enzyme par les
principes actifs de la propolis. Concemant Ieffet préventif et curatif contre le stress induit par la
doxorubicine, nous avons remarqu|é une réduction des activités enzymatiques chez les animaux
traités par la doxorubicine seul. Ce|tte réduction est peut étre duc & la destruction de ces enzymes
suite au stress cellulaire induit par les métabolites toxiques du médicament ou encore suite 4 son
oxydation par les ROS (229). !

Ces résultats sot en accord avec <|:eux de plusieurs études montrant la réduction de I’activité

enzymatique des enzymes antloxydantes lors d*un stress (322.330). Des études ont observé que

les niveaux de la SOD et d’autres antioxydants de 1’organisme chutent brutalement
immédiatement aprés le début d’une crise d’asthme. Cependant, Zwart et ses collaborateurs ont

montré que lors d’un stress, aussi bien Pactivité que I’expression des geénes codants pour ces
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enzymes peuvent étre augmenté (46). De plus, face aux stress oxydant la SOD se comportera de
" deux facons différentes. Dans un premiers temps, I’organisme réagira lors d'un stress modéré en
surexprimant la SOD. Si le stress perdure et produit de fagon massive les ROS toxiques, la SOD
sera détruite et sa concentration chutera (331).

Dans les groupes d’animaux recevant 'extrait brut ou les aglycones flavoniques de la propolis
avant ou aprés le traitement médicamenteux une nette augmentation de ’activité enzymatique de
la catalase et de la superoxyde dismutase cytosoliques et mitochondriales a ét¢ observée. Ceci
prouve 1’effet préventif et curatif des flavonoides contre la toxicité de la doxorubicine. Cette
amélioration de I’activité enzymatique est peut étre due & I'induction de l'expression génétique
ou a I’activation (stimulation) de ces enzymes. Les travaux de Paul Brookes et al (2002),
montrent l'effet protecteur de la q‘uercétine lors de I’ischémie réperfusion cardiaque. Ils ont
trouvé que le traitement par la que{cétine augmente ’activité enzymatique de la SOD et ont
proposé que cela revienne a sa capacité d’induire la synthése protéique de ’enzyme par action au

niveau génétique (332).

Nos résultats sont en parfaite corréla‘.tion avec ceux obtenus par Alcala et ses collaborateurs qui

ont montré que la supplémentation avec 2% de la propolis améliore ’efficacité antioxydante

chez les rats sénéssant en augmentant I’activité enzymatique de la SOD, la CAT et la Gpx ainsi
que les taux du GSH cérébral (327). Nos résultats confirment également ceux obtenues par
plusieurs études montrant que les flavonoides améliorent ’activité des enzymes antioxydantes;
I’augmentation de I’activité enzymatique de la Mn-SOD cérébrale des rats a été enregistrée aprés
administration orale de la catéchine (333). La modulation de activité enzymatique de cette
enzyme a été observée également avec la supplémentation par des polyphénols de thé.
Neéanmoins le mécanisme de cette modulation reste inconnu (334). L’hespéridine, un flavonoide
de citrus, améliore les taux de la S(BD et de la CAT de fagon significative (322). De méme la
vitamine E, A et C module le stress oxydatif cérébral & travers ’augmentation de ’activité de la
superoxyde dismutase et de la catalase qui sont diminués lors du stress (335).

Le traitement prolongé (2 mois) par|la propolis ou par ses aglycones flavoniques a 100 mg/kg/j
maintient et améliore I'équilibre de la balance antioxydant-prooxydant ce qui montre que la

propolis est bien tolérée et dénuée de tout effet prooxydant & long terme.

Si on compare les résultats de I'étude in vitro et ceux de l'étude in vivo (4 long terme; préventive

ou curative), on constate que I’activité antioxydante obtenue par le contact direct des principes
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actifs avec la mitochondrie (in vitro) lest beaucoup moins importante a celle obtenue in vivo.
Cela est expliqué en partie par le métabolisme splanchnique des flavonoides. Aprés leur
administration par voie orale, les flavonoides peuvent donner des métabolites plus actifs que les
principes actifs administrés. A titre d'exemple la quercétine et d'autres flavonoides subissent des
conversions métaboliques pendant leur; absorption dans les cellules intestinales avant d'atteindre
le foie et la circulation sanguine (336, 337). Une étude réalisée par Chia-Nan et al (2004) a
montré que ’administration de l’extrailt éthanolique de la propolis d’Uruguay aux rats aboutit a
I’identification, aussi bien dans le sang que dans les urines apres analyse chromatographique, de
sept types de flavonoides méthylés et /:ou sulfatés. Ces résultats suggérent que les flavonoides de
la propolis sont métabolisés aprés administration par voie orale avant d’étre libérés dans la
circulation sanguine pour étre distribuéis dans les tissus (338).

Ces demiéres années, plusicurs études| ont monté le rdle de l'intestin gréle comme site essentiel
de biotransformations des flavonoides. A Uintérieur de la cellule intestinale, les flavonoides sont
transformés en flavonoides conjugués par méthylation, sulfatation, glucuronidation,...
(193.194.339). Ces molécules sont transformées  également au niveau hépatique par des
enzymes dites de conjugaison avant d'étre distribuer vers les tissus pour avoir un effet biologique
(197.198.240). De plus, les activités obtenues in vivo peuvent étre dues & linfluence des

flavonoides ou de leurs métabolites sur I'expression des génes.

Mécanisme d’action proposé de effet prooxydant de la doxorubicine et ’effet antioxydant
‘ des flavonoides de la propolis

Certes, la toxicité de la doxonobicine a été étudiée par plusieurs auteurs (297). Néanmoins le
mécanisme de cette toxicité surtout au niveau hépatique reste obscur. Les flavonoides de la
propolis possédent une activité antioxydante remarquable, D’aprés des études récentes, les
mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre le piégeage direct des ROS,
I’inhibition des enzymes responsables|de la production des ROS et la protection des systémes de
défenses antioxydantes telle que 1’augmentation des taux de glutathion (208.209).

Les résultats de notre étude confirment ces donnés et nous ont permis de proposer le mécanisme

par lequel la doxorubicine intervient |dans l'induction du stress hépatique d'une part, et d'autre
propolis interviennent dans la prévention et

part le mécanisme par lequel les principes actifs de la

la correction du stress oxydant (figures 53 et 54).

La doxorubicine induit des dommages hépatiques séveres en interagissant avec les fonctions
|

mitochondriales. administrée par voie intraveineuse & la dose de 10 mg/kg, les métabolites

réactifs résultants du métabolisme de la doxorubicine essentiellement par le cytochrome P450
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vont attaquer les membranes mitochondriales et cellulaires ce qui conduit & la péroxydation des
acides gras polyinsaturés et la libération massive du MDA. Ces métabolites vont altérer
également la chaine de transfert des €lectrons conduisant 4 la production massive des espéces
réactives de l'oxygene. Ce qui méne a la consommation du GSH,  la destruction des enzymes
antioxydantes 3 savoir la SOD et la CAT cytosoliques et mitochondriales, et & l'oxydation des
groupements sulfidryles et l'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale. La
libération des facteurs proapoptotiques de l'espace intermembranaire ainsi résultante conduit au
déséquilibre de la balance prooxydant-antioxydant et au déclenchement du processus

L'extrait éthanolique ou les aglycones flavoniques de Ia propolis ont montré une forte activité
antioxydante aussi bien in vitro qu'in|vivo ainsi qu’un effet préventif et curatif contre la toxicité
de la doxorubicine. Ces activités sont dues & |’interaction de ces principes actifs avec les

fonctions mitochondriales. D'une part, ils agissent directement sur les complexes de la chaine

respiratoire mitochondriale essentlellement le complexe II, réduisant de ce fait la fuite des
¢lectrons et la production de I'anion superoxyde Iis atténuent ou inhibent l'ouverture du PTP et
ainsi le gonflement mitochondrial 4 travers le piégeage et la neutralisation des radicaux libre et la
captation des ions métaliques. D'autre part, Ces principes actifs protégent les membranes
cellulaires et mitochondriales par atténuation ou inhibition de a péroxydation lipidique & travers
le piégeage direct des métabolites et des éspéces réactifs ou l'interruption des réactions en chaine
conduisant & la conservation des taux de GSH et des enzymes antioxydantes et ainsi le maintient

de 1'équilibre de la bablance prooxydant-antioxydant. Ce qui conduit a la protection des fonctions

mitochondriales et l'atténuation des processus apoptotiques.
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Conclusion

CONCLUSION
La mitochondrie constitue la plaque tournante dans la physiopathologie de nombreuses maladies;

 elle est & la fois la source majeure de la production des radicaux libres oxygénés et de la toxicité
des médicaments anticancéreux mais également la premiére cible des effets délétéres de ces
derniers. La protection des fonctions mitochondriales et des systémes antioxydants tant
mitochondriaux que cellulaires par les molécules naturelles comme les flavonoides semble
constituer une stratégie efficace afin de diminuer, combler, ou prévenir ces risques qui pouvant

affecté considérablement les mécanisimes cellulaires.

1l ressort clairement de notre étude que la propolis algérienne est un produit fort intéressant et
riche en possibilités thérapeutique et ce par la protection des fonctions mitochondriales. Cette
étude qui vise a évaluer les capaciicés antioxydantes de I’extrait éthanolique et des aglycones
flavoniques de la propolis montre cla‘irement que:

» La propolis et ses aglytl,ones flavoniques administrés a 100 mg/kg/j pendant 2 mois,
sont bien tolérées et dénuées de tout effet prooxydant ou toxique 3 long terme mais
plutdt maintiennent et améliorent I'équilibre de la balance antioxydant-prooxydant
a I’état physiologique.

$ L'éxtrait éthanolique et Ies aglycones flavoniques de la propolis présentent une
activité antioxydante et antiradicalaire trés puissante in vitro et in vivo. Ces activités
Staient concentration dépendant et supéricures & ceux de quercétine et de la
vitamine E.

» Les deux extraits présentent une activité antiapoptotique aussi bien in vivo qu’'in
vitro en inhibant le gonflement mitochondrial, phase précoce de I'apoptose. -

» Administré & la dose |de100 mg/kg, l'éxtrait éthanolique et les aglycones de la
propolis limitent les effets délétéres des ROS et permettent la prévention et la
correction du stress oxydant mitochondrial et cellulaire induit par la doxorubicine
administrée 2 10 mg/kg d’ou leurs efficacité préventive et curative et ce par
1’augmentation des taux de glutathion, de I’activité enzymatique de la SOD et de la

CAT, et la diminution éles taux de MDA, effets inverses de la doxorubicine.

Notre étude nous a permet également de donner les mécanismes d'action par lesquels les
flavonoides expriment ces capacités antioxydantes et antiapoptotiques, elles reposent

principalement sur J’intéraction avec les fonctions mitochondriales & travers :
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» La neutralisation et le piégeage direct des radicaux libres confirmée par le test du
DPPH".

» L'inhibition de la :production de lanion superoxyde par la mitochondrie
essenticllement par le complexe I de la chaine respiratoire.

» La protection des membranes mitochondriales et cellulaires contre les effets
nocifs des ROS par, inhibition de la péroxydation lipidique et la réduction des
taux duMDA.

» L’inhibition de l’ouverture du PTP par empéchement de ’oxydation des
groupements thiols gle pore de transition de perméabilité et ainsi I’inhibition du
gonflement mitochondrial et de l'apoptose.

> Le renforcement des capacités antioxydantes, enzymatiques, par augmentation
de Dactivité enzymathue de la catalase et de la SOD cytosoliques et
mitochondriales, et non enzymatiques, par la protection et la stimulation de la

synthése du GSH.

Ces résultats ont ouvert un large terrain d’investigation sur la régulation de I’équilibre
prooxydant-antloxydant ils sont pour nous remarquables car ils ouvrent beaucoup de
perspectives cliniques et nous laissent espérer leur utilisation avec succés dans le traitement de
divers pathologies. Néanmoins, d'autres études complémentaires seront nécessaires. Dans ce
cadre et en perspective, on propose

» L’étude polarographique pour bien déterminer le site d’action des flavonoides de
Ja propolis sur les complexes de 1a chaine respiratoire.

» Pour mieux eomprendre le mécanisme antiapoptotique, nous pouvons proposer de
compléter la gamme de paramétres évalués lors de notre travail par ’étude de la
libération du cytochrome C, ie potentiel membranaire, et 1’activité des caspases.

» La détermination &es doses et des concentrations prooxydantes dans le but d’une

utilisation ant1cancéreuse
» Confirmer cette aot1v1té antioxydante sur des cellules hépatiques et cardiaqes

en culture.
» Enfin, il sera 1ntéressant de faire l'identification structurale des polyphénoles de la

propolis  afin d'établn' la relation structure-activité antioxydante, la
pharmacocméthue et la biodisponibilité de ces substances naturelles sera plus que

nécessaire.
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EFFET DES FLAVONOIDES DE LA PROPOLIS ALGERIENNE SUR LE STRESS OXYDATIF MITOCHONDRIAL
: RESUME
La mitochondrie & un rble capital dmmhphysiopathologiedcmmmmnnladiwddmshmxidtédwmﬁicmnmm
anﬁcanoawxdontlemimﬁmgg&émhgén&aﬁondckosakdéclwd:mdwpmmswmﬁqm!imitmmﬁam
dmuﬁmsdwmmuspm%mﬁoxydmmaanﬁmmmmﬁdeIapmpolisométémiscsmévidmoe,
wpendantaocjourlmcﬁ'etsalongmwalansinwwﬁmaveclwfoncﬁmasnﬁtodmndﬁa!aetaveclemom:sd'apoptuse
restent obscurs. Notre &ude réalisée sur des rats albinos, traite 1"cffet de I'extrait ethanolique et des aglycones flavoniques de la
propolis sur les fonctions mitochondriales in.vito.iqvivo&longtermeainsiqnelemeﬂ'et préventif et curatif contre le stress induit
par la doxorubine. n vitro, Ies deux extraits montrent mﬂamﬁm&maMimommmﬁmdepmdmtanﬂmque
celui de 1a quercetine. L extrait éthanoliquealwaglyeonmﬂavmiqwdehpropolisdimiuuanla production de I’anion superoxyde
parlccomplmmdcladminetwpixmire,etlemmdeMDAeymso!iqémetnﬁmehmdﬁaLangmaﬂmﬂ’aﬁMtémmmﬁquede
laSOD,delaCATmitodmndrialwetcytosoliqusainsiqueletanxdug!umhim.dmﬁninhibmt Pouvesture du PTP et Ie
gonﬂanelnmitodmm'ial.Cwemiusombienwlmadénuéﬁdewmdfamymmvivoalongtermenmisplutbt
nmhﬁmmnetamélimemréquilibndelabalmocmuioxym-prwxydmtl.aduxombinieealadusedcIOmglkgpafvoieIVest
e d’une toxicité hépatique par son effet prooxydant. Pareunml‘administrationdﬁﬂavmotdwdclapmpolispwvoic.
omlc&ladoscdelOOmgfkgpmdantlmoisavantounpmésleuﬁtmmﬁmédimtungmuleoseﬂ'ﬂsmxiqmeequipmwe
!emcﬂiewitéprévmﬁveawmﬁve.Lwﬂavunoidsﬁlmpolyphholsmg&xﬂalsunbbutagirparhpmwaiondeIaceltuleel la
mitochondrie d’une part, pm'piegeagcdeROSainhibiﬁondelansynﬂmeetd’mmepar,parmwcﬁonamfmmtdm
capacit&mﬁcxydantﬁenzyumﬁquﬁetnonmzymﬂiqm

Moty _clés : Flavonoldes, mitochondrie, doxorubicine, prooxydant, antioxydant, effet & long terme, préventif, curatif, PTP,

SUMMARY
The mitochondrion has a capital role in the physiopathology ofnmydismsmdﬂapmxicilyofthemﬁmdmgswhose
suggmedmechmismisﬂwmaaﬁmofROSandﬂteiniﬁaﬁonoﬂhe apoptotic processes , major limiting of the treatments of
cancer. The antioxydant and anti-cancer properties of the flavonolds propolis were highlighted, however to date their long-term
eﬁee&mdmeirhmwﬁomwithﬂmmhodmdﬁﬂﬁumﬁmsmdﬂnap@wﬁcpmmm. Our study treats the effect

ﬂ:eirpr:vmﬁvcmdamﬁveeﬁ‘eaagainsldombineindueedm. In viiro, the two extracts show an antioxydant and
antiradicalaire concentration depending effect which is better than the quercetin. The cthanolic extract and the flavonic aglyconic of
propolisdeameﬂzepmdueﬁmofﬂxc moxydemionbymﬁahotydﬁnwmplcx!ﬂ,mddwm of cytosolic and
mitochondrizl MDA , increase the enzymatic activity of the mitochondrial and cytosolic SOD, CAT sas well as the rate of the
g!utaﬂ\ionc,andinendinhibitopenhlgofﬂxcPTPandmitochondﬁalsweﬂing.Thmmactsmwelltolamdandstrippedofany
in vivo prooxydant effect in the fong term but rather improve antioxydant-prooxydant balance. Doxorubinice with the amount of 10
mg/kgbywayWismnsiblcforahepaﬁcmxidtybyitspmoxydanteffectOndtcoﬂnahandtheomladminiwmionot‘pmpolis

whid:pmvmﬂ:eirprevmﬁveandcmaﬁveeﬁ’wﬁvmess. Theﬂavmotdesmdthcpolypheno]singmaalseantoambythe
. protection of the cell andmitochondﬁmonmeonehmd,byseavengingROSand inhibition of their synthesis and other by, by
protection and reinforcement of enzymatic and non enzymatic antioxydant capacities,

Key words Flavonoldes, mitochondrion, doxorubicine, prooxydant, antioxidant, long term cffect, preventive, curative, superoxyde
anion, PTP, mitochondrial swelling, rat :

$ah LiesSy 1 5 sind} 1a3 D g oyl Bzl gy paas B 0 g ot 51 o 2al) gl P Fogma 295 Sad

ot 33163 bl ¢ gl iy SO S0} Baiely (o yll ki Al o5 5} g e iyl o1 e 3had (5 3 hpas egpa sl (g gll} Cgall il
md‘.’»‘-‘fe-ﬂw‘i“Oﬂ:kﬂﬁ»'ﬂﬂeWywﬂubMa‘rﬂ# Ao d
-N‘M&hﬁ&b&ﬂﬁh‘mﬂuﬁM%MMﬁm:Jﬁ-W‘Mxtelﬂ-hbﬁmhﬂdﬂuh‘jﬂaﬂwy

. .M:Jﬁﬂwﬂwwwjﬂﬂﬂﬁuﬂ&ﬂh'%cﬁ

0 paylis i o 13t 5 Aadd 3t gab 3555 pe 1 ke S hadl) o3 o5 28 il 6 uy B3 R T Cpeabiuaall o o gl dpgialt g s st B
S Syl A g 3 D 83 1 Jp gy (§ S5 Mgl 5 5hae D gl b i (g 53 Siall e el T Shmal
andl gad o Apas @l ol Caltiind (430 g 208 gl LUV Dy PTPY i Juis 0} Whisly il assipdl SYERy Fiawd
£ \en gl 438 aE oly3ll sUno} mp o} B ewg-loojsﬁwmmdp-uﬂ!mrwwwew-lohmm»mum
’ Copclbindd (uied aally g1 Jgniad

Al e Oy gnlii Jagliy B al st 5yt Ahadl Ahld gy Lo o gl 5 23 gSipeD) Aam il (2 S5 Ao Theay ) gil) Cidaande g Sty 938000
Agag A0 g Zpag 531 Ao il b i1l 2y g g Hhnmny

m PP 5y 550 SV ¢ gD 3408 sl 3pe D B e S0 dlga (g g 9o g g 39Sl Sy i N pATRAN ChalEh

Juillet 2006




