





























Les abréviations

/ X e.
ARN : acide ribonucléigue.
ARNm : ARN messager.
DO : densité optique.
DTNB : 5.5°- dithiobis ( 2, nitrobenzoic acide 99% ).
g : gramme.
GSH : glutath - uit.
J : Jour.
K( : chlorure de potassium.
LOC [ : radical lipidique.
MDA : malonedialdéhyde.
mg/Kg : milligramme par :Kﬂograml
ml,; {g: millilitre par kilogramme.
mM : millimolaire.
mmo! : millimole par gramme.
cl srure de dium.
NAD": nicotinamide adénine dinucléotide oxydé.
NADH,H": nicotinamide adénine dinucléotide réduit.
NADP’: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé.
NAl | [': nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit.
Na;HPO4 : phosphate dissodique.
nm : nanometre.

nM : nano nx



nmoel/g: nanomole par gramme.

r : Ceefficient de corrélation.

RH: lipide insature.

F~™ cyle.

ROO°: radic 'droxyle.

TBA : Acide thiobarbiturique.

TCA : trichlorureacétique.

TGP : transaminase glutamo-pyruvique..
TMP : tétramétoxypropane.

UlI: unité international.
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Introduction :

Le cancer provoque le déces d'un cinquieme de la population et il est difficile 4 I'heure
actuelle de le dépister suffisamment t6t pour pouvoir le guérir (LAHOUEL et al ,2004).

La chimiothérapie anticancéreuse est un traitement médicamenteux qui a pour but

d'éliminer les cellules cancéreuses dans 'ensemble des tissus (NAUDIN et ai, 2060).
..le a connue un développement rapide depuis {'apparition en 1946 de la moutarde d'azote,
longtemps réservée au traitement des cancers 3 leur phase terminale; elle a pris place comme
thérapeutique majeure & part enticre, au méme titre que la chirurgie, la radiothérapie et
I'i'mmunothérapie (FOA et al, 1985).

# Malheureusement, les médicaments anticancéreux n'agissent pas umiquement sur les
cellules tumorales. Iis sont également toxiques pour les cellules normales, a renouvellement
rapide et pour certains organes (NAUL | et al, 2000).

Les médicaments qui sont introduits dans 'organisme doivent €tre excrétés. avant leur
élimination, la plupart de ces produits subissent un certains nombres de biotransformations
qui les rendent en général des métabolites plus hydrosolubles.

La majorité de ces transformations de nature enzymatique, s'effectue dans le foie par le
biais du systéme des cytochromes Psso (FOUET, 1978).

L'hépatotoxicité rés ante de l'activité du cytochrome Pssq peut faire intervenir plusieurs
mécanismes en particulier, a production d'un métabolite réactif et la production secondaire
d'espéces réactives dérivées de l'oxygeéne appelées: radicaux libres; qui sont & Yorigine d'un
stress oxydant conduisant 4 de nombreux pathologies.

s polyphénoles constituent un ensemble de molécules trés largement répandues dans le
regne végétal.

De nos jours, les activités pharmacologiques des polyphénoles sont amplement étudiées,
ils jouent un rdle trés important dans le domaine médical notamment leurs activités
antioxydantes.

Plusieurs recherches sont effectuées, d'autres sont en cours (BOULKOUR, 2004).

Notre recherche visait a étudier ['hépatotoxicité des meédicaments anticancéreux
administrés pour des rats albinos avec i'évaluation de

-L'effet hépatotoxique des médicaments anticancéreux : Vinblastine et Epirubicine.

-L'effet hépatoprotecteur des polyphénoles.
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Pour cela on administre la solution polyphénolique chez des rats pour les donner une
prévention; puis on administre deux médicaments anticancéreux (la Vinbiastine et
I’Epirubicine associés) ; qui est un protocole thérapeutique expérimental.

On suit les résultats des testes biochimiques et cytosoliques chaque semaine pendant trois
semaines, entre le lot prétraité (prétraité par les polyphénoles puis traité par les anticancéreux)
d'une part, et le lot traité uniquement par les anticancéreux d'autre part. Ces résultats sont
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Chapitre 1 bibi e

I-1- Le foie et sa place dans la détoxification :

I-1-1- .e foie:

Le foie est I’organe le plus volumineux et le plus complexe, au point de vue métabolique
(HILDE :
destruction partielle, d'autre part il est indispensable & la survie de l'organisme comme le

montre les expériences de 'hépatectomie totale (VASEY, 1997)

I-1-1-1- Les fonctions du foie :
Le fonctionnement hépatique fait intervenir plusieurs types cellulaires, leur coopération

bassure la plupart d fonctions hépatiques (ROREL et al, 7).

- La production de la bile "les hépatocytes produisent environ 500 & 1000 m! de bile par

jour".

- Fonction de détoxification.

- La synthese de nombreux protéines ou autres molécules.

- La détoxification de I'alcool, des médicaments et autres hormones.

- Lemét ol ' I  pro  ,des =~ setdes vitamines

- Le stockage d'une multitude de substances, dont la vitamine B3, le fer, le cuivre et le

glucose (sous forme de glycogéne) (LANGLIS-WILIS et al, 1996}.

-1-1-2- Fonction de détoxification :

Le foie est lorgane de référence en terme d'activité de biotransformation des
xénobiotiques, il contient ies plus grandes concentrations et variétés de cytochromes et autres
enzymes de phase 1 et 2 (Tableau 01).

f.a biotransformation représente I'ensemble des réactions biochimiques gue subissent les
substances endogénes et exogénes qui conduit & une dimmution de leur lipophilicité et une
augmentation de leur polarité.

Le but ultime du métabclisme est de faciliter I'excrétion de ces substances hors de
I'organisme. Dans la majorité¢ des cas, les conséquences de la biotransformation sont de
diminuer lactivité pharmacologique des xénobiotiques tout en favorisant leur élimination
(GONZALEZ et al, 1990).
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I-1-3- Marqueurs d'évaluation de I’hépatotoxicité :
Le foie est l'organe gui renferme le plus d'enzymes. Certaines sont spécifigues de cet
organe, d'autres sont également présentes dans d'autres tissus, mais leur concentration

hépatique est souvent plus importante (CHAREL, 1991).

Le terme de cytolyse correspond a ia libération du contenue de la cellule par perte de
Yintégrité de la membrane cellulaire. Elle signe la nécrose cellulaire au cours de laquelle les
fonctions métaboligues de la cellule sont perdues de fagon wrréversible, elie est caractérisée
par la disparition du noyau, le gonflement des organelles intracellulaires et la formation de
bulles, projetées a travers la paroi de la membrane plasmique dont la rupture se traduit par la
! atior 1 i cytoplasmiques (VAUBOURDOLLE, 1998)

4
ies dosages enzymatiques ont un réle essentiel au cours de toutes les affections
hépatobiliaires, tant sur le plan du diagnostic que sur celui de la surveillance de l'évolution

(FOUET, 1978).

Les princips . enzymes étudiées sont

I-1-3-1- Les transaminases :

I-1-3-1-1- ALAT/GPT :"alanine amine transférase" : également connue sous le nom de
glutamate-pyruvate-transaminase. L'ALAT catalyse le transfert du groupe amine de {a L-
alanine vers l'a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate, les niveaux les plus élevés sont
rencontrés dans le foie et les reins. De plus faibles quantités sont également présentes dans le

i1 'S

La concentration en ALAT augmente principalement lorsque les cellules hépatiques sont
atteintes (nécrose des cellules du foie ou tout autre dommage touchant ces cellules). La
mesure des activités sériques en ALAT et en ASAT permet de faire une distinction entre une

hépatite et une ésion touchant un autre parenchyme (HENDERSON et ai, 2000).

I-1-3-1-2- ASAT/GOT:"aspartate amino transférase':
Est une transaminase également connue sous le nom de glutamate-oxaloacétate-
transaminase (GOT), elle catalyse : transfert du groupe amine du L-aspartate vers l'a-

cétr ~'utarate pour donner du L-glutamate. L.' ASAT est présente dans de nombreux tissus, les
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activit  pli  import étant repcontrées au ot . du “ ’ o ., du
foie et des reins; les dommages causés aux cellules de ces tissus induisent une augmentation

du taux sériqgue (HENDERSON ef " 2000).

I-1-3-2- La phosphatase alcaline :

Le sérum humain contient plusieurs formes de phosphatase alcaline, qui est une enzyme
provenant de la membrane pla q qui hy  yse les it au 1 alca
Ces activités sériques proviennent de l'os, de I'intestin du foie et du placenta. En absence de
maladies osscuses ou de grossesse, des taux élevés de phosphatases alcalines témoignent

habituel ne dw  einte la fonction biliaire (PODOLSKY et al, 2000j.

f-1-3-3- Le y-glutamy! transpeptidase :

Cette enzyme catalyse le transfert du groupement gamma-glutamyl sur d'autres peptides.
Son activité est particuliérement élevée dans les reins, et moins importante dans le foie, le
pancréas. Une faible activité est normalement observée dans le plasma. Elle s'éléve au cours

d'affections hépatobiliaires variées (FOUET, 1978).
I-1-3-4-Autres marqueurs :

I-1-3-4-1- Protéines sériques :

Une atteinte hépatique peut diminuer les concentrations sanguines d'albumine,
prothrombine, fibrinogéne et d'autres protéines exclusivement synthétisées par les hépatocytes
(HENDERSON et al, 2004).

I-1-3-4-2- Ammonémie :
L'ammoniaque est élevée chez certains patients ayant une hépathopathie aigué ou

chronique, elle reflete habituellement une nécrose hépatique (PODOLSKY et ai, 2000).

I-1-3-4-3- Bilirubine :

C'est le produit de la dégradation de 'hémoglobine, localisé et catabolisé essentiellement
dans le foie puis éliminé dans les uri s et les féces.

La plupart des manifestations pathologiques se traduisent par une hyperbilirubinémie

(cirrhoses, hépatites virales...) (TIETZ et al, 1986}.
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I-2-2-1-1- L’oxydation (fonctionnalisation du xénobiotique) :
[-2-2-1-1-1- Définition :

f.a fonctionnalisation consiste & greffer un groupement réactif pour fonctionnaliser le

xénobiotique (... . et al, 1989). ..le implique une modification structurale de ia substance

par réaction d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse, la transformation des xénobiotiques

procéde habituellement par réaction d’oxydation; I’hydroxylation est le type d’oxydation le

pius fréquemmeni renconiré et elle peut survenir en des points différents de la molécule
(DOL.._, 1986).

L’oxydation comporte des réactions :

D ydroxylation RCH — RCOH (R aliphatique ou aromatique).
N-oxydation (R1-NH-R; —R;-NOH-Rz).

S-oxydation (R1-S-R; — R;-SO-Ry).

Réactions de N-ou —O-déalkylation {ALLAIN, 2002).

[-2-2-1-1-2- Les enzymes :

1-2-2-1-1-2-1-Systéme cytochrome Pysg ¢

Est un systéme oxydatif capable d’hydroxyler les chaines aliphatiques et les noyaux

aromatiques, de désaminer, d’enlever des groupements alkyles a Poxygéne, & ’azote et au
q

soufre, de produire des sulfoxides et d’enlever des groupements suifhydryles. (DORE ,1986).

Le systéme est constitué de deux protéines : le cytochrome Pss¢ qui nécessite la présence

d’une enzyme associée appelée : NADPH cytochrome Pysp réductase, I’oxygeéne et le NADPH

comme cofacteur (NEZELOF, 1983). Le cytochrome P4so constitue une famille d’iso enzymes

a fer . et qui est une homoprotéine constituée d’une chaine polypeptidique {apoenzyme ) et

d’une molécuie de ’heme renfermant wun atome de fer héminique & Pétat oxydée , elle

catal :un trés grand nombre d’oxydations { SIEST et al ,1989 ) (schéma 01).

NADPH+H"

NADP"

Flavoproteine oxydee

ROH
RH=médicament
Pssoréc tase Cytochrome Pasg ROH=médicament
oxydé
s Flavoproteine réduite RH+0,

Schéma 01 : réaction d’hydroxylation d’un médicament (ALLAIN, 2001).

I-2-2-1-1-2-2-Les autres enzymes :

Les monooxygénases a flavine, les hydrolases et les transférases (SIEST et ¢  1989).
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1-2-2-1-1-2-3- Mécanisme d’action :

Le systéme monooxygénase, & cytochrome Pss¢ joue un rdle de détoxification évitant
I’accumulation néfaste des xénobiotiques les plus divers en augmentant leur polarité et en
leurs greffant des groupements fonctionnels. Les réactions de détoxification fondées sur
I’hydroxylation nécessitent la présence d’ox~*ne moléculaire. Ces réactions aboutissent par
fois a la formation de composés électrophiles toxiques et produisent des radicaux tibres
e Stal Lol .

-2- la conjugaison :
1-2-2-1-2-1- Définition :

Fait appel & des réactions de conjugaisons avec des substances trés polaires comme la
glycine, le sulfate, ou Pacide glucuronique dont le dérivé est toujours plus polaire que la
Substance initiale (DORE, 1986).

R—OH _, R— O — acide glucuronique {glucurc-conjugaison) (mécanisme principal)
R.
R— OH—R » OSO; (sulfatation) (ALLAIN, 2001).

xR a2 T —_— NI{ T e~ ‘,A{} (N-ace"tyﬁaﬁf)n)

[-2-2-1-2-2-Les enzymes :

Sont des transférases membranaires et cytosoliques dont les UDPGT (UDP - glucoronyl —
transférase) sont les plus 4représentatives (SIEST et al ,1989). Elles catalysent I’établissement
d’une liaison de type osidique entre P’acide glucuronique et le composé a détoxifier (DORE.,
1986) qui sont phospholipidodépendants {la membrane de ’hépatocyte) et inactivées lors de
tout perturbation de V’édifice membranaire. En plus de ces enzymes il y a les glutathion
transférases qui favorisent la fixation de la molécule de glutathion qui est un tri peptide sur un
atome électrophile d’une autre moiécule (SIEST et al, 1989, ALLAIN, 2001).

[-2-2-1-2-3- Le mécanisme d’action :

Ces enizymes ont en commun la propriété d’en atténuer ou d’en supprimer la toxicité et
d’en faciliter I’élimination par une solubilisation en milieux aqueux {SIES . et al ,1989).

UDP- glucuronyl — transférase agit par la conjugaison de composé a détoxifier qui est
préalablement hydroxyiés par les mono — oxygénases & I’acide glucuronique (DORE, 1986).
1-2-2-1-3-Métabolisme de ’Epirubicine :

L.e métabolisme des anthracyclines (par exemple I’épirubicine) conduit a la production de
radicaux | res (quinones diols, époxydes, superoxyde, peroxyde d’hydrogéne) pouvant
altérer de fagon notable la double couche lipidique des membranes ceilulaires ou s’associer

A , 1997).

Mémoire fin d’études 10 2005/2006



Chapitre { /

[.c métabolite principal de | _pirubicine est P’épirubicinol, mais également _rmation des
dérivés glucuro - conjugués de Pépirubicinol et de I’épirubicine (VIDAIL ,2002).
1-2-2-1-4- Métabolisme de la Vinblastine :

[.a Vinblastine est métabolisée dans le foie par le cytochrome Pyso, elle interfére aussi dans
le métabolisme de certains acides aminés conduisant & 'acide glatamique {CAPPELEARE

,2002). 1.e seul métabolite connu est la dé-acetyl vinblastine (VIDAL ,2002).

I-2-3- La physiopathologie :

1-2-3-1- Les biotransformations hépatiques :

A cause que "hépatocyte posséde la plupart des activités enzymatiques nécessaires 4 ia
biotransformation, et que les médicaments administrés par voie orale surtout, mais aussi par
{oie parentérale traversent le foie, le foie est "organe principal de la biotransformation des
médicaments (COSTIL, 1996) qui désigne les diverses modifications chimigues que subissent
les médicaments dans I’organisme pour donner naissance a des métabolites

(ALLAIN, 2001).

1-2-3-2- Mécanisme de I’hépatotoxicité :

I."hépatotoxicité médicamenteuse peut &étre directe ou indirect par I'intermédiaire de leurs
métabolites (HAGEGE et al, 1977). Un médicament peut entrainer une hépatite par au moins
trois mécanismes principaux:

I-2-3-2-1- Toxicité du médicament lui-méme :

Lorsque le médicament est lui-méme toxique, il s’agit de toxicité directe. Cette hépatite
est dose dépendante et ne s’accompagne pas de manifestation clinique ou biologique
d’hyperse ‘bilité. (COSTIL, 1996)
1-2-3-2-2-Toxicité d’un métabolite stable :

I.es caractéres de P"hépato-toxicité sont habituellement les mémes que ceux observés
lorsque le médicament est hui-méme toxique. (HAGEGE et al, 1977).

I-2-3-2-3- Toxicité d’un métabolite instable :
1-2-3-2-3-1- Formation des métabolites instables :

Une des fonctions du foie est de permettre la transformation des médicaments liposolubles
en composés hydrosolubles par le biais du cytochrome Psso (HAGEGE et al, 1977). Le
métabolite formé est généralement moins toxique que le médicament lui-méme ; cependant,

dans certains cas, il se forme un métabolite réactif. II semble qu’un assez grand nombre
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[-2-3-2-3-4- Induction enzymatique :

L’activité des enzymes peut étre modifiée par la prise de certains médicaments; soit une
inhibition ou bien une induction {ALLAIN, 2001). _ortains médicaments {par exemple :
Rifampicine) sont capables d’augmenter ['activité enzymatique de la biotransformation
surtout par augmentation de I’activité du cytochrome Pas¢ (ou des UDPGT) (COSTIL, 1996,
et SIEST et al, 1989).

Lors de I’induction du cytochrome Pysq il y a une augmentation de la transcription d’un gene
(ADN) en (ARNm) codant la synthése de ces cytochrome, une stabilisation du {ARN m) peut
également y participer.

Les conséquences de I'induction peuvent étre une diminution de I’effet du médicament qui’
e'§t plus vite métabolisé, ou I’apparition de sa toxicit€¢ (ALLAIN, 2001). Car la quantité des
métabolites «réactifs» formés dépend de I’activité des enzymes du réticulum endoplasmique,
si cette activité est augmentée, la quantité de métabolites « réactifs » formés s’éléve et ia

toxicité du médicament augmente (BENHAMOU, 1980).

I-2-3-2-3-5- Mécanismes de protection :

La cellule a des mécanismes de protection contre les métabolites reactifs :
-Le cytochrome Psso est détruit par le métabolite réactif, auto-limitant ainsi sa propre
formation (HAGEGE et ai, 1977)

- La toxicité potentielle des métaboli s réactifs est limitée par de nombreux mécanisme de

protection, en particulier le ghutathion (COSTIL, 1996).

1-2-3-2-3-6- Hépatotoxicité des métabolites réactifs :
I-2-3-2-3-6-1-Toxicité usuelle :

Lorsque la formation de métabolites réactifs est élevée et supérieure aux doses au-dela
desquelles apparait une nécrose hépatique, I’hépatite survient (HAGEGE et al, 1977).
[-2-3-2-3-6-2-Toxicité idiosyncrasique :

Le plus souvent, la formation des métabolites réactifs est faible et inférieur aux seuils
d’hépato-toxicité (HAGEGE et al, 1977).Dans ce type de toxicité aux posologies utilisées, le
médicament n’est pas toxique pour la majorité des malades : pour une minorité d’entre eux, il

est toxique (BUFFET, 1999).
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4+ Sur les acides nucléigues :

Dénaturation de I’ADN en entrainant des cassures chromosomigues, des perturbations sur
la multiplication, la transmission ou la réplication sont notées (JADOT, 1994).
4 Sur les protéines :

Les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comporent un
groupement sulfhydryle (SH) et donc inactivées (FAVIER, 2003).

ir  suc

Les especes réactives de !’oxygene attaquent les mucopolysaccharides (FAVIER, 2003).

4+ Sur les lipides : La peroxydation lipidique (FAVIER, 2003).

1-2-4-2- La peroxydation lipidigue :
1-3-4-2-1- Définition :

La peroxydation lipidique est une réaction d’oxydation des membranes cellulaires (acides
gras polyinsaturés), des lipoprotéines (LDL) et de toute molécule qui contient des
compositions lipidiques (MEAGER et al, 1971).

La peroxydation lipidique qui se développe comme une réaction en chaine conduit donc &
la formation de structures chimiques non physiologiques (JADOT, 1994). Ii se forme des
peroxydes lipidiques gqui se décomposent toute fois en sous produit comme le
malondialdéhyde (MDA), le 4 —hydroxynonenal, I’éthane ou le pentane.Comme elle peut
donner aussi le 8-épiprostaglandine PGF 2a appartenant & la famille des isoprostans (REILLY
et al, 1996) (schéma (4).

L’oxydation des lipides conduit 4 la génération des radicaux lipidiques, des
hydrolipopéroxydes, et leurs « ald¢hydes de coupure » qui perturbent de fagon importante la
cohésion des membranes cellulaires et se traduisent par les effets suivants :

- Baisse de la fluidité

- Baisse des activités enzymatiques

- Modifications structurales des récepteurs a leur surface qui en empéchent la
reconnaissance.

- Augmentation de perméabilité aux H' ainsi qu’aux Ca"" (pouvant mener a la rupture

de I’'ADN (FERRARI, 1991).
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1-2-4-3-1-2- La catalase :
L.a catalase décompose les peroxydes d’hydrogénes en molécules d’eau pour prévenir ia

formation de radicaux hydroxydes (GUTTERIDGE, 1993 3.

2 H,On * IHO+O

I-2-4-3-1-3-Lesglutathions peroxydases {GPx):

Nécessitent le glutathion et le sélénium pour fonctionner correctement, son rdle principal
est d’éliminer les peroxydes lipidiques (PINCIMAIL, 2003).
[-2-4-3-1-4- Les thioredoxines peroxydases (TRx} et la thiorédoxine réductase {TRxR) :

¢ Une fois oxydée la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine réductase qui intervient

dans la dégradation des peroxydes lipidiques et de peroxydes d’hvdrogéne et dans la
régénération du radical ascorbyl en ac. : ascorbique (MORAN, 2001).
1-2-4-3-1-5- L.’héme oxygénase :

Est constitué de trois enzymes, conduit & la formation de la bilirubine gqui posséde une
activité antioxydante puissante (RYTER, 2000).
1-2-4-3- - Les protéines du stress thermique :

Interviennent dans la réparation des dommages oxydatifs induits au niveau des protéines

par le stress oxydant (KREGEL, 2002).

1-2-4-3-2- Les molécules antioxydantes de petite taille :
1-2-4-3-2-1- Le glutathion (GSH) :

Le glutathion est un tri peptide (L- “utamyl- L- cysteinyl- L- giycine}, doué de propriétés
antioxydantes protégeant les composants cellulaires de I’action des radicaux libres
(LEFEVRE. 2003). I peut interagir directement avec les espéces oxygénées activées mais il
est principalement utilisé comme substrai du glutathion peroxydase gqui assure I’élimination
des lipides peroxydes. Il joue également un réle clé dans Pexpression de génes codant pour
des protéines pro et anti inflammatoire {LAHOUEL ,1985) (.schéma 06) .On peut résumer ie
role détoxifiant du glutathion dans trois réactions selon :

o lL.e GSH comme réducteur :
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Paso GSH \ 4 GSSG
NADPH +0, > NADP" +H;0, /___y Hi0
Py
substrat |
Glutathion peroxydase
O
. 2 GSH +RooH — 3 RoH +H,0 + GSSG (LAHOUEL, 1985)

o L.e GSH comme co-facteur @

oxydation aldéhydique et cetoaldéhyde
J Paso ~GSH |
RcHy— RH +HCHO—— S. hydroxymethyle glutathion
NADPH 2 = -
Oz Qg— 5 B N
8 Q2
& 5
OO =
HCOOH*——  Formy! glutathion Z o T
«GSH <«
Formyl glutathion hydroiase (LAHOUEL, 1985}
Le GSH comme nucléophile :
P45f‘»
Bromobenzéine » Bromobenzéine époxyde
NADPH, G,
GSH
Gluthtion-s-transférase
Bromophenylegluthation (LAHOUEL, 1985)
SH
|
O H H H HCH, H H
[ P [
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1-2-4-3-2-2- 1 01

La plupart des caroténoides et ia vitamine A interagissent avec I'oxygéne singulet et
peuvent ainsi empécher "oxydation de plusieurs substrats biologiques dont les acides gras
polyinsaturés (GEY et al, 1993).
1-2-4-3-2-3- La vitamine C :

Sa concentration plasmatique dépend de P’al P flux |
C’est un excellent piégeur des radicaux libres qui peut protéger divers substrats biologiques
(GEY et al. 1993).
1-2-4-3-2-4- La vitamine E :

Un rdle protecteur en empéchant la propagation de Ia peroxydation lipidique, par le
cdractére hydrophobe qui lui permet de s’insérer au sein des acides gras empéchant ainsi la
peroxydation lipidique (SOHENY et al, 2002).
1-2-4-3-2-5- Les protéines thiols :

Augmentent lors du stress oxydant et possédent des propriétés antioxydantes (PINCIMAIL,
2003).
1-2-4-3-2-6- Le coenzyme Qo {ubiguinone) :

A un role vital dans la production d’énergie au niveau de la mitochondrie, et posséde aussi
la capacité d’inhiber la peroxydation lipidique (....NL . .. et al, 1988).

J-2-4-3-2-7- Les polyphénoles :

Substances d’origine végétale, sont des antioxydants plus forts que la vitamine E
(ROBAK et al, 1988).
[-2-4-3-2-8- L’acide urique :

L’acide urique posséde des propriétés antioxydantes, il peut interagir avec les especes
oxygénées réactives, et tout particulierement avec le radical hydroxyle (PINCEMAIL. 2003)
[-2-4-3-3- Les oligoéléments :

TIs participent au processus de défense contre les radicaux libres comme cofacteurs et qui
sont : pour la SOD (cuivre, zinc, et manganése), pour ie glutathion peroxydase {séi¢nium)
(GHISELLI et al. 2000).
1-2-4-3-4- Les protéines de fixation des métaux lourds :

Elles diminuent la concentraiion :s métaux de transition capables de réagir avec les
hydroxypéroxydes. On trouve :

- La transferrine qui ne transporte que de 20 & 36 % de sa capacité totale de fixer le fer,

maintenant ainsi le fer libre plasmatique a des nivaux trés faibies.
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- La lactoferrine, qui est produite par les neutrophiles et qui est similaire 4 la
transferrine.

- La céruloplasmine, qui a deux mécanismes antioxydants : la fixation des ions
Cuivre et Poxydation du Fe™™ et P’albumine par fixation des ions cuivre

(GUTTERIDGE et al, 1992).
I-3- Réle des polyphénoles dans les défenses antioxydantes :

I-3-1- Introduction :

L’o-~~nisme se protége par un ensemble complexe de systémes antioxydants, certains
composés antioxydants comme les vitamines E, C, I’'ubiquinone ou les caroténoides apportés
péfr les aliments agissent en piégeant les radicaux et en captant les électrons célibataires les
transformant en molécules ou ions stables, par contre, la vitamine devient un radical et sera
soit détruite soit régénérée par autres systémes, ainsi la vitamine E est régénérée par la
vitamine C qui elle méme régénérée par des enzymies: les ascorbates réductases. Ce type

d’antioxydants est appelé piégeurs ou éboueurs (scavenger).

De trés nombreux composés exogénes peuvent avoir ce comportement : les polyphénoles et
les alcaloides phytates. Des composés endogenes jouent le méme rdle dont le plus important
est le glutathion réduit (GSH) qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais
aussi contre les peroxydes ou le NO°. D’autres composés endogénes jouent un rdle également
important mais encore mal évalué : les thioredoxines, les glutaréduxines, les polyamines, les

métallothioneines ou I’acide lipoidique(KRINSKY, 1992, MATES et al, 1999, WALL, 2000).

Les composés exogénes comme les flavonoides (composés polyphénoliques) sont capables
d’absorber et de désactiver les radicaux libres susceptibles d’étre néfastes. En effet si ces
radicaux se proménent dans le corps humain, ils peuvent étre & I’origine de problémes de
santé chroniques tels que les maladies cardio-vasculaires, le cancer, la cataracte, les

inflammations, I’arthrite et méme la maladie d’ Alzheimer (HERTOG, 1997).

I-3-2- Définition des polyphénoles :
Les polyphénoles sont des molécules qui représentent une famille trés large et complexe

d’ou une appr e t C TN ) ot
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métabolites secondaires est caractérisé par la présence d’un ou de plusieurs groupes
hydroxyles, modifiés ou non, attachés a un noyau aromatique (MAROUF, 2000). En bref, les
composés polyphénoliques sont des dérivés non azotés dont le ou les cycies aromatiques sont
principalement issus du métabolisme de {’acide shikimique ou/et de celui d’un polyacétate
(BRUNETON, 1999).
it ( £ X micr.

organismes seuls (BRU. ... JN, 1999). Donc les polyphénoles constituent un groupe de
substances variée et ubiquistes, dont font partie les flavonoides, les tanins, les dérivés
phénylpropanoides tels que les lignanes, les esters et amides hydroxybenzoiques, les
xanthones et de nouveaux composés sont identifiés continuellement (MAROUF, 2000).
souvent, les composés | ¥noliques se présentent liés & des glucosides, surtout lorsqu’ils sont
er'solution dans le suc vacuolaire (RICHTER, 1993).

1-3-3- Structure des polyphénoles :
Examinons d’abord les structures de base les plus importantes, ainsi que leurs précurseurs ;
il en dérive de nombreux composés, souvent trés différents par leurs configurations et leurs

pror tés (tableau 02).arome

1-3-4- Voies de synthése :
Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’aromagénése et

une voie mixte :

I _ -4-1- La voie de _aikimate :

La voie la plus courante est celle qui via le Shikimate (I’acide shikimique}, conduit des oses
aux acides aminés aromatiques {phénylalanine et tyrosine) puis, par désamination de ces
derniers. aux acides cinnamiqgues et & leurs trés nombreux dérives: acides benzoiques.

acétophénone, lignanes et lignons, coumarines. (BRUNETON, 1999).

1-3-4 _ La voie de I’acétate :

[.’autre voie par de Pacétate , conduit & des poly-f3-cétoesteres de longueurs variables —les
polyacétates— qui engendrent, par cyclisation des composés souvent polycycliques :
chromones, isocoumarines, orcinols, depsides, depsidones, xanthones, gquinones.

(BRUNETON, 1999).
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1-3-4-3- La voie d’origine mixte :

].a participation simultanée du Shikimate et de Pacétate élabore des composés d’origine

mixte (flavonoides, stilbénes. pyrones, xanthones, etc....} et également des dérivés mixtes du

Shikimate et du mévalonate comme certains quinones ou comme les furano et pyrano

coumarines et méme des composés mixtes acétate — mévalonate comme les cannabinoides.

Dans quelques cas, les trois précurseurs concourent & 1’élaboration de la méme structure *

c’est, entre autres, celui des roténoides (BRUNETON, 1999).

Tableau 02 : composés phénoliques les plus importants et groupes de substances

correspondantes (RICHTER, 1993)

Group de substances

f Formule générale

| Caracterisugues structure.,

]

- Phénols simples
- Acides
phénoicarboxyliques

|
'
i

- Autres  phénols

substitués

- Flavonoides

- stilbénes

HO —K:-;).—R
- 11

R
O e COOH

R

R
R —i}—‘ CH=CH~COOH
R

9]

BEUNS
R ~y prényle
0

R

O‘O R{prényie}
o

¢

R
fl R
L
a\//\& oA A
RWR
) I3

R ¥

R R
R

- Structure en Cg Cz. Cs Cy ou |
Ce la suite de la dégradation !

de la chaine latérale.

- Structure en Cg C; unique
ou répéiée.

- Structure en Cg C, G4 Cy ou
Ce¢ des unités isopréne
compléte la structure.

- Structure en Cp Cy Cg
chaines latérales rallongées
par des un | additionnelles
en Cs.

- Structure en Cg C; Cq ; le
carbone de la chaine latérale
est associe au second cycle
en C6.

I
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1-3-5- Origine et localisation des polyphénoles :

I i- le ndevég al:

Au niveau des plantes, les polyphénoles interviennent dans la structure des parois (lignines,
esters phényliques dans les arabinoxylanes et des pectines...}, avec les tanins constitutifs des
parois et aussi dans la couleur (BULEON et al, 2004). En plus les organes foliaires et
re; lucte  mnot  nent les jeunes feuilles et les boutons floraux étaient ies plus riches en
polyphénoles (BAHORUM et al, 1994), elles déterminent également la saveur des fruits, donc
les polyphénoles et surtout les flavonoides sont abondants et diversifiés chez ies plantes
supérieures, particulierement dans certains familles : Opiacées, Astéracées ¢t Légumineuses,
Polygonacées. Iis sont présents dans tous les organes aériens, ils ont une teneur maximale

ddhs les organes jaunes (feuilles et boutons floraux) (MAROUF, 2000).

1-3-5-2- Dans le monde animal : exemple de a2 propolis :

Le monde animal est trés concerné par les polyphénoles, surtout chez les insectes qui les
fabriquent & partir des sécrétions des bourgeons de nombreux arbres et la modifient par leurs
enzymes salivaires, parmi les insectes qui jouent ce tole. on trouve les abeilles qui vivent en

colonies et chaque colonie ‘est abritée dans une ruche qui a comme un produit trés précieux :

la propolis (DONADIEU, 1975).

I-3-5-2-1- Définition de ia propolis :

Le mot propofis vient du grec : pro= en avant et de polis =la vilie. Cette substance se
trouve juste « & I’entrée de la ville des abeilles » (DONADIEU, 2001). La propolis désigne
toute une série de substances résineuses, gommeuses, et balsamiques de consistance visqueuse
recueillies sur certains parties {(bourgeons et €corces essentiellement) des végétaux {certains
arbres principalement) par les abeilles, qui les rapportent & la ruche et qui les additionnent et
les modifient vraisemblablement en partie par I’apport de certains de leurs secrétions propres

(cire et secrétions salivaires essentiellement) (DONADIEU, 1975).

1-3-5-2-2- Les constituants de la propolis :
Les constituants de la propolis sont résumés dans le tableau 03 (DONADIEU, 1975).
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des graines (ROULIER, 2003) en plus, les flavonoides présentent d’autres propriétés
intéressantes dans le contréle de la croissance et du développement des plantes en
interagissant de maniére complexe avec les diverses hormones végétales de croissance. Elle
jouent également un role de phyto-alexines (DARCY-VRILLON, 2003) (synthése accrue en
réponse a des attaques champignons, insectes,...) (BULEON et al, 2004).

-3 2-/ s fl ) (R

De nos jours, les activités pharmacologiques des flavonoides sont largement étudiées, elles
jouent un role important dans le domaine médical. Plusieurs recherches som effectudes
d’autres sont en cours (BULEON et al, 2004).

I-3-6-2-1- Activité antioxydante :

Les flavonoides agissent contre les radicaux libres, captants ou déterminants les particules
ddhgereuses pour la santé des cellules (’excés de radicaux libres et considéré aujourd’hui
comme une des cause du cancer). Certains flavonoides sont utilisés comme anti-oxydants
pour la conservation des huiles comestibles (BULEON et al, 2004).
1-3-6-2-2- Activité antitumorale :

It est bien difficile, & Vheure actuelle, malgré la multiplicité des €tudes, d’évaluer la part
des flavonoides dans la prévention des pathologies majeures tel que le cancer. Les flavonoides
réduisent ’apparition de tumeurs dans les études de cancérologie, notamment pour les cancers
de la peau. du colon et du sein. Leurs impacts se situent au nivaux du processus de
carcinogenése. Au niveau de la phase d’initiation : ils empéchent le dénaturation au niveau de
I’ADN. au niveau de la phase de promotion: en inhibant la croissance et la prolifération des
cellules cancéreuses. puis en phase de progression : en inhibant la vascularisation des tumeurs
(BOULKOUR. 2004).
1-3-6-2-3- Activité anti-inflammatoire ©

Les flavonoides ont une propriété anti-inflammatoire grace 4 leur capacité de réagir contre
ies histamines et d’autres médiateurs d’inflammations (HAVSTEEN. 1983).
1-3-6-2-4- Activité anti-diabétique :

Les polyphénoles peuvent améliorer la sécrétion de Pinsuline et protégent les cellules
pancréatiques qui peuvent &tre endommagées par les radicaux libres (HERTOG, 1997).
1-3-6-2-5- Autres activités :

Les flavonoides ont une propriété "vitaminique p", ils diminuent la perméabilité des
capillaires sanguins et renforcent leur résistance et ils peuvent étre anti-allergiques,
hépatoportecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens,

antiviraux et des inhibiteurs enzymatiques (BRUNETON, 1993). ainsi que les isoflavones a
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effets oestrogéniques sont efficaces dans le traitement des troubles liés & la ménopause
(MAZOYER. 2002). en plus, ils luttent contre Valtération des fibres de collagéne. ralentissant
de ce fait leur vieillissement {ROULIER. 2003).

1-3-6-3- V.es flavonoides contre les radicaux libres :

Ie secret des effets bénéfiques des légumes et fruits réside dans la présence de Flavonoides
spécifiques. ces pigments participent & la lutte contre les radicaux libres, substances dont
I'excés prédispose a la dégénérescence cellulaire ... ..., ) _ ).

11 est aujourd'hui unanimement reconnu gue la consommation de nutriments antioxydants
ioue un réle "protecteur”. aussi bien au niveau de 'ADN que de la membrane de nos cellules,
vis-a-vis des attagues des radicaux libres (ROULIER. 2003).Certains Flavonoides. sont de
bhons antioxydants. capables de protéger contre les effets néfastes des entités radicalaires
ofvgénées (DARCY-VRILLON, 2003},

1-3-7- . copriétés et ac  tés biolc . yues des polyphénoles :
Les composés phénoliques sont dotés de certaines activiiés résumées dans le tableau 04.

Tableau 04 : Propriétés et activités biologiques des nolvphénoles (BAHORUM. 1994y,

Polyphénoles | Activites

Acides phénoles {cinnamiques et benzoiques) | Antibactériennes
Antifongigues

Antioxydantcs

Coumarines Protectrices vasculaires

0]
=+

anticedémateuses

|

;}_'-l_é\fdﬁoi'ae—sw _ Antitumorales 7
; Anticarcinogenes

Anti-inflammatoires

Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-vieneuse

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne

Antioxydantes

Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

| Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes
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I-3-8- Provoriétés chimiques des polvphénoles :
I-3-8-1- Coupure homolvticue :

I’oxvdation de Pion phénate est aisée et conduit 4 un radical phénoxv {Schéma (7).
stabilisé part la possibilité de résonance et trés réactif. Cette oxvdabilité a des conséguences
pratiques {propriétés antioxvdantes piégeage des radicaux libres) (BRUNETON., 1999).

O ] Q Q 3

R T L

O ¢ OH
3 1] g f1 .

£ .9
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Sehéma 07 : Formation du radical phénoxv. mésomérie

Fxemnle de counlage oxvdatif (BRIUINETON, 19993,

1-3-8-2- Oxvdation du novau aromafticue :
I’oxvdation des phénols est une réaction fréguemment renconirée au cours des processus
hiosvinthétiane Flle peut conduire & un clivage du cvele aromatique ou a une hvdroxviation

de cehii-ci (BRUINETON. 1996} (Schéma 08) (RRUNFETON. 19993
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Schéma 08 : Oxvdation des phénols. Ouverture du cvele catalvsée par dioxveénase.
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I-3-9- [.a biodisponibilité des polvohénoles :

1Tne meillenre connaissance de la hiodisponihilité des nolvphénoles est indisnensable nowir
mienx comnrendre leurs effets protecteurs sur Ia santé,

I.enr ahsorntion intestinale peut &tre excessivement variable (SCATBERT a1~ “700). “le
dépend de leurs deorés de olveosviation (HOTT.MAN et al. 1995),

ITne fois absorhés. les nolvphénoles ne sont iamais présents sous leurs formes natives
véoétales. mais toniours sous formes glvensvides et coniugudes avec divers srounement -
meéthvle. sulfate. slicuroniaue (IMANACH et al. 1996).

Ces réactions de coniusaison modifient la réactivité des nolvnhénoles et facilitent leurs
dliminations nar voie hiliaire ou urinaire. UIne partie des nolvphénoles excrétés nar voie
hiliaire est réahsorbée et alimente un cvele entéro-hépatique aui active relativement les

£
nolviohénoles (T ATRON. 20001
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I-4-Cancer et chimiothérapie anticancéreuse :

I-4-1- Le cancer :
[-4-1-1- Définition :

La cellule cancéreuse est une cellule anarchique qui n’obéit pas aux régulations normales,
une cellule immature et immortelle {YAKER, 1985). Lorsque le néoplasme est localisé et ne
possede pas les caractéristiques d’invasivité ou de métastase, il est dit bénir ; dans le cas
contraire on parle de néoplasme malin ou de cancer. La chimiothérapie cytotoxique ne
s’adresse qu’a ce dernier cas (LECHAT, 2006). Le cancer est ainsi une maladie « sauvage »
qui détruit le tissu qu'il envahit , jette a distance des métastases qui , a leur tour détruit les
tisgus lointains , altére les fonctions les plus diverses et finit par tuer par destruction locale ,

des colonies lointaines , désordre général (YAKER,1985).

I-4- - Diagnostic :

A la suite de ’examen clinique d’un patient, la découverte de certains signes particuliers ou
I’existence de « signes dits d’altére » doit orienter vers la recherche d’une formation tumorale.
Une telle recherche impose des examens : radiologiques, scintigraphiques, endoscopiques
et/ou biologiques dont les indications judicieusement posées doivent permettre de situer le
siege et la nature de tumeur, d’en précise ’extension, d’établir un pronostic et d’élaborer un

protocole thérapeutique (YAKER, 1985).

I-4-1-3-Traitement du cancer :
[Is sont au nombre de cinq : incluant la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie,

I’'immunothérapie et 'hormonothérapie.

- .achiru e:
Est le traitement le plus ancien et le plus connu des tumeurs solides. Elle constitue le
traitement par excellence du cancer (ANDRIEU, 1987). Le traitement chirurgical peut avoir
pour objectif soit I’éradication de la tumeur (traitement curatif), soit la réduction du volume

tumoral (YAKER, 1985).
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I-4 -1-3-2-La radiothérapie :

Les rayonnements utilisés sont des photons & haute €énergie (rayon X ou rayons Gamma),
des électron ou des neutrons, ces derniers ayant peut étre un effet biologique plus important
sur les cellules cancéreuses que sur les cellules normales (FOA et al, 1985). Pour le but
d’obtenir la mort de la cellule cancéreuse et de ses descendances par irradiation en évitant de
détruire les cellules des tissus sains environnantes (BOULKOUR, 2004).

I-4-1-3-3-La chimiothérapie :

La chimiothérapie constitue le traitement médicamenteux du cancer. Cette thérapeutique,
qui connait des progres de plus en plus marqués, utilise des substances cytotoxiques grice &
elles, des résultats trés encourageants ont ¢t¢ déja obtenus dans le traitement du cancer
{YAKER. 1985}.

I—'ﬁ—l-3-5-L’immunothérapie :

L’immunothérapie constitue un traitement sesceptible de compléter la destruction d’une
formation tumorale cancéreuse résiduelle post chimiocthérapie (FOA et al, 1985).
1-4-1-3-4- L’hormonothérapie ¢

Le traitement hormonal repose sur la notion d’hormonodépendance qui a été observée dans
le développement et ’évolution de certaines tumeurs (FOA et al, 1985).

I-4-2- La chimiothérapie anticancéreuse :
1-4-2-1- Définition des anticancéreux :

Les agents cytotoxiques sont des substances capables de détruire les cellules cancéreuses
tout en préservant dans une certaine mesure les cellules normales & développement rapide
(cellule sanguines, cellules épithéliales du tube digestif ....).

lls agissent sur les différents stades de la multiplication cellulaire en interférant avec la
synthese des ribonucléiques et désoxyribonucléiques, ou en bloguant les mécanismes de la
division cellulaire.

Malheureusement, les chercheurs ne sont pas & ce jour capables de localiser des
caractéristiques particulieres des cellules malignes, qui les rendraient précisément
identifiables (TRAMER, 1992), donc ont des effets secondaires puissants sur la fonction
hématopoiétique sur les défenses immunitaires, sur embryon, sur les fonctions hépatiques,
rénals et cardiaques (COHEN, 1997).
1-4-2-2-La polychimiothérapie :

L association de médicaments anticancéreux permet d’augmenter la fréquence,
I'importance et la durée des réponses. La définition d’une association de médicaments

anticancéreux se fondre sur I’amélioration de P’index thérapeutique par rapport a la mono
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chimiothérapie. C'est-a-dire sur un gain en terme d’efficacité sans majoration trop importante
de la toxicité.

Les associations chimiothérapeutiques ne sont utilisables en clinique gu’en absence de
majoration excessive des effets indésirables (ESPIE et al, 1992), pour but d’améliorer
efficacité du traitement anticancéreux on fait Yassociation des anti-tumoraux dont le
mécanisme d’action est différent (par exemple les anthracyclines et les Vinca-alcaloides),
(COHEN. 1997).
1-4-2-3- Classification des cytotoxiques selon leur action dans le cycle cellulaire :

“aply  des i :sc - x jues affectent que la propriété pre " “irative des cellules
cancéreuses. Ces traitements n’ont aucun effet direct sur les propriétés d’invasivité, de
dédifférenciation ou de métastases (LECHAT, 2006).

Ces substances agissent sur les cellules tumorales en fonction de la phase du cycle

cellulaire dans laquelle celles-ci se trouvent :

- soit sur les cellules quelque soit leur phase y compris la phase Go (drogues cyclo-

“ipe es).
- Soit sur les cellules situées dans leur phase, a P’exclusion de la phase Go.

- Soit sur les cellules situées dans une phase, en épargnant les cellules se trouvant dans

les autres phases (YAKER, 1985), (schéma 09

" wercaiant \ - Antiméiabolites
(adr1  1ame ...} % - o

- Bléomycine
Alcoylants a
forte dose

Inhibiteurs du systéme
Micro tubulaire
————  { vincristine . ...}

Schéma 09 : Schéma simplifié d’action de quelques médicaments ou catégories de
médicaments anticancéreux en fonction du cycle cellulaire (LECHAT et al ,1992).
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1-4-2-4- Mécanismes généraux de Paction cytotoxique :
Pour la trés grande majorité des agents anticancéreux cytotoxiques, c’est une interaction
directe ou indirecte avec I’ ADN gqui sera responsable de la mort cellulaire (schéma 10).
Interaction directe avec I * "N par :

¢ Alkylation : un agent capable de remplacer un proton d’une molécule par un
groupement alkyle est un agent alkylant.

e [ntercalation : est le phénomene au cours duquel une molécule polycyclique plane « se
glisse » entre les plateaux qui constituent deux paires de bases contigués de ’ADN
entrainant ainsi une déspiralisation de " ADN : les Anthracyclines.

e Agent scindant ’ADN : Bléomycine.

¢ (énération des radicaux libres : De nombreux agents anticancéreux par ailleurs

“Ix

alkylants ou intercalent (Mitomycine, Anthracyclines,...}) peuvent lors de leur
métabolisme intracellulaire, engendrer des radicaux libres.
Interaction indirecte avec I’ ADN par :

e Interaction avec la topoisomérase 1.

. Agent tubulo affines : alcaloide de la pervenche comme la Vinblastine {YAKER,
1985). Bases puriques Bases pyrimidigue
\ //‘///
Antimétabolites — <~ >
Ribonucléotides
Hydroxyurée *‘i

Désoxyribonucléotides

Alcoylants » ADN
rAntibiotiaues anticancéreux » ARN
Inhibiteurs de la synthese > i
Protéiome
Protéines
Inhibitions de la synthése . / \
Micratihilaire —  Microtubules Enzyme efc.

Schéma 10 : schéma général d’action des médicaments anticancéreux (LECHAT et al ,1992).
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1-4-2-5- Classification des médicaments anticancéreux :

Les anticancéreux peuvent étre classés en fonction de leur attague du cycle cellulaire en six

groupes :

1. Les agents alkylants qui entravent la duplication de "ADN ceilulaire grice & des

fonctions « alcoyles » qui sont des sites au vides d’électrons : moutardes & ’azote.

2. les antimétabolites qui empéchent la production d’ ADN par leur structure trés proche

des acides nucléiques.

3. Les antibiotiques qui ont une structure et une action « intercalente » complexe :

Epirubict

4. Les poisons du fuseau sont des extraits de plantes qui bloguent I’appareil mitotique.

P

Iis sont donc « antimitotique » au sens strict du terme : Vinblastine

5. 1l.a L-asparginase {Kidrolase) est un produit qui mérite {’individualisation par son

action enzymatique sélective.

6. D’autres produits sont apparus récemment et ne peuvent étre classés en raison de

r IN

ymplexes (FOA et al, 1985). {Tableau 05)

Tableau 05 : Classification des substances anticancéreuses (LAHOUEL, 1985

- Familles Médicaments Mécanisme d’action principal
| Antipiotiques Actionomycine D Fixation sur "ADN en empéchant le
g Doxorubicine fonctionnement de 'ADN polymérase et
i B n ARN polymé
i Alkylants Cyclophosphamide Fixation sur 'ADN en empéchant une
| Busulafan : CCNU.CNU impossibilité de la réplication
ﬁntimétabolites 6- mercaptopurine Empéchant la synthése des purines “en |
;L E Méthotrexate bloquant la synthése de deoxycytidine
a Cytosine arabinoside
; Poisor  du Viner i Inhibition « la transcription & la =~ re
| Fuscau Vinblastine phase du cycie cellulaire.
Agents divers Hydroxyuree Inhibition de la syntnese des nucléotides j;
j
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1-4-2-6- 1.es effets secondaires des substances cytotoxiques

[ es anticancéreux s’ attaquent aux cellules en division rapide, leur spécificité & Pégard des
cellules cancéreuses n’est pas totale, de ce fait ces substances s attaguent ausst aux tissus dont
les tissus se renouvellent rapidement {COHEN, 1997).

Ces effets indésirables sont souvent importants, bien qu’i! soit possible de les prévenmr ou

de les atténuer par des mesures préventives ou curatives adaptées , . .A\LBERT et al. 1998}.

1-4-2-6-1-La toxicité hépatique :

Plusieurs cas d’hépatotoxicité ont €té rapportés chez 'homme apres le traitement par les
molécules anticancéreuses (BOULKOUR, 2004}, des cytolyses hépatigues et digestives sont
p.'f? fois observées; telle que I"hépatotoxicité due au traitement par le nitrosourée CCNU
(VIOTE et al, 1986). Cependant le foie joue un role essentiel dans le métabolisme de la
plupart des médicaments {( BENHAMOU , 1986 ) , ainsi le Paracétamo! et les
Cyclophosphamides sont transformés dans le foie par le cytochrome Pssg ; les métabolites
réactifs ainsi formé€s sont responsables d’une déplétion en glutathion et d’une
lipoperoxydation hépatocytaire , la Vinblastine est un médicament anticancéreux également

hépatotoxique et hématotoxique { LAHOUEL , 2004 ).

1-4-2-6-2- 1 es autres effets secondaires :

I1 sont nombreux et touchent presque tous les organes : le ceeur , les gonades , la peau et les
mugqueuses , le feetus , les poumon , des atteintes neurologiques , hématologiques .rénales ,la
chute du cheveux , la diminution de la résistance aux infections microbiennes (COHEN .

19975 .

i-4-2-7- Epirubicine :
C’est un antibiotique antinéoplasique de ia classe des Anthracyclines, c’est une
antracvcline du deuxiéme génération isolée en 1975 et développée pour réduire les

complications cardiaques de la Doxorubicine commercialisée sous le nom Formorubicine™

(DLION, 1997).
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I-4-2-7-1- La structure chimique : voir le schéma si dessous :

COCHzoH

’ O
OCHS O O
§
H
5 O O
‘ Epirubicine CHis \
=
l‘l/
IS |
T 1
O | S |
[ Tivg T 77 “pe (ESPIE et al, 1992).

1-4-2-7-2- Indications :
- Carcinomes mammaires
- Cancer de {'ovaire.
- Lymphomes malignes non hodgkiniens, maladie de hodgkin.
- Cancer micro- cellulaires du poumon.
= T molles.
- Cancers de "eesophage, de I’estomac, du pancréas, cancers hépatocellulaires.

- Cancers épidermoides de la sphére otorhinolaryngologique {VIDAL, 2000).

1-4-2-7-3- Posologie ¢t mode d’administration :
- Les doses usuelles sont de 50 & 75 mg / m” toutes les 3 4 4 semaines.
- LVEpp ’ é " g ‘gues: uw (ESPIE et al,
1992).
1-4-2-7-4- mécanisme &’action :
Le mode d’action est celui des intercalants. II se lie &4 YADN et inhibe I'action des
polymérases des acides nucléiques. L’insertion entre les deux brins d’ADN inhibe la

transcription en G, G2 et la réplication en phase S (DIJON, 1997).
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Inhibe la topoisomérase I : enzyme impliquée dans le déroulement de la double chaine
d’ADN lors de sa réplication (TREAT, 1983), la formation des radicaux libres et des lésions
membranaires { DIJON , 1997 ).

1-4-2-7-5- la pharmacocinétique : (VIDAL, 2002, CAPPELLEARE, 2002)

1-4-2-7-5-1- Absorption : non résorbé par voie orale, administré exclusivement par voie

intraveineuse.

1-4-2-7-5-2- Répartition :
Importante diffusion tissulaire, augmentation de I’aire sous la courbe et diminution de la

chairance, plasmatique en cas de métastase hépatique.

1-4-2-7-5-3- Demi-vie, taux plasmatique et élimination :

- Demi vie = 35 heures .

- La concentration plasmatique décroit de fagon tri-exponentielle : une phase trés
rapide ( 1y, inférieur & 2 heures ) , phase plus lente { T12: 2 4 8 heures } et une phase
trés lente { Tin 30 a 40 heures ).

- Elimination : voie rénale © 10 & 15 % de la dose administrée est retrouvée dans les
urines en 7 jours

- Voie biliaire : voie principale de I'élimination.

1-4-2-8- La Vinblastine :

Découverte en 1957 , le velbé est un alcaloide de la pervenche qui a une action spécifique
sur fa mitose { DIJON |, 1997 } la molécule de la Vinblastine a une structure dimérique
unissant un noyau catharanthine { C;;H4N;O: ) avec un noyau vindoline { CysH3N»Og ) par

deux atomes de carbone (CAPPELEARE, 2002 ).
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1-4-2-8-1- La structure chimique : voir le schéma si dessous.

g : OW  Cohen: 1997

_ "\F\\_____)

~ <.Hs

JUIYIUBIBYIE)

aujopmA

CH; COOCH; ~J

Schéma 12 : la structure chimique de la Vinblastine (COHEN, 1997).

1-4-2-8-2- Indications :
- Maladie de hodgkin et lymphome non hodgkinien.
- Cancer du testicule, Povaire, sein, vessie.
- Sarcome de Kaposi, choriocarcinomes.

- Certains cas d’histocytose (VIDAL ,2002).

1-4-2-8-3- Posologie ef mode d’administration :
- La dose habituelle est de 6 4 8 mg/m’.
- La Vinblastine est souvent prise en association avec d’autres médicaments elle est a

injecter dans une veine (CAPPELEARE, 2002).

1-4-2 _ 4 [écar me d’action :

La Vinblastine est un agent anti- microtubulaire qui se fixe sur les sous unité P de la
tubuline & un site différent de ceiui de la Colchicine. La Vinblastine est active sur les cellules
qui sont engagées dans le cycie cellulaire, les bloque en G; / M et provoque I’apoplose

(CAPPELEARE, 2002).
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Elle agit aussi sur les acides nuciéiques avec inhibition de la synthése de I'* ™" ~ "~ I

existe aussi une interférence dans les voies métaboliques des acides aminés qui conduisent de

I’acide glutamique a acide citrigue et & Purée (DIJON, 1997).

1-4-2-8-5- La pharmacocinétique :

I-4-2-8-5-1- Absorption :

Les alcaloides de la pervenche ne sont pas absorbés par voie digestive, ia Vinblastine

s’administre par voie intraveineuse stricte (CAPPELEARE ,2002).

1-4-2-8-5-2- Répartition ¢

] Le produit ne franchit pas la barriere méningée (VIDAL, 2002).

1-4-2-8-5-3- Demi- vie, taux plasmatique et élimination :

Demi- vie d’élimination : 24 330 h

Aprés injection intraveineuse d’une dose de 4 a 7 mg/m’, la disparition du
Velbé du plasma est tri phasique avec trois demi- vies d’élimination {0.074 h,
1.74 h ,28.8 h).

Forte liaison aux protéines plasmatique; la clairance plasmatique est de 9.865.
1.’élimination est essentiellement biliaire : 70% dans les selies et 15% dans les

arines (DIJON, 1997).
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Chapitre 11 Mat“—*~1_et Méthodes

II- Matériel et méthodes :

-1-""

II-1-1- Les animaux :
I1-1-1-1- Entretien des animaux :

Not; étude a été effectuéesurd e femell «W ar»¢ uche « albinos » provenant
de I’institut Pasteur d’ Alger, pesants environ 150g comme moyenne. Ces animaux sont élevés
pendant notre étude dans des cages en plastique, ayant libre accés a ’eau et a la nourriture
« croquette ». L animalerie est soumise a une photopériode de 15/24 heurs et maintenue 4 une
température entre 20 et 27°C avec une légére ventilation.
TE1-1-2- Traitement des animaux :

09 rats sont P € Tret 7T Vlots:
Lot n°=1 : témoin (02 rats) qui ne regoivent rien.
Lot n°=2 : traite (04 rats) qui regoivent les deux médicaments, la Vinblastine (1mg / kg),
I’Epirubicine (1,60mg / kg).
Lot n°=3 : Prétraité (03 rats) qui regoivent ’extrait de la propolis (100mg/kg) - un traitement
préventif — pendant 10 jours, avant ’administration des deux médicaments anticancéreux :
Vinblastine (1 r~ / ¥~ et Epirubicine (1,60 r~ / = dans une seule dose thérapeutique pour
le lot traité (iot n°=3).
1I-1-2- La propolis :

Nous avons utilisé la propolis brute déja extraite par les étudiants de Magister, dans le
laboratoire de recherche scientifique de pharmacologie et phytochimie de "université de Jijel

IIs suivent le protocole d’extraction suivant :

[Is ont procédé a I’extraction des substances bioactives et & leurs purifications (le solvant
utilisé est de I’éthanol). La quantité de la propolis additionnée a dix volumes de solvant de
son poids (pour 1g de propolis ils ajoutent 10ml de solvant), la propolis brute est coupée en
petits morceaux et mise dans un récipient. Si elle est trop molle elle est placée au réfrigérateur
pendant quelques heures puis coupée, par la suite elle est additionnée de dix volumes de son
poids d’éthanol a 95% puis laissée pour mécération pendant 15 jours, avec agitation de temps
en temps.

Le mélange est filtré sur papier filtre ou de coton. (dix fois) en suite, le filtrat est évaporé en
utilisant un évaporateur de type rotatif. Cet extrait est conservé dans des bocaux fermés

hermétiquement et placé dans un endroit a I’abri de la lumiére et la chaleur, (Schéma, 13).
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20 g de propolis dans 20 ml d’éthanol a 95%

!

Mécération 15 jours

i -

Filtration avec du papier filtre ou de coton ( au moins 2 fois) |

Ji

2 Evaporation, extrait brut (100mg/kg)

Schéma 13 : Protocole d’extraction des principes actifs de la propolis.

[1-2- Méthodes :
II-2-1- Préparation des solutions administrées :
I1-2-1-1- La solution de I’extrait de la propolis :
<. prend ... ml de Pextrait de la propolis, et on le dissout dans 1 ml d’alcool (éthanol) et
8.8 ml d’eau distillée avec une agitation pour bien dissoudre.
- Calcul du volume administré :
1 ml de la solution de la propolis — 200 g (poids du rat).
Viml —150 g
Vi =0.75 mlL

..onc pour un rat de 150 g, le volume administré est de (.75 ml.

I1-2-1-2- Les solutions médicamenteuses :
I1-2-1-2-1- La Vinblastine :
D’abord il faut calculer la dose thérapeutique du médicament « Vinblastine » administrée a
un rat moyen de 150 g.
-Calcul de Ia dose administrée par rat : (150 g)
1 mg de Vinblastine — 1000 g (poids)
X2 mg —150 g (rat)
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X2 =0... mg —rat.
Chague rat regoit 0.15 mg de la Vinblastine.
-Préparation de la solution médicamenteuse :
0,15 mg Vinblastine — 0.15 ml =V,
10mg -V
V33,33ml
Donc ou dissout 10 mg de la Vinblastine dans 33.33 ml d’eau distillée puis on administre

0,5 ml de la solution mére pour chaque rat.

[1-2-1-2-2- L’Epirubicine :
La dose thérapeutique de I’Epirubicine est de 60 mg / m’.
11 ﬁlut calculer le volume a administrer correspondant & cette dose.

- Calcul de la surface pour un rat de 150 g :

Un h de 70kga :sw 1,87 n?’.

70 kg — 1,87 m*
0.150 kg (rat) — Y}
Y, = 0,004 m’
La surface d’un rat de 150 g rat égale 0,004 m’.

- Calcu) de la masse du médicament correspondant :

img  bic 1
Y,mg — 0.004 m’
Y,=0,24 mg.

Chague rat recoit 0.24 mg d’Epirubicine.
- Préparation de la solution mére :
1.e médicament est dilué dans le NaCl 9%o
- 1 _aratic dul 19 %
9 g de NaCl —1000 ml
Y3 de NaCl — 5 mi
Y;=0.045 g
Pour préparer 5 ml de NaCl 9% il faut 0.045 g de la poudre.
- Préparation de la solution médicamenteuse :
10 mgd iribict Sml¢ NaCl o
Ys —1ml
Ys=2mg.
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Donc les concentrations de la solution médicamenteuse égalent & 2 mg/mi.
- Calcul du volume administreé :
2 mg d’Epiribicine —1 ml NaCl 9%
0.24 mg — Vyml
V3= 0.12 ml
Chague rat regoit 0.12 m! d’Epirubicine qui corre _, »nd 2 0.24 mg.
- Les administrations effectuées pour un rat de 150 g sont :
-V, de la solution de propolis = (.75 ml.
-V, de la solution de Vinblastine (1mg /kg) = 0.5 ml
- Vi de la solution de ’Epirubicine (1,60 mg /kg) = 0.12 ml.
%
11-2-2- Voies d’administration des différents solutions :
11-2-2-1- Par gavage gastrique :

La solution polyphénolique est administrée par gavage gastrique selon la méthode
suivante : la nuque du rat a été fixée par I'index et le pousse de fagon a tenir Ia peau du rat
dans la paume de la main gauche, ’administration s’effectue par la main droite qui porte la
seringue menue d’une sonde métallique, cette derniére applique une pression sur la bas de la
langue pour assurer une ouverture bucco —~ pharyngienne et permettre sa pénétration dans

I’ cesophage.

11-2-2-2- Par voie intraveineuse :
Les deux médicaments sont administrés par la voie intraveineuse au niveau de la veine
caudale, cette derniére est imbibée dans 1’eau tiéde pour assurer la dilatation des vaisseaux

sanguins et faciliter I’administration qui s’effectue par une seringue .

I1-2-3- Les prélévements :
11-2-3-1- Prélévement de sang :

Le sang est prélevé par ponction & I’aide d’un cathéter hémotube « tube a hématocrite » le
bout est introduit délicatement au niveau rétro—orbitaire dans le sinus carvéneux riche en
sang, le sang monte alors par capillarité et sera récupéré dans des tubes secs.

En suit , le sang est centrifugé & 3500 tour/min pendant 10 mn . les sérums obtenus soit

serviront directement, soit conservés dans des épindroffes a froid.
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11-2-4- Etude de ’hépatotoxicité :

Dans notre étude de 1’hépatotoxicité, nous avons procédé aux dosages du TGP sérique,
MDA cytosolique et GSH cytosolique.
- Lieu de dosage : ces dosages ont été réalis¢é au niveau du laboratoire de toxicologie

I’institut de biologie de I'université de Jijel. I.a lecture s’effectue a I'aide d’un
spectrophotomeétre de type UV min 1240 SHIMADZU.

I1-2-4-1- Evaluation de cytolyse hépatique :

En pratique, les transaminases ou les amidotransférases possédent le meilleur pouvoir pour
dgterminer une hépatite quelque soit l'origine (virale, alcoolique, médicamenteuse,
surcharge). Le T( est plus spécifique des affections du foie que le TGO a raison de :

- La localisation a Dintérieur des hépatocytes est différente (TGO localisé dans le
cytoplasme et les organites cellulaires, alors que le TGP est localisé en totalité dans le
cytoplasme).

- La durée de vie est différente : la durée de vie de TGO est inférieure a celle de TGP
(CHAREL, 1991).

11-2-4-1-1- Principe de dosage :

Le dosage des transaminases se fait par méthode colorimétrique.
Le TGP (ALAT) catalyse le transfert du groupement amino de la L-alanine au 2-
oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate. La concentration catalytique est
détermin€e en utilisant la réaction couplée de lactate déshydrogénase (LDH) a partir de la
vitesse de disparition du NADH, mesurée a 340 nm.

AIAT

Alanine + oxaloglutarate ——» Pyruvate + Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH+HW ——» Lactate + NAD"

I1-2-4-1-2- Composition des réactifs utilisés :

-Réactif A : Tris 150 m mol/L , L-alanine 750 m mol/L. ,Lactate déshydrogénase > 1350 U/L
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11-2-4-2-1-3-1- Préparation de 'homogénat :
Pour le dosage du MDA nous avons utilisé 1 g de foie additionné a 3 ml de Kcl (1.15 m)

puis broyage par un homogénéiseur de dounce.

11-2-4-2-1-3-2- Etapes de dosage :
Le dosage du MDA est effectué selon le protocole récapitulé dans le ( tableau 08) -

Tableaun 08 : Etapes de la réalisation de dosage du MDA

Tubes
Solutions (ml) Tube blanc Tube échantilion
Homogénat tissulaire — 0,5
KCl 0,5 —
TEA 0,5 0.5
TBA 1 1

Incubation dans le bain marie & 100°c pendant 15 minutes, puis refroidissement

| butanol 4 4

Centrifugation de 15 minutes a

3000 tours /minute

1a densité optique est determinée sur le surnageant au spectrophotometre a 530 nm

P onfait projection des différentes densités optiques obtenues sur la courbe d’étalonnage

pour obtenir les concentrations en nanomol du MDA /g de foie.

11-2-4-2-1-4- Réalisation de la courbe d’étalonnage :

Pour réaliser la courbe d’étalonnage on a utilisé pour la dilution le tétraméthoxvpropane
(les acétals methoxy) de poids moléculaire 164,20g qui est une forme stable qui donne
stoechiomé nent en 1 " w acide du malondialdéhvde, les étalons de
tétraméthoxypropane se présentent sous forme d’huiles peu hydrophile & température
ambiante (Voir annex). La purte de notre flacon utiliser est 99% et la molarité est de 6.02
mal/l

Les dilutions réalisées sont {0,00625 . 0.0125 . 0.025. 0,05, 0.1 . 0.12) nmoV/L, puis on suit
le méme protocole de dosage de MDA . la lecture s’effectue a 530 nm sur la phase
b
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I11- Résultats et interprétation :

I11- 1- La mortalité des animaux et les effets indésirables remarqués :

Aprés le traitement par les deux anticancéreux, Vinblastine (1 mg /kg) et Epirubicine
(1,60 mg/ kg) on a enregistré deux cas mortalité dans le lot traité seulement par ces deux

[

Cetle’ “jour | le it . On n’enregistre aucun cas de mortalité

licaments le
pour les autres lots (le lot témoin et le lot préventivement traité par ’extrait de la propolis
(100 mg / kg). Chute de cheveux une diarrhée et une nécrose au niveau de la queue du lot

traité qui sont des effets indésirables des médicaments.

I11- 2% Résultats et interprétation de ’étude de la toxicité hépatique :
III- 2-1- Le dosage sérique des transaminases (TGP) :
III-2-1-1- Résultats :

Les variations de P’activité des transaminases glutamo-pyruvates (TGP) au cours de
traitement par la Vinbl ine (1 mg/ kg) et ’Epirubicine (1,60mg / kg) pour le lot traité et par
ces deux médicaments anticancéreux associés aux polyphénoles ( extrait de la propolis 100
mg /kg ) pour le lot prétraité , sont rassemblées dans le tableau 09 et représentées en
histogramme 01 .

Tableau 09 : Evaluation des activités de TGP (UI) aprés traitement par la Vinblastine (1 mg
/kg) et ’Epirubicine (1,60 mg/ kg) seuls ou associ€s a la propolis (100 mg / kg).

1 it Jo J7 J14 Ja1
(jours)
Traitement
Le lot témoin (n=2) 42,82+ 0.71 45.36 46.66 —_
Le lot traité par la Vinblastine *xox * ok
(1 mg/kg) et 36.66 179.98 £4.73 | 176.54 —
L’Epirubicine (1.60mg / kg)
n=4)
Le lot prétraité : la Vinblastine
(1 mg /kg )et 39.99+ 37.7 93.32+4.24 |63.32 43.32
L’Epirubicine (1.60 mg /kg)
Extrait de la propolis (100
mg/kg) (n=3)
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Aprés 21 jours (J1) les valeurs de TGP chez le prétraité sont trés proches a celles du

groupe témoin (43,32UI chez le lot prétraité contre 46 ,66UI chez le témoin).

I11-2-2- Le dosage cytosolique :
111-2-2-1- Evaluation malondialdehyde (MDA) :

IT1-2-2-1-1- Résult:
I11-2-2-1-1-1- Résultats de la réalisation de la courbe d’étalonnage du MDA : (tableau 10)

Tableau 10 : La représentation des résultats de la courbe d’étalonnage de MDA.

Ifa cor tration u
Y 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.10
(MDA) nmol /1

La densité optique

(DO) 0.030 0.120 0.414 0.902 1.95

Le ceefficient du corrélatién r=0,99

Les résultats de la courbe d’étalonnage sont représenté si dessous (la courbe 01) :

DO
T 0.5 Abs i

0.01 nmol/L

= N

La concentration du MDA
(n mol/l)

La courbe | : Lacourbe d’étalc ~~-ge du MDA

o, J 54 y,









Le ceefficient de corrélation r = 0.985.
Les résultats de la courbe d’étalonnage sont représentés si dessous { {.a courbe 02) :

Do A 0.3 Abs t

L

1 mmol/L

—p

La concentration du GSH (mM)

¢ Lacourbe 02 : La courbe d’étalonnage du GSH.

I11-2-2-2-1-2- Résultats de dosage du GSH :

Les variations des taux de glutathion intracellulaire de foie sont représentes dans le
(tableau 13) et par I’histogramme 03 :
Tableau 13 : Variation des taux de glutathion (GSH) hépatique par m mol/g de fois aprés
I’injection e la Vinblastine (1mg/kg) et Epirubicine (1.60) mg/ke seuls ou associés a la

propolis 100 mg/ke en fonction du temps (jours ) .

<. __ Durée du traitement (jours)

\ Jo J7 J]4 JZ]

T~

Traitement \

Lelottémoin |, (n=2) 8.87 7.28

Le lot trait¢  r-
La Vinblastine (1mg/kg) et
o 335+ 098 2.21
I.’Epirubicine (1,60 mg/kg) - o
(n=4)

Le lot prétraité par :

La Vinbiastine (1mg/kg),
L’ Epint (1,601 kg)et 6.21 4.96 5.21
L’extrait  brut de la  propolis

(100mg/kg), (n=3)
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Conclusion

Notre organisme est en permanence soumis a un stress oxydant susceptible d’endommager
les cellules et les tissus, et d’induire diverses pathologies (GUTTERIDGE et al ; 1992).

Les médicaments ou les substances chimiothérapeutiques ciblent efficacement les cellules
cancéreuses comme elles peuvent altérer les cellules intactes par leurs métabolites réactifs qui

donnent naissance a un str . oxydant touchant notamment les hépatocytes.

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie, parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites
secondaires qui font 1’objet de nombreuses recherches, ceci est notamment le cas des

poglyphénoles (BAHORUM, 1994}

L’étude de I’activité pharmacologique des polyphénoles (extrait de la propolis) sur des rats
de laboratoire aux quels nous avons administré les médicaments anticancéreux (Vinblastine
1mg/1g, Epirubicine 1,60mg/1kg) a permis :

e De vérifier ’hépatotoxicité de ces deux médicaments (Vinblastine 1 mg/kg et Epirubicine
1,60r - kg) par la modification apparente obtenue de certains paramétres tels que :
les transaminases TGP; le malonedialdéhyde MDA et le glutathion GSH.

e De confirmer I'effet préventif de 1’extrait polyphénolique qui s‘avére positive dans ce cas
pathologique, puisque son administration permet de réduire les taux élevés des (TGP, et
MDA) et d’augmenter le taux de glutathion GSH.

¢ De confirmer I’effet scavenger des polyphénoles sur les radicaux libres.

Le protocole expérimental suivi dans notre étude, nous permet de confirmer I’effet
hépato-protecteur des polyphénoles; malgré qu’elle est proche aux expériences précédentes,
elle restera incompléte pour confirmer les résultats obtenus, surtout qu’elle a été réalisée sur

un nombre de rats insuffisant pour I’étude statistique.

Pour terminer; une meilleure connaissance des structures des polyphénoles, de leur
biodisponibilité, leur mécanisme d’action au niveau moléculaire et leur demi-vie, permettra de

bien étudier I’effet préventif de ces substances naturelles.
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Annexe :

- La dose de PEpirubicine en mg/kg :

70 kg — 1,87 m*
Ye 12
Ye=137,43 Kg
60my 37,43Kg
Y;mg—1Kg
Y7 =1,60 mg

! 60 mg/m” = 1,60 mg/K ~
- Préparation du TCA 5% :

5gde” A 100 mi (H,0)
X; g de TCA 50 ml (H,0) .

vy

X]z 2,5 g.
Pour préparer 50 ml de TCA 5% ; il faut 2,5 g de TCA.
- Prépara )n du phosphate dissodique (Na,HPO,) 0,1M :

IMde! H . 142 ~

O, 1M de Na:I'IPO4 Xz.

X,=142¢.

14,2g — % 1000ml.

X3 g > 200ml.

X3 = 2,84 g
Pour préparer 200mi de tampon phosphate 0,1M; il faut 2,84 g de Na,HPOQ,.
- Préparation du DTNB : 0,01M :

IMdeDTNB  ______, 3935g

0,0iIMde TI'NB Xs8.

X4 =3,9635 g.

3 Dl — R G



Xsgde DTNB —— 10mi (H20).
Xs=0,039 g.
Pour préparer 10 ml de DTNB 0,01M; il faut 0,039g de DTNB.
-Prépa iondu GSH 10 mM :

3,15mgdu GSH ———— 10ml (H.0).
XemgduGSH ____ o _mluae,.

X6 = 0,63 mg.
Pour préparer 2ml du GSH 10mM il faut 0,63 mg.

#
- Préparation du k.. (1,15M):

1M du KCi —_» 7445 g (KCD).
1,158 1(KChH _ Yig

Y; = 85,61 g.
85, 61 g (KCI) R 1000 ml (H,0).
Y, g (KC) . 30 ml (H;0).

Y, =2,568 g.

Pour préparer 30 ml de KClI (1,15M) il faut 2,568 g de KCl.
- Préparation du TCA 20% :

20g de TCA — 100 ml (H,0).
Y; gde TCA —_—— % 20 ml (H;0).

Y3 =4 g.
Pour préparer 20 mi de TCA 20% ; il faut 4 g de TCA.

- Préparation du TBA 0,67% :

0,67gduTBA — — 100 ml (H;0).
YsgduTBA 10 ml (H,0).
Y+=0,067 g.

Pour préparer 10 ml de . 3A 0,67%; il faut 0,067 g.

- Pr aration de la gamme d étalonnage de I'l....A :









