


n'illr-l ﬁﬁmum

Avant tout nous remercions DIEU de nous avoir donner le courage de

surmonter les obstacles pour réaliser ce travail.

' , ‘1 plus sinc_es remerciements et nofre profonde
gratitude envers monsieur Lahouel Mesbah qui nous a proposé ce sujet de
recherche T qui nol " © * utenu par ses conseils, sa compréhension, sa
gentillesse et ses encouragements.

Nous remercions trés vivement M Benguedouar Lamia et Madame Roula

Sadjia d'avoir accepter de juger et ce modeste travail.

Un remerciement infini pour Mr AMIRA SAAD, Enseignant a |'école para-
médicale de Jijel, pour son aide précieuse dans la partie bibliographique et pour son

esprit sympathique.

Nous remercions également, Messieurs Boudjellal Ferhat, Ldib Sdid, Aliane
Mohamed et Bouteghane Enseignants a |'université de Jijel pour leurs aides

précieuses.

Nous remercions également |'équipe du laboratoire de recherche surtout
Tarek, Mounia, Khaira pour les aides qui nous ont procuré dans la partie pratique.
Que nous colléegues de 4°™ année Biologie, promotion 2006 frouve ici notre

singere sympathie.

Nous tenons a remercier également,
- Yahia, Sonia, Samia, Rachid, Houria, techniciens du laboratoire de biologie de

I'université de Jijel et Ziad responsable de |'animalaire. -

56



SOMMAIRE

INTRODUCTION ..iiiiiiniiiiiniiiiiitriiiiiiissesseieisstietistesionsssssascensens 1

ANALY EBI LIO PHIQUE

Chapitre I tle coeur. ... 2
T - 1 COBUT o 2
[-1-1- ANatomie U COBUT ...ttt ittt et e ettt e e e eeaaas 2
[-1-2-physiologie du COBUL. ...t e e 2

[-1-3-1'histologie des cellules cardiaques..........oviviirieniii e, 3

Chapitre II : le cancer

I1-1- Biolo@Ie dU CANCOT. ...\ttt e e et 5

II-2-DIa@NOSTIQUE . .entene ettt e 7

TI-3-TraltemMent. ...ttt e e et 8
II-3-1- La Chirur@ie. .. .oooui e 8
[1-3-2- La radiothérapie ...........ooevuiiiiii i 8
[1-3-3- L hormonothérapie...........ooiiiiiiii e, 9
[1-3-4- La blothérapie. .. ......ootiiiii e 9
I1-3-5- La chimioth€rapie. .........ocoiiiiiiiii i 9

Chapitre III : Les anticancéreuX.............c.oovvveiiiiiii et aiei e, 10
[I-1-La chimiothérapie...........ooiiiii i 10
[II-2- Les médicaments antiCanCErCUX . .. ....vneiutenint ettt eneieenae e anaene 10

[1I-2-1-Lieu d'action des médicaments anticancéreux........................ 11
[11-2-2-Classification des anticancéreux..........o.cooviieiiiiieiieninnn o 12
[11-2-3- Mécanisme d'action des médicaments anticancéreux............ 15

[1I-2-4- La pharmacocinétique et la pharmacodynamie des anticancéreux..15
[11-2-5-Les problémes présents de la chimiothérapie ...............coooiviien.n 15

[0 AT BB (03 4 (o) 1< TU A U



I11-2-5-2-1- La toXicité @lgUe.......cuvvueiriieiitiiiii e 20

[11-2-5-2-2- La toxicité chronique................coeeiiiiii i 20
[1I-2-5-3 -L a toxicité cardiaque..........oovveieiiriiieieie e, 22
[11-2-3 -L'étude de deux médicaments.............co.eiviiiiiiiiiiiiiiiiie, 23
I1-2-3-1- L’ epirubiCine. .. ...couiiniit i 23
II1-2-3-2- 1a VINbIasting. ... ov e et e 24
III-2-4- Le Stress OXYAant .....ooneii i e e e e e e 26
ITI-2-4-1- DEFINItION. .o e et et e 26
I1I-2-4-2- Les marqueurs biologiques du stress oxydant................c.ooocoiiiiiiiniin. 26
I11-2-4-2-1- La péroxydation lipidique.............c.oovviviiiiiiiiiiiiiiia 26
[II-2-4-2-2- 1 ProtéINes OXY(  euveriniititintit ettt 27
I11-2-4-2-3- La 8- hydroxy-2 deoXyguanosine. .........o.eeeeeeieiiiiiainieiiannnn. 27
1I-2-5- Le systeme de détoxification...........oouiiiiiiiiiiii i 28

Chapitre IV :les polyphénoles......... ... 29
IV-1-1es polyphenoles. ... ..o 29
IV-1-1-strn  1re des polyphenoles .............ooiiiiiiiii i 29
[V-1-2- Biogenése des compos€s phénoliques..........ooviiiiviiiiiiiiiiiiiiai s 29
IV-1-3- les propriétés des polyphenoles..............coooii i 29
[V-1-3-1-Propriétés physiques. ...........oviiiiiiiii i, 29

[V-1-3-2- Propriétés chimique...............oooiiiiiiiiiiiiiiiee. 030

IV-1-4-les activités des polyphenoles..........cooiiiiiiiiii i 30
IV-1-5-L'origine des pol, | 1 dleS...oiiiiii 31

IV 2-La PrOPOLIS. .o 31
IV-2-1-La récolte duPropolis. ... ... vov oo 31
IV-2-2-La composition ChiMiQUe..........ovvtiuiiiiitiitireeai e, 32

IV-2-3- Les propriét€s de propoliS.........evriiriirintiiii i i e 33

IV _3-1-Pr  iétésph, coch que..........cooooviiiiiiiiiiii, 33

IV-2-3-2- Propriétés pharmacologiques et biologiques........................ 33

53



PARTIE PRATIQUE: MATERIEL ET METHODES
Chapitre V : : MATERIEL ET METHODES

Vel- MATERIEL. ..o e e 36
.-1-1. . .éparation de la J PP )
V-1 parati O OO 36
V-1-3- Entretient des animatX. ........o.ourreriinrieiieieentet et et eeaeaeaneas 36
V-2- METHODES
V-2-1- Traitement des anImMaUX. .. .. ..ouuurutnnineettantee ettt et nnaetane e e 37
V- Préparation hc PP 37
V-2-2-1-Dosage du CPK........ooiiiii e 39
V-2-2-2-Dosage du GSH.........ooii i, 41
V-2-2-3-Dosage du MDA . ... .o 43

Chapitre VI : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

VI-1- La mortalité

...............................................................................

45

VI-2- Variation des parametres biochimiques............ooooviiiiiiiiiiiiiiiia 45

VI-2-1- Evolution de l'activité de CPK..............ooiiiiiii 45

VI -2-2- Variation des taux deGSH..............ooiii 47

VI-2-3- Variation des taux de MDA cytosolique du cceur........................... 48

Chapitre VII :DISCUSSION. ... e, 49
CONCLUSTON . e e e, 51

“““““ A A pr















Chapitre I; le Coeur Analyse Bibliographique

2- les cellules nodales :

Constituent un groupe de cellules cardiaques réunies par certaines propriciés:
- peu contractiles (peu de myofibrilles)
- génératrices, conductrices et régulatrices du potenticl
Draction (potentiel de repos instable).

On distingue essentiellement :
- les cellules du nceud  atrio-ventriculaire, & structure différente : elles se terminent
au pole distale par des fibres qui ensemble constituent les branches de HIS.
- Les cellules de nceud sinusal, génératrices du rythime cardiaque normal.
- Les fibres de purkinje : large fibres conductrices riches en glucogéne et ¢n
mitochondries.

3- les cellules endocrines cardiaques :

Ce sont des cellules myocardiques spécialisées situées essentiellement dans les oreillettes.ces
cellules secrétent le facteur natruiretique, qui rente dans la régulation de la pression artérielle et

du volume sanguin[4] .
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Chapitre 111 Les anticancereux Analyse Bibiographigue
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Schéma (2): Site et mécanismes d'action des principaux médicaments. [12].






Chapitre I1I: Les anticancereux

Analyse Bibiographique

Les principaux mécanismes de la résistance sont résumés dans le schéma (2).

Médicament

actif

Médicament

actuf

o 4

Médicament inactif

\Q Médicament

actif

Schéma (2): sites potentiels de la résistance aux médicaments a un niveau cellulaire.

1- Augmentation de sortie du médicaments (par ex: p-
glycoprotéine dans résistance a plusieurs médicaments)
2- Reéduction de transformation d'une drogue inactive en
une drogue active (par ex: résistance a la mitomycine)

3- Augmentation de la réparation de I'ADN (par ex:
augmentation de 1'Og methyguanine AND melhyl
transférase dans la résistance au BCN4)

4- Augmentation du métabolisme de la drogue inactive
(par ex: augmentation de l'aldéhyde déshydrogéne dans

la résistance au cyclophosphamise)
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5- diminution de l'entrée du médicament (par
ex: diminution de la perméabilité mombranaire)
6- Augmentation de la liaison du médicament
dans la cellule (par ex: systeme du glutathion )
7-  Distribution intracellulaire altérée du
médicament (par ex: aux lysosomes)

8- Altérations d'enzymes cibles spécifiques (par
ex: altération de la topo- isomérase II dans la
résistance 4 I'etoposide et augmentation de la
dihydrofolate réductase dans la résistance au

methotrexate).




























































Chapitre V :Matériel et Méthodes Partie pratique

V-2-3- Dosages biochimiques :
V-2-3-1-Mesure de I’activité créatine kinase :

La créatine kinase (CK) catalyse la phosphorylation de I’ADP par le phosphate de créatine
pour donner la créatine et I’ATP.
La créatine kinase (CK) accomplit une fonction importante dans les muscles produisant de I'ATP
apartir de I’ADP quand le muscle se contracte, utilisant la créatine phosphate comme source de

phosphate [73-74-73].

* La répartition :

La créatine kinase présente en quantité importante dans les muscles squelcttiques et
myocardiques. La teneur des autres tissus est plus faible :
La créatine kinase est formée de deux subunites de type difféerent : M(muscle) et B(brin) donc

trois 1so enzymes existent ~ MM-MB-BB[73].

le dosage s’effectue sur le sérum .le prélevement doit étre amené rapidement au laboratoire
en raison de la fragilité de I’enzyme .la créatine kinase présente dans le sérum provient
essentiellement du muscle et sa concentration dépend d’une série de variables physiologiques
(sexe ,age ,masse musculaire ,activité physique ,race). donc I’activité musculaire ou des €jections
intramusculaires peuvent augmenter le taux sérique de la créatine .les résultats normaux varient
selon la méthode utilisée.

La concentration en CK dans le sérum est relativement élevée chez les patients présentant
certaines maladies : du muscle squelettique (dystrophie musculaire, myosite, polymyosite
hyperthermie maligne, traumatisme ,rabdologie aigue). Du systeme nerveux central (maladie
cérébroside aigue, ischémie, syndrome de REYE) et de la thyroide( ( hyperthyroidisme).

Des consommations élevées en CK  sont observées 3-6 heures apreés infarctus de
myocarde ct atteignent des valeurs maximales 24-36 heures aprés. La concentration devient

normal en trois a quatre jours car I’enzyme est €éliminé rapidement du plasma [73-74-75] .

* Principe:
la concentration catalytique de la créatine kinase est déterminé gracc aux réactions
couplées de I’hexokinase et la glucose 6- phosphate déshydrogénase, a partir de la vitesse de

formation du NADPH, mesuré a 340 nm. Ce dernier est formé selon la réaction suivante :
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Chapitre V :Matériel et Méthodes Partie pratique

Phosphate de créatine+ADP  CK créatine+ATP

ATP+Glucose HK  ADP+GLUCOSE - 6-PHOSPHATE
Glucose-6-Phosphate + NADP+_G6-P Gluconate-6-phosphate+NADPH+H
DP

Composition des réactifs:
Le réactif de travail est formé par 2 réactifs : réactif A et réactif B (lyophilisat).les réactifs

utilisés sont formés des composés sutvants :

Composition du réactif A

Imidazole 104 mmol/L
EDTA 2.08 mmol/ L
Acétate de magnésium 10.4 m mol/ L
D-glucose,PH6-6 20.08 m mol/ L

Composition du réactif B

Phosphate de créatine 31.2 m mol/L
ADP 2.08 m mol/L
AMP 5.02 m mol/L
P1.P5 di(adenosine-5-) petaphosphate 10.40 m mol/L
NADP 2.08 m mol/L
N-acéthylistéine 20.8 m mol/L
[Hexoquinase 3120 m mol/L,
Glucose-G- phosphate déshydrogénase 2080 m mol/L

Le réactif de travail est préparé en ajoutant 2.5 ml de réactif A au hyphylisat dans un flacon

de réactif 3 ¢t mélanger doucement.
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Chapitre V :Matériel et Méthodes Partic pratique

*composition des réactifs :

Les réactifs de travail sont présentés dans le tableau suivant :

Solution de GSH : IL15 H
3.15 mg de GSH

10 mi d eau distill¢

DTNB 001 M
‘Tampon phosphate PH=8.0.1M
TCA 5%

s Mode d'opératoire :

lg de cceur (frais ou congelé) est coupé , homogénéisé avec 3 volumes de [’acide
trichloracétique TCA (5%) & ’aide d’un broyeur de source, centrifugé a 2000 pendant 10-15
minutes, ensuite 50 ml du surnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate(0.1m.ph=8)
.20 ml du DTNB (0.01m) sont ajoutés au mélange de dilution. aprés 15min d’incubation. la
lecture de la densité¢ optique est effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions avec le TCA(5%)
le taux du GSH est déduit a partir d’une gamme ¢€talon de glutathion préparé dans les mémes

conditions que le dosage et les concentrations sont exprimées en mM de GSH/ g de cceur.

¢ Préparation de la gamme:

On prépare une solution mere de glutathion a 10 mM par 3.15 mg de GSH et 10 ml de I'eau
distillée puis on fait la dilution :
e GSH 5 Mm : 50ul de la solution de GSH al0 mM+350u 1 H20
e  (SH 2.50 mM : 25 ul de la solution de GSH a 10 mM+25 ul H20
e GSH 1.25mM :12.5 ul de la solution de GSH a 10 mM + 12.5 ul H20
e GSHOmM : 50 ul d’eau distillé.
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Chapitre V :Matériel et Méthodes Partic pratique

V-2-3-3-Dosage de malonyl dialdé¢hyde cytosolique (MDA) :

Les acides gras polyinsatures des membranes cellulaires sont la cible principale des
espéces oxygénées activées (EOA), ils en résultent la formation des peroxydes lipidiques qui sc
décomposent toute fois en sous produit et donnent le malonyl dialdéhyde.

Il est toute fois bon de rappeler que Le MDA ne représente qu’un faible pourcentage. lors de

stress oxvdant ce dernier augmente {36-78].

e Principe :
La méthode de OKAWA et al est utilisée pour ce dosage .le principe est le suivant :
["MDA réagit avec deux molécules de TBA( acide thiobarbiturique’ dans un milieu acide (PH2
a 3) et a chaud 100° C pour donner un pigment coloré en rose absorbant a 350 nm et extractible

par les solvants organiques comme le n-butanol.

e Composition de réactif :

KCL 1.15m
Acide trichloracétique (TCA) 20%
Acide thiobarbiturique (TBA) 0.67%
n- butanal

* Mode opératoire:

Pour le dosage de I’MDA nous avons utilisé 1 g de cceur additionné a 3 ml de la solution
de Kcl (1.15m) ,homogenéisé & I’aide de ’homogenéiseur.A0.5 ml de ["homogénat nous avons
additionné 0.5 ml d’acide trichloracétique 20% et | ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67 %.

Le mélange est chauffé 4 100 C° pendant 30 minutes, refroidis- puis additionné a 4 ml de n-
butanol . Aprés centrifugation de 15 minutes a 300 |, la densité est déterminée sur le surnageant a
530 nm. le taux de MDA est déduit a partir d’une gamme €talon.

I.es concentrations de MDA sont exprimées en Ul/g de cceur.
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Chapitre V :Matériel et Méthodes Partie pratique

e préparation de la gamme :
la gamme ¢talon est préparée dans les mémes conditions que le dosage ,on utilise une solution de

tetracthoxy propane (TEP)a des concentrations différentes (0.1 .0.05,0.025,0.0125,0.0625 nM/I.)
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Evolution des taux du MDA
cytosolique cardiaque,
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Figure 02: Evolution du Taux de MDA cytosolique cardiaque.

On observe une augmentation du MDA cytosolique du coeur dans le lot traité dés le 7°™
jour de traitement. L'augmentation observée devient trés significative (15 ng/mg/ml) au de la du

14" jour .

Chez le lot pré- traité par la propolis (100mg/kg), le taux du MDA cytosolique des
cellules cardiaques est similaire & ce lui des témoins : (14 ng/mg/ml) contre (13 ng/mg/ml) chez
le témoin.

VI-2-3- Variation des taux du GSH :

Tableaun 08: évolution du taux de GSH apres traitement par epirubicine (1.44mg/kg) et
vinblastine (1mg/kg) seule ou associe a la propolis 100mg/kg.

Durée de traitement 07 jours 14 jours 21 jours 28 jours
Les lots
témoin 3.25 2.58 3.92
Propolis 100g/kg + 3.25 5.169 4.003 2.140

epirubicine+ vinblastine

Epirubicine 1.44mg/kg + 3.25 0.981 1.171
vinblastine 1mg/kg

47






(D
CHAPITRE VII :
DISCUSSION




e

Chapitre VIl : Discussion Partie prauque

VII- Discussion

La plupart des produits chimiques, dont organisme ¢st toujours en contacte, présentent des

ctiets mdesirables plus ou moins néfaste.

LLa toxicologie cst la science qui s'intéresse a I'étude de ces effets néfastes en déterminant
leur mécanisme d'action, les sites et les organes cibles ainsi de chercher des traitements pour les

différentes manifestations et disfonctionnements provoqués par ces produits.

[Le coeur est lorgane le plus soumis aux effets toxiques des produits chimiques cl

médicaments parce quil présent fe hieu du passage d'un grand nombre de ces dernier par le sang.

Certe toxicité€ est due principalement aux métabolites réactifs de ces substances chimiques.

Comime dans le cas de l'epirubicine et la vinblastine. deux médicaments anticancéreux trés
utihsés dans le traitement de certaines affections anticancéreuses (cancer du semn. testicule, de

'ovaire, et carcinomes mammaires .. .clc. ).

Cependant l'utilisation de ces médicaments reste limitée par sa toxicité non himitée sur les

tissus sains notamment les tissus cardiaques {79].

Fonoeffet, la famille des polyphenoles conuent des substances peuvent dininuer cette
toxicité et pour quoi pas I'annuler totalement, par ce qu'ils ont une struclire gui leur permet de

piéger les radicaux libres en les neutralisant [79].

Pour vérifier les cffets cardioprotecteurs des polyphenoles  sur une cardiotoxicite aigue
nduite par l'epirubicine ct vinblastine en une seule administration, nous avons réalisé une-cude
expérimentale chez les rats. Nous avons évalue les conséquences cardiotoxicologiques d'un

traitement préventil par les polyphenoles administrés a une dose de 100mg/kg.

[Les paramétres mesurds qui rendent compte a la fors de I'intoxication par fes anticancereux

scul ctde I effet préventif de Fextrait de propolis sont:
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Conclusion

Conclusion

La chimiothérapie anticancéreuse est un grand espoir en cancérologie, elle utilise des
substances, qui interférent avec I' ADN et avec le métabolisme cellulaire.
Cependant, le mécanisme de sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses est encore

obscur et les risques de toxicité se trouvent ainsi augmenteés.

Donc I'utilisation des médicaments anticancéreux est limité par leur effet néfaste exposant

le patient a des risques énormes, ce qui constitue I'échec de la chimiothérapie anticancéreuse.

En effet les méthodes controlant la toxicité et réduisant les risques de résistance ne cessent
de s'améliorer, les chercheurs espérent disposer un jour d'une substance idéal, plus efficace et

moins toxique.

Chaque année des mulliers des nouvelles molécules anticancéreuses sont élaborées et

testées In Vitro et in vivo.

Nous avons réalisé une étude sur l'effet préventif des polyphenoles sur la cardiotoxicité de

I'epirubicine et la vinblastine.
Les résultats obtenus montrent que la propolis présente un effet préventif sur la

cardiotoxicité des médicaments anticancéreux ce qui nous laisse espérer a son utilisation avec

succes en cancérologie.
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