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Chapitre 1 Le Systéme de Détoxification Non Enzymatique
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Figure 4: Mécanisme de piégeage des RL par la vitamine E (Karleskind, 1992)






























Chapitre I1 Le Systéme de Détoxification Enzymatique Glutathion Dépendant

SH acide aminé externs

Figure 8: Cycle Gamma Glutamyle (Aslund et al., 1997).
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Résultats et Interprétations

1I -Résultats et Interprétations

Le suivie de I’étude expérimentale sur les trois lots de souris utilisées pour
I’évaluation de I’effet du médicament anticancéreux cyclophosphamide seul et en
présence de 1’extrait de Propolis a été dirigé selon les paramétres suivants :

I1-1- Variations des poids des animaux
La surveillance des souris a été effectuée quotidiennement au cours des quatre
semaines d’étude. Les résultats des pesées sont répertori€s dans le tableau 13ci-dessous.

Tableau 13 : Poids des souris des trois lots chaque semaine (g)

Semaine 1

Semaine2

Semaine3

Semaine4

Lot1(témoin)

33,58+0,82

33,45+0,99

33,84+0,42

33,24+1,55

Lot2(traité par

29,89+0,11

30,29+0,3

30,27+0,41

28,31+0,68

cyclophosphamide)
Lot3(traite par
cyclotpropolis

30,14+0,48 | 30,13+0,91 | 29,24+0,76 | 31,13+0,54

—~ 33
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e 32
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Figure 13: Variations des poids corporels des animaux.

La figure 13indique 1’évolution des poids des animaux au cours des quatre
semaines de 1’étude. Le lot traité par le cyclophosphamide (lot 2) et prétraité par la
propolis (lot 3) montrent une différence a partir de la troisi¢éme semaine soit au début du
traitement par le médicament anticancéreux a savoir augmentation chez le lot 3 et une
diminution chez le lot 2.
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II-2- Rapport des poids des organes /poids des animaux :
I1-2-1 Rapport des poids des foies /poids des animaux :
Le tableau 14 expose la relation entre les poids des foies prélevés par rapport au

poids corporels.

Tableau 14: Rapport des poids des foies /poids des animaux

Les jours Lot1(témoin) Lot2(cyclophosphamide) | Lot3(cyclo+propolis)
3™ jour 0,056 0,066 0,051
7°™ jour 0,065 0,060 0,051
14°™ jour 0,060 0,052 0,056

% 0.06 BWA |

% \ p— -s\\;

:§ 0,05

- 8

o 2 004

0 ©

s £ o0

2" o z

& 0,01

& ’

0 T T I
3éme jour 7éme jour 14éme jour
Temps (jours)
—e—Llot1 —=—Lot2 Lot 3

Figure 14: Rapports des poids des foies et les poids corporels pour chaque lot
Au cours de I’étude

La figure 14 ci-dessus montre la différence entre les rapports des poids des foies et
poids corporels pour chaque sacrifice.

La comparaison entre les poids des foies par rapport aux poids corporels entre les lots

témoins et traités ne montre pas de différences significatives, le test ANOVA 4 un seul
facteur a donné une valeur critique supérieure a la valeur calculée.
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__Résultats et Interprétations

I1-2-2-Rapport des poids des reins /poids des animaux :

Le tableau 15 expose la relation entre les poids des reins prélevés par rapport au
poids corporels.

Tableau 15 : Rapport des poids des reins / poids des animaux.

Les jours Lot1(témoin) Lot2(cyclophosphamide) | Lot3(cyclo+propolis)
3™ jour 0,0058 0,0052 0,0058
7ome jour 0,0059 0,0064 0,0059
14 jour 0,0058 0,0054 0,0056
0,007 - -y

g oxe e e . r

@ 0005 L B

E § 0,004 I

2 E o003

£ ° o002

% 0,001

0 T T
3éme jour 7éme jour 14&me jour
Temps (jours)
| —+—Lot1 —=—Lot2 Lot 3|

Figure 15 : Rapports des poids des reins et les poids corporels pour chaque lot
au cours de Pétude

La figure 15 ci-dessus montre la différence entre les rapports des poids des reins et
poids corporels pour chaque sacrifice. La comparaison entre ces poids par rapport aux
poids corporels entre les lots témoins et traités ne montre pas de différences
significatives, le test ANOVA 2 un seul facteur a donné une valeur critique supérieur a la
valeur calculée.

I1-3-Dosage du glutathion cytosolique :
I1-3-1- Courbe d’étalonnage du GSH :

Le dosage du glutathion a été¢ déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage
(figure16) réalisée selon les résultats listés dans le tableau 10ci-dessous.

Tableau 16: Résultats des DO de la courbe d’étalonnage de GSH.

[GSH}(mM) 0 0,312 | 0,625 1,25 2,5 5 10 20

DO 0 0,129 | 0,142 | 0,163 | 0,204 | 0,343 | 0,711 1,35
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Discussion :

L’étude de I’effet de propolis au cours d’un traitement par un anticancéreux a été
réalisé sur des souris reparties en trois lots chacun contenant 7 souris :

Un lot témoin; un lot traité par le médicament cyclophosphamide (anticancéreux)
a la dose 80mg :kg et un lot traité par une association de cyclophosphamide et I’extrait
de propolis (diosmine et que cétine ), ce dernier est donnés par voie oral a la dose
quotidienne de 100mg/kg pendant 7 jours avant le traitement par cyclophosphamide,
qui est donné un seul dose unique de 80mg/kg, il est administré par voie
intraperitonielle.

Sur notre étude, nous avons évalué ’effet de cyclophosphamide (anticancéreux)
en présence et en absence de propolis sur I’activité de certains paramétres hépatiques
et rénal qui sont le GSH du foie et de rein.

Nous avons programmé des sacrifices des animaux a un intervalle de 3,7; 14 jour
apres le traitement par cyclophosphamide nous n’observons aucune mortalité de des
animaux car la dose a administrer est thérapeutique. Qui moins de DL50.

Les souris de différents lots ont été pesé quotidiennement avant et aprés le
traitement (Tableau 6), les moyennes des poids corporels des souris dans chaque lots
(tableau 6,figure 2) montrent une stabilité de croissance de lot témoin par contre a les
lots traite .Le lot 2 traité par le cyclophosphamide seul montre une diminution du poids
corporelle lors de la 3™ semaine mais au contraire pour le 3 *™ lot traité par propolis
connaitre une augmentation de poids lors de la 3°™ semaine.

Cette constatation est confirmée par une anorexie chez les souris de lot 2 par
rapport au témoin qui gardent un appétit normal, cela s’exprime ’effet des métabolites .
secondaire de cyclophosphamide, contraire pour le lot 3 il y a une augmentation de
I’appétit grace a 1’effet préventif de propolis contre les substances néfastes pour les
cellules.

La surveillance des poids des animaux reflétent les pesés hebdomadaires avant
chaque sacrifice du poids corporel, le rein et le foie apres la sacrifice, ainsi que les
rapports établie entre les poids corporel et les reins, les poids corporel et les foie. Les
résultats révelent des variation de ces rapports s’agissent d’une augmentation de
volumes foie du 3°™ lot causé par I’effet de propolis au contraire pour le 2°™ lot qui
diminué par rapport au témoin & cause de 1’effet toxique du métabolites par rapport au
témoin a cause de I’effet toxique du métabolites réactif du cyclophosphamide, dans ce
cas sont: les moutarde phosphamide et I’caroline (Lahouel, 2004).

L’exploration de I’effet de propolis associe au cyclophosphamide Chez les

animaux témoins et traité s’est limitée a des mesure d’activité enzymatique/Le GSH
cytosolique du foie et du rein.
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Des études montrent que le cyclophosphamide transformé dans le foie par
P450.Les métabolites réactif ainsi formés sont responsables d’une glutathion et d’une
lipoperoxydation hépatocytaire. parailleur le propolis est un substance .poly
phénolique d’origine végétale ayant des propriétés biologique antioxydants(Lahouel
,2004)

Les résultats de dosage des protéines cytosolique (Tableau 9 figure 5) montrent
une nette augmentation chez les animaux traité expliquant d’une production
enzymatique due au présence. Des métabolites prouvent s’agir des substances
éventuel, et apres il ya une diminution explique par 1’élimination des métabolites, donc
moins de substrat cause a moins d’activité.

Dans notre étude montre que le taux de glutathion est augmenté aprés
I’administration de médicament anticancéreux s’exprime dans le résultat de dosage en
3% jours aprés le sacrifice. L augmentation de concentration cellulaire de glutathion
ont été » associées a la résistance a différents agent anticancéreux cette augmentation
due a I’effet de métabolite (Gallargher et al., 1998).

La diminution de taux de glutathion (proche de témoin) s’expliqué par le retour
physiologique normal d’animaux .le glutathion permet la détoxification des radicaux
libres et le neutralisé (Gutman et shitini, 1993). Le 14 jour apres le traitement le taux
- de glutathion est augmente c’est le cas de stress.

Les résultats de dosage de y-GT hépatique montre que 1’activité y-GT est
augment aprés le traitement par les anticancéreux donc il y a une induction de
I"activité de cette enzyme. A la présence de cette agent et encore en paralléle de la
diminution de taux de GSH .11 ya une relation entre le GSH et cette enzyme.

Hanigan et pitot suggérent que y-GT qui cliver. le GSH intracellulaire a des
aminoacide (cystéine, glycine et acide glutamique) est positive pour les hépatocytes
qui mieux capable de maintient des niveaux de GSH intracellulaire, mais et est
négative lorsque I’animal est soumis a un traitement par les agent déplétif
(anticancéreux) de glutathion intracellulaire. Ainsi au blocage de glutathion synthétase
par les (anticancéreux) (Gallargher et al ,1998).

Les résultat de dosage de glutathion urinaire montre que, I’activité de y-GT
urinaire qui devient de y-GT sériques est augment aprés le traitement par le
cyclophosphamide est augment & la méme valeur pour les lots 1 et 2 soit présence ou
absence de GSH, cela s’explique que la propolis n’a pas un effet sur cette enzyme.
Mais avant le traitement ’activité de y-GT des souris de lot 3 est augment, cela due a
la physiologie des souris.

Des études déja montré que le rein et le contient I’enzyme qui catalyse la

synthése et ’utilisation de glutathion, ces réactions implique dans le cycle y-
glutamyle.
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Conclusion

Conclusion

La chimiothérapie anticancéreuse a pour but d’éliminer les cellules cancéreuses
dans I’ensemble des tissus.

La toxicité de ces substances chimiques xénobiotiques est & I’origine de la production des
radicaux libres oxygénés. La libération excessive des radicaux libres oxygénés au cours
de ce type de traitement stimule la fonction du systéme de détoxification.

Les pré- traitements par la propolis permet d’atténuer la toxicité du cyclophosphamide,
le mécanisme par lequel les flavonoides exercent leurs effets antitoxiques serait lie 4 la
captation des radicaux libres responsables de la toxicité.

L’étude de I’effet induite par ’administration de cyclophospham1de chez la souris albinos
NMRI a conduit aux résultats suivants:

-Une augmentation de I’activité enzymatique de la y-GT en parall¢le une diminution
de taux de GSH apreés le traitement par le cyclophosphamide.

-L’augmentation de taux de glutathion en absence de propolis et la diminution en
présence de propolis au cours de traitement.
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Glossaire

-Précancéreux: c’est une Iésion susceptlble de se transformer éventuellement en cancer,
surtout si elle n'est pas traitée de maniére adéquate.

-Cholestérolémie: Augmentation anormale du cholestérol (taux du cholestérol dans le
sang).

-Xénobiotiques: toute substance étrangére a 1'organisme vivant.

-Carcinogénes: toute substance susceptible de favoriser ou de provoquer le
développement d'un cancer ou d'une lésion pouvant constituer le point de départ d'un

. cancer.

-Médullaire: caracterise certains néoplasmes épithéliaux d'architecture solide.

-Glomérulonéphrites: Définie histologiquement par un processus diffus de prolifération
glomérulaire extra capillaire, et cliniquement par une évolution rapide vers la mort par
insuffisance rénale en quelques semaines ou quelques mois.

-Lymphome non hodgkin : Lymphome appartenant a un groupe hétérogéne de 1ésions
cancéreuses caractérisées par I'absence de cellules de Sternberg.

- Maladie de Hodgkin: Dans laquel on observe une diffusion des cellules cancéreuses
dans les noeuds lymphoides situés en périphérie de la tumeur originelle et une diffusion
extra nodulaire dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses.

-Alopécie : Chute temporaire ou définitive, totale ou partielle, des cheveux ou des poils,
qui est due a l'dge, a des facteurs génétiques ou qui fait suite a4 une affection locale ou
générale.

-Athérosclérose: l'épaississement de la paroi des grosses artéres (aorte abdominale,
coronaires, artéres cérébrales, artéres de jambes) et leur obstruction par des plaques
d'athérome.

-Maladie de Parkinson: c’est "une des maladies neurodégénératives les plus répandues.
Elle se traduit par une destruction lente et progressive des neurones de la substance noire
du cerveau.

-Maladie d’Alzheimer: c’est une démence neurodégénératives & prédominante corticale
qui touche en premier lieu les fonctions cognltlves et se répercute sur le comportement et
l'adaptation sociale des patients.

~-Antioxydant: Substance naturelle ou chimique distinée a ralentir la dégradation des
molecules due aux effets de 1’oxydation.

-Chimiothérapie: Administration d’un produit chimique afin de guérir une maladie ou
d’entraver sa progression.
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Annexes

Annexe I : Les doses administrées de cyclophosphamide selon le poids de chaque souris :

Lot 3 Poids(g) Doses (ml)
1 28.51 0.114
2 34.19 0.136
3 29.50 0.118
4 34.42 0.137
5 30.05 0.120
6 27.17 0.108
7 30.15 0.120
1 29.84 0.119
2 29.25 0.117
3 29.09 0.116
4 30.07 0.120
5 29.23 0.116
6 30.46 0.121
7 33.84 0.135
Annexe II : Mesures des poids des souris :
Lots Souris Semainel Semaine?2 Semaine3 Semaine4
1 36.85+0.026 | 36.40+ 3.81 / /
2 36.39+ 0.12 |36.91 £0.51 / /
3 31.63 + 0.46 | 3245+ 0.55 |32.86+0.58 /
4 32.16 £ 5.79 |29.54 3.32 32.64 +1.18 /
5 32.91 £2.56 |33.06+ 2.01 34.15 £1.57 /
6 34.58 £2.15 | 3545 1.65 35.63+ 2.62 37.47+ 0.62
7 32.2+0.52 30.4+ 3.46 32.19+ 0.46 3048+5
1 29.02+1.11 |28.64+0.66 / /
2 33.33+ 0.97 |33.54+0.61 / /
3 27.89x 022 | 29.22+ 0.73 29.26+ 0.28 /
4 32.39+ 0.61 {33.71+ 0.60 | 34.23+ 0.58 /
5 29.99+ 1.8 30.18+ 0.28 31.08+ 0.94 /
6 26.7+ 0.68 26.73 + 0.48 26.72 £ 0.34 27.07+0.86
7 29.95+ 0.65 |30.03+04 30.03 £0.29 29.75+0.41
1 29.53+1.67 |29.54 £1.31 / /
2 30.25+ 0.85 |29.17+1.34 / /
3 28.98+ 0.75 |28.68+1.19 28.73+0.28 /
4 29.87 +£0.65 |29.70+£1.04 28.93x1.31 /
5 30.86 = 3.51 | 29.23+£0.32 26.63+2.62 /
6 28.44+1.89 |30.90+1.04 29.23£1.21 29.67+0.31
7 30.06 £2.33 | 33.72+0.99 32.74+0.56 32.34+1.71




Annexe III : courbe d’étalonnage de la GSH
Réactifs utilisés :

-Tampon phosphate 0.1M PH=8.
-Glutathion réduit (GSH).
-DTNB10mM.

-TCA5%.

Mode opératoire :

La gamme de solution de GSH :
On prépare différentes concentrations:

e GSH 40mM : pour préparé la solution de glutathion 40 mM, on pése 0.0614 6g
glutathion et on ajoute Sml de tampon phosphate de sodium.

e GSH 20mM : 2,5mlde la solution de GSH de 40mM +2.5 ml tampon phosphate
de sodium.

e GSH 10mM : 2.5ml de la solution de GSH a4 20mM +2.5m! de tampon
phosphate de sodium.

e GSH 5mM : 2.5ml de la solution de GSH a10mM +2.5ml de tampon phosphate.

e GSH2.5mM :2.5ml de la solution de GSH a 5SmM +2.5ml de tampon
phosphate.

e GSH 1.25mM : 2.5ml de la solution & 2.5mM +2.5ml de tampon phosphate.

e GSH0.625mM : 2.5ml de la solution 41.25mM +2.5ml de tampon phosphate.

e GSH0.3125mM : 2.5ml de la solution a 0.625mM +2.5ml de tampon

phosphate.
GSH 0.312 |{0.625 1.25 2.5 5 10 20
(mM)
Solution Sy S, S3 Sy Ss Se Sy

S 50ul
Tampon

phosphate A 10ml de
Melange 3ml
réactionnel

DTNB 20ul

La lecture de la densité optique a 412 nm









