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Effet des. flavonoides sur les lysosomes de foie de rat

DECHARNEUX Thierry

Résumé

L'effet des flavonoides sur la stabilité des lysosomes a été étudié "in vitro".

Des lysosomes de foie de rat sont soumis a deux types de traitements lésants: ils
sont incubés soit en présence d'un systeme générateur de radicaux libres oxygénés,
soit dans un milieu isoosmotique en glucose, une molécule perméante. L'activité
libre de la N-acétylglucosaminidase et de la cathepsine C est mesurée pour vérifier
l'intégrité de la membrane lysosomale. Les résultats montrent que dans les deux
situations, certains flavonoides empéchent la rupture de la membrane lysosomale,
d'autres sont sans effet.

Une relation structure-activité a été mise en évidence et d'éventuels mécanismes
d'action ont été suggérés.

Mémoire de licence en Sciences Biologiques
Septembre 1991
Promoteur: Professeur R. Wattiaux
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INTRODUCTION




I. OBJECTIF

Ces études s'inscrivent dans le cadre de travaux visant a étudier la contribution des
flavonoides dans les traitements médicaux.

Comme nous le verrons ultérieurement, ces substances sont présentes dans des
extraits de végétaux possédant des effets thérapeutiques. Le but de ce travail est de
montrer que les flavonoides pourraient étre "les agents actifs” de ces extraits.

Des études précédentes ont montré que l'extrait de Ginkgo biloba protége les
lysosomes des radicaux libres et du choc osmotique produit par la pénétration du glucose.
Dans le travail que nous présentons, nous avons recherché si des flavonoides purs étaient
capables de protéger les lysosomes soumis a ces mémes stress.

Nos études préliminaires montrant 1'existence de dérivés actifs et de dérivés inactifs, nous
avons tenté de mettre en évidence une relation structure-activité et de déceler le(s)
mécanisme(s) d'action éventuel(s).
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II. LES FLAVONOIDES ET DERIVES

IL1. GENERALITES

Le régne végétal a toujours été une source majeure de substances utilisées pour leurs
vertus médicinales, gustatives, odorantes, colorantes ... Ce sont, pour la plupart, des
métabolites secondaires sans fonction clairement définie ou sans rdle dans les processus
métaboliques primaires de la cellule végétale. Les flavonoides et leurs dérivés,
substances sur lesquelles portent nos études, font partie de cette catégorie de composés.

IIs se retrouvent dans la plante aussi bien au niveau de la racine, que de la feuille,
de I'écorce, du fruit, de la graine ou encore du pollen.
Leurs caractéristiques de distribution au sein du régne végéral peuvent se résumer comme
suit:
- présence d'une mani¢re générale chez la plante vasculaire
- présence variable d'une espece a l'autre
- présence variable au sein de I'espece
- caractéristique de certains tissus plutdt que d'autres
- présence variable au niveau cellulaire
- variabilité quantitative.

Les flavonoides montrent une multiplicité de fonctions dans la physiologie
végétale, ils jouent notamment d'importants roles dans la défense de 1'organisme contre
les infections et les blessures.

L'animal ne peut synthétiser ces composés benzoiques a partir de simples
précurseurs aliphatiques, tous les flavonoides retrouvés chez ce dernier ont une origine
végétale. La consommation journalieére de ces composés naturels est d'ailleurs estimée
pour 'homme a 1 g.

Les flavonoides et leurs dérivés sont doués de toute une série d’effets biologiques :
inhibition de la croissance de cellules en culture (Bracke et al., 1990), de la glycolyse
(Suolinna et al., 1975), de la synthése de macromolécules (Hosokawa et al., 1990), de
I’ ATPase (Kuriki and Racker, 1976)... De telles activités biologiques peuvent provenir
d'une désorganisation majeure d'importants processus physiologiques.

- Introduction -
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IIs sont présents en quantité significative dans des extraits végétaux et pourraient
étre responsables d’effets thérapeutiques que 1'on attribue a ceux-ci. Ces substances
constituent non seulement 1'un des ingrédients de produits utilisés en médecine douce un
peu partout dans le monde mais elles sont également utilisées en médecine traditionnelle;
un exemple typique est celui de 1'extrait de Gingko biloba utilisé dans le traitement de la
maladie veineuse.

Des travaux récents ont montré que cet extrait était capable de protéger les
lysosomes soumis a certaines agressions “in vitro” (Wattiaux-De Coninck et al., 1990).
Ce phénomene pourrait étre mis en relation avec les capacités curatives de 1’extrait de
Ginkgo dont les activités pharmacologiques sont nombreuses : inhibition de 1'agrégation
plaquettaire (Clostre, 1986), augmentation de la résistance des membranes des
érythrocytes (Etienne et al., 1982)...

IL2. STRUCTURE (fig /)

Les flavonoides comprennent un grand nombre de composés naturels d’origine végétale
dérivés de la flavone. Ils constituent d'ailleurs un des plus grands groupes de dérivés
phénols: on en a identifié€ jusqu'a présent plus de 4000. Il a ét€ estimé qu'a peu pres 2%
du carbone produit par photosynthése est converti en flavonoides ou en composés
proches comme le tanin.

Les substances différent les unes des autres par la présence d’un nombre plus ou
moins grand de substituants -OH, -OCH3 ... Certaines existent sous forme de

glycosides, en particulier, de rutinose. Les variantes structurales de la flavone utilisées
dans ce travail sont la flavanone et la (d) catéchine.

- Introduction -
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FIG 2 Modéle biochimique représentant le lysosome de foie de rat. Les hydrolases
figurant sur ce shéma sont celles qui ont été étudiées par de Duve au cours de premiers
travaux (d'aprés de Duve et al., 1955).




III. LES LYSOSOMES

IIL1. GENERALITES

La découverte des lysosomes en 1951 par de Duve et ses collaborateurs résulte d’études
biochimiques basées sur le phénomeéne de latence enzymatique (de Duve et al., 1955)

(fig 2).

Le lysosome se définit comme une vésicule comportant une grande variété
d’enzymes hydrolytiques, limitée par une membrane de perméabilité telle qu’elle
emprisonne littéralement ces enzymes (de Duve et Wattiaux, 1966). Plus de 50 enzymes
lysosomales sont actuellement répertoriées. Il s’agit de protéases, de lipases, de
nucléases, de glycosidases...qui, bien qu'agissant sur de nombreuses liaisons chimiques
et substances différentes, posseédent une caractéristique commune : elles ont une activité
optimale en milieu acide.

Diversité et polymorphisme sont les traits morphologiques caractéristiques de ces

organites mais des que I’on considére la fonction biochimique, le lien de parenté unissant
ces structures devient évident : elles sont impliquées dans la digestion intracellulaire.
L’approvisionnement en matériaux peut se réaliser selon 2 voies se distinguant
principalement 1’'une de 1’autre par 1’origine du matériel a dégrader : I’hétérophagie qui
permet l’intégration de substances exogeénes, possede une remarquable diversité
fonctionnelle telle que nutrition, défense immune, remodelage, activité de synthese, ...
I’autophagie, quant a elle, entraine !’intégration de substances endogénes et bien
qu’elle reste une réponse cellulaire primordiale au manque de nourriture, elle assure aussi
rajeunissement et adaptabilité .
Alors que les acides aminés, hydrates de carbones, et autres petites molécules formées au
cours du processus digestif diffusent ou sont transportés a travers la membrane vers le
cytoplasme o ils sont utilisés par les syst¢émes métaboliques de la cellule, les matériaux
indigestes, incapables de traverser la membrane de cette fagon, restent dans les lysosomes
sous forme de résidus . Ce phénomeéne est responsable, lors de déficiences
enzymatiques, de nombreuses situations pathologiques graves suite a 'accumulation des
produits de dégradation.

- Introduction -
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FIG 3 Structure tridimensionnelle d'une membrane biologique (Alberts et al., 1989).
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contact enzyme-substrat, une déterioration de celle-ci permet ce contact . L'activité libre

de l'enzyme augmente.




L2, LA MEMBRANE LYSOSOMALE

La membrane lysosomale, structure sur laquelle repose nos études, ne différe pas
fondamentalement des autres membranes biologiques (fig 3) ; elle est constituée d’une
bicouche lipidique au sein de laquelle s’insérent diverses protéines.

La composition lipidique n’est pas des plus remarquables puisque 1’on y retrouve
des phospholipides (sphingomyéline, phosphatidylcholine, phosphatidylsérine,
phosphatidylinositol, phosphatidyléthanolamine), des glycolipides en quantité modérée,
plus précisément des glycosphingolipides et du cholestérol .

Les protéines, en général fortement glycosylées (Schneider et al., 1978), sont
pour la plupart des protéines intégrales dont la partie oligosaccharidique tapisse |’intérieur
de I’organite, ceci est décelable en microscopie électronique sous forme d’un halo clair
caractéristique formant un “coat” séparant membrane et contenu lysosomal (Daems et al.,
1969). L’abondance en acide sialique au niveau de la portion terminale de la chaine
oligosaccharidique assure au lysosome une charge de surface négative. Cette richesse en
hydrates de carbone se justifierait par un hypothétique rdle de protection des liaisons
chimiques de la membrane contre les hydrolases auxquelles elles sont sensibles .

Les protéines de cette membrane sont également impliquées dans le maintien du pH
intralysosomal, dans le transfert de métabolites ou encore dans 1’acquisition de caracteres
spécifiques de reconnaissance du compartiment lysosomal.

LL3. NOTION D'ACTIVITE LIBRE

La proportion de lysosomes endommagés au sein d'une fraction s'estime par l'activité
libre de cette fraction (fig 4). Cette notion d'activité libre s'explique par le phénomene de
latence enzymatique : alors que la présence d'une membrane imperméable empéche le
contact enzyme-substrat, la rupture de celle-ci se visualise via le démasquage de 'activité
des enzymes lysosomiaux.

L'activité libre estime la proportion d'enzymes accessibles au substrat, elle fournit
ainsi de précieux renseignements sur l'intégrité de la membrane de l'organite.

- Introduction -




H,0

02/——-> 02'/——> H202/.—4> OH'/——> H,0

e- e- e- e-
2H* H* H*

FIG 5 Réduction monovalente de I'O? entrainant la formation de dérivés toxiques (anion

superoxyde, peroxyde d'hydrogéne et radical hydroxyle).

07+ 0,  +2H'

> H202 + 02

FIG 6 Dismutation de l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne.

02" + |:93+ ity 02 + Fez"'
Fe2* + Hy0, > FeS* + OH + OH"
02" + H202 > 02 + OH+ OH"

FIG 7 Réaction de Fenton catalysée par le fer engendrant des radicaux hydroxyles.



IV. LES RADICAUX LIBRES OXYGENES

IV.LGENERALITES

Un radical libre consiste, par définition, en une espéce chimique capable de mener une
existence indépendante, contenant un ou plusieurs électron(s) non apparié(s) et étant des
lors tres réactionnelle (Halliwell and Gutteridge, 1985).

Les dérivés toxiques de l'oxygene sont produits a partir de la réduction
monovalente de 1'O2 (fig 5). Ces molécules sont 1'anion superoxyde (O2-), le peroxyde
d'hydrogeéne (H202) et le radical hydroxyle (OH"). Ils sont impliqués dans un grand
nombre de situations pathologiques, les maladies cardiovasculaires, la réaction
inflammatoire ou les maladies de dégénérescence comme le cancer en sont les exemples
typiques.

Ces radicaux libres (par extension de sens, le peroxyde d'hydrogéne sera considéré
comme une entité radicalaire) peuvent étre formés en de nombreux sites subcellulaires.
Ceux-ci comportent mitochondries (ubiquinone et flavoprotéines), réticulum
endoplasmique (cytochrome P-450), peroxysomes (D-amino acide oxydase), membrane
plasmique (NADPH oxydase) ainsi que cytoplasme (xanthine oxydase, aldéhyde
oxydase) (Fisher, 1988).

IV.2. TOXICITE DES RADICAUX LIBRES OXYGENES

Les O2'-, quoique peu réactionnels excepté dans les environnements hydrophobes,
peuvent agir sur une molécule non radicalaire, ils sont toutefois plus redoutables
lorsqu'ils se dismutent en H202 (fig 6). Contrairement aux O2-, H2O? est capable de
traverser les membranes (Rubanyi, 1988) et d'agir bien loin du site de formation assurant
ainsi la propagation des radicaux libres a toute la cellule, sa toxicité est accrue suite a sa
capacité de produire, en présence de Fe2+, des OH' via la réaction de Fenton (fig 7).

Le Fe 3+ est présent dans la cellule sous diverses formes, notamment sous forme de
ferritine dans le lysosome (Halliwell and Gutteridge, 1986), dans ce cas l'action d'O2™~
sur la protéine de transport peut libérer le fer qui y est inclus (Biemond et al., 1986). Les
OH" sont de réactivité élevée (Halliwell and Gutteridge, 1984), ils réagissent
immédiatement a leur endroit de production cellulaire avec toutes sortes de molécules
organiques (Pryor, 1976).
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FIG 8 Réaction de peroxydation lipidique comprenant les étapes d'initiation, de
propagation et de terminaison.
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FIG 9 Conséquences des attaques radicalaires sur les divers constituants des membranes
biologiques (Freeman and Crapo, 1982).



Dans des conditions normales d'oxygénation, les différents dérivés actifs de 1'02
formés intracellulairement sont neutralisés par les mécanismes de protection cellulaire.
Alors que les moyens de protection primaire empéchent la propagation des radicaux
libres via des systémes enzymatiques (catalase, superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase) ou via l'action de molécules de faible poids moléculaire (PM) (ct-
tocophérol, acide ascorbique), les moyens de protection secondaire réparent les dégats
causés qu'il s'agisse de protéases, de lipases, d'endonucléases ou encore de
polymérases.

Les atteintes au bon déroulement du processus biologique ne s'observeront qu'en
cas de déséquilibre entre la génération de radicaux libres et les mécanismes de protection
et, dans ce cas, tenter de cerner l'ensemble des réactions d'attaques radicalaires est, en
raison de la diversité des entités radicalaires produites et de la multitude des molécules
biologiques potentiellement atteintes, une opération difficile (Freeman and Crapo, 1982).
Nos études portant sur la protection éventuelle qu'exerceraient les flavonoides et leurs
dérivés sur la membrane lysosomale, nous nous contenterons de signaler que de par leur
composition, les membranes biologiques, riches en acides gras polyinsaturés et en
protéines , constituent une cible de choix pour les radicaux libres oxygénés.

En effet, une cascade de réactions oxydatives en chaine, connue sous le nom de
peroxydation lipidique, conduit a la désorganisation de la membrane (fig 9). Cette
réaction se déroulant en 3 étapes comprend l'initiation ou un radical OH" arrache un H' a
un acide gras insaturé et provoque son réarrangement en diéne conjugué, la propagation,
processus autocatalytique (Freeman and Crapo, 1982), aboutissant a la formation de
radicaux peroxyles, capables a leur tour d'arracher un H' a un acide gras voisin, suite a
I'action de I'oxygeéne moléculaire sur le radical organique formé, et la terminaison, étape
finale de la réaction, assurée par les systemes primaires de défense cellulaire ou encore
par la réaction de 2 radicaux quelconques entre eux (fig 8).

Outre les acides gras polyinsaturés, les protéines membranaires peuvent également subir
de profondes modifications suite a I'attaque radicalaire (fig 9).

L'importance de ces modifications dépend de la composition en acides aminés de la
protéine (les acides aminés comportant des résidus insaturés et des groupements SH sont
sensibles aux radicaux libres), du rdle des acides aminés dans la conformation et
l'activité de la protéine, de la possibilité de réparation des protéines endommagées mais
aussi de l'intensité de l'attaque radicalaire (Freeman and Crapo, 1982).
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V. PERMEABILITE DE LA MEMBRANE LYSOSOMALE

V.1. GENERALITES

Un grand nombre de molécules de faible PM formées suite a la digestion intralysosomale
gagnent le cytoplasme de la cellule, elles doivent pour cela traverser la membrane de ces
organites. Les monosaccharides neutres issus de polysaccharides dégradés dont le
glucose, soluté employé dans nos expériences, font partie de ces molécules (Cohn and
Ehrenreich, 1969 cité par Reijngoud and Tager, 1977, Loyd, 1969 cité par Reijngoud
and Tager, 1977).

Il est admis que le glucose est une molécule perméante, par contre, il existe toujours
une importante controverse en ce qui concerne son mécanisme de passage : de nombreux
arguments tendent & montrer que ce transfert s'effectue par diffusion facilitée (Docherty et
al., 1979, Maguire et al , 1988, Jadot et al., 1989) mais cette hypothése est loin de faire
'unanimité. Le mécanisme de diffusion simple est également proposé (Bird et al., 1987).
D'autres conclusions concilient les 2 hypothéses en proposant que l'entrée du glucose
s'opererait selon une composante de diffusion facilitée et une composante de diffusion
simple (Hales et al., 1984, Forster and Lloyd, 1988). La spécificité du transporteur, du
moins si ce dernier existe, est aussi source de discussions, le glucose et le ribose
partagent le méme transporteur selon certains, d'autres pensent qu'il existe des
transporteurs différents.

V.2, MISE EN EVIDENCE DE LA PERMEABILITE

La perte de latence enzymatique est une méthode indirecte de choix pour détecter la
perméabilité de la membrane lysosomale envers une substance donnée (fig 10).

L'incubation d'une préparation lysosomale s'effectue dans une solution isotonique
en substance 2 tester. La tonicité de la molécule non perméante permet de contrebalancer
la tonicité du contenu lysosomal. Les organites restent intacts : aucune diminution de la
latence enzymatique n'est décelée. La molécule perméante, par contre, va, en traversant la
membrane, amener un supplément d'équivalents osmotiques a l'intérieur des lysosomes.
Le déséquilibre osmotique en résultant crée un appel d'eau vers les organites, ceux-ci
gonflent de plus en plus et finissent par éclater : une perte de la latence enzymatique est
des lors observée. La vitesse de cette perte de latence, quant 2 elle, fournit des indications
sur la vitesse de pénétration du soluté.
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FIG 11 Schéma de fractionnement ssbcellulaire du foie en centrifugation différentielle
d'aprés de Duve et. al. (1955).



I. FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE

L1, PREPARATION DE L'HOMOGENAT

Le rat méale Wistar de 200 a 300 g constitue le matériel biologique employé dans nos
études, celui-ci est mis a jeun la veille de I'expérience.

Apres le sacrifice de 1'animal, le foie est prélevé, découpé en morceaux et broyé a
l'aide d'un homogénéiseur coaxial de Potter.
Le milieu d'homogénéisation est le saccharose 0,25 M isotonique glacé. L'homogénat
résultant contient tous les constituants subcellulaires de 'ensemble des cellules du foie.

L2. CENTRIFUGATION DIFFERENTIELLE

Le milieu de centrifugation est le saccharose 0,25 M isotonique glacé.
Cette technique permet de séparer les différents organites principalement d'apres la taille.

L'homogénat obtenu est soumis successivement a des champs centrifuges
croissants dont le schéma de fractionnement, décrit par de Duve et al. (1955), est
représenté ci-contre (fig /1). Celui-ci permet l'obtention de 5 fractions qui, bien
qu'hétérogenes, sont fortement enrichies en organites spécifiques.

La fraction N contient essentiellement des noyaux, des débris cellulaires, des cellules
intactes ayant résisté a I'homogénéisation et une quantité non négligeable de vésicules
dérivées de la membrane plasmique.

La fraction M, appelée fraction mitochondriale lourde, est enrichie en mitochondries
mais elle contient également une certaine quantité de lysosomes et de peroxysomes.

La fraction L, appelée fraction mitochondriale 1égere, est plus particulierement riche en
lysosomes et peroxysomes.

La fraction P, appelée fraction microsomiale, renferme essentiellement des fragments
du réticulum endoplasmique, de la membrane plasmique et de I'appareil de Golgi.

La fraction S: ou fraction"soluble", contient tous les éléments non sédimentés lors des
étapes précédentes.

Nos études portant sur les lysosomes, la totalité de nos expériences fut réalisée sur
des fractions L.

- Matériel et méthodes -




II. FLAVONOIDES ET DERIVES

Les produits testés dans nos études sont énumérés ci-dessous. Etant conservés sous
forme de poudre, ils sont dissous dans du diméthyle sulfoxyde (DMSO) ou ils
constituent alors une solution stock. Une série d'expériences a également été réalisée avec
des dilutions fraiches du jour et ce, pour tester une éventuelle dégradation de la solution

stock.

L'efficacité du flavonoide se teste par ajout de celui-ci dans un milieu contenant des
lysosomes et un réactif toxique (radicaux libres ou molécules perméantes). Les
concentrations en flavonoide auxquelles nous avons travaillé sont comprises entre 10-4 et

10-6 molaire (M)

ILL LES FLAVONOIDES

1I.1.1. LA FLAVONE

11.1.2. LES DERIVES HYDROXYLES

II1.1.2.1. LES MONOHYDROXYLES
* 6-monohydroxyflavone
* 7-monohydroxyflavone
I[I.1.2.2. LES DIHYDROXYLES
* 7,8-dihydroxyflavone
* 5,7-dihydroxyflavone ou Chrysine
I1.1.2.3. LES TRIHYDROXYLES
* 5,7,4'-trihydroxyflavone ou Apigénine
* 3,5,7-trihydroxyflavone ou Galangine
[1.1.2.4. LES TETRAHYDROXYLES
* 3,7,3',4'-tetrahydroxyflavone ou Fisétine
* 3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone ou Kaempférol
[1.1.2.5. LES PENTAHYDROXYLES
* 3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone ou Quercétine
* 3,5,7,2' 4'-pentahydroxyflavone ou Morine
I1.1.2.6. LES HEXAHYDROXYLES
* 3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone ou Myricétine

- Matériel et méthodes -
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I1.1.3. LES SUBSTITUANTS "METHOXY"

* 3,5,7-trihydroxy-4'-méthoxyflavone ou Kaempféride
* 5,7,3'-dihydroxy-4'-méthoxyflavone ou Diosmétine

11.1.4. LES SUBSTITUANTS "RUTINOSIDE"
* 3-rutinoside de quercétine ou Rutine

* 7-rutinoside de diosmétine ou Diosmine
* 5-hydroxy-7,3',4'-éthoxyflavone-3-rutinoside ou Troxérutine

IL2. LES FLAVANOIDES
[1.2.1. LA FLAVANONE
[1.2.2. LES DERIVES HYDROXYLES
[1.2.2.1. LE TRIHYDROXYLE

* 5,7,4'-trihydroxyflavanone ou Naringénine
[1.2.2.2. LE PENTAHYDROXYLE

* 3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavanone ou Taxifoline
[1.2.3. LE SUBSTITUANT "RUTINOSIDE"

* 5,7,3"-trihydroxy-4'-méthoxyflavanone-7-rutinoside ou Hespéridine

IL3. LA PROANTHOCYANIDINE

* 3,5,7,3',4'-flavanpentol ou (d) Catéchine

- Matériel et méthodes -




Flavonoide ou dérivé

Systéme lésant (radicaux libres ou glucose)

test + -
controle 0 "
témoin o o

Tableau 1 Caractéristiques des conditions expérimentales employées.(+ présence o absence)




III. CONDITIONS EXPERIMENTALES

LILO. PRELIMINAIRE

Les termes "test, témoin et controle” employés ci-dessous se définissent comme suit:

- test: condition expérimentale permettant de mettre en évidence l'influence d'une
substance. L'activité libre estimée sera faible ou élevée selon que la substance étudiée sera
efficace ou non.

- témoin: condition expérimentale permettant de vérifier que le systéme lésant étudié est
seul responsable de la rupture de la membrane lysosomale. L'activité libre mesurée est
faible.

- controle: condition expérimentale indiquant la "toxicité" du systeme l€sant. L'activité
libre calculée est élevée.

Les conditions expérimentales correspondant a ces définitions sont résumées dans le
tableau 1.

IIL1. PRINCIPE EXPERIMENTAL

Des lysosomes (fraction L) sont incubés pendant des temps déterminés, soit en présence
d'un systeme générateur de radicaux libres, soit dans un milieu isoosmotique en glucose
(molécule perméante). Ces conditions expérimentales sont lésantes pour les lysosomes.

Outre le systeme lésant, les tests renferment le flavonoide, préalablement dissous
dans du DMSO. Les controles et témoins sont réalisés par ajout d¢ DMSO de méme

concentration.

L'état des organites est estimé en mesurant l'activité libre de la N-
acétylglucosaminidase ou de la cathepsine C. Cette activité est exprimée en % de l'activité
totale de 1'enzyme obtenue par lyse des lysosomes sous l'effet d'un détergent (Triton X-
100). Le "% corrigé " signifie que 1'on a tenu compte des valeurs de l'activité obtenue
dans le contrdle et le témoin (cf IV.3.1.).

Le degré de peroxydation lipidique est décelé par le dosage de TBARS (substances
réactives a l'acide thiobarbiturique) parmi lesquelles on retrouve la MDA
(malondialdéhyde). Il est exprimé en "% corrigé", en tenant compte des valeurs obtenues
pour le controle et le témoin (cf IV.3.2.).

- Matériel et méthodes -
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Xanthine + O2 + H20 > Acide urique + O2"~

O +0," +2 H* > HyO, + Oy
0, +Fe3* > O, + Fe2*
Fe2* + H,0, > Fe3* + OH + OH"
02.- + H202 > 02 + OH+ OH-

FIG 12 Production de OH "a partir du systéme X/XO Fe/ADP.

Fe2* 4 0, > Feot + 0"

02.- + 02- + 2 H+

> H202 + 02

FeS* + AHo > Fet + AH' + H+

Fe2* + Hy0, > FeS* + OH + OH

Hy0, + AH2 > AH + H* + OH + OH"
AH' + AH" > A+ AHo

FIG 13 Production de OH "a partir du systéme acide ascorbique/FeCl?
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L2, EMPLOI DE RADICAUX LIBRES

[I1.2.1. PROD ON RADICALAIRE ENZYMATIQUE: FE/ADP
111.2.1.1. PRINCIPE THEORIQUE

La xanthine oxydase est responsable de la formation d' O2'~ par transformation de la
xanthine en acide urique en présence d'O2 et d'H20. Les H202 (formés suite a la
dismutation de O2"") en présence de 02"~ et de Fe*** (complexé a I'ADP pour éviter la
formation de Fe(OH)3 précipitable sur les composants membranaires) permettent la

formation de OH" suite a la réaction de Fenton (fig 12).
[11.2.1.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Une fraction L (dilution 20) est incubée a 37°C pendant 24 minutes dans une solution de
- tampon Tris HCI 10 mM pH 8
- saccharose 0,25 M
- substance testée adéquatement diluée (test) ou DMSO (témoin ou contrdle)
- xanthine 500 uM
- FeCl13 0,2 mM / ADP 2 mM

- xanthine oxydase 18 mU/ml
[11.2.2. PRODUCTION RADICALAIRE CHIMIQUE: ACIDE ASCORBIQUE/FeCL2

I11.2.2.1. PRINCIPE THEORIQUE

L'acide ascorbique (AH2) peut, dans certaines circonstances, produire des radicaux
libres. L'oxydation de l'acide ascorbique favorise la formation de OH" en recyclant le
Fet*++* en Fett. Le systéme de production de radicaux hydroxyls comprend 3 réactions :
- production de 02" lors de l'oxydation du Fe*t+ en Fet++
- dismutation de 02~ en H202-
- production de OH' par la réaction de Fenton
L'acide ascorbique ne fait que réduire le Fe*++ en Fet™ (fig 13).

- Matériel et méthodes -




[11.2.2.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Une fraction L (dilution 20) est incubée a 37°C pendant 30 minutes dans une solution de
- tampon Tris 10 mM HCIl pH 8
- saccharose 0,25 M
- substance testée adégatement diluée (test) ou DMSO (témoin ou contrdle)
- FeClp 10 uM
- acide ascorbique 0,2 mM

L3, EMPLOI DE MOLECULE PERMEANTE: LE GLUCOSE

I11.3.1. PRINCIPE THEORIQUE

Le saccharose agit comme protecteur osmotique : il ne peut pas traverser la membrane. Le
glucose, par contre, traverse la membrane lysosomale, il agit comme activateur osmotique
et cela se traduit expérimentalement par la perte de la latence enzymatique.

[11.3.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL
Une fraction L (dilution 20) est incubée a 25°C dans une solution de
- glucose 0,25 M Tris HCI 1mM pH 7,4

- substance testée adéquatement diluée (test) ou DMSO (contrdle)
Les temps d'incubation sont de 0, 15 et 25 minutes. Le temps O est utilisé comme témoin.

- Matériel et méthodes -
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Enzyme Substrat Conc. pH| Mesure Références
N-acétyl- p-nitrophényl-N- | 4 mM 5 | colorimétrie Vaes (1966)
glucosaminidase | acétyl-8 D du p-nitrophénol
glucosaminide
Cathepsine C glycyl-L-arginine{ 0,25 mM| 6 | colorimétriede | Jadoteral. (1984)
B-naphtylamide la naphtylamine

Tableau 2 Conditions expérimentales et références bibliographiques des dosages
enzymatiques employés.



IV. DOSAGES DE REFERENCE

IV.L DOSAGES ENZYMATIOUES
IV.1.1. PRINCIPE THEORIQUE : ACTIVITE LIBRE-ACTIVITE TOTALE

La proportion de lysosomes endommagés au sein d'une fraction s'estime par l'activité
libre de cette fraction.

L'activité libre (exprimée en pourcentage de l'activité totale) reflete la proportion
d'enzymes accessibles au substrat. Une activité libre nulle indique un état de préservation
totale des membranes lysosomales mais cette situation est utopique, il y a toujours une
certaine destruction membranaire inévitable.

L'activité totale correspond a l'activité maximale de I'enzyme. Il s'agit de l'activité
mesurée dans des conditions ol il y a absence de barriére enzyme-substrat, les enzymes
sont donc totalement accessibles a leur substrat. Cette situation se réalise
expérimentalement par rupture de la membrane lysosomale apres 1'ajout d'un détergent de
triton X-100 0,1%.

IV.1.2. METHODES GENERALES

Un résumé des conditions expérimentales utilisées pour le dosage de la N-
acétylglucosaminidase et de la cathepsine C (enzymes marqueurs des lysosomes) ainsi
que les références bibliographiques décrivant ces méthodes de fagon détaillée se trouve ci-
contre (tableau 2).

1V.2, MESURE DE LA PEROXYDATION LIPIDIOUE

[V.2.1. PRINCIPE THEORIQUE

La peroxydation lipidique provoque la désorganisation des membranes, riches en acides
gras polyinsaturés, avec libération de radicaux lipidiques (L°), de radicaux alkoxyls
(LO), de radicaux peroxyls (LOO"), d'hydroperoxydes (LOOH) ...

La décomposition de ces molécules lipidiques aboutit 2 la formation de nombreux
aldéhydes, parmi ces produits de dégradation, la malondialdéhyde peut servir a estimer la
peroxydation lipidique.

- Matériel et méthodes -
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[V.2.2. METHODE GENERALE

Les solutions stocks utilisées sont le TBA (acide thiobarbiturique 0,375 %)-TCA (acide
trichloracétique 15 %), le BHT (hydroxytoluéne butylé 2 %) (Buege et Aust, 1978).
Les étalons MDA sont réalisés avec le malonaldéhyde bis-(diméthyl acétal).

Le mode opératoire consiste 8 mélanger 0,5 ml d'échantillon, 20 ul de BHT stock
et 1 ml de TBA-TCA, de porter cette mixture a 80°C pendant 15 min. et la centrifuger a
haute vitesse pendant 10 min.. Le complexe MDA-TBA ainsi formé est décelable apres
refroidissement en spectrophotométrie puisqu'il absorbe a 531 nm.

1V.3. DETAIL DU CALCUL DE L'ACTIVITE LIBRE
IV.3.1. CAS DE L'ESTIMATION DE LETAT DES ORGANITES
Activité libre en % = -Absorbance (test ou témoin ou contrle libre)

Absorbance (test ou témoin ou contrdle total)

Activité libre en % corrigé = Activit€ libreen % (test) - Activit¢ libre en % (t€moin)

Activité libre en % (controle) - Activité libre en % (témoin)

IV.3.2. CAS DE L'ESTIMATION DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

Concentration en MDA en % corrigé = Absorbance (test) - Absorbance (t€moin)

Absorbance (contrdle) - Absorbance (témoin)

- Matériel et méthodes -
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RESULTATS ET DISCUSSIONS




I. INFLUENCE DES FLAVONOIDES SUR LA MEMBRANE
LYSOSOMALE SOUMISE A L'ACTION DES RADICAUX
LIBRES OXYGENES

L1 ESTIMATION DU POUVOIR LESANT

Les dérivés actifs de 1I' O2 (02, H202, OH") utilisés dans ce travail sont générés par le
systtme enzymatique xanthine/xanthine oxydase-Fe/ADP ou par un syst¢me chimique
acide ascorbique/FeCl).

Les remaniements tant structurels que fonctionnels de la membrane se traduisent
notamment par une perte de la latence enzymatique comme l'illustre la fig /4 rendant
compte de l'augmentation de l'activité libre de la N-acétylglucosaminidase en fonction du
temps d'une fraction lysosomale incubée en présence de systemes générateurs de radicaux

libres.
100 - ———fi— Asc/Fecl2
——— X /X0 Fe/ADP
7S 1 —a8— Témoin
S0 A
25 A
0 —

T 1 L] L] 1 1 1 T

L) 1
0 S 10 1S5S 20 25 30 35 40 45

FIG 14 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée
pendant des temps croissants en présence et en absence de systéme générateur de radicaux
libres.

en gbcisse: le temps d'incubation en minutes

en ordonnée. l'activité libre en %

L2. ETUDE DES FLAVONOIDES ET DERIVES

Cette partie est consacrée a la maniere dont les flavonoides peuvent affecter la
membrane lysosomale soumise a l'action de radicaux libres oxygénés.

- Résultats et discussions -
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1.2.0. PRELIMINAIRE

1. Les valeurs supérieures 2 100% et inférieures a 0%, ont été respectivement
ramenées a ces valeurs maximales et minimales.

2. Alors que dans la partie "recherche d'un effet potentiel", les activités libres et
totales s'évaluent par le dosage de la N-acétylglucosaminidase lors de la
production radicalaire enzymatique et par le dosage de la cathepsine C lors de la
production radicalaire chimique, dans la partie "détermination du degré
d'efficacité" , la production radicalaire est chimique et les activités libres et
totales se mesurent par le dosage de la N-acétylglucosaminidase.

3. Ce chapitre comprend quelques expressions définies subjectivement, celles-
ci permettent les comparaisons nécessaires a 1'élaboration de conclusions.
Nous parlons d'une protection totale lorsque l'activité libre, exprimée en
% corrigé, est proche de 0% et d'une protection partielle lorsque celle-ci
ne dépasse pas 25%.

La notion de produit le plus efficace est définie comme le produit
assurant une protection pratiquement totale a la concentration la plus faible
possible.

[2.1. ANALYSE DES RESULTATS

Les produits étudiés se répartissent en 3 groupes comprenant flavonoides, flavanoides et
proanthocyanidine.

Ce chapitre est composé de 2 parties, la premiére, intitulée "recherche d'un effet
potentiel”, nous permettra de sélectionner les substances efficaces, la deuxiéme,intitulée
"détermination du degré d'efficacité", cernera le degré d'efficacité des substances actives.

L'examen des graphiques nous révéle que certaines substances contrecarrent l'effet
lésant qu'exercent les radicaux libres sur la membrane lysosomale, d'autres par contre, ne
possédent pas cette propriété. On remarque également que parmi les substances actives le
degré d'efficacité est différent.

- Résultats et discussions -
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Flavonoides Flavone Inactive
Dérivés hydroxylés 6-monohydroxyflavone Inactive
7-monohydroxyflavone Inactive
7,8-dihydroxyflavone Active
5,7-dihydroxyflavone ou Chrysine Inactive
5,7,4'-trihydroxyflavone ou Apigénine Inactive
3.5,7-trihydroxyflavone ou Galangine Active
3,7.3'4'-tétrahydroxyflavone ou Fisétine Active
3,5,7,4'-tétrahydroxyflavone ou Kaempférol | Active
3,5.7.3',4'-pentahydroxyflavone
ou Quercétine Active
3,5,7,2',4'-pentahydroxyflavone ou Morine |Active
3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone
ou Myricétine Inactive
Substituants méthoxy | 3,5,7-trihydroxy-4'-méthoxyflavone
ou Kaempféride |Active
5,7,3'-dihydroxy-4'-méthoxyflavone
ou Diosmétine Inactive
Substituants rutinoside | 3-rutinoside de quercétine ou Rutine Active
7-rutinoside de diosmétine ou Diosmine Inactive
5-hydroxy-7,3',4'-éthoxy-3-rutinoside
ou Troxérutine Inactive
Flavanoides Flavanone Inactive
Dérivés hydroxylés 5,7,4'-trihydroxyflavanone ou Naringénine Inactive
3,5,7,3' 4'-pentahydroxyflavone
ou Taxifoline Active
Substituants rutinoside | 5,7,3'-trihydroxy-4'-méthoxyflavanone
-7-rutinose ou Hespéridine Inactive
Proanthocyanidine 3,5,7,3',4'-flavanpentol ou (d) Catéchine Active
Tableau 3. Récapitulatif de I'(in)activité des flavonoides testés dans la protection des

lysosomes contre l'action lésante des radicaux libres produits par le systéme X/XO

FelADP.




1.2.1 1. RECHERCHE D'UN EFFET POTENTIEL
A. Présentation des résultats

Les substances actives se retrouvent dans les 3 groupes étudiés.

A.l. Production radicalaire enzymatique (X/XO-Fe/ADP)

La 7,8-dihydroxyflavone ( flavonoide dihydroxylé), la galangine (flavonoide
trihydroxylé), la fisétine et le kaempférol (flavonoides tétrahydroxylés), la quercétine et la
morine (flavonoides pentahydroxylés), le kaempféride (flavonoide méthoxy-substitu€), la
rutine (flavonoide rutinoglycosylé), la taxifoline (flavanoide pentahydroxylé) et la (d)
catéchine (proanthocyanidine) se sont révelés efficaces(fig 16, fig 16’, fig 17, fig 18, fig
20, fig 22). |

Alors que le tableau 3 ci-contre permet de visualiser les résultats obtenus pour la
totalité des expériences réalisées, le détail de ces expériences est représenté ci-apres sous
forme de graphiques.
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FIG 1S Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/ADP
et du flavonoide flavone.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 16 Acnivité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO-
FE/ADP et de flavonoides hydroxylés.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 16° Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/ADP
et de flavonoides hydroxylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
| en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 17 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO-
FE/ADP et de flavonoides méthoxy substitués.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 18 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée
en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/ADP et de
flavonoides rutinoglycosylés.

en gbcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 19 Activité libre de la N-acérylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO-
FE/ADP et du flavanoide flavanone.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 20 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/ADP

et de flavanoides hydroxylés.
en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 21 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/ADP
et de flavanoide rutinoglycosylé.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 22 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO- FE/IADP
et de la proanthocyanidine (d) catéchine.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée l'activité libre en % corrigé
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Flavonoides Flavone Inactive

Dérivés hydroxylés 6-monohydroxyflavone Inactive
7-monohydroxyflavone Inactive
7,8-dihydroxyflavone Active
5,7-dihydroxyflavone ou Chrysine Active
5,7,4'-trihydroxyflavone ou Apigénine Inactive
3,5,7-trihydroxyflavone ou Galangine Active

3,7,3',4'-tétrahydroxyflavone ou Fisétine Active
3,5,7.4'-tétrahydroxyflavone ou Kaempférol | Active

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone
ou Quercétine Active

3,5,7,2',4'-pentahydroxyflavone ou Morine |Active
3,5,7,3'.4',5'-hexahydroxyflavone

ou Myricétine Active

Substituants méthoxy | 3,5,7-trihydroxy-4'-méthoxyflavone

ou Kaempféride |Active

5,7,3'-dihydroxy-4'-méthoxyflavone

ou Diosmétine Inactive
Substituants rutinoside | 3-rutinoside de quercétine ou Rutine Active
7-rutinoside de diosmétine ou Diosmine Active

5-hydroxy-7,3",4'-éthoxy-3-rutinoside

ou Troxérutine |Active

Flavanoides Flavanone Inactive
Dérivés hydroxylés 5,7,4'-trihydroxyflavanone ou Naringénine Inactive
3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone

ou Taxifoline Active

Substituants rutinoside | 5,7,3'-trihydroxy-4'-méthoxyflavanone

-7-rutinose ou Hespéridine Inactive
Proanthocyanidine 3,5,7,3'4'-flavanpentol ou (d) Catéchine Active
Tableau 4. Récapitulatif de I'(in)activité des flavonoides testés dans la protection des

lysosomes contre l'action lésante des radicaux libres produits par le systéme acide
ascorbique | FeCl.



24
A.2.Production radicalaire chimigue (Acide ascorbique/FeCly)

La 7,8-dihydroxyflavone et la chrysine (flavonoides dihydroxylés), la galangine
(flavonoide trihydroxylé), la fisétine et le kaempférol (flavonoides tétrahydroxylés), la
quercétine et la morine (flavonoides pentahydroxylés), la myricétine (flavonoide
hexahydroxylé), le kaempféride (flavonoide méthoxy-substitué), la rutine, la diosmine et
la troxérutine (flavonoides rutinoglycosylés), la taxifoline (flavanoide pentahydroxylé) et
la (d) catéchine (proanthocyanidine) se sont révelés efficaces( fig 24, fig 24, fig 25, fig
26, fig 28, fig 30).

Alors que /e tableau 4 ci-contre permet de visualiser les résultats obtenus pour la
totalité des expériences réalisées, les détails de ces expériences sont représentés ci-apres
sous forme de graphiques.
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FIG 23 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl2
et du flavonoide flavone.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 24 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl2

et de flavonoides hydroxylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 24" Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?

et de flavonoides hydroxylés.
en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 2S5 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?
et de flavonoides méthoxy substitués.

Q;_a_lzcim;_lé log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 26 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?

et de ﬂavonof‘des rutinoglycosylés.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 27 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?

et du flavanoide flavanone.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 28 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl2

et de flavanoides hydroxylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 29 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?
et de flavanoides rutinoglycosylés.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 30 Activité libre de la Cathepsine C d'une fraction L de foie de rat incubée en
présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl?
et de la proanthocyanidine (d) catéchine.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée. l'activité libre en % corrigé




B. Constatations

Quel que soit le systeme de production radicalaire utilisé, les résultats sont concordants a
quelques exeptions pres.

En effet, les flavonoides (ou dérivés) exergant un effet protecteur vis a vis de la
membrane lysosomale dans le cas de l'activation par le syst¢me enzymatique X/XO
Fe/ADP, exercent également cet effet de protection dans le cas de 'activation par le systéme
chimique acide ascorbique/FeCl2. Seules la chrysine (flavonoide dihydroxylé), la
myricétine (flavonoide hexahydroxyl€é), la troxérutine et la diosmine (nous découvrirons
plus loin une particularité propre a ce produit) (flavonoides rutinoglycosylés) n'assurent
une protection que contre les radicaux libres produits par syst¢éme chimique.

On constate également que 'effet bénéfique qu'exercent les produits se fait ressentir a
des concentrations moins élevées lors de l'activation par la voie chimique acide
ascorbique/FeCl).

[.2.1.2. DETERMINATION DU DEGRE D'EFFICACITE

Les produits permettant de conserver intacts les lysosomes soumis a un stress radicalaire
ont été alors étudiés de maniére plus approfondie afin de préciser la concentration a laquelle
débute cette protection. Pour ce faire, tandis que dans la série d'expériences précédente une
méme fraction de granules permettait de tester un flavonoide (ou un dérivé) a différentes
concentrations, ici elle est utilisée pour tester tous les flavonoides (ou dérivés) actifs a une
méme concentration. L'expérience est répétée 3 fois pour permettre d'établir des
moyennes.

Les résultats obtenus par les 2 types d'activation étant suffisamment concordants et le
systeéme enzymatique générateur de radicaux libres oxygénés pouvant étre inhibé (ce point

sera débattu ultérieurement dans ce chapitre), l'activation radicalaire chimique acide
ascorbique/FeCl2 seule sera appliquée.

A. Présentation des résultats

Au sein des produits testés, plus précisément des flavonoides rutinoglycosylé€s, notons que
la diosmine non fraichement dissoute dans le DMSO est inactive.

- Résultats et discussions -

28




Une protection totale est offerte par les 7-8 dihydroxyflavone, fisétine, kaempférol,
quercétine, morine, myricétine, diosmine fraiche, rutine, troxérutine et (d) catéchine.
La 7-8 dihydroxyflavone (flavonoide dihydroxylé) et la (d) catéchine (proanthocyanidine)
sont les plus efficaces, ils agissent déja  des concentrations de 10-voire 5%10-6 molaire
(fig 31, fig 34). La fisétine (flavonoide tétrahydroxylé), la quercétine (flavonoide
pentahydroxylé), la myricétine (flavonoide hexahydroxylé) et la diosmine fraiche
(flavonoide rutinoglycosylé) contrecarrent les effets néfastes des radicaux libres a partir de
2,5%10-5 molaire (fig 31', fig 32). Le kaempférol (flavonoide tétrahydroxylé) la morine
(flavonoide pentahydroxylé) et la troxérutine (flavonoide rutinoglycosylé) sont actifs a une
concentration de 5%10-3 molaire (fig 31, fig 32). La rutine (flavonoide rutinoglycosylé)

n'agit pas avant des concentrations de 10-4 molaire (fig 32).

La taxifoline (flavanoide pentahydroxylé) a 10-4 molaire n'offre qu'une protection
partielle (fig 33). '

Les détails des expériences réalisées sont représentés ci-aprés sous forme de
graphiques: les valeurs sont des moyennes accompagnées de leur déviation standard.
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EIG 31 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée
en présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide ascorbique/FeCl) et de

flavonoide hydroxylé.
en gbcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée: l'activité libre en % corrigé
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FIG 31" Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide
ascorbiquelFeCl2 et de flavonoides hydroxylés.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 32 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide
ascorbiquel/FeCl et de flavonoides rutinoglycosylés.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 33 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide
ascorbique/FeCl? et de flavanoide hydroxylé.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé
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FIG 34 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie chimique Acide
ascorbiquelFeCl) et de la proanthocyanidine (d) catéchine

en gbcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée. l'activité libre en % corrigé




B.constatations

Le degré d'efficacité des substances peut varier fortement, c'est notamment le cas pour la
(d) catéchine, active a partir de 10-5 M et de la rutine, active 2 partir de 104 M.

[.2.2 DISCUSSION
[.2.2.1. MECANISME(S) DE PROTECTION

Les résultats obtenus montrent que certains flavonoides ou dérivés proteégent les lysosomes
des radicaux libres auxquels ils sont sensibles. Ce phénomene est aussi bien du point de
vue biochimique que pharmacologique des plus interessants. En effet, les flavonoides,
composés naturels, pourraient étre d'un grand interét dans la recherche d'un traitement des
maladies ou sont impliqués les radicaux libres.

L'action de ces substances peut provenir d'une part d'une interaction avec le réactif
lésant ou d'autre part, d'une interaction avec la membrane lysosomale.
Si la premiere hypothese a bien été mise en évidence, aucune observation déterminante n'a
permis de confirmer ou d'infirmer la seconde.

Le mécanisme d'action (schéma 1) de ces substances dans l'interaction avec le réactif
lésant peut se situer:

-au niveau du systeme générateur de radicaux libres: une inhibition de la
production enzymatique de radicaux libres (inhibition de la xanthine oxydase) peut étre
envisagée. Des travaux ont d'ailleurs mis en évidence que quercétine, myricétine, rutine et
troxérutine possédent cette propriété (Robak & Grygleweski, 1988). Les expériences
réalisées au laboratoire (expériences non détaillées) confirment les observations trouvées
dans la littérature en ce qui concerne la quercétine et la myricétine (tableau 5) mais, par
ailleurs, elles montrent également qu'il n'y a pas de relation entre l'inhibition de 1'enzyme
et la protection des organites puisque la myricétine n'exerce pas de protection contre les
radicaux libres produits par le syst¢eme X/XO Fe/ADP.

L'emploi du syst¢éme acide ascorbique/FeCl2, non directement inhibable, permet de

découvrir une action a d'autres niveaux.
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\ 2 Initijation

Schéma 1 Autoxydation cyclique des acides gras polyinsaturés (RH). Effet protecteur des
flavonoides . 1. : activité antiradicalaire ; 2. : activité antilipoperoxydante ; 3. : activité
antioxydante ;4. : activité chélatrice (Pincemail et al., 1990).

Effet sur les lysosomes Inhibition de la xanthine oxydase
Quercétine + +
Myricétine 0 e
Diosmine o +
(d) Catéchine + 0
Tableau 5 Inhibition de la xanthine oxydase par les flavonoides et efficacité de ceux-ci

dans la protection des lysosomes contre des radicaux libres produits par le systéeme X/XO
FelADP.




-au niveau des différents radicaux libres (activité antiradicalaire): une
réaction avec les radicaux libres produits (02, H202, OH") est tout a fait possible. Alors
que des mécanismes tenant compte de H202 ne peuvent étre exclus, les propriétés
"scavenger" d'anions superoxydes et de radicaux hydroxyles ont été étudiées a de
nombreuses reprises. Ainsi des substances dont l'action se situe & un niveau élevé dans la
chaine de réduction de 1'02 en s'attaquant a O2™~ ont été mises en évidence, il s'agit de la
(d) catéchine , la quercétine, la myricétine et la rutine (Robak and Grygleweski, 1988 ;
Pincemail et al.,1990). L'interaction entre OH" et les flavonoides a été décrite pour la
quercétine, la myricétine, la rutine, la morine, la naringénine, la (d) catéchine et dans une
moindre mesure le kaempférol et I'hespéridine (Pincemail et al.,1990 ; Cillard et al., 1990).

-au niveau des différents radicaux lipidiques (activité antilipoperoxydante):
les flavonoides (ou dérivés) peuvent également exercer une influence par réaction avec des
radicaux lipidiques (R’, RO’, ROO"). La quercétine et la rutine possedent a des degrés
d'efficacité différent (le premier, beaucoup plus efficace que le second) une activité

antilipoperoxydante tandis que le kaempférol et plus particulierement I'hespéridine sont des
prolipoperoxydants (Pincemail et al.,1990).

-au niveau de 1'O2 (activité antioxydante): une réaction directe avec O est
également envisageable, protégeant ainsi le substrat contre les oxydations. La rutine et la
quercétine ont été décrites comme substances antioxydantes, le kaempférol n'aurait pas
d'effet et 'hespéridine serait une substance prooxydante (Pincemail et al.,1990).

-au niveau des métaux de transition (activité de chélation) : une autre mani€re
d'agir consisterait en la chélation des métaux de transition (Fe,Cu...) qui, fixés , ne
permettraient plus l'initiation de la réaction radicalaire. Cette activité a ét€ mise en évidence
pour les quercétine, rutine, hespéridine et kaempférol, 'efficacité décroissant du premier
cité au dernier (Pincemail et al.,1990).

Comme nous venons de l'examiner, les flavonoides possédent donc plusieurs niveaux
d'action, ils peuvent cumuler les effets de protection a différents niveaux (ex.la quercétine),
étre actifs 2 un niveau et sans effet ou néfaste a d'autres niveaux (ex. le kaempférol)

Les résultats de nos expériences sont généralement en accord avec les données de la
littérature. Seules la myricétine et la troxérutine, substances décrites comme inhibitrices de
la xanthine oxydase, se sont pourtant révélées totalement inefficaces dans la protection des
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lysosomes contre les radicaux libres produits par le systtme xanthine/xanthine oxydase
Fe/ADP(cf tableau 3).

L'inefficacité de I'hespéridine (cf tableau 3 et 4) s'expliquerait par le fait que, bien que
possédant une action "scavenger de OH "et dans une moindre mesure une activité de
chélation, cette substance est prolipoperoxydante et prooxydante.

L'efficacité du kaempférol (cf tableau 3 et 4) peut s'expliquer également de la sorte, ce
dernier, bien que prolipoperoxydant, posseéde des activités antiradicalaires et de chélation.

[.2.2.2. RELATION STRUCTURE-FONCTION

Nous allons tenter de mettre en relation la fonction de protection présentée et la structure de
la substance. Il ne faut pas perdre de vue qu'il existe plusieurs mécanismes d'action et
qu'une substance peut avoir un effet bénéfique, néfaste ou nul selon le mécanisme
consideré. De ce fait, il n'existe probablement pas une mais des structures responsables de
la protection.

Les substances utilisées sont réparties en 3 groupes: flavonoides, flavanoides et
proanthocyanidine. Les seules variations de structure qui s'operent lorsque 1'on passe d'un
groupe a l'autre se situent au niveau de la double liaison dans le noyau C et au niveau du
groupe cétone en position 4. Nous découvrons des substances actives dans les 3 groupes et
en déduisons que ni la double liaison dans le noyau C, ni le groupe cétone en position 4 ne
jouent un rdle capital dans la fonction de protection.

L'inactivité des flavone, flavanone et des monohydroxylés nous montre l'importance
de la présence d'au moins 2 groupements hydroxyles.

La comparaison 7,8-dihydroxyflavone-myricétine semble indiquer que le degré
d'hydroxylation du noyau B n'a pas une influence fondamentale sur le degré d'efficacité.

La comparaison 7,8-dihydroxyflavone-chrysine et quercétine-morine permet de
proposer que la disposition en ortho de groupes hydroxyles est plus efficace que la

disposition en para.

La comparaison quercétine-taxifoline nous permet de découvrir que la double liaison
dans le cycle C augmente l'efficacité.
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La comparaison taxifoline-(d) catéchine montre que la perte du groupement cétone est
favorable.

De la comparaison rutine-troxérutine, nous déduisons que le remplacement de
groupes hydroxyles par des groupes éthoxy ne modifie pas 'efficacité de la substance.

Alors que la comparaison quercétine-rutine fait penser que la substitution d'un
groupement hydroxyle par un groupement rutinoside influence défavorablement l'efficacité
d'une substance, la comparaison rutine-diosmine fraiche nous permet d'affirmer que c'est
la perte du OH en position 3 et non l'introduction du rutinoside qui est défavorable.

[.2.2.3. RECAPITULATIF

Plusieurs arguments nous font penser que l'action des flavonoides (ou dérivés) s'exercerait
plutdt par inhibition du réactif 1ésant que par action sur la membrane, quoiqu'il n'existe
aucune observation qui permette d'infirmer cette seconde hypothése.

L'inhibition du réactif lésant peut se produire a différents niveaux: ces substances
seraient douées d'activité antiradicalaire, d'activité antilipoperoxydante, d'activité
antioxydante et d'activité de chélation.

Les molécules efficaces présentent certaines caractéristiques structurales. Il s'agit de:
- la présence de 2 radicaux hydroxyles en position ortho
- la présence d'un radical hydroxyle en position 3
- la double liaison présente dans le cycle C
- I'absence de groupement cétone dans le cycle C

L3. ETUDES COMPLEMENTAIRES

Cette partie est consacrée a 1'étude plus particuliere de quelques substances. Le but de
cette démarche est de tenter de cerner de maniére plus précise les mécanismes d'action de
ces composés.
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1.3.0. PRELIMINAIRE

1. Les valeurs supérieures a 100% et inférieures a 0%, ont été respectivement
ramenées a ces valeurs maximales et minimales.

2. Dans la premiere partie d'expériences, les radicaux libres sont produits par
les voies enzymatiques X/XO et X/XO Fe/ADP, l'activité libre s'évalue par
dosage de la N-acétylglucosaminidase. Dans la seconde partie, les radicaux
libres sont produits par la voie chimique acide ascorbique/FeCl2, la perte de
latence enzymatique et le degré de peroxydation lipidique s'évaluent
respectivement par dosage de la N-acétylglucosaminidase et dosage de la
malondialdéhyde.

[3.1. ANALYSE DES RESULTATS

Ce chapitre est composé de 2 parties, la premiére intitulée "comparaison des systemes
X/XO et X/XO Fe/ADP" nous permettra de déterminer si les flavonoides étudiés sont aussi
bien efficaces dans la protection des lysosomes en présence de 1'un ou de l'autre systeme,
la deuxiéme intitulée "relation perte de latence enzymatique - lipoperoxydation" permettra
de distinguer si la perte de latence enzymatique est bien due a la peroxydation lipidique.

[.3.1.1. COMPARAISON DES SYSTEMES X/XO Fe/ADP ET X/XO

Les substances étudiées sont la quercétine (flavonoide pentahydroxyl€) et la (d)
catéchine (proanthocyanidine).

A. Présentation des résultats

L'examen des graphiques nous indique que les 2 substances sont actives dans un cas mais
pas dans l'autre.
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FIG 33, Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO-
FE/ADP et du flavonoide hydroxylé quercétine ou de la proanthocyanidine (d)
catéchine.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée.l'activité libre en % corrigé
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FIG 36 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de radicaux libres produits par la voie enzymatique X/XO et du
flavonoide hydroxylé quercétine ou de la proanthocyanidine (d) catéchine.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée; l'activité libre en % corrigé



A.l. Comparaison apres un temps fixé (24 min.)

Les substances se sont révélées efficaces dans la protection des lysosomes contre
les radicaux libres produits par le systeme X/XO Fe/ADP (fig 35). Alors que la quercétine
n'exerce son action de protection qu'a partir de 10-4 M, la (d) catéchine agit déja a une
concentration de 2,5%10-3 M.

Toutes 2 se sont, par contre, montrées totalement inefficaces contre les radicaux
libres produits par le systeme X/XO (fig 36).

A.2., Comparaison dans le temps

Pour cette expérience, une concentration en substance de 10-4 M est utilisée; celle-ci
assure une protection totale contre les radicaux libres produits par le systtme X/XO
Fe/ADP aussi bien dans le cas de la quercétine que de la (d) catéchine.

Les résultats concordent avec ceux obtenus dans 1'expérience précédente, a savoir
que si la quercétine et la (d) catéchine se sont révélés efficaces dans la protection des
lysosomes contre les radicaux libres produits par le systeme X/XO Fe/ADP (fig 37), ni I
un, ni I' autre ne sont d'une efficacité quelconque dans la protection des lysosomes contre
les radicaux libres produits par le systeme X/XO (fig 38).

De maniere plus détaillée, nous remarquons que l'activité libre du contrdle (X/XO
Fe/ADP) augmente trés rapidement (80% apres 20 min.), nous constatons également que
la (d) catéchine est d'une efficacité beaucoup plus grande que la quercétine ; apres 60 min.
d'incubation en présence de radicaux libres produits par le systtme X/XO Fe/ADP,
l'activité libre du test contenant la (d) catéchine est proche de l'activité libre du témoin, par
contre l'activité libre du test contenant la quercétine se superpose a l'activité libre du
contrdle (X/XO Fe/ADP).

Le systeme X/XO est beaucoup moins lésant que lorsque l'on y ajoute du Fe/ADP
(I'activité libre du contrdle n'est que de 40% apres 20 min.), par contre sa "toxicité" n'est
nullement neutralisée ni par la quercétine, ni par la (d) catéchine.

B. Constatation

La (d) catéchine et la quercétine sont inactives dans la protection des lysosomes mis
en présence du systeéme X/XO.
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FIG 37 Acnvité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat

incubée pendant des temps croissants en présence de X/XO Fe/ADP, de X/XO
FelADP + quercétine 10-4 M, de X/XO FelADP + (d) Catéchine 104 M, et en

absence de X/XO Fe/ADP.
en abcisse: le temps d'incubation en minutes
en ordonnée: l'activité libre en %
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FIG 38. Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée pendant des temps croissants en présence de X/XO, de X/XO + quercétine 1 04 M,

de X/XO + (d) Catéchine 1 04 M, et en absence de X/XO.
en abcisse: le temps d'incubation en minutes

en ordonnée: l'activité libre en %




[.3.1.2. RELATION PERTE DE LATENCE ENZYMATIQUE-LIPOPEROXYDATION

Les substances comparées sont : la 7-8 dihydroxyflavone (flavonoide dihydroxyl€), le
kaempférol (flavonoide tetrahydroxylé), la quercétine (flavonoide pentahydroxylé), la
myricétine (flavonoide hexahydroxyl€), la diosmétine (flavonoide méthoxy-substitué) et la
(d) catéchine (proanthocyanidine).

L'examen des graphiques nous montre que toutes les substances qui se sont révélées
efficaces dans la protection des lysosomes contre les radicaux libres inhibent la
peroxydation lipidique,mais s'il existe une correspondance entre la perte de la latence
enzymatique et la peroxydation lipidique, celle-ci n'est cependant pas toujours parfaite.

A. Présentation des résultats

Nous remarquons qu'il existe une correspondance parfaite entre les 2 phénomenes
pour le kaempférol, la quercétine, la myricétine (fig 40) et la diosmétine (fig 41). La
conservation de la latence enzymatique et l'inhibition de la peroxydation lipidique
s'obtiennent 2 des concentrations de 2,5%10-5 molaire pour la quercétine et de 5%10-3
molaire pour le kaempférol et la myricétine. La diosmétine, inefficace dans la conservation
de latence enzymatique, n'inhibe pas la peroxydation lipidique.

La correspondance est beaucoup moins parfaite pour la 7,8 dihydroxyflavone (fig
39). Alors que la conservation de la latence enzymatique s'observe a une concentration de
10-5 voire 5%10-6 molaire, I'inhibition de la peroxydation lipidique débute 2 2,5%10-2

molaire.
La (d) catéchine montre une absence de correspondance (fig 42). La latence
enzymatique est préservée des 10-5 molaire mais I'absence de peroxydation lipidique ne

s'observe qu'a une concentration de 10-4 molaire.

Le détail des expériences est donné ci-apreés sous forme de graphique.
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FEIG 39 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase (Nagase) et concentration en
malondialdéhyde (MDA ) d'une fraction L de foie de rat incubée en présence de
radicaux libres produits par le systéme Acide ascorbique/FeCl2 et de flavonoide
hydroxylé.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée; l'activité libre (Nagase) en % corrigé
la concentration en MDA en % corrigé
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FIG 40 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase (Nagase) et concentration en
malondialdéhyde (MDA) d'une fraction L de foie de rat incubée en présence de radicaux
libres produits par le systéme Acide ascorbiquelFeCl? et de flavonoides hydroxylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée: l'activité libre (Nagase) en % corrigé
la concentration en MDA en % corrigé
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EIG 41 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase (Nagase) et concentration en
malondialdéhyde (MDA) d'une fraction L de foie de rat incubée en présence de
radicaux libres produits par le systéme Acide ascorbique/FeCl) et de flavonoide
méthoxy substitué.
en gbcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée; l'activité libre (Nagase) en % corrigé
la concentration en MDA en % corrigé
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FIG 42 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase (Nagase) et concentration en
malondialdéhyde (MDA ) d'une fraction L de foie de rat incubée en présence de
radicaux libres produits par le systéme Acide ascorbique/FeCl) et de la

proanthocyanidine (d) catéchine.
en gbcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée: l'activité libre (Nagase) en % corrigé
la concentration en MDA en % corrigé




B. Constatation

Les flavonoides et leur dérivés, substances faisant partie d'une méme famille, possédent
des propriétés différentes : la quercétine, par exemple, protége les lysosomes des radicaux
libres en empéchant la peroxydation lipidique, la (d) catéchine, par contre, semble agir
également a un autre niveau.

Ces résultats nous permettent de suspecter qu'outre l'inhibition de la peroxydation
lipidique, les flavonoides possédent au moins un autre niveau d'action permettant de
conserver la latence enzymatique de lysosomes soumis a un "stress radicalaire”.

[.3.2. DISCUSSION

[.3.2.1. COMPARAISON DES SYSTEMES X/XO Fe/ADP ET X/XO

La quercétine et la (d) catéchine protegent des lysosomes mis en présence du systéme
X/XO Fe/ADP, elles ne possedent pas cette capacité en absence de Fe/ADP.

Une hypothése tenant compte de la nature des radicaux libres produits peut étre
avancée; le systeme X/XO permet la formation d'O2"~ et de H20?, la présence de Fet*+
permet la formation de OH'. La ferritine présente dans le lysosome mobilisable en
Fet*+* (Biemond er al., 1986) est une supposition aujourd'hui contestée. Nous en
déduisons que seul le systtme X/XO Fe/ADP peut produire des OH". Dés lors, la
quercétine et la (d) catéchine seraient de bons "scavenger" de OH' (en accord avec la
littérature) mais de pietre "scavenger" de 02~ (en désaccord avec la littérature) et/ou de
H202 (absence de référence).

La comparaison "toxicité du systtme X/XO"-"toxicité du systtme X/XO Fe/ADP"
confirme que les OH" sont beaucoup plus redoutables que les O2 ~(Halliwell and
Gutteridge, 1984).

Toutefois, il a été remarqué que contrairement au systetme X/XO Fe/ADP, le systeme
X/XO ne produit pas de MDA (résultats non montrés), il ne déstabiliserait donc pas les
lysosomes par peroxydation lipidique.

Alors que la (d) catéchine n'inhibe pas la production d'acide urique (inhibition de la
xanthine oxydase), la quercétine posséde cette propriété. L'inefficacité de cette derniere
dans la protection des lysosomes contre les radicaux libres produits par le systeme X/XO
s'expliquerait par le fait que l'inhibition ne serait que partielle, son efficacité contre les
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radicaux libres produits par le syst¢tme X/XO Fe/ADP montre qu'elle posséde d'autres
niveaux d'action (cf 1.2.2.1. MECANISME(S) DE PROTECTION)

[.3.2.2. RELATION PERTE DE LATENCE ENZYMATIQUE - LIPOPEROXYDATION

La (d) catéchine a certaines concentrations n'inhibe pas la peroxydation lipidique mais elle
protege la membrane lysosomale, son mécanisme d'action reste a découvrir.

Il a été mis en évidence que les proanthocyanidines peuvent interagir spécifiquement
avec des protéines (Hagerman and Butler, 1981). Une hypothése plausible quant au mode
d'action de la (d) catéchine serait que, suite au lien (d) catéchine-protéine membranaire, ces
protéines membranaires se montrent moins réactionnelles aux attaques radicalaires.Ce
phénomene s'expliquerait notamment par le masquage des acides aminés sensibles.

Une seconde hypothése fait intervenir la phospholipase A 2. L'induction de la
perméabilité mitochondriale & diverses molécules et ions semble provenir d'une
sensibilisation (provoquée par la peroxydation lipidique) des phospholipides membranaires
a la phospholipase A 2. Cette sensibilisation conduit a I'hydrolyse des phospholipides
membranaires (Erdahl er al., 1991). Si un tel mécanisme existe dans le lysosome, la (d)
catéchine pourrait protéger la membrane lysosomale en inhibant la phospholipase A2.
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II. INFLUENCE DES FLAVONOIDES SUR LA
PERMEABILITE DE LA MEMBRANE LYSOSOMALE AU
GLUCOSE

IL1 ESTIMATION DU POUVOIR LESANT

L'incubation d'une préparation lysosomale dans une solution isotonique en glucose (0,25
M) provoque la disparition du phénomene de latence enzymatique : le glucose, molécule
perméante, conjugue son pouvoir osmotique a celui du contenu lysosomal et entraine une
hypertonicité de ce compartiment vis a vis du milieu extérieur. L'appel d'eau en résultant
crée un gonflement conduisant a la rupture de 1'organite comme l'illustre la fig 43, rendant
compte de I'augmentation d'activité libre en N-acétylglucosaminidase en fonction du temps
d'une fraction lysosomale incubée en présence de glucose.

—a— Glucose
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FIG 43 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée
pendant des temps croissants en présence de glucose (molécule perméante).

en abcisse: le temps d'incubation en minutes

en ordonnée: l'activité libre en %

IL2. ETUDE DES FLAVONOIDES ET DERIVES

Dans cette partie, nous allons nous interesser a l'effet des flavonoides et de leurs
dérivés sur des lysosomes soumis a un stress osmotique induit par la pénétration du
glucose dans ces organites.
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11.2.0. PRELIMINAIRE

1. Les valeurs supérieures a 100% et inférieures a 0%, ont été respectivement
ramenées & ces valeurs maximales et minimales.

2. Les activités libres et totales s'évaluent par dosage de la N-
acétylglucosaminidase.

3. Les expériences ont été réalisées en utilisant des temps d'incubation de 15 et
de 25 minutes, les résultats étant concordants, seuls les temps d'incubation de
15 minutes sont représentés.

4. Ce chapitre comprend quelques expressions définies comme précédemment,
celles-ci permettent les comparaisons nécessaires a l'élaboration de
conclusions. Nous parlons d'une protection totale lorsque 1'activité libre,
exprimée en % corrigé, est proche de 0%, d'une protection partielle
lorsque celle-ci ne dépasse pas 25% et d'une protection relative si elle est
supérieure a 25%.

La notion de produit le plus efficace est définie comme le produit
assurant une protection pratiquement totale a la concentration la plus faible
possible.

[1.2.1. ANALYSE DES RESULTATS

Les produits étudiés se répartissent en 3 groupes comprenant flavonoides, flavanoides et
proanthocyanidine.

L'examen des graphiques nous réveéle que certaines substances contrecarrent l'effet
lésant que provoque la pénétration de glucose sur la membrane lysosomale, d'autres par
contre, ne possédent pas cette propriété. On remarque également que parmi les substances
actives le degré d'efficacité est différent.

Ce chapitre est composé de 2 parties, la premiére, intitulée "recherche d'un effet

potentiel", nous permettra de sélectionner les substances efficaces, la deuxi¢éme, intitulée
"determination du degré d'efficacité”, cernera le degré d'efficacité des substances actives.
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Flavonoides

Flavanoides

Proanthocyanidine

Flavone

Dérivés hydroxylés

Substituants méthoxy

Substituants rutinoside

Flavanone

Dérivés hydroxylés

Substituants rutinoside

6-monohydroxyflavone
7-monohydroxyflavone
7,8-dihydroxyflavone
5,7-dihydroxyflavone ou Chrysine
5,7,4'-trihydroxyflavone ou Apigénine
3,5,7-trihydroxyflavone ou Galangine
3,7.3'4'-tétrahydroxyflavone ou Fisétine
3,5,7,4'-tétrahydroxyflavone ou Kaempférol

3,5.7,3' 4'-pentahydroxyflavone
ou Quercétine

3,5,7,2',4'-pentahydroxyflavone ou Morine

3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone
ou Myricétine

3.5,7-trihydroxy-4'-méthoxyflavone

ou Kaempféride

5,7,3'-dihydroxy-4'-méthoxyflavone

ou Diosmétine
3-rutinoside de quercétine ou Rutine
7-rutinoside de diosmétine ou Diosmine

5-hydroxy-7,3',4'-éthoxy-3-rutinoside

ou Troxérutine

5,7,4'-trihydroxyflavanone ou Naringénine

3.5,7,3',4'-pentahydroxyflavone

ou Taxifoline

5,7,3'-trihydroxy-4'-méthoxyflavanone

-7-rutinose ou Hespéridine

3,5,7,3',4'-flavanpentol ou (d) Catéchine

Active
Active
Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Active

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Inactive

Tablegu 6. Récapitulatif de I'(in)activité des flavonoides testés dans la protection des

lysosomes contre le stress osmotique induit par la pénétration du glucose.




I1.2.1.1. RECHERCHE D'UN EFFET POTENTIEL

A. Présentation des résultats

Toutes les substances actives sont des flavonoides, seule la galangine et dans une moindre
mesure la chrysine font figures d'exceptions.

I1 s'agit de la flavone, la 6-hydroxyflavone et la 7-hydroxyflavone (flavonoides
monohydroxylés), la 7,8-dihydroxyflavone (flavonoide dihydroxylé), l'apigénine
(flavonoide trihydroxylé), la fisétine et le kaempférol (flavonoides tétrahydroxylés), la
quercétine et la morine (flavonoides pentahydroxylés) et la myricétine (flavonoide
hexahydroxylé)(fig 44, fig 45, fig 45’).

Le tableau 6 ci-contre permet de visualiser les résultats obtenus pour la totalité des
expériences réalisées. Les graphiques ci-aprés permettent quant a eux de visualiser les
détails de ces expériences.

100 A —a— flavone

7S A

50-1

25 A

L] 1 T 1

1
-6,0 -55 -5,0 -4,5 -4,0

FIG 44 Activité libre de la N-acérylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée
en présence de glucose (molécule perméante) et du flavonoide flavone.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé
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FIG 45 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoides hydroxylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée : l'activité libre en % corrigé
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FIG 45’ Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoides hydroxylés.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé
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FIG 46 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoides méthoxy-
substitué.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée : l'activité libre en % corrigé
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FIG 47, Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat incubée

en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoides rutinoglycosylés.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé
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FIG 48 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et du flavanoide flavanone
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé



100 o

75 A

S0 -

25 S

1

-6,0

1 T T

-55 -5,0 -45

T

-4,0

100 o

75 A

S0 -

235 A

T

6,0

| 1

i
-5,5 -5,0 -45

-4,0

B b OH
——a—— Naringénine
HO ‘ o]

OH 0

OH

8 A OH
—a— Taxifoline
HO ‘ (o]
OH

OH O

FIG 49 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavanoide hydroxylé.

en gbcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé
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FIG 50 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavanoide rutinoglycosylé.
en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée : l'activité libre en % corrigé
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FIG 51 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de la proanthocyanidine (d)
catéchine.

en abcisse: le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée ; l'activité libre en % corrigé



B.. Constatations

Les flavanoides et la proanthocyanidine testés sont inefficaces, la protection "osmotique"
semble étre propre aux flavonoides.

[1.2.1.2. DETERMINATION DU DEGRE D'EFFICACITE

Les produits permettant de préserver les lysosomes ont alors été étudiés de maniere plus
détaillée afin de déterminer la concentration a laquelle débute cette protection. Pour ce faire,
tandis que dans la série d'expériences précédente un flavonoide (ou un dérivé) était testé a
différentes concentrations, ici tous les flavonoides (ou les dérivés) actifs seront testés a une
méme concentration et l'expérience sera répétée 3 fois pour permettre un calcul de
moyennes.

Les produits testés sont des dérivés possédant une capacité de protection contre les
attaques radicalaires. En effet, il nous a paru intéressant de rechercher les produits
combinant la protection "radicalaire” et la protection "osmotique".

A. Présentation des résultats

Nous remarquons directement que seule la myricétine (flavonoide hexahydroxylé) a une
concentration de 10 -4 molaire assure une protection totale (fig 52).

Des protections partielles sont trouvées pour :
- la quercétine (flavonoide pentahydroxyl€) a une concentration de 2,5%10-3
molaire (fig 52).
- la fisetine et le kaempférol (flavonoides tétrahydroxylés) a une concentration
de 5%10-3 molaire (fig 52).
- la 7-8 dihydroxyflavone (flavonoide dihydroxylé) a une concentration de 10-4
molaire (fig 52).

La morine (flavonoide pentahydroxylé) est d'efficacité relative (fig 52).

Les détails de ces expériences sont donnés ci-apres sous forme de graphiques: les
valeurs sont des moyennes accompagnées de leur déviation standard.
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FIG 52 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoides hydroxylés.

en gbcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé
en ordonnée. l'activité libre en % corrigé
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FIG 52 Activité libre de la N-acétylglucosaminidase d'une fraction L de foie de rat
incubée en présence de glucose (molécule perméante) et de flavonoide hydroxylé.

en abcisse. le log de la concentration (molaire) en produit testé

en ordonnée: l'activité libre en % corrigé

B. . Constatation
Une seule substance assure une protection totale : la myricétine.
[1.2.2. DISCUSSION
[1.2.2.1 MECANISME(S) DE PROTECTION

Les résultats montrent que certains flavonoides ou dérivés protégent les lysosomes du
choc osmotique provoqué par la pénétration du glucose.

Une quelconque action des flavonoides sur le glucose n'est pas envisageable, celle-
ci se situe donc au niveau de la membrane lysosomale et pourrait s'opérer de 2 manieres
différentes; d'une part par diminution de la perméabilité de la membrane au glucose,
d'autre part par consolidation de la membrane la rendant plus résistante au gonflement
résultant de l'entrée d'eau.

Si la premiere hypotheése nous parait plus plausible , aucune observation déterminante n'a
permis de confirmer ou d'infirmer la seconde.
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Le mécanisme d'action de ces substances dans l'interaction avec la membrane
lysosomale reste a découvrir:

- action via une variation de fluidité de la bicouche (une diminution de fluidité
entraine une diminution de perméabilité)

- action via une interaction avec des sites spécifiques impliqués dans le transport
(une occupation de site entraine une diminution de la perméabilité). Cette hypothese
prone une pénétration du glucose par transporteur.

[1.2.2.2. RELATION STRUCTURE-FONCTION

Les substances utilisées sont réparties en 3 groupes: flavonoide, flavanoide et
proanthocyanidine. Les variations de structure qui s'opérent lorsque l'on passe d'un
groupe a l'autre se situent au niveau de la double liaison dans le noyau C et du groupe
cétone en position 4.

La comparaison flavonoides-flavanoides-proanthocyanidine nous permet de penser
que la double liaison présente dans le noyau C des flavonoides est indispensable a la
fonction de protection (exeption faite de la galangine et dans une moindre mesure de la

chrysine).

La comparaison flavonoides hydroxylés-flavonoides substitués nous montre que
l'addition de substitutions entraine une perte d'activité.

Les substances étant d'efficacité similaire, il est difficile de tirer des conclusions en ce
qui concerne les modifications stucturales pouvant améliorer le degré d'efficacité. La
morine semble toutefois moins efficace. Ceci s'interpréterait, par comparaison avec les
autres substances actives, par une influence négative d'un dérivé hydroxyle en position 2'
ou de la position para des dérivés hydroxyles dans le noyau B.

[1.2.3.2. RECAPITULATIF
L'action des flavonoides (ou dérivés) s'exercerait par diminution de la perméabilité

de la membrane au glucose mais I'hypothése d'une augmentation de résistance de la
membrane au gonflement n'est pas a exclure.
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Les caractéristiques structurales importantes dans la protection des lysosomes contre
l'activation osmotique semblent étre :

- la double liaison présente dans le cycle C
- I'absence de groupement substitué
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CONCLUSIONS




1. Les flavonoides et leurs dérivés sont présents en grande quantité dans des extraits
végétaux (extrait de Ginkgo biloba par exemple) possédant des effets thérapeutiques. I1
est possible que ces effets soient liés au fait que ces composés protegent les membranes
des organites subcellulaires, en particulier les membranes lysosomales, contre toute une
série d'agressions. Les extraits végétaux sont interessants parce qu'ils comprennent une
grande variété de ces substances.

2. Les radicaux libres oxygénés provoquent un effet 1€sant sur les lysosomes.

Certains flavonoides protégent les membranes lysosomales contre les radicaux libres.
Ceux-ci possédent au moins deux OH, de préférence en position ortho, un troisiéme
confére également une activité de protection si il est localisé dans le noyau pyrane. La
présence de la double liaison et I'absence de groupe cétone dans le noyau pyrane semble
également d'une certaine importance.

Les flavonoides peuvent agir en exergant une activité antiradicalaire, en inhibant la
peroxydation lipidique, en exer¢ant une activité antioxygéne ou en complexant les
métaux de transition. Cependant, en ce qui concerne l'effet sur les lysosomes, les
observations ne sont pas toujours en accord avec de telles explications. La myricétine,
par exemple, est un treés bon "scavenger" de radicaux hydroxyles (Pincemail et al.,1990)
mais elle est inefficace dans la protection des lysosomes contre les radicaux libres
produits par le syst¢tme X/XO Fe/ADP. Par ailleurs, la (d) catéchine posséde un effet
stabilisateur sur le lysosome mis en présence de radicaux libres mais n'inhibe pas la
peroxydation lipidique. Il est dés lors possible que les flavonoides agissent en
s'opposant également a d'autres phénomenes que ceux empéchant 1'oxydation de la
membrane. Par exemple, la peroxydation des phospholipides membranaires peut
sensibiliser ceux-ci a l'hydrolyse, les flavonoides pourraient exercer une action
inhibitrice sur I'enzyme responsable de 1'hydrolyse.

3. Le glucose, molécule perméante, provoque un effet Iésant sur le lysosome.

Certains flavonoides inhibent l'activation osmotique induite par le glucose, ceux-ci
présentent une double liaison dans le noyau pyrane et une absence de groupements
substitiués. Ils peuvent agir en perturbant 1'état physique de la membrane lysosomale, la
rendant moins perméable au glucose ou en interagissant avec des sites impliqués dans le
transport du glucose.
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4. 11 existe des flavonoides qui se montrent inefficaces aussi bien contre les radicaux
libres que contre le glucose (naringénine, hespéridine), d'autres qui n'exercent leur
action protectrice que contre un seul de ces deux stress (flavone, flavanone efficaces
contre le glucose; taxifoline, (d) catéchine efficaces contre les radicaux libres).
Seulement quatre substances combinent les deux protections, il s'agit de la quercétine,
de la 7,8-dihydroxyflavone, du kaempférol et de la morine, le degré d'efficacité
décroissant du premier cité au dernier.
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