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Résumé

La présente étude vise a déterminer la teneur en composés phénoliques et flavonoides, et a
évaluer certaines activités biologiques des extraits hydromethanolique (EBr), chloroformique
(ECh) et acétate d’éthyle (EAC) de la partie aérienne de Daphne gnidium L. (PADG) utilisée
dans la médicine traditionnelle. La teneur la plus élevée en polyphénols totaux est observée
dans I’ECh (10.52 + 0.87 mg EAG/g extrait). Les flavonoides se trouvent en quantité plus
importante dans I’'EAc (133.07 + 2.84 mg EQ/g extrait). Les flavonoides majoritaires des
extraits de PADG, identifies par une HPLC/DAD, sont représentés par les dérivés d’acide
férulique (30.68%), d’acide cinnamique (22.36%) dans I’EBr, le dérivé d’acide cinnamique
(38.61%), un dérive d’apigénine (20.01%) dans I’ECh, le méthyl apigénine glucoside (18%),
quercétine 3-O-glucoside (17.55%) et lutéoline glucoside (15.06%) dans I’EAc. Tous les
extraits de PADG ont montré un effet inhibiteur sur I’activité xanthine oxydase humaine
(HXO) et bovine (BXO) fraichement préparées. L’EAC est le puissant inhibiteur de la BXO
avec une ICsp de 0.021 = 0.001 mg/ml, tandis qu’il est le plus faible inhibiteur de la HXO
avec ICsp de 4.809 % 0.0004pg/ml. L’utilisation des méthodes enzymatique et non
enzymatique a révélé que tous les extraits possedent une activité superoxyde scavenger.
L’EBr a montré I’activité superoxyde scavenger la plus puissante avec une valeur d’ICsy de
0.54 + 0.01 mg/ml. Le test au DPPH a confirmé la puissante activité scavenger de I’EBr.
L’ECh a montré I’effet scavenger des radicaux hydroxyles le plus élevé suivie par I’'EAcC et
I’EBr. Le test de la capacité chélatrice des ions ferreux montre que I’EBr est I’extrait le plus
actif avec une ICsy de 0.40 + 0.04 mg/ml. L’activité réductrice des extraits de PADG,
mesurée par les tests de pouvoir réducteur et FRAP, a montré que I’ECh possede la plus
importante capacité réductrice des ions ferriques, suivi par I’EAc et I’EBr. L’ECh possede un
effet inhibiteur de I’oxydation de béta-caroténe (1% = 92.11%), semblable a celui du BHT (1%
= 96.77%). Cette activité est confirmée par le test de ferrique-thiocyanate. Sous I’action
oxydante d’AAPH, I’EAc et I’EBr ont montré un effet protecteur des érythrocytes plus éleve
que celui de I’ECh avec des pourcentages d’hémolyse aprés 1h d’incubation de 0% et 1.9%,
respectivement. En conclusion, cette étude indique que les extraits de PADG contiennent des

composés a activites antioxydantes et radicales scavenger.

Mots clefs: Daphne gnidium L., polyphénoles, antioxydants, xanthine oxydoréductase

(XOR), radicaux libres, capacité chélatrice, pouvoir réducteur, peroxydation lipidique.
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Abstract

The aim of the present study was to determine polyphenols, flavonoids and some biological
activities of hydromethanolic (CE), chloroform (CHE) and ethyl acetate extracts (EAE) from
the shoots of Daphne gnidium L., (SDG) traditionally used in folk medicine. The high
concentration of polyphenols was observed in CHE (10.52 + 0.87 mg GAE/g lyophilisate).
Flavonoids were found to be highest in EAE (133,07 £ 2,84 mg QE/g lyophilisate). By means
of HPLC/DAD, the main flavonoids in the SDG extracts were tentatively identified as ferulic
acid derivatives (30.68%) and cinnamic acid derivatives (22.36%) in CE, cinnamic acid
derivative (38.61%) and apigenin derivative (20.01%) in CHE and methyl apigenin glucoside
(18.05%), quercetin 30-glucoside (17.55%) and luteolin glucoside (15.06%) in EAE. All
extracts of the SDG showed an inhibitory effect on human (HXO) and bovine (BXO)
xanthine oxidase activity. The EAE was the most inhibitor on bovine xanthine oxidase (BXO)
with an ICsy value of 0.021 + 0.001 mg/ml, whereas it was the lowest inhibitor on human
xanthine oxidase (HXO) with an 1Cs value of 4.809 + 0.0004ug/ml. The extracts exhibited a
superoxide scavenging capacity by using both enzymatic and nonenzymatic methods. CE
showed strong superoxyde scavenger activity with an 1Csp of 0.54 £ 0.01 mg/ml. DPPH test
confirms that a CE have a highest radical scavenger activity. The CHE showed a highest
scavenging activity against hydroxyl radicals followed by EAE and CE. Ferrous ion chelating
capacity assay showed that CE is the most active extract with an 1Cso value of (0.40 + 0.04
mg/ml). The reducing activity of the SDG extracts, measured by reducing power and FRAP
assays, was showed that CHE had the highest ferric reducing capacity, followed by EAE and
CE. CHE possess an inhibition ratio of (92.11%) in the linoleic acid oxidation assay close to
that of BHT (96.77%). This activity is confirmed by the ferric-thiocyanate method. Under the
oxidative action of AAPH, EAE and CE showed higher protective effect against erythrocytes
hemolysis than the CHE, with a percentage of hemolysis (H%) values determined after 1 h of
incubation of 0% and 1.9%, respectively. Overall, this study indicates that SDG extracts

contains compounds with an antioxidants and radicals scavenger activity.

Key words: Daphne gnidium L., polyphénols, antioxidants, xanthine oxidoreductase (XOR),

free radicals, chelating capacity, reducing power, lipids peroxidation.
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INTRODUCTION

Introduction

L’oxygene, apparu voici trois milliards d’années dans I’atmosphere terrestre, est une
molécule indispensable a la vie. L’oxygéne, en tant que récepteur final d’électrons dans
I’organisme, se transforme en molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale en produisant 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel
énergétique. Ce processus n’est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de I’oxygene sont
transformés en espéces reéactives de I’oxygene ou Reactive Oxygen Species (ROS)
particulierement réactionnelles (Koppenol, 2001). Dans une premiére étape, le radical libre
anion superoxyde est formé, ce qui conduit par la suite a la production d’autres ROS comme
le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle et le monoxyde d’azote qui a son tour conduira
a la formation des autres espéces réactives de nitrogéne ou Reactive Nitrogen Species (RNS).
Ces especes réactives peuvent jouer un rdle physiologique important comme dans la
phagocytose des bactéries par les cellules polymorphonucléaires (Swain et al., 2002) et la
signalisation cellulaire. Mais, de part leur nature instable, ces especes réactives sont toxiques
et interagissent avec toute une série de substrats biologiques importants. Des dénaturations de
protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation du glucose, des cassures au niveau de
I”’ADN avec possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent alors
apparaitre avec des consequences souvent irréversibles pour la cellule. Une production
physiologique de ces espéces est régulée par des systemes de défense composés d’enzymes
(superoxyde dismutases (SOD), catalase, glutathion peroxydases (GPx), peroxyrédoxine...),
de molécules antioxydantes de petite taille (caroténoides, vitamines C et E, glutathion, acide
urique, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine, ferritine, céruléoplasmine) qui
maintiennent les métaux de transition dans un état inactif pour la formation de ROS ou RNS.
Un autre systéme de defense secondaire compose de phospholipases, d’ADN endonucléases

et ligases et de macroxyproteinases empéche I’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN

-
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et de protéines oxydés et participe a I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail et
al.,, 2002). Dans une situation physiopathologique, un déséquilibre du statu
prooxydants/antioxydants surviendra ; état de stress oxydatif. Cela, est bien suggéré d’étre a
I’origine de développement de nombreux processus pathologiques comme I’athérosclérose et
la cancérogénese. Pour minimiser les effets néfastes de ce phénomeéne, un apport exogeéne des
antioxydants est nécessaire. De multiples études ont suggéré le role crucial des antioxydants
naturels dans le traitement des maladies liés au stress oxydatif. Les polyphénols constituent un
des groupes les plus nombreux et largement distribué dans le royaume des végétaux, avec des

propriétés biologiques importantes et en particulier leur activité antioxydante.

Pour cette raison, on a choisi, dans la présente étude, la plante Daphne gnidium L.
comme une source d’antioxydants naturels. Cette plante est un arbuste de la famille des
Thyméléacees, largement utilisée dans la médicine traditionnelle des pays méditerranéen. En
Algérie, la partie aérienne de D. gnidium a été utilisée avec I’huile d’olive contre les douleurs
inflammatoires.

Le présent travail est structuré en deux parties:

- I’extraction et analyse phytochimique de différents composés phénoliques de la partie
aérienne de la plante.

- le deuxiéme volet est consacreé a I’étude de I’activité antioxydante in vitro et ex vivo ;

e La purification et I’étude de I’activité inhibitrice de la xanthine oxydase.

e Evaluation du pouvoir piégeur (scavenger) vis-a-vis du radical superoxyde généré par
un systeme enzymatique (xanthine/xanthine oxydase) et non enzymatique (PMS-

NADH/NBT), du radical hydroxyle et d’un radical libre relativement stable (DPPH).

e Etude de I’activité chélatrice des métaux de transition et du pouvoir réducteur.

o
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e Effet anti-lipoperoxydant en utilisant le systeme acide linoléique/R-caroténe et la
méthode au thiocyanate ferrique (FTC).

o Etude de I’effet protecteur des extraits contre I’hémolyse oxydative des érythrocytes.
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1. Stress oxydant

Les oxydants, en chimie, sont des composés aptes a oxyder les molécules cibles. Cela
peut se produire par I’'une de ces trois actions : arrachement d’un atome d’hydrogéne,
arrachement d’un électron ou par addition de I’oxygene (Lykkesfeldt and Svendsen, 2007).
Les radicaux libres (RLs) sont trés bien connus comme des agents oxydants. Ce sont des
especes chimiques possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur leur orbital externe
(Sanders and Greenamyre, 2013), ce qui les rend instables et réactifs. lls dérivent de I'oxygene
par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde (O;") et le radical hydroxyle ("OH),

ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NO*) (Wu et al., 2013) (figure 1).

55, , b8 55, , 48
1 s 2O Réduction O1
00 Qo0 ~min e 5Q55Q)S:
[o]e] OO o]e ole
6 5 5 6 6 5 5 6
0O, 0%,

Figure 1. Réduction a un électron de I’oxygene moléculaire (O,) pour former un radical

libre ; I’anion superoxyde (O;").

Noter que le terme «espéces réactives de I’oxygéne (ERO) ou Reactive Oxygen
Species (ROS) » ne réfere pas seulement aux radicaux libres oxygénés, mais encore aux
dérivés réactifs de I’oxygeéne non radicalaires (Peroxyde d’hydrogene ; H,O,) (Halliwell and
Gutteridge., 2007). De méme, les espéces réactives de nitrogenes (ERN ou RNS : Reactive

Nitrogen Species) renferment les especes radicalaires et non radicalaires dérivés de nitrogéne.

Les ROS et RNS sont produites au cours du métabolisme physiologique de la cellule
(Pavithra and Vadivukkarasi, 2015). Ils ont un réle double paradoxale ; ils peuvent étre des

agents délicats qui servent I’organisme ou des agents pathogenes (Fibachand Dana, 2015).



http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0278584613000493
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0891584915001902
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Les effets bénéfiques des especes réactives se produisent a des concentrations faibles
impliquant leurs réles physiologiques dans les mécanismes de défense contre les agents
infectieux et dans de nombreux systémes de signalisation cellulaires. Les effets nocifs de ces
deux types d’espéces réactives, connu sous les termes « stress oxydatif et stress nitrosatif »,
résulte d’une surproduction de ces especes réactives et/ou une défaillance de mécanismes
antioxydants (Wu et al., 2013). Autrement dite, le stress oxydant résulte au cours des
réactions métaboliques, utilisant I’oxygéne, et représente un désordre dans I’équilibre du statu
réactionnel pro-oxydants/antioxydants. Une production excessive des especes réactives peut
donc endommager les acides nucléiques, les lipides et les protéines cellulaires (Smith et al.,

2013), en inhibant de ce fait leurs fonctionnements physiologiques.

1.1. Les espéces réactives majeures dans la cellule

Les deux premiers radicaux libres générés par la cellule sont I’anion superoxyde et le
monoxyde d’azote. Ils sont réactifs et peuvent aisément réagir pour donner naissance aux
différentes especes réactives soit de I’oxygene soit de nitrogéne (Powers and Jackson., 2008)

(figure 2).

1.1.1. L anion superoxyde (O™,)

Le superoxyde est le premier radical oxygéné produit par les organismes en aérobiose
et considéré comme un radical pére de tous les radicaux oxygénés (Romao et al., 2015 ; Wang
et al., 2014 ; Raedschelders et al., 2012). L’addition d’un électron a I’oxygene moléculaire
conduit a la formation de I’anion superoxyde, il se produit principalement lors des fuites

électroniques de la chaine respiratoire de la mitochondrie (Powers and Jackson., 2008).

O, + ¢ O.-z

v

g
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L’O™, n’est pas tellement réactif et méme il s’agit pas d’un puissant oxydant, mais il posséde
une grande distance de diffusion de son site de production (Bandyopadhyay et al., 2004). Cet
anion est chargé négativement, il est relativement imperméable a travers les membranes
biologiques (Powers and Jackson., 2008 ; Fuchs., 1992), excepté en présence des canaux
membranaires anioniques (Romao et al., 2015 ; Newsholme et al., 2012) qui permettent son
passage membranaire. Le superoxyde possede une longue demi-vie, en comparaison aux
autres radicaux libres, ce qui lui permet de diffuser a I’intérieur des cellules et augmenter le
nombre de ses cibles (Powers and Jackson., 2008). Le superoxyde peut réagir rapidement
avec d’autres radicaux libres tel le NO en réduisant sa demi-vie (Romao et al., 2015) et avec
quelques centres fer-soufre des protéines (Halliwell and Gutteridge, 2007). 1l peut interagir
avec d’autres molécules pour générer d’autres especes réactives secondaires de I’oxygene soit
directement ou généralement par des mécanismes enzymatiques ou des processus qui utilisent
les métaux comme catalyseurs (Fatehi-Hassanabad et al.,, 2010). Dans les cellules
phagocytaires telles les neutrophiles et les macrophages, 1’O™, est le principal agent
bactéricide (Bandyopadhyay et al., 2004). Une dismutation spontanée ou catalytique de
I’anion superoxyde constitue une source majeure de H,O, dans la cellule (Kim et al., 2000). A
pH physiologique, le superoxyde peut se protoner pour donner le radical hydroperoxyle (HO,)
ce qui facilite son transport membranaire (Salvador, 2001). Comme les especes actives redox,
le superoxyde peut réduire certaines biomolécules (cytochrome c) et oxyder d’autres comme
la vitamine C (Powers and Jackson., 2008). Dans les systéemes biologiques, la dismutation de
I’0™, peut conduire également & la formation de I’oxygéne singulier (*O,). Ce dernier
posséde une courte demi-vie mais il est perméable aux membranes avec une tres grande
vitesse de diffusion. Le O, est la forme électronique excité de 1’oxygéne et ce n’est pas un

radical car ne contient pas un électron non apparié (Powers and Jackson., 2008).

-
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1.1.2. Le peroxyde d’hydrogene (H,05)

Le peroxyde d’hydrogene est une espece non radicalaire, non chargé et peut
facilement diffuser a travers les membranes cellulaires (Halliwell, 1992). 1l se forme par une

dismutation spontanée ou catalytique du radical superoxyde.

20._2 + 2H" » O, + H)0O,

Cette espéce est cytotoxique mais elle est relativement un faible agent oxydant (Powers and
Jackson., 2008). La cytotoxicité de H,O; est due principalement a sa capacité de produire le
radical hydroxyle dont il est une source potentielle de ce radical (Zhang et al., 2015) . En
présence des métaux de transition (le fer ou le cuivre) qui sont maintenues sous leur forme
réduite par I’anion superoxyde (réaction de Haber-Weiss), le peroxyde d’hydrogéne se
transforme en radical hydroxyle (réaction de Fenton) (Bokare and Choi, 2014 ; Halliwell,

1995). La réaction globale est comme suivante :

0,” + Fe*/cu*? 0, + Fe**/cu™

v

H,0, + Fe?'/cu™ » OH" +OH + Fe*/cu

Le peroxyde d’hydrogéne est incapable d’oxyder directement I’ADN ou les lipides mais il est
capable d’inactiver certains enzymes (Halliwell and Gutteridge, 2007). Dans les conditions
physiologiques, le H,O, est essentiel pour la biosynthese des hormones thyroidiens, activation
des facteurs de la transcription nucléaire, activation des cascades thyrosine et essentiel pour
I’activité des phospholipases (Kim et al., 2000). Il agit encore comme une molécule de
signalisation et régulateur des genes intervenants dans les réponses immunitaires et de
multiples processus physiologiques (Habibi, 2014). Le peroxyde d’hydrogene joue un réle
crucial dans la régulation de la mort cellulaire programmée (apoptose). Il a été montré que

I’exposition a des faibles doses de H,O; intervient dans I’apoptose d’un trés grand nombre de

-



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

type cellulaire (Buttke and Sandstrom, 1994). Le H,0,, en présence des concentrations
physiologiques des ions de chlore (CI"), peut se transformer en acide hypochloreux (HOCI)
par une myeloperoxydase (MPO); enzyme sécrétée par les phagocytes (Taniyama and

Griendling, 2003).

H,O, + CI » HOCI + OH

Le HOCI endommage de variable biomolécules en agissant sur I’oxydation des groupements
thiols, des lipides, la vitamine C et le NADPH avec la génération d’une variété de produits
secondaires (Halliwell and Gutteridge., 2007). Dans sa forme acide, cet oxydant peut traverser
les membranes cellulaires et causer de ce fait la fragmentation et I’agrégation des protéines

par des réactions multiples (Halliwell and Gutteridge., 2007).
1.1.3. Le radical hydroxyle (OH)

Le radical hydroxyle est hautement réactif, imperméable aux membranes biologiques
mais il a un puissant potentiel oxydant (Powers and Jackson., 2008; Bandyopadhyay et al.,
2004 ). Le degré élevé de sa réactivité lui conféere une diffusion restreinte aux molécules de
petits diameétres (Halliwell, 1991), généralement au voisinage de son site de formation
(Powers and Jackson., 2008). Il posséde une trés courte demi-vie, environ 10° S, (Kehrer,
2000). 1l se combine aux composants cellulaires dont la constante de combinaison est environ
10°-10"° M. S (Halliwell, 1995). C’est I’espéce radicalaire la plus toxique des ROS et sa
grande réactivité rend sa détection dans I’organisme presque impossible ou sa démonstration
se fait par la révélation des produits spécifique de ses réactions (Powers and Jackson., 2008).
Le radical hydroxyle n’existe pas dans les conditions physiologiques car ses précurseurs (O,”
et H,0O,) sont piéges par leurs respectifs enzymes antioxydants (Kanter et al., 1985). A cause
de la grande affinité, réactivité et des sites spécifiques du ce radical, il n y’a aucun systeme de

défense physiologique ou enzymatique contre cet oxydant (Bandyopadhyay et al., 2004).
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Ainsi, la présence de ce radical est un indicatif d’une large destruction tissulaire (Freeman and
Carpo, 1982). L’interaction de radical hydroxyle avec les purines et les pyrimidines produit

plus de 100 types de nucléotides modifiés dans I’ADN (Olinski et al., 2003).

1.1.4. Le monoxyde d’azote (NO")

Le monoxyde d’azote est une petite molécule qui contient un électron non apparie, un
radical libre. Il est généré dans différents tissus par des nitrique oxyde synthases (NOS)
specifiques qui métabolisent le L-argenine en citrulline et le monoxyde d’azote (Duran et al.,

2010 ; Powers and Jackson, 2008 ; Palmer et al., 1988).

2L Arg + 3NADPH + 3H"+ 40, ——— 3L Cit+ 3NADP" + 2NO’ + 4H,0

Le NO’ se lie facilement aux métaux de transition dont sa principale action dans la cellule est
sa capacité a se lier aux ions ferreux de guanyl cyclase (GTP : guanosine-5'-triphosphate) en
activant cet enzyme qui résulte a la formation de cGMP (guanosine monophosphate cyclique)
et l'initiation de la voie de signalisation de la vasodilatation (Gaucher et al., 2013). La liaison
de NO" aux ions ferreux de I’hémoglobine joue encore un réle crucial dans son inactivation et
son élimination (Powers and Jackson, 2008). Le NO’ est I’oxydant le plus abondant des
radicaux réactifs, il agit comme une importante molécule de signalisation dans une large
variété de processus physiologiques tels la régulation de la pression sanguine, la transmission
neuronale et la régulation immunitaire (Vasilets et al., 2015 ; Howard et al., 2014). Le
monoxyde d’azote est soluble dans les phases aqueuse et lipidique, il diffuse rapidement a
travers les membranes plasmiques et le cytoplasme. Dans les sites enflammés, telle I’obésité,
le systeme immunitaire produit a la fois le superoxyde et le monoxyde d’azote qui réagissent

ensemble pour former une quantité importante de I’anion peroxynitrite (ONOO ).

0" + NO > ONOO’

-
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Ce dernier est un puissant agent oxydant qui agit sur la fragmentation d’ADN et cause la
peroxydation lipidique (Pacher et al., 2006). Le peroxynitrite peut se réagir aux divers
biomolécules par des réactions a un ou a deux électrons, il réagit aisément avec le dioxyde de
carbone (CO;) pour former une espéce hautement réactif; le nitroso peroxocarboxylate
(ONOOCO7,), ou se protone en nitroperoxyde (ONOOH) qui se radiolyse en radical
hydroxyle ("OH) et le dioxyde d’azote (NO™) ou il subit un réarrangement pour former le
nitrate (NO3) (Nordberg and Arn’er, 2001). Cette espece de nitrogéne et sa forme protoné ou
le nitroperoxyde (ONOOH) endommagent I’ADN et agissent sur I’arrachement des

groupements thiols et la nitration des protéines (Powers and Jackson, 2008).

NO . ONOO-——— ONOOH — NO5

OH© k‘
HO,° NO,
H+
\ 05°%-—| re

0% _° _, H,0, —-: OHO® —— H0

H+
020_
d L J

H,O, OH°— . RO,°— & ROOH

MPO 0,°-

HOCI RO®°

Figure 2. Les especes réactives majeures dans la cellule et leurs dérives.
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1.2. Sources des radicaux libres

La cellule est toujours exposée a une large variété de ROS et RNS d’origine exogene

et/ou endogéne.

1.2.1. Sources exogenes

Dans la cellule, la majorité des composes redox se trouve sous forme réduite (RH,).
Ces composés réagissent avec I’oxygéne moléculaire (réactions d’auto-oxydations) ; c’est
généralement le cas de plusieurs composés qui procedent leurs réactions par la voie d’un
électron pour produire le radical superoxyde (Bartosz, 2003). L’auto-oxydation des
catécholamines est probablement une source importante des radicaux libres dans quelques
tissus. Pour cette raison, le 6-hydroxydopamine est suggéré étre la neurotoxine impliquée
dans la pathogénése de la maladie de Parkinson (Soto-Otero et al., 2002). L’auto-oxydation
de I’adrénaline et d’autres catécholamines peut étre une source majeure de stress oxydant dans
le muscle cardiaque (Behonick et al., 2001). Dans le systeme biologique, les ions en métal (en
particulier les ions ferreux et de cuivre) catalysent I’auto-oxydation des groupements thiols
des protéines (Thomas and Mallis, 2001) et les radicaux thiyls (RS") formés peuvent se réagir
avec I’oxygene en produisant le superoxyde (Exemple : le radical thiyl de glutathion). Les
ions en métal des métalloprotéines sont aussi ciblés par I’auto-oxydation. Dans les
érythrocytes, la principale source des ROS est I’auto-oxydation de I’hémoglobine. En
présence des donneurs d’électrons, une réduction a deux electrons de 1’hémoglobine peut
avoir lieu et conduit a la formation de peroxyde d’hydrogene (Bartosz, 2003). La forme
réduite des groupements prosthétiques des enzymes et des coenzymes peut aussi réagir avec
I’oxygene et donner naissance au radical superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne qui sont
généralement formés comme des sous produits des réactions enzymatiques impliquant la

réduction de ces groupements (Bartosz, 2003).
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Une autre source exogene des ROS est la molécule d’ozone (O3), elle est essentielle
pour éliminer la toxicité des radiations UV-C et sa présence dans la couche extréme de
I’atmospheére est tres importante, mais elle agit aussi comme une espéce destructive des tissus
biologiques (Bhalla, 1999; Kohen, 1999) par sa décomposition en radical hydroxyle (Khuntia
et al., 2015). L’ozone n’est pas un radical mais il est un puissant agent oxydant qui peut
oxyder directement les composants biologiques (Rao and Davis, 2001).

L’exposition de I’organisme vivant aux radiations ionisées ou non ionisées constitue
une autre source de ROS (Lykkesfeldt and Svendsen, 2007 ; Shadyro et al., 2002 ; Pentland,
1994). Les radiations ionisées peuvent induire des endommagements aux cellules vivantes
comme I’altération de I’AND et les mutations génétiques, la mort cellulaire et le cancer
(Riley, 1994). La pluparts des effets toxiques des radiations ionisées sont dus par la médiation
des ROS (Tulard et al., 2003). L’exposition de la cellule aux rayonnements y conduit a la
production d’une large gamme des especes radicalaires et non radicalaires par I’ionisation des
molécules d’eau intracellulaire (OH, H,0,). De méme, I’exposition aux rayonnements non
ionisées telles UV-C (290 nm), UV-B (290-320 nm) et UV-A (320-400 nm) peut
indirectement former une variété de ROS incluant *O,, H.O, et O™, le clivage hémolytique de
H,O, par les rayonnements UV produit le ‘OH (Kohen and Nyska, 2002).

Les polluants de I’air, les gaz échappés des véhicules, la fumée des cigarettes et les
contaminants industriels qui contiennent une grande quantité des dérivés de monoxyde
d’azote, constituant encore une source importante de ROS qui attaguent et endommagent
I’organisme que ce soit par interaction directe avec la peau ou aprés inhalation dans les
poumons (Koren, 1995 ; Victoria, 1994).

Les medicaments sont aussi une source majeur de ROS (Rav et al., 2001 ; Naito et al.,

1998 ). Certains médicaments utilisent les ROS comme des médiateurs de leurs mécanismes
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d’action et les autres les produisent indirectement. Les médicaments calmants ou sédatifs et
les gaz anesthésiques contribuent également a la production des ROS (Chinev et al., 1998).

Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides et herbicides) et de produits
chimiques (alcools) produisent les ROS comme des produits secondaires de leur métabolisme
in vivo (Jones et al., 2000 ; Obata et al., 2001 ; Wormser et al., 2000 ; Elsayed et al., 1992).

L’invasion par des agents pathogene, des bactéries et des virus peut conduire a la
formation de plusieurs espéces oxygénées que se soit par les envahisseurs eux mémes ou suite
a une réponse endogeéne induite par les phagocytes et les neutrophiles (Kohen and Nyska,
2002).

La plus importante source des oxydant sont les aliments (Kanner and Lapidot, 2001;
Lijinsky, 1999 ; Ames, 1986), une large portion des aliments qu’on consomme sont oxydés et
contiennent différents types des oxydants tels les peroxydes, les aldéhydes, les acides gras

oxydés et les métaux de transition (Ames, 1986).

1.2.2. Sources endogéne

1.2.2.1. Les chaines de transport des électrons (CTE)

Les mitochondries sont une source majeur des especes oxygénées dans la cellule (Yan
et al., 2013 ; Desai et al., 2010 ; Poyton et al.,, 2009). Le superoxyde est produit en
permanence comme un produit secondaire de la respiration cellulaire (Raha and Robinson,
2000). Lors du passage des électrons de complexe | au complexe IV de la chaine respiratoire
mitochondriale, une fuite d’électrons se produit toujours et conduit a la formation de
superoxyde (1% de total des électrons transportés) (Velayutham et al., 2011 ; Green et al.,
2004). Dans des conditions physiologiques, ce radical est converti en peroxyde d’hydrogéne
par la Mn-SOD de la matrice mitochondriale (Green et al., 2004). La formation de H,O; et sa

transformation en radical hydroxyle se produit particulierement au cours de
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dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Raha and Robinson, 2000). Les
complexes | (NADH-ubiguinone oxydoréductase) et 111 (ubiquinone-cytochrome ¢ réductase)
de la chaine respiratoire mitochondriale sont responsables de la plupart de superoxyde produit
(Velayutham et al., 2011 ; Raha and Robinson, 2000). In vivo, le complexe | est le

responsable majeur de la production des ROS mitochondriales (St-Pierre et al., 2002).

D’autres chaines de transport d’électron se trouvent aussi au niveau des peroxysomes
et des microsomes et contribuent également a la production du superoxyde dans les cellules
en aérobiose. Au niveau des microsomes, les cytochromes P450 et b5 sont des sources des
radicaux libres en libérant le superoxyde. Ils produisent encore des radicaux qui dérivent des
xénobiotiques. Les cytochromes réductases, impliqués dans le cycle de ces cytochromes,
libérent aussi le superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (Bernhardt, 1996; Cederbaum, 1991).
Dans les peroxysomes se forme le H,O, et O™, et implique une série d’enzymes oxydases
peroxysomales incluent acyl-CoA oxydase et la xanthine oxydase (Klaunig et al., 2011). En
outre, la présence de I’enzyme iNOS conduit a la formation de radical NO" (Fransen et al.,
2012). La quantite des oxydases et de H,O, produites varie parmi les cellules et les tissus.
Dans le foie du rat, les peroxysomes produisent environ 35% de tout le H,O; cellulaire et qui
fait 20% du total de I’oxygene consommeé (Schrader and Fahimi, 2006).

L'enveloppe nucléaire contient également une chaine de transport d'électron de
fonction inconnue qui peut libérer le superoxyde en présence du NADH ou du NADPH. Cette
source des ROS peut étre d'une grande importance due a sa proximité de génome nucléaire

(Vartanian and Gurevich, 1989).

1.2.2.2. Les voies métaboliques de I’acide arachidonique

L’acide arachidonique est catabolisé par trois voies principales dans la cellule ; La

premiére voie est celle des cyclooxygénases (COX) qui sont des enzymes clefs dans la

.
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cascade synthétique des prostaglandines. Ce mécanisme physiologique peut contribuer a la
production des ROS soit directement au cours de la conversion catalytique de prostaglandine
G2 en H2 (Kim et al., 2001), soit indirectement a travers les altérations provoqués par les

prostaglandines au cours des processus inflammatoires (Lemos et al., 2009).

La voie alternative de la production des ROS est celle des cytochromes P450 (CYP)
qui catalysent le métabolisme de I’acide arachidonique en acide époxyeicosteienoic (EET).
Les CYP époxygénases, en particulier les CYP 2C9, sont une source importante des ROS
intervenants dans la diminution de bioviabilité de NO" et I’activation de NF«xB (Fleming et
al., 2001). Des études récentes ont montré I’implication de différents isoformes des CYP
vasculaires dans la production significative des ROS.

La troisieme voie de catabolisme d’acide arachidonique est celle des lipooxygénases
(LOX) qui interviennent par leurs réactions de peroxydations a la formation des LDL oxydeés

(Folcik et al., 1995; Yla-Herttuala et al., 1995).

1.2.2.3. Le systéme cellulaire

Les globules blancs, incluent les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles et les
mononucléaires (monocytes) et les lymphocytes, dans leurs mécanismes de défense contre les
bactéries et les corps étrangers (Forman and Torres, 2001) sont des principaux producteurs de
ROS endogénes et d’autres facteurs agissant en synergie avec les ROS (Ginsburg, 1998).
Suite aux stimuli, une consommation vingt fois doublé de I’oxygene par ces cellules est
produite, phénomeéne de la flambé respiratoire, qui est accompagnée par I’augmentation de la
quantité du glucose catabolisé et une production de NADPH par la vois des pentoses
phosphate (Babior et al., 2002). Le NADPH sert comme un donneur d’électrons pour les
complexes enzymatiques membranaires. Le complexe NADPH oxydase utilise ces électrons

pour réduire 1’0, et produire I’O™,. La dismutation de I’O™, produit le H,O, qui, en présence
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des métaux de transition, se transforme en radical "OH (Kohen and Nyska, 2002). Les
enzymes lysosomales, la myéloperoxydase des neutrophiles et des monocytes/macrophages et
la peroxydase des éosinophiles (EPO) catalysent I’oxydation des halogénes (Cly, Br, et I,) par
le H,O, pour former les acides hypohalous (HOCI ou HOBr). La MPO produit principalement
I’acide hypocloreux (HOCI) tandis que I’EPO produit en prédominance I’acide hypobromeux

(HOBr) (Caramori and Papi, 2004).

Le NADPH oxydase se trouve aussi dans des cellules non phagocytaires telles que les
cellules endothéliales, les cellules vasculaires de muscles lisses, les fibroblastes et la plupart
des cellules de I’organisme (Geiszt, 2006). 1l produit de petites quantités de ROS qui agissent
(influencent) sur la croissance, la migration, la prolifération et I’activation des cellules
vasculaires (Cai, 2005 ; Touyz et al., 2003). Cette production physiologique de ROS implique
dans la régulation de volume vasculaire par modulation directe de la vasodilatation
(Shimokawa and Matoba, 2004) ou indirectement par la diminution de la bioviabilité de
monoxyde d’azote par sa transformation en peroxynitrite (ONOQ") par son interaction avec le

peroxyde (Kajiya et al., 2007).

1.2.2.4. La xanthine oxydase (XO)

Le systeme enzymatique xanthine oxydoréductase (XOR) est bien longtemps identifié
comme une potentielle source cellulaire de la génération de I’anion superoxyde (Romao et al.,
2015). La XOR est largement distribuée dans I’organisme vivant, elle se trouve chez les
bactéries (Woolfolk and Downard, 1977), les végétaux et I’homme (Kooij et al., 1992). Dans
les tissus des mammifeéres, la XO a été longtemps connue pour étre un constituant majore de
la membrane des globules gras du lait bovin (Martin et al., 2004). La XOR est un
molybdoenzyme, a deux formes interconvertibles, la xanthine déshydrogénase (XDH) et la

xanthine oxydase (XO). Les deux formes catalysent la conversion de I’hypoxanthine en
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xanthine et la xanthine en acide urique qui est le produit final du catabolisme des purines chez
I’homme (Waud and Rajagopalan, 1976). Les deux formes réduisent I’oxygéne moléculaire
mais la forme D peut réduire aussi le NAD qui est son préférable accepteur d’électrons

(Martin et al., 2004).

La XOR produit de I’O™, et de H,0O,, ces deux especes oxygénées peuvent étre des
précurseurs des autres espéces réactives soit de I’oxygéne (ROS) ou de nitrogéne (RNS) qui
sont impliquées dans les grands dommages cellulaires et tissulaires. La XOR joue un role
important dans différentes formes de pathologies humaines telles que les maladies
inflammatoires, les lésions post-ischémiques, les dommages tissulaires et vasculaires et les
maladies cardiaques chroniques (Pacher et al., 2006).

La XOR joue un réle principal dans les phénomenes inflammatoires (Meneshian and
Bulkley, 2002). Ceci a été suggéré suite a I’hypothése impliquant la contribution de I’enzyme
dans les Iésions post-ischémiques qui a été proposée par Granger et ses collaborateurs (1981)
(figure 3). Les lésions post-ischémiques surviennent suite a une diminution de la perfusion
sanguine vers des tissus spécifiques ce qui conduit a la mort cellulaire (Martin et al., 2004).
Au cours de l'ischémie, le statut d'énergie cellulaire est épuisé, conduisant a un déséquilibre
de gradients ioniques transmembranaire et a une augmentation du flux calcique intracellulaire.
Ceci déclenche la conversion irréversible de la XDH en XO par I’activation des protéases
Ca**-dépendantes. Concurremment, I’ATP cellulaire est catabolisé en substrats de la XO,
I’hypoxanthine et la xanthine, dont leur accumulation pendant I’état ischémique permet la
production de I’O,” et de H,O, lors de la ré-oxygénation post-ischémique (reperfusion)
(Raedschelders et al., 2012). Les especes radicalaires produites au cours de I’ischémie-
reperfusion vont impliquer dans les lésions tissulaires post-ischémiques, mais aussi elles vont
étres comme des agents initiateurs de I’infiltration des neutrophiles aux sites enflammés. Les

neutrophiles actives produisent a leur tour, par différents systéemes enzymatiques, des grandes
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guantités d’especes radicalaires qui seront impliquées dans différentes lésions tissulaires
d’origine inflammatoires et elles agissent aussi sur la digestion des agents infectieux (Carden

and Granger, 2000).
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Figure 3. Mécanisme de la production des ROS par la XOR et leur implication dans la

réponse inflammatoire et les Iésions post-ischémiques (Martin et al., 2004).

1.2.2.5. Nitric Oxide Synthase (NOS)

Le radical monoxyde d’azote est synthétisé a partir de L-arginine par différents types
cellulaires. Sa production se fait par les enzymes NOS qui se trouvent sous trois isoformes ;
neuronale (nNOS), inductible (iNOS), et endothéliale (eNOS) (Vasilets et al., 2015 ; Gaucher
et al., 2013 ; Droge, 2002 ; van der Vliet et al., 1999). Plusieurs tissus expriment un ou
plusieurs de ces isoformes. L’expression de la NNOS et eNOS est constitutive mais leur

activité est régulée par la concentration intracellulaire en calcium, alors que I’expression de la
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INOS est induite, dans les macrophages, par différents stimuli (cytokines, lipopolysaccharides
et d’autres stimuli immunologiques) (Drége, 2002). Les trois isoformes de NOS sont des
générateurs importants du radical NO" (Vasilets et al., 2015 ; Madamanchi, 2005 ; van der
Vliet et al., 1999). Ce dernier permet la production des autres RNS (NO",;, ONOO", ONOOH)
qui se diffusent rapidement dans I’organisme et ils sont sécrétés dans les urines (van der Vliet

etal., 1999).

1.3. Cibles cellulaires des oxydants

En raison de leurs réactivités élevées, les ROS/RNS ont la prédisposition a causer des
endommagements a la cellule. Les biomolécules, notamment I’ADN, les lipides et les
protéines (Fibachand Dana, 2015), sont la cible privilégiée des oxydants ou leurs oxydation
provoque des lésions directes a la cellule mais aussi des lésions secondaires dues aux
caractéres cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés surtout lors de I’oxydation

lipidique (Favier, 2003).

1.3.1. La peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), localisés dans la bicouche lipidique des
membranes cellulaires, sont les plus susceptibles a I’attaque radicalaire (Sanders and
Greenamyre, 2013 ; Kruidenier and Verspaget, 2002). Le "OH est capable d'arracher un
hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diene
conjugué. Ce dernier s’oxyde en radical peroxyle qui forme une réaction en chaine, car son
contact avec un autre acide gras forme le peroxyde et un nouveau radical diene conjugué. Les
hydroperoxydes peuvent se transformer en aldéhydes acides et en alcanes (éthane, éthyléne,
pentane) alors que le radical peroxyle, aprés évolution en un peroxyde cyclique et coupure de
la molécule, peut libérer différentes aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou

I'nydroxynonenal (HNE) (figure 4). Ces aldéhydes ont montré une réactivité avec les

.
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protéines et I’ADN et forment des adduits sur ces macromolécules (Klaunig et al., 1998 ;
Uchida and Stadtman, 1993). Les acides gras oxydés peuvent altérer I’intégrité et la fonction
des membranes lipidiques, et sont en conséquence détachés et libérés par les phospholipases
(Stafforini et al., 2006).
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Figure 4. Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsatures (Favier,
2003).

1.3.2. L’oxydation des protéines

Les ROS peuvent agir directement ou indirectement sur les protéines et induisent
I’oxydation de la chaine polypeptidique, le clivage des liaisons peptidiques, des interactions
protéine-proteine et des modifications sur la chaine latérale des acides aminées (Kelly and
Mudway, 2003). De méme leurs interactions avec les sucres et les lipides engendrent des sous
produits qui réagissent avec les protéines (Freeman et al., 2009 ; Klaunig et al., 1997). Les
ROS peuvent endommager les protéines d’une maniére réversible telle que I’oxydation de
groupement sulfhydryle (SH) de la méthionine, ou irréversible comme la modification des

groupements amines de la chaines latéral des acides aminés spécifiques en groupements
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carbonyles (Sanders and Greenamyre, 2013). La composition en acides aminés, en particulier
les résidus cystéine et méthionine, peut rendre la protéine plus susceptible a I’attaque
oxydatif (Kelly and Mudway, 2003). Les dommages oxydatifs des protéines peuvent avoir des
consequences biologiques importantes. 1ls peuvent altérer les niveaux d’expression et/ou
conférer une perte toxique ou un gain de fonctions. L’oxydation des enzymes, des récepteurs
et des anticorps peuvent influencer le fonctionnement cellulaire ; les protéines oxydées
peuvent exercer des effets sur la régulation, le métabolisme, le transport et les voies de
transduction de signal qui peuvent altérer des fonctions cruciales dans la cellule (Sanders and

Greenamyre, 2013).

1.3.3. L’oxydation de I’ADN

Le stress oxydant et I’accumulation des ROS/RNS peuvent engendrer de multiples
Iésions a I’ADN, incluent des modifications directes des bases nucléotidiques, formation des
sites apuriniques/apyrimidiniges, coupure de la chaine simple brin (CSB) et beaucoup moins
fréquent des coupures double brin (CDB).

Parmi toutes les bases nucléotidiques, la guanine (G) est plus susceptible aux
modifications oxydatives car elle possede le plus faible potentiel réducteur. Le radical
hydroxyle interagit avec le noyau imidazole de la guanine et conduit a la formation de 8-
hydroxyguanosine (8-Ox0G) qui est présent dans une large variétés de maladies (Cooke et al.,
2003). Cette modification oxydante représente une potentielle 1ésion mutagénique d’ADN,
car le 8-OxoG peut subir un réarrangement dans sa configuration qui lui permit d’apparier
d’une maniere aberrante a I’adénine et favoriser ainsi la transversion de G vers le T (Bruner et
al., 2000). Le peroxynitrite est capable aussi d’interagir avec la guanine pour former le 8-

nitroguanine (8-NO(2)-G) qui est consideré comme un marqueur des dommages nitrosatifs

.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

d’ADN. Des modifications similaires, oxydatives/nitrosatives, ont été encore rapportées sur
I’adénine, la thymine et la cytosine (Dizdaroglu and Jaruga, 2012).

Ces modifications oxydantes directes des bases nucléotidiques est a I’origine de la
création des sites apuriniques/apyrimidiniges (AP) le long d’ADN ou la présence de 8-OxoG
stimule le systeme de réparation par excision de bases (BER : base excision repair) ayant pour
résultat I’élimination de la guanine oxydée par les glycosylases, 8-oxoguanine DNA
glycosylase (OGG1) (Hazra et al., 2001).

Les ROS interagissent encore avec la partie glucidique des nucléotides et forment une
variétés de produits oxydants conduisant a la formation des sites AP par le détachement des
bases libres ou par initiation de I’activité de systéme réparation par excision de bases (BER ;
AP endonucléases) (Wilson et al., 2003; Demple and DeMott, 2002). Dans des conditions
physiologiques, il est estime qu’il ya production de 50,000 a 200,000 sites abasiques/cellule/
jour.

Le stress oxydant peut induire aussi, sur la molécule d’ADN, une coupure de la chaine
simple brin (CSB) et double brin (CDB). La CSB se produit apres I’interaction de radical
hydroxyle avec le désoxyribose et la génération ultérieure de radical peroxyle. Ce dernier est
alors responsable de la coupure des liaisons phosphodiesters qui forment la structure de
chaque brin hélicoidal d’ADN (Dedon, 2008). Cela peut se produire aussi par le systeme de
réparation par excision de base (BER) au cours de réparation des sites AP (Hegde et al.,
2008). Les CSB étroitement associés sur le brin complémentaire d’ADN peuvent aussi
résulter a la formation des CDB. In vitro, le peroxynitrite a été montré comme un médiateur
potentiel des CDB (Jia et al., 2009).

Le systeme de réparation cellulaire doit corriger ces modifications oxydantes d’ADN
avant ou au cours de la réplication sinon ils provoquent la mort cellulaire, les mutations,

induction de la transcription et les voies de signalisation, des erreurs dans la réplication et
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I’instabilité de génome et tous ca a été associé aux processus cancérogéeneses (Valko et al.,

2006 ; Klaunig and Kamendulis, 2004 ; Cooke, 2003 ; Marnett, 2000).
1.4. Systéemes antioxydants

L’exposition continue aux divers types de stress oxydatif, issus de multiples sources,
conduit la cellule et tout I’organisme a développer un mécanisme de défense antioxydant pour
mieux se protéger contre les métabolites réactifs. Ce mécanisme antioxydant peut agir avec de
multiples stratégies incluent : (1) I’élimination catalytique ou enzymatique des espéces
réactives ; (2) le piégeage, (scavenger), des especes réactives par des agents a faibles poids
moléculaires d’origines cellulaires ou proviennent de régime alimentaire ; (3) la minimisation
de la disponibilité des pro-oxydants comme les métaux de transitions ; et (4) la protection des

biomolécules par les protéines, qui enlevent ou facilitent la réparation des protéines

endommagées (Halliwell and Gutteridge, 1999).

La premiére stratégie antioxydante est enzymatique et consiste a éliminer ou a détruire
les superoxydes et peroxydes. Les superoxydes dismutases (SOD) sont capables d’éliminer
I’anion superoxyde par une réaction de dismutation dont I’un des superoxydes sera oxydé et
I’autre sera reduit (Fridovich, 1975) pour former une molécule d'oxygene et une molécule de
peroxyde d'hydrogeéne, respectivement. Chez I’homme, la SOD existe sous trois isoformes et
chaque forme necessite la présence d’un métal de transition, a une action redox active, dans
leur site actif pour accomplir la fonction catalytique sur le superoxyde (Suzuki et al., 2000).
Deux isoformes sont localisées dans la cellule et la troisieme se trouve dans I’espace
extracellulaire. La premiere utilise le cuivre et le zinc comme cofacteur (Cu/Zn-SOD), elle se
trouve dans le cytosol et I’espace intermembranaire mitochondriale, la deuxiéme est associee
au manganeése (Mn-SOD), elle se trouve dans la matrice mitochondriale et la troisieme est

associee encore au cuivre et le zinc (Cu/Zn-SOD) et se localise dans I’espace extracellulaire
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(Powers and Jackson, 2008). Le produit final de la dismutation, H,O, est peut étre éliminé
par les catalases (CAT) et les membres de la famille des peroxydases tel que le glutathion
peroxydase (GPx). Les catalases sont des homotétrameres a cofacteur fer, localisés en
prédominance dans les peroxysomes (Fransen et al., 2012) et sont responsables de
I’élimination d’une grande quantité de peroxyde d’hydrogene (Abuja and Albertini, 2001).
Malgré que les catalases ont montré une faible affinité aux peroxydes mais ils devraient étre
utiles lors des productions élevées ou accumulation de H,O, (Pamplona and Costantini, 2011).
Les glutathione peroxydases sont des enzymes a sélénium largement distribués dans le
cytoplasme, mais aussi dans les mitochondries et les peroxysomes (Singh et al., 1994). Chez
I’homme, cing isoformes de GPx a sélénium ont été identifiés (Behne and Kyriakopoulos,
2001), ils catalysent la réduction de H,O, et les hydroperoxydes organiques (ROOH) en
molécules d’eau (H,0) et alcools (ROH), respectivement, en utilisant le glutathione réduit
(GSH) et dans certains cas la thioredoxine (TRX) ou le glutaredoxine (GRX) comme
donneurs d’électrons (Holmgren et al., 2005). En plus de ces enzymes antioxydants primaires,
la cellule est disposée d’un autre systeme enzymatique contribue au maintien de I’équilibre
redox. La thioredoxine réductase est une enzyme antioxydante contribue a la réduction des
hydroperoxydes et fonctionne comme une NADPH-deshydroascorbate réductase pour la
régénération de la vitamine C (Arner and Holmgren, 2000). Les peroxiredoxines (PRX :
thioredoxine peroxydase) sont des peroxydases monomeériques thiol-dépendant, ils peuvent
réduire le peroxyde d’hydrogene en molécules d’eau, les alkyles hydroperoxydes en alcools et

le peroxynitrite en nitrite (ONO") (Knoops et al., 2011).

Une autre stratégie antioxydante est de nature non enzymatique, elle est réalisée par
des antioxydants a faible poids moléculaires. Quelques protéines sont des chelateurs de
métaux de transition, de ce fait ils empéchant la génération des radicaux hydroxyles

(Halliwell and Gutteridge, 1990) par la reaction d’ Haber-Weiss. Le fer intracellulaire est
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capté par la ferritine et le fer extracellulaire est capté par la transferrine et le lactoferrine (Seib
et al., 2006). La transferrine est capable de piéger jusqu’a deux atomes de fer ferrique (Fe*").
L'oxydation de Fe** en ion ferrique (Fe**) est réalisée par des ferroxydases (ceruloplasmine),
cette activité oxydante favorise la capture du fer par la ferritine et limite ainsi la quantité de ce
métal qui pourrait former des ROS dans les vaisseaux sanguins. Les lactoferrines ne
participent pas au transport du fer et leur affinité pour ce métal est bien plus élevée que celle
de la transferrine (Seib et al., 2006). Dans les polynucléaires, générateurs d'H,O, le role de la
lactoferrine serait d'éviter toute réaction de cet hydroperoxyde avec le fer (Seib et al., 2006).
L'albumine une autre protéine plasmatique qui joue le méme réle que la transferrine mais en
captant I'ion cuivreux, elle peut aussi inhiber I’oxydation des lipoprotéines induite par les
métaux de transition (Stocker and Keaney, 2004). L’albumine se trouve lier a une bilirubine,
un autre composé de grand pouvoir antioxydant (Stocker et al., 1987). L albumine libre ou
liée peut réduire le radicale a-TO" et peut inhiber la peroxydation lipidique (Neuzil and

Stocker, 1994).

D’autres antioxydants de faible poids moléculaire agissent en piégeant les radicaux et
en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou en ions stables (Kinsky,
1989). Ces antioxydants peuvent étre des composés endogenes dont le plus important est le
glutathion, mais aussi les thioredoxines, les glutaredoxines et I’urate. D’autres composés
apportés par les aliments peuvent avoir le méme comportement. Le glutathion est un
tripeptide a un groupement thiol formé de trois acides aminés, glutamate-cystéine-glycine,
présent soit sous forme réduite (GSH) soit sous forme oxydée (GSSG) (Kohen and Nyska,
2002). Le GSH peut reagir directement aux divers radicaux en leurs donnant un atome
d’hydrogene (Yu, 1994). 1l peut réduire les radicaux libres tels que HOCI, LO", LOO’, I’0,”
et d’autres radicaux de nitrogéne et de carbone pour former le radical thiyl (GS") (Halliwell

and Gutteridge, 1999). Le GSH réduit le H,O, et/ou les peroxydes organiques grace a la
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réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx) (Seib et al., 2006). Le GSH implique
aussi dans la réduction de certains antioxydants comme les vitamines E et C oxydés (Powers
and Jackson, 2008). En outre, il prévient I’oxydation des protéines a un groupement SH (Gul
et al., 2000), il intervient dans la réparation des lésions d’ADN d’origine oxydative et le
protége contre I’apoptose induite par les espéces réactives et les cytokines (Xu et al., 1998 ;
Zucker et al., 1997), ainsi il peut agir comme un agent chélateur des ions de cuivre et prévient
leur participation a la réaction d’Haber-Weiss (Kohen and Nyska, 2002).

L’acide urique est un sous produit de catabolisme des purines chez I’homme et il est
potentiellement un important antioxydant a faible poids molécules dans les liquides
biologiques humains (Hellsten et al., 1997). L’urate, la forme physiologique de I’acide urique,
réagit avec le radical hydroxyle et se transforme en radical urate qui sera, par la suite,
régénéré par I’acide ascorbique (Vit C) (Kohen and Nyska, 2002). Ce composé représente
60% de I’activité antioxydante plasmatique et elle peut directement piéger 1I’*0,, LOO™, CO™
3, NO, et ’ONOO™ (Stocker and Keaney, 2004). L’urate peut prévenir la nitration des
protéines par la chélation des métaux de transition tels que le cuivre et le fer et les empéche de
participer aux réactions redox (Kohen and Nyska, 2002).

Le co-enzyme Q10 (ubiquinone) est synthétisé par la cellule et serve comme un
cofacteur de la chaine de transport d’électron mitochondriale (Powers and Jackson, 2008).
L’ubiquinol protege les membranes de la peroxydation lipidique et de I’oxydation protéique
par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxydes, comme il peut
aussi impliquer dans la régénération de la vitamine E ce qui amplifie son réle protecteur

contre les ROS (Stocker and Keaney, 2004).

La plus importante source des antioxydants réducteurs est représentée par
I’alimentation. Un grand nombre de molécules antioxydantes se trouve dans les légumes

verts, les fruits et les poissons, y compris de petites molécules telles que I'acide ascorbique,
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les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols (Kohen and Nyska, 2002). La vitamine C
ou I’acide ascorbique est hydrosoluble, elle est largement distribuée dans les tissus des
mammiferes et fonctionne mieux dans les environnements aqueux (Powers and Jackson,
2008). La vitamine C peut piéger directement I’O,”, I’'OH™ (Comhair and Erzurum, 2002 ;
Carr and Frei, 1999) et les radicaux hydroperoxydes lipidique (Carr and Frei, 1999). Ainsi,
elle prévient la formation des radicaux hydroperoxydes au niveau des lipoprotéines
plasmatique (LDL) par son effet réducteur sur le radical tocophérol (a-TQO") formé lors de sa
réaction au radical peroxyle lipidique (Sies et al., 1992). L’acide ascorbique peut réduire aussi
le radical thiyl (GS’), permettant de ce fait la régénération de glutathion réduit (GSH) qui est
un agent antioxydant (Stocker and Keaney, 2004). Contrairement a la vitamine C, la vitamine
E (tocophérol) est hydrophobe, c’est I’antioxydant le plus répandus dans la nature, se trouve
lier aux membranes pour terminer les réactions en chaine de la peroxydation lipidique par le
piégeage des radicaux peroxyles (LOO) (Davies, 1995 ; Avissar et al., 1994). La vitamine E
est représentée par huit structures isoméres dont tous possedent des activités antioxydantes
mais la forme la plus active est 1’a-tocophérol (a-TocH), car les autres formes ne sont pas
retenues et absorbées par les tissus de 1’organisme (Kohen and Nyska, 2002). L’a-TocH réagit
rapidement avec les radicaux peroxyles avant que ces radicaux peuvent réagissent avec les
acides gras et les protéines (Sian et al., 2006). L’a-TocH peut interagir directement avec I’O,"
(Fukuzawa and Gebicki, 1983), le radical ‘OH (McCay, 1985 ; Fukuzawa and Gebicki, 1983)
et I''O, (Kohen and Nyska, 2002). Le radical tocophérol (a-TO") formé peut étre régénéré par
la vitamine C ou étre métabolisé et excrété dans les urines (Sian et al., 2006). Similairement a
la vitamine E, les caroténoides sont des pigments liposolubles, de couleur jaune, orangée a
rouge, synthétisés par les plantes et les microorganismes. Ils font partie des micronutriments
qui participent aux défenses de I’organisme contre les ROS (Cuzzocrea et al., 2001). Ce sont

des piégeurs de 1''O, et LOO, mais ils peuvent également neutraliser les radicaux libres
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(Sergio et al., 1999). Les polyphénoles ont encore des propriétés antioxydantes, dont plusieurs
études ont permis de définir des propriétés importantes de ces composeés, en particulier les

flavonoides (Remesy et al., 1996).
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Figure 5. Mécanismes de défense antioxydants. Abreviations: 6PGdL, 6-phosphoglucono-o-
lactone ; AH,, substrat réduite ; Arg, arginine; ASC’, semidéhydroascorbate ; Cat,
catalase ; Cit, citrulline ; DHA, déhydroascorbate ; G6P, glucose 6-phosphate ;
GSH, glutathion réduit; GSSG, glutathion oxydé; GPX, glutathion peroxydase ;
GSR, glutathion réductase; HK, héxokinase; LH, un acide gras; L', radical diene
conjugué, LOH, acide gras hydroxylé; LOO’, radical peroxyle; LOOH,
hydroperoxyde; MPO, myéloperoxydase; NR, NADPH réductase; PS,
photosynthese; Q, ubiquinone; QH’, semi-ubiquinone; QH,, ubiquinol; TOC, a-
tocopherole; TOC', radical a-tocopheryl (Sorg, 2004).
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2. Les polyphénols

Les polyphénols constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué
dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues. Ce sont des
produits du métabolisme secondaire des végétaux et présents dans tous les organes de la
plante. lls possedent plusieurs groupement phénoliques, avec ou sans d’autres fonctions (OH,
carboxyle, ...). Les polyphénols sont subdivisés en 03 classes principales: les acides

phénoliques, les flavonoides et les tanins (Tapiero et al., 2002).

2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se trouvent dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales (Psotova et al., 2003). Comme exemple d’acides phénoliques, on cite : acide
caféique, acide protocatéchique, acide férulique, acide sinapique et acide gallique. lls sont
considérés comme substances phytochimiques avec des effets prébiotique, antioxydant,

antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et chélateurs (Hale, 2003).

2.2. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le réegne végétal (Marfak, 2003). Presque toujours hydrosolubles, ce sont des
pigments quasiment universels des végétaux et sont en partie responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Lawson, 2006). Les flavonoides sont susceptibles
d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV (Hadi, 2004), ils
jouent aussi un réle dans la défense des plantes contre les micro-organismes pathogénes, dans
la fertilité des plantes et dans les interactions plante-microbe (Bovy, 2004). Ces pigments
représentent des signaux visuels qui attirent des animaux pollinisateurs (les anthocyanes, les

aurones et les chalchones). Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes, les

.
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feuilles (salade, choux, épinards, etc), ainsi que dans les téguments externes des fruits

(Lawson, 2006).

2.3.1. Structure chimique et classification

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés, ils ont une origine biosynthétique
commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une
chaine en C3 (Marfak, 2003). Le pont a 3 carbones entre les deux phényles forme

généralement un troisiéme cycle (pyrone) (Bruneton, 1999) (Figure 6).

Figure 6: Squelette de base des flavonoides

Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation, du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une
classe se distinguent par les substitutions des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de
flavonoides, existent : les flavones, flavanols, flavanones, dihydroflavonols, flavan-3-ols,
flavane-3,4-diols, chalcones, aurones, anthocyanes et isoflavones (Bruneton, 1999, Harborne,

1988) (Figure 7).

.
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Flavanonol

Flavonol

Isoflavone

Flavonone

Figure 7. Les différentes classes de flavonoides.

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3’, 4’ et/ou 5’ (suivant la
numérotation presentée pour les flavones, figure 5). Un ou plusieurs de ces groupes
hydroxyles sont freqguemment méthylés, acétylés, prénylés ou sulfatés. Dans les plantes, les
flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycosides ; les formes libres, sans
sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides, de loin les plus fréquents, portent
leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que pour les C-
glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6 et/ou C-8. En
effet, la formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de

transférases trés specifiques quant au substrat et a la position d’osylation (Bruneton, 1999).
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2.3. Les tannins

Ce sont des polyphénols polaires d’origine végétale (Berthod et al., 1999), existent
dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines, leurs poids
moléculaire s’étendent de 500 a 3000 (Cowan, 1999) et ils peuvent avoir plusieurs activités
biologiques dont I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique, antitumorale,

antivirale et antidiarrhééique (Bruneton, 1999).

2.4. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols montrent une large gamme des effets biologiques incluent les
activités antibactérienne, anti-inflammatoire, antiallergique, hépatoprotective,
antithrombotique, antivirale, anticancéreuse et de la vasodilatation (Middleton et al., 2000) ;
plusieurs de ces fonctions biologiques ont été attribué a leur effet piégeur sur les radicaux
libres et leur activité antioxydante (Soobrattee et al., 2005). Les polyphénols ont un grand
effet antioxydant, ces structures phytochimiques sont capables de piéger un grand nombre des
especes réactives telles que les radicaux hydroxyles, peroxyles, superoxydes et I’acide
hypochloreux (Harnafi and Amrani, 2008). Les substances phénoliques, in vitro, peuvent
également inhiber les dommages des biomolécules induits par le peroxynitrite (Santos and
Mira, 2004). De nombreux polyphénoles présente un potentiel élevé pour la chélation des
métaux de transition, tels que le fer et le cuivre, responsables de la formation des espéces
réactives (Hajji et al., 2006 ; Mira et al., 2002). En plus de leurs effets individuels, les
antioxydants interagissent entre eux d’une maniere synergétique ou I’un peut protéger I’autre

contre la destruction oxydative (Damintoti et al., 2005).

Plusieurs flavonoides ont montré des activités antioxydantes (Wang and Mazza, 2002).
Les mécanismes par lesquels les flavonoides agissent comme antioxydants sont décrits, selon

Halliwell et Gutteridge (1998), comme suivants; La suppression de la formation des ROS par
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inhibition des enzymes ou chélation des traces métalliques intervenant dans la production des
radicaux libres, le piégeage des ROS et la régulation ou la protection des systemes de défense
antioxydant.

Les flavonoides inhibent les enzymes responsables de la production d’anion
superoxyde telles que la xanthine oxydase (Hanasaki et al., 1994) et les protéines kinases C
(Ursini et al., 1994). La XO est tres bien connue comme une source geneératrice de ROS dans
de multiples pathologies humaines telles que les infections virales (Akaike et al., 1990),
I’inflammation (Ferrandiz and Alcaraz, 1991), les tumeurs cérébrales (Kokoglu et al., 1990)
et les processus d’ischémie-reperfusion (Nishino et al., 1997 ; Mc Cord, 1985). L’inhibition
de cette enzyme par les flavonoides peuvent régresser la maladie de la goutte en réduisant a la
fois les concentrations d’acide urique et celle du radical superoxyde dans les tissus humains
(Hansaki, 1994). De nombreux auteurs ont étudié I’influence de la nature de substituant et sa
position sur le degré d’inhibition de la XO de quelques flavonoides. Les différents points qui
ressortent de ces études sont les suivants :

e La presence de la structure benzo- y-pyrone (cycles A, B et C) agit comme un agent
antioxydant dans différents systemes biologique (Cotelle, 2001).

e La présence des groupes hydroxyles libres sur C7, C3 et/ou C5 favorise I’effet
inhibiteur des flavonoides sur la XO (Cotelle et al., 1996). Il a été suggéré que les
flavones interagissent avec I’enzyme par le transfert de leur proton qui provient de sa
dissociation du groupe 7-OH. Une glycosylation ou une méthylation des groupes 3-
OH diminue I’activité inhibitrice des flavonoides sur la XO (Cotelle, 2001). Encore, la
présence des groupes 5-OH et 7-OH ainsi que la fonction carbonyle sur le carbone C4
potentialisent I’effet inhibiteur des flavonoides (Lin et al., 2002 ; Cos et al., 1998).

e La présence de la double liaison C2-C3 est trés importante dans I’inhibition de la XO.

En effet, seuls les flavonols et les flavones ont la capacité a inactiver I’enzyme. Cette
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double liaison et la conjugaison qu'elle induit, entraine la coplanarité du cycle B avec
les cycles A et C (Cos et al., 1998). La structure plane peut donc étre un autre facteur
influencant I’activité de la XO ; les isoflavones (un réarrangement selon un motif 1,2-
diphénylpropanique) et les flavanols (absence de la double liaison C2-C3) sont moins

effectifs que les flavones (Cotelle, 2001).

Les flavonoides ont montré aussi une inhibition vis-a-vis une série d’enzymes
intervenant dans la génération des ROS; les cyclooxygénases, lipooxygénases,
monooxygénases microsomales, glutathione S-transférases, succinoxydases mitochondriales

et NADH oxydases (Brown et al., 1998 ; Korkina and Afanas’ev, 1997).

La NADPH oxydase est une enzyme responsable de la production de [I’anion
superoxyde dans les neutrophiles activés. Le mécanisme d’activation de ces derniers inclue
I”interaction d’un agoniste sur des récepteurs membranaires des neutrophiles, activation d’une
phospholipase C accompagné, par la suite, d’une formation des secondes messagers qui
agissent sur I’activation des protéines kinases C (PKC) (Prochazkova et al., 2011). Cet
enzyme induit une phosphorylation des sous unités p47phox de la NADPH oxydase qui
résulte a I’activation de la flambé respiratoire (Ago et al., 2003). L’inhibition de la PKC est
suggérée étre le mécanisme par lequel la NADPH oxydase est inhibée par la quercetine
(Ursini, 1994). Les flavonoides les plus puissants a inhiber les PKC (quercetine, fisetine et
luteoline) possedent une structure flavonique plane avec des groupes hydroxyles libres sur les
carbones 37, 4" et 7 (Ferriola et al., 1989).

Les flavonoides peuvent inhiber les NOS, enzymes générateurs des RNS, ou ils
agissent sur I’inhibition de I’expression de la forme iINOS et non pas sur leurs activités
(Matsuda et al., 2003). La présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la

fonction 4-oxo et les groupes 3-OH, 5-OH et 4’-OH sur les flavonoides est crucial pour
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I’inhibition de cette activité. 1l a été avéré que la méthylation des groupes 3-OH, 5-OH et 4'-
OH augmente I’effet inhibiteur des flavonoides sur la NOS, alors qu’une glycosylation ou un
réarrangement de groupement catéchol de cycle B diminue cette activité (Prochazkova et al.,
2011).

Les flavonoides sont des chélateurs importants des métaux qui jouent un réle crucial
dans le métabolisme de I’oxygéne. Les ions métalliques sont essentiels pour certaines
fonctions physiologiques. lls peuvent étres des constituants des hémoprotéines ou des
cofacteurs de différentes enzymes (Fe pour la catalase, Cu pour la ceruloplasmine et Cu, Zn
pour la superoxyde dismutase). Cependant, le fer et le cuivre libres potentialisent la formation
des ROS, cela peut se faire par la réduction de H,O, et la formation d’un radical ‘OH
hautement réactif ou par I’oxydation des lipoprotéines de faible poids moléculaire LDL (low-
density lipoprotein) induite par le cuivre (Pietta, 2000). Les sites proposes pour la fixation des
métaux sur les flavonoides sont le noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-OH, 4-0xo sur
I’hétérocycle C et les groupes 4-oxo, 5-OH entre les cycles C et A (Figure 8). Une
glycosylation de ces positions hydroxylées réduit le pouvoir chélateur des flavonoides
(Laguerre et al., 2007). Le noyau catéchol est le site majeur pour la chélation des métaux
(Brown et al., 1998 ; van Acker et al., 1996) ou sa présence dans la quercetine lui permis
d’avoir un pouvoir chélateur au cuivre plus élevé que celui de kaempferol (absence de noyau

catéchol) (van Acker et al., 1996).
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Figure 8. Les sites possibles pour la chélation des métaux (D’apres Pietta, 2000).

Les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux

libres (R") les plus oxydants tels que le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et le radical

hydroxyle par le transfert d’un atome d’hydrogéne. Le radical aroxyle formé (FI-O") peut

réagir avec un autre radical pour former une structure quinone stable (figure 9).
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Figure 9. Effet scavenger des especes réactive de I’oxygene (R") par les flavonoides. Le
radical libre FI-O" peut réagir avec un autre radical pour avoir une structure quinone
stable (Pietta, 2000).

La présence des taux élevés de metaux de transition permet aux radicaux aroxyles d’interagir
avec I’oxygene ainsi de produire les quinones et I’anion superoxyde qui est a I’origine de

I’effet prooxydant indésirable des flavonoides (McCord, 1995).
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L’activité antioxydante des flavonoides dépend aux réarrangements des groups
fonctionnels sur leur structure de base. La configuration et le nombre total des groupes
hydroxyles ont un effet considérable sur leur mécanisme antioxydant (Heim, 2002). La
position des groupes hydroxyles sur le cycle B est le déterminant major pour le piégeage des
ROS (Burda and Oleszek, 2001), alors que les substitutions sur les cycles A et C ont peu
d’impact sur le piégeage d’anion superoxyde (Ami¢ et al., 2007). La glycosylation des
flavonoides réduit leur effet antioxydant par rapport a leurs aglycones correspondants (Mishra
et al., 2003 ; Rice-Evans et al., 1996). La glycosylation du groupe 3-OH de la quercetine, qui
produit la rutine, supprime fortement son activité antioxydante (Rice-Evans et al., 1996). Les
études réalisés sur I’effet piégeur des flavonoides sur les radicaux libres et sa relation avec la
structure chimique de ces molécules phytochimiques (Croft, 2006 ; Cottele, 2001 ; Pietta,
2000) ont permet de ressortir les critéres majeurs pour une meilleur efficacité de cette activité

antioxydante :

e La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B est la cible privilégie des radicaux libres,
elle a une propriété d’un meilleur donneur d’électrons, confére la stabilité au radical
flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.

e La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo responsables de la
délocalisation des électrons.

e La présence des groupes 3-OH et 5-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3

potentialisent I’effet piégeur des flavonoides.

Autre mécanisme possible par lequel les flavonoides agissent comme antioxydants est
leur interaction avec une variété d’enzymes antioxydants. Nagata et ses collaborateurs
(Nagata et al., 1999) ont étudié, dans un systeme de culture cellulaire, I’effet protecteur des

flavonoides contre la cytotoxicité de peroxyde d’hydrogéne et ont constaté qu’il y a une forte
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expression de glutathione peroxydase cytosolique (GPx) qui est due a son activation par les
flavonoides. Une activation des protéines de la signalisation des hépatocytes humains par
certains flavonoides augmente I’activité de glutathione peroxydase (GPx) et glutathione
réductase (GR) (Martin et al., 2010). Il a été aussi montré que les flavonoides induisent

I’activation de superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT) (Kaviarasan et al., 2008 ;

Nagata et al., 1999).
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3. La plante Daphne gnidium L. (Daphne garou, Lezzaz)

Le Daphne garou ou garou est un arbuste de la famille des Thyméléacées. C’est un
arbrisseau des garrigues méditerranéennes et des sables atlantiques, il est de 60 cm a 2m de
haut ou plus, a rameaux minces effilés, a feuilles persistantes ou caduques, a fleurs blanches
petites et tubulaires, souvent odorantes en inflorescences terminales, aux baies rouge orange.

Le garou est une plante vivace et sa floraison s’étends de Mars a Septembre.

3.1. Classification

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales
Famille : Thymelaeaceae
Genre : Daphne

Espéce : Daphne gnidium L.

3.2. Utilisation traditionnelle de la plante

Les racines, en poudre, de D. gnidium ont été utilisées dans la médecine traditionnelle
comme un abortif et I’écorce a été utilisé comme un agent diurétique, pour le traitement des
douleurs dentaires (Borris et al., 1998) et contre I’hépatite (Bellakhdar et al., 1991). Les
feuilles en infusion ont été employées comme un agent hypoglycémiant (Ziyyat et al., 1997)
et pour le traitement des maladies cutanées (Bellakhdar, 1997 ; Bruneton, 1987). En Algérie,
la partie aérienne de D. gnidium a été utilisée avec I’huile d’olive contre les douleurs
inflammatoires. Cette plante est également employée pour des teintures traditionnelles de

textile (Cardon, 2003). Cependant, cette plante est considéré dangereuse en raison de sa

.
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toxicité mortelle. En fait, elle produit des maux de téte, des tremblements, une paleur, une
dilatation de pupille, un gonflement des levres et de la bouche, la difficulté de déglutition, la
diarrhée et des spasmes digestifs, des convulsions, des désordres pulmonaires et la mort

(Bellakhdar, 1997).

Figure 10. Quelques images de Daphne gnidium L.

3.3. Composition et propriétés biologiques

Des études phytochimiques ont révélé que les espéces Daphne contiennent une large
gamme de composés chimiques y comprenne les flavonoides, les coumarines, les lignines, les
sesquiterpenes, les diterpenes, les triterpenes et les stéroides (Okunishi et al., 2002 ; Kreher et
al., 1990 ; Murray et al., 1982). Le groupe chimique majoritaire de D. gnidium est représenté
par les coumarines (Marques et al., 2009) mais il renferme encore des polyphénoles, des
flavonoides, de faible quantité de tanins (Harizi et al., 2011), les diterpenoides (Cottiglia et

al., 2001), les terpénes et des lignines (Chaabane et al., 2012).

De multiples propriétés biologiques ont été attribuées aux différentes parties de cette
plante. D’ailleurs, I’extrait méthanolique des feuilles de D. gnidium a montré des activités

antibactérienne, antimycosique (lauk et al., 1996, 1997) et de bonne tolérance cutanée, tandis
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que celui de I’écorce a induit des dommages photochimiques de peau (Rapisarda et al., 1998).
Cependant, certaines composés de ses feuilles tels que le daphnorétine (coumarine) et
I'apigénine (flavone) (Deina et al., 2003) ont montré une activité antitumorale. Une activité
antimicrobienne a été exercé par les coumarines et les flavonoides des tiges de D. gnidium et
peuvent méme agir sur la stimulation ou la suppression de la réponse immunitaire (Cottiglia
et al., 2001). De récente étude in vitro a montré une activité anti-inflammatoire de I’extrait

acétate d’éthyle des feuilles de D. gnidium (Harizi et al., 2011).

.
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Daphne gnidium L. a été récoltée de la region de Beni Ourtilane (Agradou) Wilaya de
Sétif au mois de Mai 2009. Elle a été identifiee par Pr. LAOUAR H, Faculté des Sciences de
la Nature et de la Vie, Université Ferhat Abbes, Sétif. Le lait bovin frais a été obtenu d’une

ferme des environs de Sétif et le lait humain a été offert par une femme volontaire.

1.2. Les réactifs

La xanthine, cytochrome c, allopurinol, Dithiothritol (DTT), Etylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), acide gallique, quercétine, acide ascorbique, rutine, sodium dodecyl sulphate
(SDS), persulfate d’ammonium, glycérol, le p-mercaptoéthanol, glycine, tripyridyl-triazine
(TPTZ), Phenazine methosulfate (PMS), Nitroblue tetrazolium phenazine (NBT), Tween 20,
Tween 40 (Sigma, Aldrich ou Fluka). Les sels et d’autres reactifs sont provenus de Sigma ou
Fluka. Le méthanol, I’éthanol, I’hexane, I’acétate d'éthyle, le chloroforme, le butanole,

I’acide acétique et I’acide phosphorique (85%) proviennent de Pro labo.

2. Méthodes

2.1. Extraction des flavonoides de D. gnidium L.

La partie aérienne de D. gnidium a été nettoyée des impuretés, découpées, séchées a
température ambiante et a I’ombre pendant quelques jours puis sont broyées a I’aide d’un
mortier. L’extraction des flavonoides est effectuée selon la méthode décrite par Markham
(1982). Le broyat (100g) est additionné au 1 litre méthanol/eau (85% méthanol et 15% eau
distillée : V/V), le mélange est soumis a une agitation pendant une nuit a 4°C, puis laissé

reposer quelques heures. Le mélange est par la suite filtré sur la laine de verre puis sur le
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verre fritté (entonnoir N°03), le filtrat est conservé a 4°C alors que le précipité est soumis a
une deuxieme extraction en suivant le méme protocole avec un litre de méthanol/eau (V/V).
Le deuxiéme filtrat est melangé avec le premier. Le mélange a été filtré pour la derniere fois
sur papier filtre et soumis a une évaporation rotative a 40 °C dans un rotavapeur (BUCHI)
pour éliminer le méthanol du filtrat. L’extrait obtenu est considéré comme étant I’extrait brut

(EBr) de notre plante.

L’extrait brut est initialement mélangé avec I’hexane (1 V/V), le mélange est laissé
décanter, et la phase organique supérieure est récupérée. L’extraction est refaite plusieurs fois
jusgu’a ce que le solvant (hexane) devienne transparent. L hexane est par la suite évaporé et
I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de I’hexane. La phase aqueuse
résiduelle est soumise a une autre extraction par le chloroforme, et enfin par I’acétate d’éthyle
en suivant les mémes étapes que la premiere extraction par I’hexane. La figure 11 résume les

étapes suivies dans le fractionnement de I’extrait méthanolique.

Cing fractions sont obtenues; I’extrait brut ou méthanolique (EBr), la fraction de
I’hexane (EHX), la fraction du chloroforme (ECh), la fraction de I’acétate d’éthyle (EAC), et la

fraction aqueuse (EAQ) résiduelle. Les extraits sont conserves jusqu’a leur utilisation.

.
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Broyat de la plante

Methaneol {85%)

 J

Extrait brut

Hexane

| |

Fraction Hexane Phase aqueuse

Chloroforme

| |

Fraction Chloroforme Phase agqueuse

Acétate d'éthyle

J J

Fraction acétate d’éthyle Phase aqueuse

Figure 11. Les étapes du fractionnement de I’extrait brut de D. gnidium L.

2.2. Analyse des extraits de D. gnidium L.

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de D. gnidium L. est effectué par la
méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Li et al., (2007) avec quelques modifications. Cette

méthode colorimétrique est basée sur la réduction du complexe phosphotungsténe-

.
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phosphomolybdéne de réactif de Folin par les groupements phénoliques des échantillons en
donnant des produits de coloration bleu en milieux alcalin. Brievement, 0.1 ml de différents
extraits de D. gnidium L. sont ajoutés a 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de réactif de Folin.
Aprés 5 min, 1.0 ml de carbonate de sodium (20%) est additionné au mélange réactionnel et le
tout est incubé pendant 1 heure a une tempeérature ambiante. La lecture des absorbances est

effectuée a 765 nm.

2.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides des extraits de D. gnidium est effectué selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (AICI3) (Bahorun et al., 1996) ; 1 ml de chaque extrait (préparé dans
le méthanol) avec des dilutions convenables, est ajouté a 1 ml de la solution d’AICl; (2% dans

le méthanol). Apres 10 minutes d’incubation et de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.

2.2.3. Chromatographie Liquide a haute performance (CLHP/HPLC)

Les extraits de D. gnidium ont été analysés par une HPLC constituée d’un détecteur
UV a barrettes de diodes (LC/Uv-vis-DAD). L utilisation des détecteurs a barrette de diodes
permettant lI'acquisition du spectre de I'échantillon en temps reel, une représentation en trois
dimensions (temps, absorbance, longueur d'onde) et une caracterisation des composeés par leur

spectre.

2.3. Purification de la xanthine oxydoréductase humaine et bovine (H/B-XOR)

La purification de la XOR (H/B-XOR) est réalisée selon le protocole décrit par

Baghiani et al., (2003).
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2.3.1. Préparation de I’extrait brut

Le lait bovin frais est centrifugé a 5000g/min pendant 20 minutes a 4 °C. La creme
flottante recupérée est dissoute dans une solution de K,HPO, (0,2 M) contenant 1 mM
d’EDTA et 10 mM de DTT puis le tout est soumis a une agitation pendant 20 minutes. La
suspension résultante est centrifugée a une vitesse de 6000 g / min pendant 20 minutes. Le
surnageant récuperé et filtré sur la laine de verre est additionné progressivement de 15 %
(V/V) du butanol froid (-20 °C) et de sulfate d’ammonium 15 % (P/V), sous agitation douce
pendant 60 minutes, puis centrifugé a 10000g/min pendant 20 minutes. Le surnageant obtenu,
apres filtration sur la laine de verre et élimination de la couche flottante du butanol, est
additionné progressivement de 20 % (P/V) du sulfate d’ammonium avec une douce agitation
pendant 90 minutes. La suspension obtenue est centrifugée a 11000 g / min pendant 30 min et
le précipité résultant (couche flottante d’une couleur brunatre) est dissout dans un petit
volume du tampon hépariné (tampon phosphate de sodium 25 mM, pH 6,2 contenant 1 mM
d’EDTA), et dialysé pendant une nuit avec une douce agitation contre le méme tampon. Une
autre centrifugation (18000 g pendant 60 minutes) de dialysat est réalisée pour élimination
des impuretés insolubles. Une filtration sur un filtre de 45uM pour élimination des bactéries
est effectuee et pour I’obtention de I’extrait brut de la xanthine oxydoréductase (toutes les
étapes ont éte effectuées a 4 °C). Les mémes étapes ont éte suivies pour le lait humain avec de

Iégéres modifications ou le pH du tampon hépariné est de 7.4.

2.3.2. Préparation de la XOR pure

L’extrait brut de la XOR est passé a travers une colonne contenant un gel d’héparine-
agarose, apres équilibration de cette derniére par le tampon hépariné (pH 6.2), a un débit de
18 ml/heure. La XOR bovine et humain est éluée avec 0,2 et 0.4 M NaCl dans le tampon

héparine, respectivement. La colonne est par la suite regénérée par lavage avec du NaCl 1 M.

.
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La XOR purifiée est dialysée contre un tampon Na'-Bicine (50 mM, pH 8,3) pendant une
nuit, puis elle est répartie, aliquotée et conservee a -20°C jusqu’a utilisation (toutes les étapes

ont éte effectuées a 4 °C).

2.3.3. Controle de la pureté de la XOR

Pour contréler la pureté de la XOR, le rapport proteine / flavine PFR (Protein to Flavin
Ratio) a été estimé, il correspond a la lecture de I’absorbance aux longueurs d’ondes 280 nm
et 450 nm (Azsonm / Assonm). Une valeur 5 ou proche de 5 est un bon signe de pureté (Bray,
1975). Une électrophorese en gel de polyacrylamide en milieu dissociant (SDS-PAGE) a été

réalisée aussi pour confirmer la pureté de I’enzyme.

2.3.3.1. Electrophorese sur Gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE)

L’électrophorese en gel de polyacrylamide en milieu dissociant est réalisee selon la
méthode de Laemmli (1970). Le gel de séparation est préparé (10% d’acrylamide, 2.74% de
bis-acrylamide) dans un tampon Tris-HCI (0.125M, pH 6.8) contenant 0.1% (P/V) SDS, et
polymerisé par ajout de 0.042 % de N,N,N’N’ Tetramethyléne diamine (TEMED) (V/V) et
0.1 % du persulfate d’ammonium (P/V). Le gel de concentration est préparé dans un tampon
Tris-HCI (0.125M pH 6.8) contenant 0.1% SDS et polymeérisé par ajout de 0.1% (V/V) du
TEMED et 0.1% (P/V) du persulfate d’ammonium. Les échantillons (XO, environ 1 mg / ml)
ainsi que les standards des poids moléculaires (1 mg / ml) ont été préparés dans une solution
échantillon constituée d’un tampon Tris-HCI (62.5 mM, pH 6.8), 2 % de SDS (P/V), 20 % de
glycérol (V/V) et 0.005 % de bleu de bromophénol (P/V). Les échantillons sont chauffés a
100°C pendant 5 minutes. La migration électrophorétique est conduite avec un tampon
contenant 25mM Tris-HCI, 192mM glycine et 0.1% SDS par application d’un courant
électriqgue de 10 mA jusqu’a ce que les protéines pénétrent dans le gel de séparation,

I’ampérage est ensuite augmenté a 37- 45 mA. Une fois la migration achevee, le gel est coloré
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par une solution de bleu de coomassie 0.2% (P/V) contenant 45% (V/V) du méthanol ou de
I’éthanol, 10% (V/V) d’acide acetique et 45% (V/V) d’eau distillée. Apres une heure de
coloration, le gel est décoloré par une solution contenant 5-10%(V/V) d’acide acéetique en

présence ou en absence du méthanol 5% et 90-95% (V/V) d’eau distillée.

2.3.4. Estimation de I’activité enzymatique de la XOR

L’activité totale de la XOR a été estimée par spectrophotométrie a 295 nm par
détermination du taux de D’acide urique produit a partir de la  xanthine (100 pM,
concentration finale) et en présence de 500 uM de NAD+ comme accepteur d’électron, le

solvant utilisé est le tampon Na-Biscine de pH 8,3 (Baghiani et al., 2003).

L’activité de la forme oxydase est mesurée de la méme maniére mais en absence de NAD".
L’activité enzymatique totale = I’activité de la forme O — I’activité de la forme D
L activité enzymatique est exprimée en nombre de nano moles d’acide urique produit en une

minute et par mg d’enzyme (n moles / min / mg d’enzyme).

2.4. Inhibition de I’activité XO par les extraits de D. gnidium L.

L’effet inhibiteur des extraits de D. gnidium sur I’activitt XO a été évalué
spectrophotométriqguement en suivant la quantité d’acide urique produite par oxydation de 100
uM de la xanthine dissoute dans un tampon phosphate de sodium bien aéré (Na,HPO, /
NaH,PQO,4, 50 mM, pH 7.4, contenant 0.1 mM d’EDTA), en présence des concentrations
variables de chaque extrait de D. gnidium (préparées dans le tampon phosphate de sodium ou
dans le méthanol) (Boumerfeg et al., 2009 ; Robak and Gryglewski, 1988). L’activité de
I’enzyme, en absence des extraits et de I’inhibiteur, est considérée égale a 100%.
L’allopurinol est utilisé comme un standard en raison de son effet inhibiteur spécifique sur la

XO. L’absorbance est lue a 295 nm. Aprés I’ajout de la XO, la réaction a été suivie pendant
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60 secondes et I’activité inhibitrice des extraits a été exprimee en pourcentage d’inhibition
(1%) calculé ainsi:

1 % =[(Ac—A)) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’inhibiteur (le contréle)

A,: absorbance en présence d’inhibiteur
L’1Cso de chaque extrait (concentration inhibitrice de 50 % de I’activité enzymatique) a été
par la suite calculée a partir de I’équation de régression qui détermine le pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration de I’inhibiteur (Y =a X + b).
2.5. Effet des extraits de D. gnidium L. sur I’O™, produit par la XO

La production de I’O™; par la XO peut étre mesurée en suivant la réduction du
cytochrome ¢ (cyt ¢) a 550 nm (ecyc = 21.100 M™cm™) dans un tampon phosphate (50 mM,
pH 7.4) contenant 0.1 mM EDTA en présence de 100 uM de xanthine, 25 uM de cyt ¢ et des
concentrations variables de I’extrait a tester (Robak et Gryglewski, 1988). La SOD inhibe
spécifiquement la réduction de cyt ¢ par I’O™, et dans le but de comparaison de I’effet des
extraits sur la production de ce dernier, une concentration finale de 300 Ul/ml du SOD est

utilisée dans ce test.
2.6. Effet scavenger sur I’anion superoxyde par le systtme PMS-NADH/NBT

L effet scavenger de différents extraits de D. gnidium sur I’anion superoxyde (O™,) est
encore évalué par I'utilisation d’un systeme non enzymatique, PMS-NADH-NBT, selon la
technique décrite par Ani et ses collaborateurs (2006), avec quelques modifications. L’O™, est
généré dans un milieu contenant un volume égal (100 ul) de 1 mM NBT, 3 mM NADH et 0,3
mM PMS, le volume final est ensuite ajusté a 1 ml par I’addition d’un tampon phosphate (pH

7,8). Ce mélange est initialement incubé avec ou sans extraits pendant 2 min et la génération
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de I’0O™; est induite par I’addition de PMS. Aprées 3 min d’incubation a température ambiante,
I’absorbance des échantillons est mesurée a 560 nm. La diminution dans les valeurs
d’absorbance est traduite par la capacité scavenger de I’anion superoxyde. Le pourcentage de

I’activité scavenger de I’O™, est calculée en utilisant la formule suivante :
Activité scavenger de I’O™, (%) = [(Aseo contrble — Asgo échantillon)/Asg controle]*100
2.7. Test au 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

L’activité antiradicalaire des extraits de D. gnidium L. et la quercetine a été démontrée
selon le protocole décrit par Burits et Bucar (2000). En présence des piégeurs de radicaux
libres, le 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl de couleur violette se réduit en 2, 2'-Diphenyl-1-
picrylhydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006). Dans des tubes a essais, on introduit
50 ul des solutions d’extraits (ou la quercetine) et 5 ml de la solution méthanolique de DPPH
(0.004 %). Apres agitation, les tubes sont placés a I’obscurité a une température ambiante
pendant 30 min et les absorbance sont enregistrées a 517 nm. L’effet scavenger de radical
DPPH par les échantillons a été exprimé en pourcentage d’inhibition qui est calculé comme

suivant : 1 % = [(A control — A échantillon) I A control] x 100
2.8. Test de piégeage (scavenger) du radical hydroxyle

L’effet piegeur des extraits de D. gnidium L. sur le radical hydroxyle a été mesuré en
suivant la méthode décrite par Li et ses collaborateurs (2008) avec quelques modifications.
Dans ce systeme, le radical hydroxyle est généré par la réaction de Fenton. Ce radical oxyde
le Fe®* en Fe" et seul le Fe** pourrait & se combiner au 1,10-phenanthroline pour donner un
complexe coloré en rouge (1,10-phenanthroline-Fe?*) a un maximal d’absorbance & 536 nm.
La décoloration des solutions réactionnelles reflete la concentration de radical hydroxyle

formé. Le méme volume de 1,10-phenanthroline (5.0 mM), FeSO, (5.0 mM) et de I’acide

.



MATERIELS ET METHODES

ethylenediaminetetraacetic (EDTA) (15 mM) ont été mélangé avec 400 ul de tampon
phosphate (0.2 M, pH 7.4), par la suite 600 pl des solutions des extraits et 800 pl de H,O,
(0.01%) ont été additionné. Apres incubation (a 37 °C pendant 60 min), les absorbances sont
mesurées a 536 nm. L’acide ascorbique est utilise comme un control positif. Les résultats ont

été exprimés en pourcentage de piegeage de radical hydroxyl calculé ainsi :
1 %= (A échantillon = A blanc)*lool (A control = A blanc)
2.9. Effet chélateur des extraits de D. gnidium L.

Pour montrer I’effet chélateur des extraits de D. gnidium L. sur les ions de fer ferreux,
un test de Ferrozine a été appliqué. La formation d’une interaction extrait-Ferrozine
(chélation) prévient la formation du complexe Fe**-Ferrozine coloré en rouge ayant une
absorbance maximale a 562 nm. Cette activité antioxydante est évaluée selon la méthode
décrite par Decker et Welch (1990). Brievement, 0.5 ml de différents extraits (concentrations
convenables) sont mélanges avec 0.1 ml de FeCl, (0.6 mM) et 0.9 ml de méthanol. Aprés 5
min, 0.1 ml de la solution de Ferrozine (5 mM) sont additionnées aux milieux réactionnels, les
mixtures sont agités et incubés a une température ambiante pendant 10 min. L’EDTA est
utilisé comme un standard positif et les résultats sont exprimeés en pourcentage de chélation ou

d’inhibition de la formation du complexe Fe?*-Ferrozine (1%) calculé ainsi :

1 % = [(Abscontréle - Abséchantillon) / Abscontr()le] x 100

L’1Cs de chaque extrait (concentration chélatrice de 50 % de fer ferreux) a été par la suite
calculée a partir de I’éguation de régression qui détermine le pourcentage de chélation en

fonction de la concentration des échantillons (Y =a X + b).

.
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2.10. Pouvoir réducteur des extraits de D. gnidium L.

Le pouvoir réducteur de différents extraits de D. gnidium L. et les standards (BHT et
I’acide gallique) est évalué selon la méthode décrite par Chung et al., (2005) avec quelques
modifications. 0.1 ml des solutions d’extraits ou standards sont mélangés a un volume égal de
tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et de ferricyanure de potassium (1%), le mélange est
ensuite incubé a 50 °C pendant 20 min. 0.25 ml de I’acide trichloroacétique (10 %) sont
additionnés aux milieux réactionnels pour stopper la réaction et les mixtures sont par la suite
centrifugés a 3000g pendant 10 min. Le surnagent (0.25 ml) est mélange avec 0.25 ml de
I’eau distillée et 0.1 % de trichlorure de fer et les absorbances sont mesurées a 700 nm. Le

pouvoir réducteur des échantillons augmente avec les valeurs d’absorbance.
2.11. Pouvoir réducteur des extraits de D. gnidium L. évalué par la technique FRAP

L’activité antioxydante de différents extraits de D. gnidium est évaluée selon la
méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) décrite par Benzie et Strain (1996) avec
quelques modifications (Pulido et al., 2000). Cette technique permet la mesure de pouvoir
réducteur des antioxydants présents dans un mélange par leur capacité de réduire le
tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) en ferreux (Fe**-TPTZ) & pH acide. 900pl du réactif
FRAP, préalablement incubé a 37°C, contenant 2,5 ml de la solution du TPTZ (10 mM dans
40 mM HCI) avec 2,5ml du FeCl3.6H,O (20mM) et 25ml du tampon acétate (300 mM
d’acétate de sodium, pH conduit a 3,6 par I’acide acétique) sont mélangés avec 90ul d’eau
bidistillée et 30ul de [I’échantillon (avec dilutions appropriées). L’augmentation de
I’absorbance a 593 nm est ensuite suivie pendant 30 minutes a 37°C. Les lectures sont
effectuées contre I’eau distillée et les absorbances des blancs du réactif (les 30 pL
d’échantillon sont remplacés par de I’eau bidistillée) et des échantillons (absorbances des

échantillons avec dilutions appropriées) sont soustraites de I’absorbance finale. Quelques
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composés antioxydants ; la quercétine, la rutine, I’acide ascorbique et I’acide gallique sont
utilisés comme des témoins ou standards. Une gamme du FeSO,.7H,O (étalon réducteur)
entre 0 et 2000 UM est utilisée pour calculer les valeurs FRAP des extraits et des antioxydants

standards.

Le parametre EC; (concentration équivalente 1) est défini comme la concentration de
I’antioxydant qui donne une réduction du TPTZ équivalente a 1 mM du FeSO,4.7H,0. L’EC;

des extraits et standards est calculé a 4 et a 30 minutes.

2.12. Test de blanchissement de -caroténe

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits de D. gnidium L. et les standards a
été determiné en mesurant I’inhibition des composes organiques volatiles et les
hydroperoxydes diéne conjugués produits par I’oxydation de I’acide linoléique (Dapkevicius
et al., 1998). L’émulsion de B-caroténe/ acide linoléique est préparé par la solubilisation de
0.5 mg de B-carotene dans 1 ml de chloroforme, 25 pl d'acide linoléique et 200 mg de Tween
40. Le chloroforme sera par la suite complétement évaporé, puis 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont ajoutes et le tout est agité vigoureusement. 2.5 ml d’émulsion sont
additionnés a 0.35 ml de differents échantillons (extraits, standard ou blanc) et sont incubés a
I’ombre (une température ambiante) pendant 48 heures. Durant la période d’incubation, les
absorbances des échantillons sont suivies a 490 nm a des intervalles de temps réguliers (0, 1,
2, 4, 6, 24 et 48 heures). L’activité antioxydante (AA) des échantillons est exprimée en

pourcentage de blanchissement de B-carotene calculée ainsi :

AA= [(Ao-A)-(Ac-A)/ (Ag-A)]*100
Ao: absorbance de control & 0 h; A absorbance de control aprés 24 h; A, : absorbance des
extraits a 0 h ; A absorbance des extraits aprés 24 h.

La capacité antioxydante des extraits est comparée avec celles de BHT et les blancs.

-
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2.13. Inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de D. gnidium L. ; la

méthode de Fe*%-Thiocyanate (FTC)

La technique de ferrithiocyanate mesure la capacité des antioxydants a balayer les
radicaux peroxyls formés durant la phase initiale de la peroxydation lipidique dont leur
capacité a céder leurs atomes d’hydrogene leur permis d’interagir avec les acides gras
polyinsaturés (Huang et al., 2005). Les radicaux peroxydes formés au cours de la
peroxydation de I’acide linoléique oxydent le fer ferreux (Fe?*) en fer ferrique (Fe®"), ce
dernier forme un complexe avec la thiocyanate (SCN) qui posséde une absorbance maximale
a 500 nm. Le taux de peroxyde formé durant I’incubation se traduit par I’élévation dans les

valeurs d’absorbance.

L’activité antioxydante de differents extraits de la plante a été démontrée par
I’utilisation de systéeme de I’acide linoléique déterminé par Duh et Yen (1997), avec quelques
modifications. L’émulsion de I’acide linoléique est préparée en mélangeant 0.28 mg de
I’acide linoléique, 0.28 mg de tween 20 (émulsifiant) et 50 ml d’un tampon phosphate, puis le
tout est soumis a une agitation. 0.5 ml de différents extraits sont rajoutés a 2.5 ml de
I’émulsion de I’acide linoléique et 2 ml de tampon phosphate. Le mélange réactionnel est
incubé a 40 °C a I’obscurité pour accélérer le processus de la peroxydation lipidique. Durant
I’incubation, 0.1 ml des milieux réactionnels sont prélevés a différents intervalles de temps.
Le degré d’oxydation est mesuré par une adition successive d’éthanol (4.7 ml, 75%), une
solution de thiocyanate d’ammonium (0.1 ml, 30%) et de chlorure de fer (0.1 ml, 0.02 M in
3.5% HCI). Apres 3 minutes, les valeurs de peroxyde formé sont déterminées par la mesure
des absorbance a 500 nm chaque 24 heures. On arréte la lecture apres avoir une valeur

d’absorbance maximal chez le control. L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés comme des

-
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standards de référence. Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique est calculée

selon I’équation suivante ;

% Inhibition= (1-A echantitions/ A contro) *100

2.14. Test d’hémolyse

La préparation d’une suspension sanguine est effectuée en suivant le protocole décrit
par (Manna et al., 1999) avec quelques modifications. Le prélevement du sang est réalisé sur
des souris femelles, Swiss albinos, par une ponction cardiaque a I’aide d’une seringue
contenant de ’TEDTA comme un agent anticoagulant. Le sang récupéré est centrifugé a 3000 g
pendant 10 min & 4 °C. Le plasma et la couche d’interface sont soigneusement prélevés et
éliminés, le culot de globules rouges (GRs) est en suite lavé trois fois par un tampon
phosphate (125 mM de NaCl, phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4). Apreés le dernier lavage,

les GRs sont dilués dans le tampon phosphate afin d’obtenir 2% (v/v) hématocrite.

L’étude de I’effet antihémolytique de différents extraits de D. gnidium sur les GRs a
été réalisé selon la technique décrite par (Girard et al., 2006). 20 pul d’échantillon a testé sont
mélangés avec 80 pl de la suspension érythrocytaire, ensuite 136 pl de AAPH sont
additionnés a la mixture et I’absorbance a été lu dans un intervalle de temps de 15 min

pendant 3heures 30 min a 620 nm.

2.15. Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD. Les résultats sont analysés par le test t
de Student pour les comparaisons simples, et ANOVA univarié (one-way ANOVA) suivie du

test de Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification.

.
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1. Dosage des polyphénols totaux et les flavonoides de D. gnidium

Les propriétés biologiques (en particulier I’activité antioxydante) de la plupart des
extraits des plantes médicinales ont été attribuées a leurs teneurs en composes phenoliques.
Pour cette raison, on a choisi dans ce présent travail d’extraire au préalable ces composants
actifs a partir de la plante D. gnidium et de determiner leurs teneurs. La concentration des
polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec I’acide gallique (Figure 12) et exprimée en milligramme d’équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).
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Figure 12. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

La concentration des flavonoides est déduite a partir des gammes d’étalonnage établies
avec la quercetine et la rutine (0-40 pg / ml) (Figure 13) et exprimée en milligramme
d’équivalent de la quercetine ou la rutine par gramme d’extrait (mg EQ / g). Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau 1.
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Figure 13. La courbe d’étalonnage de la quercetine et de la rutine (moyenne + SD de trois
mesures).

Tableau 1. Dosage des polyphénols totaux et les flavonoides des extraits de D. gnidium L.

Teneur en Teneur en flavonoides
Rendement polyphénols
Extrait (%) mg EAG / g d’extrait mg EQ / g d’extrait mgER /g
d’extrait

EBr 13,65+0,61 5,16+0,15 22,22+1,48 51,42+2,42
ECh 02,03+0,32 10,52+0,87 36,55+1,72 40,52+0,95
EAC 02,71+0,40 9,74+0,18 133,07+2,84 298,21+10,46
EAQ 07.06+1.04 nd nd nd

Les valeurs présentent la moyenne + SEM (n = 3)

Le calcul de rendement de différents extraits de la partie aérienne de D. gnidium a
révélé que I’EBr présente le rendement le plus élevé (13,65+0,61%) suivi par I'EAQ
(07.06£1.04%). L’ECh (02,03+£0,32%) et I'EAc (02,71+0,40%) présentent presque des
rendements similaires. La différence de la polarité des substances antioxydantes peut

expliquer le rendement variable des extraits de D. gnidium. La solubilité des composés
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phénoliques est généralement gouvernée par le type de solvant utilisé, le degré de
polymerisation des polyphénols aussi bien par I’interaction de ces composés avec d’autres
constituants en formant des complexes insolubles (Galvez et al., 2005). En conséquence, le
méthanol est trées recommande et fréquemment utilise pour I’extraction des composes

phénoliques (Mahmoudi et al., 2013).

Slntar et al., (2012) ont trouvé, par I’application d’une technique d’extraction
différente, que I’EBr de la partie aérienne de Daphne oleoides, (une autre espéce de Daphne
L.) ne présente pas le rendement le plus élevé (20,6%) en comparaison aux autres extraits. De
méme, on appliquant la méme méthode d’extraction, nos résultats précédents sur la partie
aérienne de Capparis spinosa L. révelent que I’'EAQ (8.41%) a le rendement le plus élevé des

extraits suivi par I’EBr (6.65%) (Baghiani et al., 2011).

Les résultats obtenus montrent que les extraits de D. gnidium présentent une teneur
variable en polyphénols. L’ECh contient la plus grande teneur avec (10,52 + 0,87 mg EAG/g
d’extrait). L’EAc présente une quantité presque similaire a celle de I’ECh avec une valeur de
(9,74 £ 0,18 mg EAG/g d’extrait). L’EBr semble étre le plus pauvre en polyphénols des

extraits de D. gnidium (5,16 £ 0,15 mg EAG/g d’extrait).

Dans ce test, ces valeurs déterminées en polyphénols totaux ne présentent pas des
mesures absolues de la quantité des composants phénoliques mais, en fait, c’est leur capacité
réductrice relative a I’acide gallique. Il a été observé que le déterminant de I’activité
antioxydante des composés phénoliques est lié a la mesure de la qualité et la quantité des
antioxydants présents dans les plantes (Vinson et al., 1998). Dans ce travail, tous les extraits
de la plante ont réagit avec le réactif de Folin, cela est peut étre issu de la variété et/ou de la

guantité des composés phénoliques qui se trouvent dans les trois extraits de D. gnidium.

.
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La teneur en polyphénols des extraits brute et d’acétate d’éthyle de la partie aérienne
de Daphne oleoides est de (117,45 = 1,25 mg EAG/g d’extrait) et (221,00 + 1,01 mg EAG/g
d’extrait), respectivement (Stintar et al., 2012). Ces valeurs ne sont pas en similitude avec nos
résultats qui montrent que ces mémes extraits dans I’espéce gnidium sont trés pauvres en
polyphénols. De méme, I’EAc de I’espece oleoides est le plus riche en polyphénols, par
contre dans I’espece gnidium, I’ECh est le plus représenté des extraits. Ces différences
résultent vraisemblablement aux différences genotypiques (D. gnidium et D. oleoides),
environnementales (& savoir le climat, origine géographique, la température, la fertilité, les
maladies et I’exposition aux parasites) et la période de récolte des échantillons. Ces
parametres sont strictement liés a la biosynthese des métabolites secondaires et en particulier
les composés phénoliques. Cependant, I’utilisation de différentes méthodes d’extraction et

différents solvants peuvent influencer la teneur des extraits en polyphénols.

La quantification des flavonoides dans les trois extraits de D. gnidium est déterminée
selon la méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) (Bahorun et al., 1996). Les résultats ont
montré que I’EAc est le plus riche en ces composes avec une teneur de (133,07 £ 2,84 mg
EQ/g d’extrait). Les deux autres extraits (EBr et ECh) présentent des teneurs assez faibles
avec des valeurs de 22,22 + 1,48 mg EQ/g d’extrait et 36,55 = 1,72 mg EQ/g d’extrait,
respectivement. La méthode d’extraction suivie pour préparer les différents extraits de plantes
influence leurs contenus en polyphénols et en flavonoides et par conséquent les propriétés

antioxydantes de ces extraits seront affectées (Waterhouse et al., 1996).

Le coefficient de corrélation (R? = 0,237) exprime I’absence de corrélation entre la
teneur en polyphénols et en flavonoides des extraits de D. gnidium. Ce méme résultat a été

obtenu par Athamena et ses collaborateurs (2010).

.
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2. La Chromatographie Liquide de Haute Performance (HPLC)

Les composes phénoliques des extraits de la partie aérienne de D. gnidium ont été
séparés par la technique d’HPLC. Ce systeme consiste a séparer des substances de
I’échantillon sur une colonne chromatographique qui sont tres souvent détectées par un
détecteur classique, du type UV-DAD (ultra-violet et detecteur a barrette de diode) et il
permit, de ce fait, d’offrir une premiére information sur la nature des composés possédant un
chromophore. L’analyse préliminaire des pics des spectres obtenus par LC/UV-VIS/DAD
donne une indication primaire sur la famille des composés phénoliques (Simirgiotis et al.,

2009).

Les spectres UV obtenus pour chaque extrait sont présentés sur la figure 14. L’analyse
phytochimique des spectres UV obtenus de différents extraits de D. gnidium nous a montré
I’existence d’une variété assez importante de composés phénoliques. Il ressort de cette
analyse que les composés chimiques majoritaires dans I’EBr sont représentés par les dérivés
d’acide férulique (pics 1-2; 30,68%) et les dérives d’acide cinnamique (pics 4-6-7-8 ;
22,36%). Les composés a quantité modéré (légéres) sont représentés par la luteéoline
glucoside (pic 11 ; 14,07%), les dérivés d’apigénine (pics 12-13-14 ; 12,99%) et la quercétine
3-O-glucoside (pic 9 ; 11,98%). Par contres, les autres composes ne sont présents qu’en faible
quantité ; un dérivé de génistéine (isoflavone) (pic 3 ; 4,6%), le vicenine-2 (pic 5 ; 2,96%) et
un dérivé de la quercétine (pic 10 ; 1,49%) (Figure 14). Dans I’ECh le composé chimique le
plus fréquent est figuré par le dérivé d’acide cinnamique (pic 6 ; 38,61%) suivi par un dérivé
d’apigénine (pic 14 ; 20,01%) dont I’intensité de leurs pics est importante (figure 14). L’ECh
contient encore de la lutéoline glucoside (pic 11 ; 14,64%), un dérivé de la quercétine (pic 10 ;
12,83%), un dérivé de génistéine (pic 3 ; 7,09%) et le vicenine-2 (pic 5 ; 6,79%). L’EAC est
qualitativement le plus riche en substances phénoliques des extraits de D. gnidium (Figure

14). D’apres le spectre UV-VIS de I’EAc, les pics 13, 10 et 12 ont montré une forte intensité
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qui sont respectivement corresponds aux méthyl apigénine glucoside (18%), quercétine 3-O-
glucoside (17,55%) et lutéoline glucoside (15,06%). Un isomére de la lutéoline glucoside est
encore identifié et représenté par le pic 14 (5,54%). Le pic 3 est identifié comme un dérivé de
génistéine alors que les pics 4 et 5 sont des isomeéres de dérivé d’acide férulique (pic 2 ;
8,14%) dont leur surface (pics 3, 4 et 5) est de (19,19%). Le pic 6 est encore identifié comme
un isomere de dérivé d’acide férulique dont son pourcentage est de (3,23%). L’EAc renferme
également des acides phénoliques tels que I’acide gallique (pic 1; 3,06%), les dérivés de
I’acide p-coumarique (pics 7-8-9 ; 8,39%) et un dérivé d’acide férulique (pic 2 ; 8,14%). Un

dérivé de la quercétine est encore identifié et representé par le pic 11 (1,24%).
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Figure 14.

Les spectres UV des extraits de D. gnidium L. visualisés a 330 nm. A, EBr; B,
ECh; C, EAc. (A): Pics : 1, 2: dérivés d’acide férulique; 3 : dérive de génistéine
(isoflavone); 4, 6, 7, 8: dérivés d’acide cinnamique; 5: vicenine-2; 9:
quercétine 3-O-glucoside ; 10 : dérivé de la quercétine ; 11 : lutéoline glucoside ;
12, 13, 14 : dérivés d’apigenine. (B) : Pics : 3 : dérivé de génistéine (isoflavone) ;
5: vicenine-2 ; 6 : dérive d’acide cinnamique ; 10 : dérivé de la quercétine ; 11 :
lutéoline glucoside ; 14 : dérivé d’apigenine. (C) : Pics : 1: acide gallique ; 2:
dérivés d’acide ferulique (comme le rhamnoside) ; 3: dérivé de génistéine
(isoflavone) ; 4, 5, 6 : isoméres de pic 2 ; 7, 8, 9 : dérivés d’acide p-coumarique ;
10 : quercétine 3-O-glucoside ; 11 : dérive de la quercétine ; 12, 14 : lutéoline

glucoside ; 13 : méthyl apigenine glucoside.

D’apres cette analyse, on constate que les mixtures des tiges et des feuilles de D.

gnidium montrent une richesse en dérivés d’acides phénoliques (dérives d’acide férulique et
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d’acide cinnamique) et en flavonoides (flavones et flavonoles). Ces résultats sont identiques a
ceux déja trouvés la littérature et ces composes sont tres bien connus par leurs multiples effets
biologiques et sont presque responsables de toutes les propriétés medicinales accordées a cette

espece (Chaabane et al., 2012 ; Harizi et al., 2011 ; Marques et al., 2009).

L’étude phytochimique menée par Marques et ses collaborateurs, (2009) sur les
feuilles de D. gnidium a révélé que leur groupe chimique majoritaire est représenté par les
coumarines ; daphnine, daphnétine, daphnétine-8-O-glucoside et daphnétine-O-di-glycoside.
Les feuilles sont également constituées d’une autre classe de composés chimiques de grande
importance biologique, elle est représenté par les flavonoides (flavones); apigénine,
lutéoline, apigénine-6,8-di-C-glucoside, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine glycoside,
lutéoline-di-O-glucoside, lutéoline-3,7-di-O-glucoside, lutéoline-7-O-glucoside. Une autre
étude phytochimique a montré que les tiges de D. gnidium sont principalement constituées de
quatre coumarines (daphnétine, daphnine, acétylumbelliferone et daphnoretine) et sept
flavonoides (lutéoline, orientine, isoorientine, apigenine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-f-

D-primeverosyl genkwanine, and 2, 5, 7, 4"-tétrehydroxyisoflavanol) (Cottiglia et al., 2001).

La comparaison de nous résultats a ceux rapportés par (Marques et al., 2009 ; Cottiglia
et al., 2001) a montré I’existence de quelques analogies confirmant nous résultats. La présente
étude et les deux travaux précédents révelent effectivement la présence en commun des
composés suivants : lutéoline glucoside (flavone), dérivés d’apigénine (flavone), dérivé de
génistéine (isoflavone) et le genkwanine glucoside qui s’est pu représenter dans notre étude
par le méthyl apigénine glucoside qui est la fraction majoritaire de I’EAc. Notre analyse
phytochimique a révélé encore la présence de la quercétine-3-O-glucoside et un autre derivé
de la quercétine (non déterminé) ce qui est en accord au résultat rapporté par Deina et al.,

(2003). D’autre part, (Marques et ses collaborateurs, 2009) et (Cottiglia et ses collegues,

.
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2001) ont pu isoler d’autres composés chimiques (coumarines, orientine...etc) qui ne sont pas
identifiés dans notre analyse. De méme, on a identifie des acides phénoliques et leurs derivés
(acide gallique, dérivés des acides férulique, cinnamique et p-coumarique) et un autre flavone
(vecinine-2) mais leurs identification dans les deux études précédentes est absente. Ceci est en
partie du a la partie de la plante utilisée (tiges, feuilles ou une mixture tiges/feuilles) ou encore
a la procédure d’extraction suivi pour extraire les difféerents composés actifs de la plante.
Donc, on peut déduire que I’absence des pics caractéristiques des coumarines dans les
différents spectres UV obtenus est du a I’épuisement de ce groupe chimique dans la fraction

hexane.

3. Purification de la xanthine oxydoréductase bovine et humaine (B-H-XOR)

La purification de la XOR est réalisée selon le protocole décrit par Baghiani et al.,
(2003). Ce protocole permet d’obtenir I’extrait brut de la XOR. L’obtention de I’enzyme pure
est réalisee par la chromatographie d’affinité sur colonne contenant un gel d’héparine-

agarose. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Résultats de la purification de la XOR a partir du lait humain et bovin.

Activité spécifique (n Pourcentage Rapport Rendement
mole/min/mg d’enzyme) de laforme  protéine/flavine (mg
oxydase (XO) (PFR) d’enzyme/litre
du lait)
Totale X0
XORB 2055.05 1988.55 91.89 5.15 23.21
XORH 114.16 110.47 90 7.1 8.5

* L activité totale et I’activité de la forme oxydase ont été calculées en suivant la production de I’acide
urique en présence et en absence de 500 pM de NAD" respectivement, et 100 pM de xanthine dans un
tampon Na-bicine a pH 8.3.

.
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Le rendement de la purification est de 23.21 mg d’enzyme par litre du lait bovin, ce
rendement est comparable a celui trouvé par Abadeh et al., (1992) et par Baghiani et al.,
(2002; 2003). L’activite spécifique de I’enzyme pure sous forme oxydase est de 1988.55
nmole/min/mg d’enzyme. Cette activité est comparable a celle trouvé par Baghiani et al.,

(2003) (2240 nmole/min/mg d’enzyme).

Le rendement de la purification pour la XOR humaine est de 8.5 mg d’enzyme par
litre du lait humain. L’activité spécifique de I’enzyme pure sous forme oxydase est de 114.47

nmole/min/mg d’enzyme.

Le spectre d’absorption de la XOR bovine en UV-Visible a révélé trois pics majeurs a
280, 330 et 450 nm qui correspondent a I’absorbance des protéines, le Fe-S et le centre FAD,
respectivement (Figure 15). Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Abadeh et al.,
(1992), Sanders et al., (1997) et par Baghiani et al., (2003). Le PFR (Protein/Flavin Ratio) ou
le rapport Azgonm/Assonm €St généralement utilisé comme indice de la pureté de la XOR dont la
valeur 5 est considérée comme critére de pureté (Bray, 1975). L’obtention d’un PFR égale a
5.15 dans notre travail indique la pureté de notre enzyme et ce résultat est comparable a celui

trouvé par Abadeh et al., (1992) (5.13) et par Benboubetra et al., (2004) (5.34).

Pour confirmer nos resultats sur la pureté de la XOR bovine, une électrophorese en gel
de polyacrylamide en milieu dissociant (SDS-PAGE) a été faite sur la solution enzymatique.
Une bande majeure d’un poids moléculaire approximativement 150 KDa a été observé sur
I’éléctrophorégramme (Figure 15). Ces mémes résultats ont été observés par Abadeh et al.,

(1992), Baghiani et al., (2002).
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Figure 15: Spectre d’absorption UV-Vis (A) et électrophorése (SDS-PAGE) (B) de la XO
purifiée. B1: XO pure (150000 Da), B2: Standards des poids moléculaires
(Myosin 200 000; p-galactosidase 116 250; Phosphorylase b 97 400; Serum
albumin 66 200; Ovalbumin 45 000; Carbonic anhydrase 31 000, Trypsin
inhibitor 21 500 et Lysozyme 14 400 Da).
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4. Inhibition de I’activité XO par les extraits de D. gnidium

L’allopurinol, inhibiteur spécifique de la XO, est généralement I’inhibiteur le plus
connu pour le traitement de la goutte. Cependant, I’utilisation de I’allopurinol a des effets
secondaires indésirables (Richette and Bardin, 2010). En effet, la recherche de nouvelles
molécules inhibitrice de la XO avec plus d’effets thérapeutiques et moins d’effets indésirables
est nécessaire pour le traitement de différentes maladies liées au XO. Des études récentes ont
été intéressées a la recherche des inhibiteurs dans les produits naturels allant des polyphénols
a une foule de produits végétaux (Lina et al., 2015; Argulla and Chichioco-Hernandez,

2014).

Dans la présente étude, I’effet inhibiteur de différents extraits de D. gnidium sur
I’activité XO est déterminé par la mesure de la production de I’acide urique a 295 nm. Cela
est realisé par I’utilisation des concentrations variables de I’extrait a tester (EBr, ECh ou EACc)
avec une concentration fixe de la xanthine (100 uM). L’allopurinol est utilisé comme un

standard.

Les résultats montrent que tous les extraits de D. gnidium ont un effet inhibiteur dose
dépendante sur I’activité xanthine oxydase (Figure 16). Pour I’inhibition de la XOB, I’EAc a
démontré une activité inhibitrice intéressante avec un pourcentage d’inhibition de 60,81% a
une concentration de 0,046 mg/ml. L’EBr présente un pourcentage d’inhibition de 59,91 %,
proche a celui d’EAc mais a une concentration de 0,075 mg/ml. L’ECh semble étre le plus
faible inhibiteur des extraits de D. gnidium avec un maximal d’inhibition de 60,58% a une

concentration de 0,093 mg/ml.

.



RESULTATS ET DISCUSSION

100 1 ER1/B 100 1 EBrH
80 1 80 1 J/_,,,»/
= g —
£ 60 - £60 - /r
3 2 '
] Ei
Hao - 240 - /
: B /
=20 4 20 __{,}
—
U L] L] L] L] T 1 0 T L] L] L] L] 1
0 0,05 0.1 0.15% 0,2 0,25 0,3 0,7 0,75 0.8 0.85 09 0,95 1
Concentration {mg/ml) Concentration (ng/ml)
100 - ECWE 100 - TCWH
80 80
g g
E 60 _g 60+
3 3
240 2 404
oy &
L= -
204 204
U T T T Ll L] 0 L] L] T L] L] 1
0 0r051 0,1 - 0,15 0,2 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15
Concentration (mg/ml) Concentration (ng/ml)
1 EAeH
] T r ) 0 T T T .
0 0,2 0.4 .06 0,3 4,45 4,55 4,65 4,75 4,85
Concentration (mg/il) Concentration (wg/ml)

Figure 16. L’inhibition de la XO par les extraits de D. gnidium. B : Bovin, H: Humain,
EBr : Extrait brut, ECh : Extrait chloroformique, EAc : Extrait acétate d’éthyle.

Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures + SD.
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La comparaison des ICsp des extraits de D. gnidium avec celui de I’allopurinol a révélé
que ce dernier a un puissant effet inhibiteur sur I’activité XOB (p < 0.01) (Figure 17A). Les
valeurs des I1Csq sont dans I’ordre suivant ; 0,0073 + 0,0001 mg/ml <0,021 + 0,001mg/ml <
0,039 + 0,002 mg/ml <0,061 + 0,001 mg/ml pour I’allopurinol, EAc, EBr et ECh,

respectivement.

Par contre, I’lECh qui a montré le plus faible effet inhibiteur sur I’activitée XOB, il a
montré une importante capacité inhibitrice sur I’activitt XOH avec une valeur d’ICs, de
0.0039 + 0.001pg/ml (p < 0.01) suivi par I’ECh et I’'EAc avec des valeurs des ICs; de 0.866 *

0.013 pg/ml et 4.8094 + 0.0004ug/ml, respectivement.

La comparaison des ICsy révele que I’allopurinol a présenté le plus faible effet
inhibiteur sur I’activité XOH avec une valeur d’ICsq de (14,07 + 0,09 pg/ml) (p < 0.001) qui
est 3, 16 et 354 fois moins faibles que celles de I’ECh, I’EBr et I’EAc, respectivement (figure
17B). L’ordre décroissant de I’activité inhibitrice sur I’activité XOH est comme suivant ECh>
EBr >EAc >Allopurinol qui est le contraire de celui obtenu avec la XOB ; Allopurinol >EAc

>EBr >ECh.
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Figure 17. Comparaison de I’effet inhibiteur de différents extraits de D. gnidium L. avec celui
de I’allopurinol sur I’activité (A); XOB, (B); XOH. Les valeurs sont une
moyenne de 3 & 4 mesures + SD (XOB ; p<0.01), (XOH ; p <0.001).

La comparaison des ICso obtenues pour les deux types d’enzyme montre que les
valeurs d’ICso obtenues pour la XOH (en pg) sont statistiguement inférieures a celles
obtenues pour la XOB (en mg) (p < 0.001) (figure 18). Cela est totalement logique, vu

I’activité enzymatique de la XOH qui est 18 fois moins faible que celle de la XOB.
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Figure 18. Comparaison de I’effet inhibiteur sur I’activité XOB et XOH de I’allopurinol et de
différents extraits de D. gnidium L. (p < 0.001).

Les polyphénols et en particulier les flavonoides ont été identifiés comme une large
classe de produits chimiques avec des propriétés inhibitrices de I’activité XO, et leur rdle a été
completement évalué (Lespade and Bercion, 2010 ; Van Hoorn et al., 2002). Plusieurs études
in vitro ont démontrés les effets inhibiteurs sur I’activité XO des aliments (Dew et al., 2005)
et les plantes médicinales utilisées dans la médicine traditionnelle autour du monde (Sweeney
et al., 2001 ; Nguyen et al., 2004 ; Umamaheswari et al., 2007). Dans ce travail, les différents
extraits de D. gnidium montrent des effets inhibiteurs variables sur I’activité XO. L’activité
antioxydante de différents extraits de D. gnidium est éventuellement attribuée a leur contenu
en composés phénoliques et flavonoidiques. L’EAc, est le plus riche en flavonoides présente
un puissant effet inhibiteur sur I’activité XOB. Cette extrait est riche en quercétine 3-O-
glucoside, méthyl apigenine glucoside et lutéoline glucoside et leur dérivés. Presque, des
mémes composés ont été identifiés dans quelques plantes Italiennes et sont tous présentées
une activité inhibitrice sur la XO (Montoro et al., 2005). Par contre, I’EBr est moins riche en

polyphénols et en flavonoides par rapport a I’lECh, mais il a présenté un effet inhibiteur plus
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puissant que ce dernier sur I’activité XOB. De méme, I’EAc qui est le plus riche en composés
phénolique a révélé le plus faible effet inhibiteur sur I’activité XOH. Cela est probablement
du a la qualité ou a la structure (nature, nombre et la position des substituant) des flavonoides

et les composés phénoliques présents dans chaque extrait.

La relation entre la structure chimique des flavonoides et leur activité inhibitrice sur la
XO a éte determinée (Cos et al., 1998 ; Lin et al., 2002). Selon ces auteurs, la présence des
groupes 5-OH et 7-OH ainsi que la fonction carbonyle sur le carbone C4 de flavonoide
interviennent dans les interactions hydrogenes et électrostatiques entre I’inhibiteur et le site
actif de I’enzyme. De méme, la présence de la double liaison C2-C3 est tres importante pour
I’inhibition de I’activité XO. Les mémes auteurs ont constaté que les flavonoides glycosylés
présentent des effets inhibiteurs sur I’activité XO mais inférieur a leurs analogues non
glycosylés. D’apres les résultats obtenus par la technique d” HPLC, les différents extraits de
D. gnidium présentent des quantités variables en acides phénoliques et leurs dérivés, en
flavones glucosides et dérives de flavones, en flavonols glucosides et dérivés de flavonols
ainsi qu’en isoflavones. Il est possible que certaines structures (dérivés de flavones et
flavonols) satisfaites aux criteres démontrés par Cos et ses collaborateurs (1998) et par

conséquent, elles agissent sur I’inhibition de I’enzyme XO.

Dans leur étude de I’effet inhibiteur de certain nombre de flavonoides sur I’inhibition
de la XO, Khlebnikov et ses collaborateurs (2007) ont montré I’importance de la nature de
substituant (CHs, OH, glycosylation...) et sa position sur les cycles A et B (C3, C4’, C7, C2’,
C3’, C5’) des flavones sur I’activité de cette enzyme. Encore, I’hydroxylation et la
méthylation des cycles A et B peuvent rendre les flavonoides insolubles dans le milieu

réactionnel ce qui conduit a la suppression de leur activité inhibitrice sur la XO.
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Certains flavonoides présentent des types d’inhibition différents sur I’enzyme XO (Lin
et al., 2002). En conséquence, la présence d’une variété de structures phénoliques dans un
extrait, avec des types d’inhibition différents, peut renforcer ou diminuer en quelque sorte

I’effet inhibiteur de cet extrait.
5. Effet scavenger des extraits de D. gnidium sur I’O™, produit par la XO

L’anion superoxyde est considéré comme étant le chef de file des especes réactives de
I’oxygene. De part leur nature instable, les ROS sont toxiques et interagissent avec toute une

série de substrats biologiques importantes.

L’effet scavenger de différents extraits de D. gnidium sur le radical superoxyde a été
évalué par I’utilisation d’un systeme enzymatique ; xanthine/xanthine oxydase (X/XO). Ce
systéme est utilisé comme une source géneratrice de I’O,” qui par la suite interagit avec le
cytochrome ¢ oxydé (cyt-c*) conduisant & sa réduction en cytochrome ¢ réduit (cyt-c™) qui
absorbe a 550 nm. La présence des antioxydants (piégeurs de I’O,") dans le milieu réactionnel
empéche cette réduction ce qui mene a une diminution dans les valeurs d’absorbance. Ceci

peut indiquer la quantité de I’O,"~ présente dans le milieu et le pouvoir piégeur de nos extraits.

Tous les extraits de D. gnidium ont présenté un effet scavenger sur I’O,” produit par la
XO dont la relation est dose dépendante (Figure 19). L ordre des extraits selon leur pouvoir
antioxydant est comme suivant ; EAc >EBr >ECh avec des valeurs d’ICs de 0,0512 + 0,0009

mg/ml, 0,064 £ 0,001 mg/ml et 0,69 + 0,01 mg/ml, respectivement.
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Figure 19. L’effet scavenger des extraits de D. gnidium sur I’O™, généré par le systeme

X/XO. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures = SD.
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Dans le systeme de cytochrome c, I’effet scavenger de différents extraits de D.
gnidium sur IO, est peut étre expliqué par trois réactions (A, B et C) illustrees par la figure
20. Avec I’inhibition de I’activite XO (réaction A), les extraits inhibent la formation de
I’acide urique qui résulte a une suppression de la génération de I’O," et le H,O,. Pour la
réaction de reduction de la XO (réaction B), les extraits fonctionnent comme des agents
réducteurs de la XO et I’enzyme réduite catalyse seulement la formation de H,O,. Les extraits

peuvent se fonctionner encore comme des piégeurs de I’O," (réaction C).

O [ ©O2

XNanthine oxvdase

s Xanthine oxvdase redwmte (ET)
{(Forme oxydée) —

[B] XNanthine [A] Acide migue

B anthine oxvidase rédumte (EIT)
7 )

HJOZ O

Nanthine oxydase
{(Forme réduite)

Figure 20. L action inhibitrice des antioxydants sur la génération de 1’0O,” par la XO est composée de
trois réactions (A, B et C). [A] Inhibition de la XO par les antioxydants. [B] La réduction
de la XO par les antioxydants. [C] Le piégeage de I’O," par les antioxydants (Masuoka et

al., 2012).

D’apres nos resultats précédents, tous les extraits de D. gnidium ont présenté un effet
inhibiteur sur I’activité XO et on a constaté que les valeurs d’ICso pour I’inhibition de la
production de I’acide urique sont inférieures a celles de I’effet scavenger sur I’O, " produit par
le systeme X/XO (Figure 21). L’EBr et I’EAc semblent avoir le puissant effet piégeur sur

I’O," ou leurs valeurs d’ICsy sont 1,6 et 2,3 fois plus supérieures a celles de ces mémes

.
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extraits dans I’inhibition enzymatique, respectivement. L’ECh est le plus faible agent
antioxydant des extraits de D. gnidium ou sa valeur d’ICs, pour le scavenger de I’O, " est 11,5
fois plus supeérieure que celle dans I’inhibition enzymatique. Donc, a partir de cette
comparaison de valeurs des ICsp, I’ordre des extraits en fonction de leur activité antioxydante
dans le test de cytochrome c est alors comme suivant ; EBr > EAc > ECh au lieu de; EAc
>EBr >ECh. On déduit donc, que I’effet scavenger des extraits sur 1’O,” est du a I’action
inhibitrice mixte des extraits sur la génération de 1’0, (C) et la production de I’acide urique
(réaction A). Cela explique I’existence d’une corrélation importante entre le test de
I"inhibition enzymatique et celui de cytochrome ¢ (r*= 0,812) (p < 0.01). Ce méme résultat a
été observé par (Cos et al., 1998) et (Masuoka et al., 2012) lors de leurs études de I’effet

inhibiteur de la XO et piégeur de I’O,” d’une dizaine de flavonoides.
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Figure 21. Comparaison entre I’effet inhibiteur sur I’activité XO et I’effet scavenger sur I’O,"

généré par la XO de différents extraits de D. gnidium (p < 0.001).
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6. Effet scavenger de I’anion superoxyde par le systeme PMS-NADH/NBT

Pour une meilleure caracterisation du pouvoir piégeur de différents extraits de D.
gnidium sur le radical superoxyde, une méthode non enzymatique (PMS-NADH/NBT) a ete
utilisée. Dans ce systeme, 1’O," est généré par la réaction de PMS, NADH et I’oxygéne
moléculaire. Le superoxyde formé réduit alors le NBT (Nitroblue tetrazolium) en formatant
de couleur bleu qui absorbe & 560 nm. La présence des substances aptes a oxyder I’O;”

ralentira la réduction de NBT et aboutissant a la diminution des absorbances.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits piegent le radical superoxyde

d’une maniére dose dépendante (Figure 22).
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Figure 22. L’effet scavenger des extraits de D. gnidium sur I’O™, généré par le systeme
PMS-NADH/NBT. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures = SD.

L’EBr est le plus puissant piégeur de I’O,” avec une valeur d’ICso de 0,54 + 0,01
mg/ml (p < 0.01). L’effet scavenger de I’EBr est une fois moins actif que celui de la
quercétine (0,465 = 0,005 mg/ml) (p < 0.001) qui est le plus actif des antioxydants testés et 14

fois plus actif que I’acide gallique (7,76 £ 0,39 mg/ml) (p < 0.001) (Figure 23). L’EAC et
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I’ECh sont 2 et 3 fois moins actifs que la quercétine avec des valeurs d’1Cs, de 0,872 + 0,009

mg/ml et 1,45 + 0,16 mg/ml (p < 0.001), respectivement.
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Figure 23. Comparaison de I’effet scavenger sur I’O, " entre la quercétine (Q), I’acide gallique

(Ac. Gal) et les différents extraits de D. gnidium. Les valeurs sont une moyenne

de 3 a4 mesures £ SD (p <0.001).

L’ordre des extraits selon leur pouvoir piégeur sur I’O,~ généreé dans le systeme PMS-
NADH/NBT est similaire a celui obtenu dans le systeme enzymatique (X/XO) (EBr > EAc >
ECh), mais I’effet scavenger de différents extraits dans le systeme chimique est inférieur a
celui obtenu par le systeme enzymatique (Figure 24). Ceci indique que I’effet scavenger de
nos extraits sur le superoxyde est plus faible que leur effet inhibiteur sur la génération de
IO, catalysée par la XO. Ce qui confirme nos résultats et nos raisonnements obtenus dans le
test de cytochrome c. L’effet scavenger de différents extraits de D. gnidium sur I’O," est
probablement attribué a leur richesse en composes stimulant I’oxydation non enzymatique de

IO, en molécules d’oxygene et par consequence son élimination.
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Figure 24. Comparaison de I’effet scavenger sur I’O,~ généré par le systeme X/XO et celui
géneré par le systtme PMS-NADH/NBT. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4
mesures = SD (p < 0.001).

En général, les résultats obtenus pour les systéemes X/XO et PMS-NADH/NBT sont en
accords avec ceux rapportés par Masuoka et collaborateurs (2012) qui ont utilisé ces mémes

techniques pour étudier I’effet scavenger de 13 flavonoides sur I’O,".

Les résultats de la présente étude montrent que tous les extraits ont présenté une
corrélation linéaire importante entre leurs effets scavenger sur le radical superoxyde et leurs
teneurs en composés phénoliques (r* = 0,727). Ceci nous méne & conclure que les polyphénols
pourraient avoir un puissant effet scavenger sur I’0O,”. Ce qui en accord aux résultats de
multiples travaux realisés auparavant et qui ont rapporté I’existence d’une excellente
corrélation entre I’activité antiradicalaire des plante médicinales et leurs composition en
polyphénols (Youwei et al., 2008; Jayaprakasha and Patil, 2007; Hung and Yen, 2002; Zheng

and Wang 2001).

Nos résultats révelent encore I’absence d’une corrélation entre la teneur en flavonoides
des extraits et leur effet scavenger sur le superoxyde (r* = 0,001). Cette corrélation négative

entre I’activité antioxydante des extraits et leur teneur en flavonoides est peut étre expliquée
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de fait qu’un extrait ou une fraction phénolique ne renferme pas obligatoirement tous les
substances antioxydantes, et les interactions synergétiques entre les antioxydants dans une
mixture rend I’activité antioxydante dépend non seulement de concentration des antioxydants

mais aussi a leur structure et a leur nature (Djeridane et al., 2006).

Les flavonoides sont trés bien connus comme des potentiels piégeurs de radical
superoxyde (Robak and Gryglewski, 1988). Les études de la relation structure-activité des
flavonoides ont constamment prouvé que la structure catéchol ou pyrogallol de cycle B est
indispensable pour un puissant effet scavenger des radicaux libres (Cos et al., 1998 ; Bors et
al., 1990) alors que le cycle A est moins effectif (Senba et al., 1999). Encore, la nature de
substituant et sa position sur les cycles A et B des structures phénoliques peuvent influencer

leur activité antiradicalaire (Lu and Yeap Foo 2001).

7. Test au 2, 2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Le radical DPPH est largement utilisé comme un systéme modeéle pour déterminer
I’effet scavenger de multiples produits naturels tels que les composes phénoliques, les

flavonoides et les différents extraits de plantes (Chang et al., 2007).

L’activité antiradicalaire de différents extraits de D. gnidium est mesurée en suivant
I’apparition de la couleur jaune de DPPH réduit a 517 nm. Les résultats montrent que tous les
extraits ont présenté une activité antiradicalaire dose-dépendante (figure 25) contre le radical
DPPH. L’EBr est le plus actif des extraits de D. gnidium avec une valeur d’I1Cs, de 0,066 +
0,002 mg/ml (p < 0.01) suivi par I’ECh et I’'EAc qui sont presque 4 fois moins actifs que
I’EBr avec des valeurs des ICso de I’ordre de 0,247 £ 0,0003 mg/ml et 0,260 + 0,006 mg/ml,

respectivement.
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Figure 25. Effet piégeur de différents extraits de D. gnidium sur le radical DPPH. Les valeurs

sont une moyenne de 3 a 4 mesures + SD.
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L’activité antiradicalaire de trois standards a été démontré dans ce test; I’acide
gallique, la quercétine et la rutine. L’acide gallique est le plus puissant des standards testés
avec une valeur d’ICsy de 0,00056 +0,00003 mg/ml (p < 0.01) suivi par la quercétine et la
rutine avec des valeurs d’1Cso de I’ordre de 0,0034 + 0,00001 mg/ml et 0,0041 = 0,00008
mg/ml, respectivement. Le pouvoir antiradicalaire de nos extraits est extrémement faible en
comparaison aux standards testés (p < 0.001). L’EBr qui est le plus puissant des extrait est 16,

19 et 119 fois moins actif que la rutine, la quercétine et I’acide gallique, respectivement

(figure 26).
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Figure 26. Comparaison de I’activité antiradicalaire de différents extraits de D. gnidium et
des standards (Ac. Gal, acide gallique ; Q, quercétine ; Rut, rutine). Les valeurs
sont une moyenne de 3 a 4 mesures + SD (Comparaison entre les extraits et la

comparaison entre les standards ; p < 0.01. La comparaison entre les extraits et les

standards ; p < 0.001).

L’activité antiradicalaire de différents extraits de D. gnidium est probablement dd a la
présence de multiples composés phénoliques qui sont généralement des principaux

constituants des plantes agissant en tant qu’antioxydants primaires ou des piégeurs de

.
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radicaux libres (Gulcin et al., 2010). Les polyphénols, en particulier les flavonoides, sont tres
bien connus comme de potentiels piégeurs de radicaux libres. L’EBr présente de faibles
quantités en ces composants mais il montre une forte activité antiradicalaire. Son puissant
effet scavenger est éventuellement attribué a sa richesse en derivés d’acide phénolique, en
particulier les dérives d’acide férulique (30,68%) et d’acide cinnamique (22,36%). En général,
I’acide férulique et ses dérivés présentent plus d’un groupement hydroxyle ou méthoxyle dans
leur structure, ceci leur permis d’avoir une activité antiradicalaire plus puissante que les
acides phénoliques qui I’en dépourvue (Rice-Evans et al., 2000). De méme, Ciesla et al.,
(2012) ont constaté que les dérivés d’acide cinnamique ont un puissant effet scavenger sur le
radical DPPH en comparaison aux acides phénoliques posseédant deux groupements
hydroxyles en position méta et un groupement carboxyle sur le noyau phénolique. Des études
multiples réalisées sur la relation structure-activité des acides phénoliques ont constamment
montré que les dérivés d’acide cinnamique ont un effet antioxydant supérieur a celui des
analogues de I’acide benzoique (Lu and Yeap Foo, 2001). Herrmann (1993), Natella et ses
collaborateur (1999) ont constaté que I’acide caféique est plus actif que I’acide férulique et ce
dernier est plus actif encore que I’acide p-coumarique. Ces observations suggerent que la
structure ortho-dihydroxy (le noyau catéchol) est indispensable pour renforcer I’activité
antioxydante. En outre, la forte activité de I’EBr contre le radical DPPH est peut étre due a la
présence des autres molécules douées d’une activité antiradicalaire et qui sont absentes dans
les autres extraits ou encore aux interactions de coopération entre les différents composés

phénoliques et/ou d’autres composés présent dans cet extrait.

D’aprés nos résultats, on constate I’absence d’une corrélation entre le pouvoir
antioxydant des extraits de D. gnidium et leurs teneurs en polyphénols et en flavonoides. La
différence de I’activité antioxydante des composés phénoliques est étroitement liée a leurs

structures chimiques et en particulier au nombre et a la position des groupements hydroxyles

.
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phénoliques qui sont en corrélation positive avec le pouvoir piégeur du radical DPPH (Zhang

et al., 2013 ; Sharma and Bhat, 2009).

Encore, le faible effet scavenger de I’EAc est peut étre attribué a sa grande richesse en
flavonoides glycosylés ; quercetine 3-O-glucoside (17,55%), lutéoline glucoside (15,06%),
méthyl apigenine glucoside (18,05%) et isomeéres de lutéoline glucoside (26,96%). Lu et Yeap
Foo, (2001) ont constaté que les flavonoides glycosylés présentent un pouvoir antioxydant

moins actif que celui des acides phénoliques.
8. Test de piégeage (scavenger) du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est le plus réactif des radicaux libres et la prévention contre ses
réactions nuisibles est de grande importance pour garder la santé humaine, pour augmenter la
durée de conservation des produits alimentaires, des produits cosmétiques et pharmaceutiques

(Zhou and Li, 2009).

L’effet inhibiteur de trois extraits de D. gnidium sur le radical hydroxyle a été évalué
par le teste de phenanthroline-Fe*?. Les résultats obtenus montrent que les extraits de D.
gnidium et I’acide ascorbique ont un remarquable effet scavenger sur le radical hydroxyle
généré par la réaction de Fenton dont la relation est dose dépendante (p < 0.001) (Figure 27).
A partir de profile de I’activité antiradicalaire, il est bien remarquable que I’acide ascorbique
exerce son effet scavenger dans un intervalle de concentrations de 0,013-0,83 mg/ml, mais au-
dela de 0,83 mg/ml, son activité antiradicalaire est presque toujours constante. Ce méme

comportement a été révéle par I’EBr.

.



RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 27. Effet scavenger sur le radical hydroxyle de I’ascorbate et différents extraits de D.

hydroxyle avec une valeur d’ICs de 0.425 + 0.011 mg/ml (p < 0.001), suivi par I’'EAc (ICs=
0.574 £ 0.037 mg/ml). Par contre, I’activite antiradicalaire la plus faible a été représenté par
I’EBr avec une 1Cso de 1.479 + 0.025 mg/ml (p < 0.001). L’acide ascorbique, un antioxydant
standard, s’est avéré avoir un puissant pouvoir scavenger sur le radical hydroxyle (ICs =
0.159 £ 0.005 mg/ml) en comparaison aux differents extraits de D. gnidium ; ECh, EAc et
EBr, qui sont respectivement 2.67, 3.6 et 9. 29 fois moins actifs (p < 0.001) (Figure 28). La

valeur d’ICsy obtenue dans la présente étude pour I’acide ascorbique est similaire a celle
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gnidium. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures + SD.

Parmi les trois extraits de D. gnidium, I’ECh est le plus effectif contre le radical

obtenue par Su et al., (2009) (0.103 = 0.031 mg/ml).
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Figure 28. Comparaison de I’effet scavenger du radical hydroxyle de I’ascorbate et différents
extraits de D. gnidium. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures = SD (p <
0.001).

Le puissant effet scavenger de I’ECh contre le radical hydroxyle est probablement
attribué a sa richesse en polyphénols. Une corrélation hautement significative a été constaté
entre I’activité antiradicalaire des extraits de D. gnidium et leur teneur en polyphénols
(r*=0,94) (p< 0.01). Par contre, I’'EAc qui est 3,64 fois plus riche en flavonoides que I’ECh, il
a présenté un effet scavenger moins actif que ce méme extrait. D’ailleurs une corrélation
significativement faible a été observé entre I’activité antioxydante de nos extraits et leurs
teneurs en flavonoides (r*=0,073) (p < 0.05). Ceci est peut étre expliqué qu’un extrait donné
peut contenir des structures phénoliques variables, comme I’on a montré les résultats
d’HPLC, ou d’autres composés antioxydants agissant en synergie sur le scavenger de radical

hydroxyle.

De multiples travaux ont été réalisé sur I’étude de rapport existant entre I’activité
antioxydante des produits de plantes et leurs teneurs en ces composés (Craciunescu et al.,
2007). Une excellente corrélation a été constaté entre I’activité antioxydante des plantes

médicinales et leurs teneurs en polyphénols (Zeng et al., 2008; Zheng and Wang, 2001). Par
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contre, Trouillas et al., (2003) et Hou et al, (2003) ont rapporté I’absence d’une corrélation

entre la teneur en polyphénols et I’effet scavenger sur le radical hydroxyle.

En général, I’activité antiradicalaire de différents extraits de D. gnidium a été
démontrée par trois méthodes différentes utilisant trois radicaux libres différents ; I’anion
superoxyde, le radical DPPH et le radical hydroxyle. Les résultats obtenus pour les trois tests
précédents montrent I’existence d’une correélation statistiquement importante entre I’ARS des
extraits sur I’anion superoxyde et celle de DPPH (r’= 0,555) (p < 0.01). Ce résultat est en
accord a celui rapporté par Youweli et ses collaborateurs (2008). Nos résultats révelent encore
I’absence significative d’une corrélation entre I’effet piégeur contre le radical hydroxyle et
celui de DPPH (r? = -0,964) (p < 0.01) ainsi qu’avec celui de I’anion superoxyde (r* = -0,736)

(p £0.01). Ce méme résultat a été obtenu par Tian et al., (2009).

La différence de I’effet scavenger des extraits contre le radical hydroxyle en
comparaison avec d’autres activités antiradicalaires mesurées par d’autres tests (test au DPPH
et de I’anion superoxyde) pourrait étre di a la différence de la taille moléculaire de ces
radicaux ou a I’accessibilité des antioxydants au centre radicalaire (Jouber et al., 2004). De
méme, I’effet scavenger de différents extraits de D. gnidium contre le radical hydroxyle dans
le systéme Phenanthroline-Fe*? est peut étre expliqué par le pouvoir piégeur de ces extraits
contre ce radical ou par leur pouvoir chélateur sur les ions ferreux et dans ce cas-la, la
réaction de Fenton sera bloquée et résulte a une faible production de radical hydroxyle ou par
la synergie de leurs pouvoirs antioxydants (antiradicalaire et chélateur) (Ardestani and

Yazdanparast, 2007).
9. Effet chélateur des extraits de D. gnidium

Le fer est un ion minéral indispensable pour la physiologie du corps humain, mais son

exces dans I’organisme peut provoquer des endommagements cellulaires. L’activité chélatrice

.
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de différents extraits de D. gnidium sur les ions de fer ferreux a été démontrée par le test de
Ferrozine. D’apres les résultats obtenus, on constate qu’il existe une relation proportionnelle
entre I’activité chelatrice des extraits et leurs concentrations (Figure 29). Cela indique que les
extraits sont interféré avec la formation du complexe Ferrozine-Fe*?, suggérant qu’ils aient
une activité chélatrice et peuvent capter les ions ferreux avant qu’ils puissent complexer a la
Ferrozine. Une valeur de 98,21% des ions ferreux ont été chélatés par 1,09 mg/ml de I’EBr.
Par contre, les extraits ECh et EAc ont montré une activité chélatrice de 30,66% et 26,86% a

une concentration de 1,56 mg/ml.

.
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Figure 29. Effet chélateur sur les ions de fer ferriques (Fe*?) de différents extraits de D.

gnidium. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4 mesures + SD.
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La valeur d’I1Cso obtenue pour I’EBr (0,40 = 0,04 mg/ml) est statistiquement inférieur a
celles des extraits ECh et EAc qui sont respectivement de I’ordre de 2,12 £ 0,02 mg/ml et
3,80 £ 0,24 mg/ml (p < 0.01). Les valeurs d’ICso montrent que I’EBr a présenté une puissante
activité chelatrice mais reste inférieur a celle de ’EDTA (p < 0.001) (Figure 30). Ceci est en
accords aux multiples études réalisés sur I’activité chélatrice des extraits de plantes dont les

résultats montrent que ’EDTA est toujours le chélateur le plus puissant (Loizzo et al., 2012 ;

Sanchez-Vioquea et al., 2012).

4 - T
T
3 -
E
[T
g2 =
2
LI
it
1 -
D T T T 1
EBr ECh EAC EDTA

Figure 30. Comparaison de I’effet chélateur sur les ions de fer ferriques (Fe*?) de différents
extraits de D. gnidium avec celui d’EDTA. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4
mesures + SD. (La comparaison entre les extraits ; p < 0.01, la comparaison entre

les extraits et 'EDTA ; p <0.001).

Le fer est un prooxydant majeur présent dans notre régime alimentaire, donc sa
chélation est de grand intérét et son élimination de la circulation sanguine pourrait étre une

approche appropriée pour prévenir les maladies liées au stress oxydatif (Singh et al., 2010).
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La capacité chélatrice de nos extraits est probablement due a la présence des
molécules antioxydantes aptes a se complexer aux ions ferreux. Les résultats de la présente
étude montrent que la corrélation entre I’activité chélatrice de différents extraits de D.
gnidium et leurs teneurs en composés phénoliques est significativement faible (polyphénoles :
r’= - 0,95 ; flavonoides : r* = -0,447) (p < 0.01). Comme I’on a montré de multiples études
réalisées sur I’activité chélatrice des extraits de plantes (Jug et al., 2014 ; Lim et al., 2009 ;
Huang et al., 2005). Ce résultat est peut étre expliqué par la présence des différences
structurales au niveau des composés phénoliques ou par la présence des ligands chélateurs

non phénoliques qui peuvent agir seuls ou en coopération avec les composes phénoliques.

Les composés phenoliques, en particulier les flavonoides, sont bien connus comme des
agents chélateurs de métaux de transition. De multiples travaux ont été réalisés sur I’étude de
la relation structure-activité des flavonoides et leurs pouvoir chélateur sur les ions ferreux.
L’etude réalisée par Mladénka et ses collaborateurs (2011) sur I’activité chélatrice de 26
flavonoides montre que presque la totalité des flavonoides testés ont présenté un effet
chélateur, sur les ions ferreux, proche a celui de déféroxamine (Desféral®), un puissant agent
chélateur des ions ferreux. D’apres cette étude, les auteurs ont constaté que I’hydroxylation de
cycle A augmente I’effet chélateur des flavonoides. La présence d’un, deux (catéchol) ou trois
hydroxyles (pyrogallol) est toujours associé a une grande activité cheélatrice. En genéral, les
flavonoides les plus efficaces a chélater le fer ferreux sont ceux qui renferment les critéres
suivants : la présence du groupement 6,7-dihydroxy sur le cycle A, la présence des
groupements 3-OH, 4-oxo et la double liaison C2-C3 en conjugaison avec le noyau catéchol
sur cycle B et la présence du groupement 5-OH en combinaison avec la fonction 4-oxo sur

cycle C (Mladénka et al., 2011).
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10. Pouvoir réducteur des extraits de D. gnidium

L’activité antioxydante des produits naturels peut avoir une corrélation positive avec
leur capacité réductrice (Yen and Duh, 1995). Le pouvoir réducteur des extraits dépend
généralement de la présence des substances réductrices qui exercent leur activité antioxydante
par la rupture de la synthése en chaine des radicaux libres en cédant leurs atomes d’hydrogeéne
ou leurs électrons. Le pouvoir réducteur de nos extraits a été démontré par deux
techniques différentes ; le test de ferricyanure decrit par Chung et al., (2005) et la technique

FRAP décrite par Benzie et Strain (1996) et modifiée par (Pulido et al., 2000).

Les résultats obtenus montrent que les extraits de D. gnidium, I’acide gallique et le
BHT ont la capacité a réduire les ions ferriques d’une maniere dose dépendante (figure 31).
Parmi les trois extraits de D. gnidium, I’ECh a montré une puissante activité réductrice avec
une valeur d’absorbance de (0.369 + 0.004 nm) a une concentration de 9ug/ml (p < 0.001). A
la méme concentration, I’EAc a présenté un effet réducteur modéré (0.156 + 0.010 nm) suivi
par I’EBr (0.068 = 0.003 nm). En comparaison avec les standards et a une concentration
identique, le BHT semble avoir un pouvoir réducteur significativement supérieur a celui des
extraits (0.654 £ 0.081 nm) (p < 0.001). Par contre, I’acide gallique a révélé une valeur
d’absorbance de (1.635 + 0.106 nm) a une concentration de 5ug/ml. Cela indique que I’acide
gallique posséde une grande capacité reductrice en comparaison a celles des extraits et de
BHT (p < 0.001). Un résultat pareil a été rapporté par Mathew et Abraham, (2006) dans leur
étude de I’activité antioxydante des feuilles de Cinnamomum verum ou ils ont constaté que
I’acide gallique est le plus puissant agent réducteur parmi les standards testés (BHA, I’acide

ascorbique) et I’extrait de la plante.
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Figure 31. La cinétique du réduction des ions de fer ferriques (Fe*®) aux ion de fer ferreux
(Fe*) par I’acide gallique, le BHT et les différents extraits de D. gnidium. Les

valeurs sont la moyenne de 3 a 4 mesures = SD.
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Le potentiel antioxydant de différents extraits de D. gnidium est encore évalué par la
technique FRAP. Celle-la est généralement la méthode la plus utilisée pour une mesure
directe du pouvoir réducteur de différents échantillons. Au début, les mesures ont été prises
lorsque les absorbances atteignent des valeurs maximales a une période de 8 min mais les
calculs et les comparaisons de résultats ont éte faits a 4 min (Benzie and Strain, 1996). Par
contre, dans d’autres études les temps de réaction et les valeurs d’absorbances augmentent
significativement (a 30 min jusqu’a 1 heure) (Henriquez et al., 2010 ; Firuzi et al., 2005).
Pour cette raison, on a choisi dans la présente étude de prolonger le temps de la réaction
jusgu’a 30 min et de réaliser les comparaisons de résultats entre la quatrieme et la trentieme

minutes.

La cinétique de la réduction du TPTZ-Fe** en TPTZ-Fe®" par les différents extraits de
D. gnidium et les antioxydants standards est représenté dans la figure 32. Il est évident que les
échantillons étudiés se comportent differemment dans le mélange réactionnel. L’ECh agit
extrémement rapide dans les premiéres minutes de réaction, son activité augmente
exponentiellement pour atteindre une valeur maximale aprés 30 min. Ce méme comportement
est démontré par la quercétine, I’acide gallique et la rutine. Donc, on parle ici des
antioxydants a effet rapide. Par contre, les extraits EBr et EAc ont montré une faible
progression linéaire dans le temps mais ils arrivent toujours a augmenter ou méme a doubler
leur activité apres 30 min de réaction ; on parle ici des antioxydants a effet lent. L’acide
ascorbique a montré une valeur d’absorbance presque stable tout au long de la réaction

(antioxydant a effet prolongé).

.



RESULTATS ET DISCUSSION

=
[F
-

Absorbance a 593 nmm

i
-

[I L L L L] L] L 1

0 5 10 15 20 25 30
Temps (min)

=]
ca
1

Ac. Gal

=
(=3}
1

=
=
1

Absorbance 4 593 mn

=]
Pt
1

0 5 10 15 20 25 30
Temps (mn)

Figure 32. Cinétique de la réduction du TPTZ-Fe®*" en TPTZ-Fe** par (a) les extraits de D.
gnidium (0.0147 mg/ml) et (b) les antioxydants standards (250 puM), (Vit C;
vitamine C ou acide ascorbique, Ac. Gal ; acide gallique, Q ; quercétine, Rut;

rutine). Les valeurs sont une moyenne de 3 mesures + SD.

A une concentration identique (250 uM), I’ordre des antioxydants standards en termes
de leur pouvoir réducteur, en fonction du temps, est comme suivant : quercétine > acide
gallique > rutine >acide ascorbique. Ce méme ordre a été obtenu par Soobrattee et ses

collaborateurs, (2005). L’ordre décroissant des extraits de D. gnidium, a une concentration de

.
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0,0147 mg/ml, en fonction de temps est: ECh> EAc> EBr. Ceci est en accord au résultat

obtenu par le test de Ferricyanure.

A des fins comparatives, le paramétre EC1 (concentration équivalente 1) a été calcule.
Le parametre EC1 est défini comme la concentration de I’antioxydant qui donne une
réduction du TPTZ équivalente a 1 mM du FeSO,4.7H,0 et il est calculé a 4 et a 30 minutes

(Tableau 3) dont la plus petite valeur d’EC1 indique un grand pouvoir réducteur.

Tableau 3. Le paramétre EC1 de différents extraits de la partie aérienne de D. gnidium et des
antioxydants standards a 4 et & 30 minutes.

EC1 a4 min (mg/ml) EC1 a 30 min (mg/ml)

Quercétine 0.27 £0.035 0.056 + 0.0002
Rutine 0.39 £ 0.014 0.20 + 0.0003™
Acide gallique 0.05 + 0.0005 0.037 £ 0.0012™
Acide ascorbique 0.078 £ 0.0014 0.08 £ 0.0012"
EBr 0.072 + 0.001 0.0462 +0.0001"
ECh 0.022 + 0.001 0.0102 + 0.0007"
EAC 0.095 + 0.004 0.048+0.004"

Les valeurs sont une moyenne de deux mesures + SD. Les comparaisons sont effectuées entre les EC1
a 4 et a 30 minutes. ** p<0.01, ns : non significatif.

Aprés 4 min de réaction, I’acide gallique et I’acide ascorbique montrent un potentiel
effet réducteur avec des valeurs FRAP de 0,05 + 0,0005 mg/ml et 0,078 + 0,0014 mg/ml (p <
0.01), respectivement. Aprés 30 min, la quercétine a révelé un effet réducteur (0,056 + 0,0002
mg/ml) plus puissant que celui de I’acide ascorbique (0,08 £ 0,0012 mg/ml) (p < 0.01) mais
inférieur a celui d’acide gallique (0,037 £ 0,0012 mg/ml) (p < 0.01). Quant aux extraits, I’'ECh

présente la plus grande activité réductrice a 4 et a 30 min avec des valeurs FRAP ; 0,022 +
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0,001 mg/ml et 0,0102 + 0,0007 mg/ml, respectivement. L’EBr qui a montré un effet
antioxydant moins faible que celui de I’EAc, a une concentration de 0,0147 mg/ml, il a pu
surmonter son effet antioxydant durant le temps ou il a révélé une activité reductrice plus
puissante que celle de ’EAc apres 4 et 30 min de réaction ; 0.072 £ 0.001 mg/ml et 0.0462 +
0.0001 mg/ml, respectivement. Ceci est bien en accord aux multiples études réalisées sur
différent extraits de plantes et de composés phénoliques ou les résultats montrent I’effet
prolonge et surmonté de ces échantillons a travers le temps (Henriquez et al., 2010; Firuzi et

al., 2005).

Le puissant effet réducteur de différents extraits de D. gnidium est probablement
attribué a la présence des composés phénoliques. En fait, les polyphénoles sont des
antioxydants les plus efficaces parmi tous les constituants de plantes (Velioglu et al., 1998).
D’ailleurs, une corrélation importante a été constatée entre le pouvoir réducteur des extraits de
D. gnidium et leur teneur en polyphénols (r>= 0,659). De multiples travaux réalisés sur la
capacité réductrice des plantes médicinales ont rapporté un résultat pareil (Soares et al.,
2013 ; Li et al., 2008). Par contre, une corrélation significativement faible a été remarquée
entre la teneur en flavonoides de nos extraits et leurs capacités réductrices (Ferricyanure :
r’=0,013 ; FRAP : r*=0,161-0,223). Ceci est en accord aux résultats obtenus par la littérature

(Chavan et al., 2013 ; Chetoui et al., 2013).

Généralement, le pouvoir réducteur des flavonoides est étroitement lié a leurs dispositifs
structuraux dont la structure ortho dihydroxy sur le cycle B, la double liaison C2-C3 en
combinaison a la fonction 4-oxo sur le cycle C ainsi la présence des groupements 3-OH et 5-
OH sont des facteurs gouvernant le potentiel antioxydant (Hidalgo et al., 2010). Firuzi et ses
collaborateurs, (2005) ont montré I’effet réducteur de cinq sous classes de flavonoides

structuralement différents ; flavones, flavonoles, flavanones, flavanols et isoflavones.
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Le pouvoir réducteur de nos extraits est peut étre donc attribué a la présence de
quercetine 3-O-glucoside, dérivés de la quercetine, lutéoline glucoside et vicenine-2 qui sont,
plus au moins, présentes les criteres antérieurs. De méme, la présence des acides phénoliques
et leurs dérivés peuvent renforcer I’activité antioxydante de différents extraits de D. gnidium.
Une corrélation significative a été rapportée par Stinco et ses collaborateurs (2014) entre la
valeur FRAP des acides phenoliques et leurs pouvoir réducteur. Malgré le faible effet
réducteur montré par les isoflavones (genistéine) et I’apigenine et leur dérivé (Pandino et al.,
2011 ; Ben Sghaiera et al., 2011 ; Firuzi et al., 2005), leurs contribution a la capacité

réductrice de différents extraits de D. gnidium ne peut pas étre exclue.

Les composés phénoliques en mixture peuvent agir I’un sur I’autre et leurs interactions
peuvent affecter le pouvoir antioxydant d’un extrait donné (Hidalgo et al., 2010). Ceci
explique les résultats obtenus en mesurant le potentiel réducteur de nos extraits qui sont riche
en composes phénoliques et flavonoidiques structuralement différent. Encore, on ne doit
jamais négliger la contribution des autres composés non phénoliques dans la capacité

antioxydant de nos extraits.

11. Test de blanchissement de p-carotene

Le principe de cette technique est base sur le blanchiment concurrentiel du p-caroténe
par les radicaux peroxydes entrainant de ce fait la disparition de sa couleur orange qui est
suivie spectrophométriqguement a 490 nm. La diminution de I’absorbance de I’émulsion f-
caroténe-acide linoléique en présence de BHT, en présence et en absence des extraits est

présentée dans la figure 33.
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Figure 33. Effet inhibiteur de I’oxydation de I’acide linoléique dans le systéme B-caroténe-

acide linoléique en absence et en présence de BHT et de différents extraits de D.

gnidium. Les valeurs sont une moyenne de 3 mesures + SD.

Les résultats obtenus montrent que I’addition de différents extraits de D. gnidium et de
BHT prévient ou réduisent le blanchiment de B-caroténe. Par contre une décoloration rapide
de B-caroténe a eté constaté en absence des extraits et de BHT. Ceci est probablement di a

I’oxydation couplée de B-caroténe et de I’acide linoléique qui génerent des radicaux libres.

En comparaison aux contrdles négatifs, aprés 24 heures et a la méme concentration (2
mg/ml), on a constaté que les différents extraits de D. gnidium et le BHT ont présenté un
remarquable effet inhibiteur sur le blanchiment de B-caroténe (p < 0.01). Parmi les extraits de
D. gnidium, I’ECh semble avoir la plus grande capacité inhibitrice (92.1 %) qui est
comparable a celle de BHT (96. 77 %) (p < 0.01) Figure 34. Les extraits EAc et EBr sont 2 et

3.5 fois moins actifs que le BHT avec des pourcentages d’inhibition de 52.49 % et 29.3 %,

respectivement (p <0.01).
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Figure 34. Comparaison de I’effet inhibiteur de I’oxydation de I’acide linoléique dans le
systeme B-caroténe-acide linoléique, apres 24 heures d’incubation, de différents
extraits de D. gnidium avec celui de BHT. Les valeurs sont une moyenne de 3 a 4

mesures + SD (p <0.01).

D’aprés ces résultats, on peut conclure que I’inhibition de la décoloration de pB-
caroténe par les différents extraits de D. gnidium est probablement attribuée a la présence des
composés phénoliques aptes a céder leurs atomes d’hydrogénes aux radicaux peroxydes et
ayant comme résultat la formation des dérivés radicalaires phénoliques et des dérivés
lipidiques (ROOH). Donc, les composés phénoliques bloquent la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique par leur effet scavenger sur les radicaux peroxydes (Haslam, 1996).

Les antioxydants et la B-caroténe se concurrent pour des radicaux hydroperoxydes.

L’ordre décroissant de nos extraits en fonction de leur activité antioxydante est : ECh>
EAc > EBr. Cet ordre est identique a celui de contenu en composés phénolique ce qui montre
gue la capacité antioxydante de différent extraits de D. gnidium est étroitement liée a leur
teneur en composés phénolique. La composition chimique et la structure de composes actifs

des extraits de plantes sont des facteurs importants gouvernant I’efficacité des antioxydants
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naturels (Abdille et al., 2005). Donc, la capacité antioxydante d’un extrait ne peut pas étre
seulement expliquée par sa richesse en composés phénolique mais aussi par la nature et la
structure de ces biomolécules. En outre, dans le systéme [B-carotene/acide linoléique, la
capacité antioxydante d’un extrait est en relation avec son degré d’hydrophobicité et par
conséquent avec sa solubilité. Frankel et Meyer (2002), ont constaté que les antioxydants
apolaires (hydrophobes) sont plus actif dans les systemes émulsionnes lipide-eau. Ceci est en
accord avec nos résultats qui montrent que I’extrait le moins polaire (ECh) a présenté la plus
grande capacité antioxydante. Les composés phénoliques apolaires montrent un important
effet antioxydant dans ce systéme car ils se concentrent a I’interface lipide-eau en prévenir
I’oxydation de I’acide linoléique (Frankel et al., 1994) et par consequent I’inhibition de la
formation des radicaux peroxydes et I’oxydation de B-caroténe. Donc, dans le systéme [-
carotene/acide linoléique, I’activité antioxydante des composés phénoliques est liée a leur

propriété de se partitionner entre la phase lipidique et la phase aqueuse.

12. Inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de D. gnidium L. (méthode de

Fe*2-Thiocyanate ; FTC)

Comme il a été montré préecédemment, tous les extraits de D. gnidium ont montré un
effet scavenger sur le radical hydroxyle et I’anion superoxyde, comme ils ont montré encore
un effet chélateur sur les ions de fer. Pour montrer I’effet scavenger de nos extraits sur les

radicaux peroxyles, la méthode de Fe**-Thiocyanate (FTC) a été adoptée.

La cinétique de la peroxydation lipidique en présence et en absence des extraits de D.
gnidium et des antioxydants standards a été illustrée dans la figure 35. Les résultats obtenus
montrent que les valeurs d’absorbance des échantillons témoins, I’eau distillée et le méthanol,
continuent toujours a augmenter jusqu’a avoir des valeurs maximales respectives de 0.575 et

0.640 nm a un temps d’incubation de 48 h, au-dela de 48 h on remarque une chute dans les
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valeurs d’absorbance. Ceci est éventuellement du a I’oxydation de I’acide linoléique et la
géneération de radicaux peroxydes conduisant ainsi a la production de multiples substances
oxydantes secondaires ou intermédiaires qui sont par la suite converties en produits finaux
stables et le substrat présent dans le milieu réactionnel sera épuisé (Vuckovi¢ et al., 2011). La
présence des extraits de D. gnidium, I’acide ascorbique et le BHT fait ralentir I’oxydation de
I’acide linoléique (p < 0.01). Ce méme résultat a été rapporté par plusieurs auteurs ou ils ont
montré la capacité inhibitrice de différents extraits de plantes sur la peroxydation lipidique

(Fu et al., 2013 ; Sharififar et al., 2009 ; Ardestani and Yazdanparast, 2007).
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Figure 35. Cinétique de la peroxydation lipidique en présence et en absence des extraits de D.
gnidium et des antioxydants standards. Les valeurs sont une moyenne de 3

mesures + SD.

Le plus puissant effet inhibiteur, apres 48 h d’incubation, a été demontré par I’ECh
avec un pourcentage d’inhibition de (61.11 + 0.01%) (p < 0.01), suivi par I’EAc qui a

présenté un effet inhibiteur modéré avec un pourcentage d’inhibition de (37.11 £ 0.02 %) (p <
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0.01). Par contre, I’EBr a exprimé la plus faible capacité inhibitrice (3.87 £ 0.03 %) dont il est

respectivement 16 et 10 fois moins actif que ’'ECh et I’'EAc (p <0.01) (Figure 36).

En comparaison avec les antioxydants standards (contrdles positifs), I’lECh révéle une
activité antioxydante 2 et 3.5 fois moins inférieur a celles de I’acide ascorbique et de BHT,
respectivement. Par contre, I’EBr a présenté un effet inhibiteur significativement faible qui est
16 fois moins actif que les antioxydants standards, alors que I’EAc est seulement 2 fois mois

actif que ces mémes standards (Figure 36).
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Figure 36. Comparaison de la capacité inhibitrice de I’oxydation de I’acide linoléique
démontré par la méthode de Fe*>-Thiocyanate (FTC) des extraits de D. gnidium et

des antioxydants standards. Les valeurs sont une moyenne de 3 mesures = SD (p <

0.01).

L’ordre des extraits en termes de leur activité inhibitrice de la peroxydation lipidique
est similaire a celui obtenu dans le test de blanchissement de B-caroténe ; ECh> EAc > EBr.
En outre, une corrélation linéaire significative a été remarquée entre les extraits de D. gnidium

et leurs teneurs en composés phénoliques (r=0,856 ; p) et en flavonoides (r*=0,845 ; p). Une
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corrélation statistiquement importante a été encore rapportée entre la teneur en composés
phénoliques de huit plantes Algérienne et leur capacité a scavenger les radicaux peroxyles
(Boulanouar et al., 2013). Par contre, ce résultat est bien différent de celui rapporté par
Rumbaoa et collaborateurs (2009) ou une corrélation non significative a été remarquée entre
la teneur en polyphénoles de différents extraits de pomme de terre sucrée et leurs capacitées

inhibitrices sur la peroxydation lipidique.

Notre étude a rapporté que la partie aérienne de D. gnidium est trés riche en composés
phénoliques y comprenne les acides phénoliques et les flavonoides. D’autres études
phytochimiques ont encore révélé la présence des coumarines, lignines, sesquiterpénes,
diterpenes, triterpenes, de faibles quantités de tanins et des stéroides. Ainsi le potentiel effet
antioxydant de la plante est probablement attribué a la présence de ces biomolécules. En
outre, la variation observée dans [I’activité antioxydante de différents extraits est
éventuellement due a leurs contenus variables en ces composés phytochimiques (Fabri et al.,
2009). Ceci est en accord a nos résultats qui montrent la présence quantitative et qualitative

variable de ces composés antioxydants dans chaque extrait de la plante.

Dans ce test, comme dans le systéme B-caroténe/acide linoléique, la différence dans la
solubilité des flavonoides ; les aglycones, les glycosides et les dérivés méthoxyles dans les
micelles de systeme lipide-eau et leur répartition entre les deux phases peuvent influencer les
résultats d’oxydation (Burda and Oleszek, 2001). L activité antioxydante des polyphénols est
principalement due a leurs propriétés redox, qui joue un réle important dans la neutralisation
des radicaux libres et la décomposition des hydroperoxydes (Pandey et al., 2012). Le rapport
entre I’activité radical scavenger et la structure chimique des flavonoides a été démontré par
Ye-ilada et ses collaborateurs (2000). Généralement, I’activité antioxydante des flavonoides
dépend de leur structure, la nature des substitutions et le nombre et/ou la position des

groupements hydroxyles.
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13. Activité antihémolytique

Les erythrocytes sont largement utilisées comme un excellent modele pour I’étude, in
vitro, de la toxicité bio-membranaire en raison de leur richesse en acides gras polyinsatures et
des proteines membranaires ainsi a leur rble essentiel dans le transport de I’oxygene

moléculaire (Ajila and Rao, 2008).

Dans la présente etude, I’activité hémolytique provoquée par les radicaux peroxyles
géneérés par la décomposition thermique d’AAPH a éte régulierement suivie a 620 nm et la
cinétique de la disparition progressive des GRs est représentée sur la figure 37. D’apres les
résultats obtenus, on constate que les extraits de D. gnidium, I’acide ascorbique et la
quercétine induisent un retardement d’hémolyse d’une maniere temps dépendant. Dans le
premier temps, les GRs ont subi une augmentation initiale dans leurs valeurs d’absorbance,
suivi par une diminution irreversible suite a I’ajout d’AAPH. Cette biphasée est l1égérement
observée dans les érythrocytes control (GRs pré-incubés avec le Tampon). Le temps de
latence est significativement augmenté dans les GRs incubés avec I’EAc (60 min), en
comparaison a ceux incubés avec I’AAPH et I’ECh (30 min). Par contre, I’acide ascorbique et
I’EBr ont montré une différence de 15 min dans leur phase de latence en comparaison avec
I”’AAPH. Bien que les GRs incubés avec la quercétine ont revélé une légere diminution dans
leurs valeurs d’absorbance mais ils ont montré un temps de latence similaire a ceux incubés

avec I’AAPH.
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Figure 37. Cinétique de la disparition progressive des cellules érythrocytaires provoquée par
les radicaux peroxyles générés par la décomposition thermique d’AAPH en
présence et en absence des extraits de D. gnidium et des antioxydants standards.

Les valeurs sont une moyenne de 3 mesures * SD.

Les résultats obtenus dans la présente étude sont en accord a ceux trouvés par Hapner
et al.,, (2010) dans leur étude de [I’activité antihémolytique de la quercétine et autres
antioxydants. Comme il a été décrit précédemment, le retardement d’hémolyse chez les
érythrocytes control indique que les antioxydants endogenes érythrocytaires, a savoir le
glutathione, les tocophérols, I’ascorbate et les enzymes telles que les catalases et la
superoxyde dismutase, peuvent se défendre a I’attaque radicalaire pour protéger et garder

I’intégrité de la membrane érythrocytaire (Zou et al., 2001).

Les érythrocytes control étaient stables pendant 3 h et 30 min d’incubation avec une
légere hemolyse (résultat non montre). L’EAc et EBr ont montré un effet protecteur contre la
lyse érythrocytaire plus puissant que celui de I’ECh (p < 0.001). Le pourcentage d’hémolyse

(%H) déterminé pour I’EAc, EBr et ECh apres 1 h d’incubation est respectivement 0%, 1.9%
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et 46.34% (figure 38). La quercétine semble avoir le plus grand effet protecteur des extraits et
d’acide ascorbique avec des valeurs de %H de 2.42% et 7.69% (p <0.001) aprés L het2h
d’incubation, respectivement. Un résultat pareil a été obtenu de I’étude menée par Hapner et
ses collaborateurs (2010) ou ils ont constaté que la quercétine est le plus puissant protecteur
des antioxydants testés avec des valeurs de %H aprés 1h et 2h d’incubation de 1.03 + 0.7 % et
5.44 + 1.28%, respectivement. Les valeurs de %H de I’acide ascorbique, EAc, EBr et ECh
sont de I’ordre respective ; 62.96%, 55.7%, 67.89% et 71.44% apres 2 h d’incubation. L’ordre
décroissant des echantillons en termes de leur activité antihémolytique est comme suit ;

Quercétine> EAc> Acide ascorbique> EBr> ECh.
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Figure 38. Comparaison de pouvoir antihémolytique de différents extraits de D. gnidium, la

vitamine c et la quercetine. Les valeurs sont une moyenne de 3 mesures + SD.

De multiples études ont montré I’effet protecteur des extraits de plantes et des

composés phénoliques contre la lyse érythrocytaire (Alvarez-Suarez et al., 2012 ; Djeridane et
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al., 2010). Drailleurs, il est bien connu que les polyphénols renforcent la résistance des
globules rouges, in vitro et in vivo, face aux phénomenes de stress oxydatif (Youdim et al.,
2000). Cependant, aucune corrélation significative n’a été trouvee entre les valeurs
d’hémolyse et la teneur en polyphénoles (r’= 0,339) ni avec la teneur en flavonoides (r*=
0,182). Ce méme résultat a été obtenu par Djeridane et al., (2010) lors de leur étude de
I’activité antihémolytique de dix huit plantes médicinales Algérienne ou ils ont constaté
I’absence d’une corrélation entre la composition en polyphénoles totaux et en flavonoides et
I"activité antioxydante de ces plantes (r* < 0.1). Ceci est peut s’expliquer de fait que les
composés phénoliques présents dans un extrait ne seront pas tous des antioxydants et le
synergisme entre les antioxydants dans une mixture fait que I’activité antioxydante dépend
non seulement de la concentration de I’antioxydant mais encore aux structures et aux
interactions entre les antioxydants. En outre, I’étude menée par Cyboran et al., (2014) révéle
que I’activité antioxydante des composés phénolique présents en mixture dans un extrait est
bien inférieure a celle des composés phénoliques purs. Ceci est en accord a nos résultats qui
montrent que la quercétine est plus puissant que les polyphénols présents en mixture dans
différent extraits de D. gnidium. Bien que I’acide ascorbique est un antioxydant pur mais son
effet protecteur contre la lyse érythrocytaire est inférieur a celui de I’EAc. Ce dernier est le
plus polaire des extraits de D. gnidium et ses antioxydants se concentrent autour de la partie
hydrophile de la bicouche lipidique de la membrane érythrocytaire pour capter les radicaux
peroxyles avant qu’ils puissent attaquer ou induire la peroxydation lipidique ou I’oxydation
des protéines. Nos resultats sont en accord aux multiples études montrant que les
polyphénole+s peuvent protéger les érythrocytes et augmenter leur résistance face aux
dommages oxydatifs (Carvalho et al., 2010 ; Magalhaes et al., 2009 ; Youdim et al., 2000;).

En outre, les effets synergiques des composés phénoliques avec d’autres antioxydants ont été
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décrits (Liao and Yin, 2000 ; Croft, 1998), par conséquent I’effet antioxydant montré par

différents extraits de D. gnidium peut refléter leur action combinée ou synergique.

Les composés phénoliques ont toujours montré de puissants effets antiradicalaire et
inhibiteur de la lyse érythrocytaire. Cependant, les mécanismes moléculaires de I’action
antioxydante de ces composés n’ont pas encore entiérement élucidés et sont toujours en
progrées. Des multiples études ont suggérés que la capacité de certains polyphénols a s’ancrer
dans la bicouche lipidique, qui induit une réduction de sa fluidité, pourrait strictement
empécher la diffusion radicalaire et diminuer de ce fait la cinétique des réactions en chaine

des radicaux libres (Singh and Rajini, 2008 ; Chaudhuri et al., 2007 ; Suwalsky et al., 2007).
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Conclusion

L’oxygene, une molécule indispensable pour la vie, peut entrainer de grands
dommages cellulaires et tissulaires par formation de différentes espéces reactives de
I’oxygene ou de nitrogene. De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont suggéré
le role de ces especes réactives dans le développement de nombreux processus pathologiques

comme I’athérosclérose et la cancérogénese.

Daphne gnidium ou garou, un arbrisseau des garrigues méditerranéennes, est
largement utilisé dans la médicine traditionnelle. En Algérie, la partie aérienne de D. gnidium
a éte utilisée avec I’huile d’olive contre les douleurs inflammatoires. L’extraction des
composés phénolique de la partie aérienne de D. gnidium est effectuée par un mélange
Méthanol-eau (85%). Le fractionnement de I’extrait hydro-méthanolique (EBr) par des
solvants a polarité croissante nous a permis d’obtenir quatre sous fractions ; fraction d’hexane
(EHXx), fraction chloroformique (ECh), fraction d’acétate éthyle (EAC) et la fraction aqueuse
(EAQ). Le rendement le plus éleve est représenté par les extraits EBr et EAQ avec des valeurs
respectives de (13,65 £ 0,61%) et (07.06 + 1.04%). Le dosage des composés phénoliques des
extraits de D. gnidium a montre que I’ECh est le plus riche en polyphénoles (10,52 + 0,87 mg
EAG/g d’extrait) alors que les flavonoides sont trés bien concentrés dans I’EAc (133,07 +
2,84 mg EQ/g d’extrait). Le coefficient de corrélation (r* = 0,237) exprime I’absence de

corrélation entre la teneur en polyphénoles et en flavonoides des extraits de D. gnidium.

La caractérisation phytochimique de différents extraits de D. gnidium, par la technique
d’HPLC, nous a montré I’existence d’une variété assez importante de composés phénoliques.
Il ressort de cette analyse que les composés chimiques majoritaires dans les extraits EBr, ECh
et EAc sont représentes, respectivement, par les dérivés d’acide férulique (pics 1-2 ; 30,68%),

le dérivé d’acide cinnamique (pic 6 ; 38,61%) et le méthyl apigénine glucoside (18%). Les
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extraits EBr et EAc ont montré une grande variété dans leurs compositions en composés
phénoliques. D’apres cette analyse, on a constaté que la mixture des tiges et des feuilles de D.
gnidium montre une richesse en dériveés d’acides phénoliques (dérivés d’acide férulique et

d’acide cinnamique) et en flavonoides (flavones en flavonoles).

En raison de la complexité des processus d’oxydation et d’antioxydation, il est bien
évident que I’utilisation d’une seule technique ne soit pas suffisante pour montrer la capacite
antioxydante d’un extrait donné. Dans ce présent travail, les propriétés antioxydantes de
différents extraits de D. gnidium ont été démontrées en utilisant une gamme de test

antioxydant in vitro.

L’étude de I’activité inhibitrice de différents extraits de D. gnidium sur I’activité XOB,
enzyme géneratrice de ROS, a révéle que I’EAc a présenté le plus puissant effet inhibiteur
avec un pourcentage d’inhibition de 60,81% a une concentration de 0,046 mg/ml. Par contre,
I’ECh qui a montré le plus faible effet inhibiteur sur I’activit¢ XOB, il a montré une
importante capacité inhibitrice sur I’activité XOH. De méme, I’allopurinol a présente le plus
puissant effet inhibiteur sur I’activitt XOB mais son effet inhibiteur sur I’activit¢ XOH

apparait plus faible que ceux des extraits.

L’anion superoxyde est considéré comme étant le chef de file des especes réactives de
I’oxygene. L’effet piégeur des extraits de D. gnidium sur ce radical a été demontré par deux
systémes; xanthine/xanthine oxydase (X/XO) (systeme enzymatique) et PMS-NADH/NBT
(systeme non enzymatique). Les résultats montrent que tous les extraits ont présenté un effet
scavenger sur I’O,” dont leur ordre croisant est comme suivant EBr > EAc > ECh. L’activité
antiradicalaire de nous extraits a été encore démontré par leurs effets scavenger sur le radical
DPPH, radical synthétique, et le radical "OH, radical biologique. L’EBr est le plus actif des

extraits de D. gnidium avec une valeur d’ICs de 0,066 + 0,002 mg/ml au test de DPPH. Par
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contre, I’ECh semble étre le plus effectif contre le radical hydroxyle avec une valeur d’ICs
de 0.425 £ 0.011 mg/ml. Les résultats obtenus pour les trois tests précédents montrent
I’existence d’une corrélation statistiquement importante entre I’activité radical scavenger
(ARS) des extraits sur I’anion superoxyde et celle de DPPH (r>= 0,555). Nos résultats révélent
encore I’absence significative d’une corrélation entre I’effet piégeur contre le radical
hydroxyle et celui de DPPH (r* = -0,964) ainsi qu’avec celui de I’anion superoxyde (r* = -

0,736).

L’activité antioxydante des extraits de D. gnidium a été révelée encore par leur
capacité a chélater les ions de fer ferreux (Fe*?) qui est & I’origine de la formation de radical
hydroxyle, le plus actif des radicaux libres. Les résultats montrent que I’EBr est le plus
puissant des extraits avec une valeur d’1Cso de 0,40 £ 0,04 mg/ml mais elle est statistiquement
faible en comparaison a celle de ’EDTA (5,80 + 0,08 pg/ml) qui est toujours le chélateur le

plus puissant.

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été également démontré par la mesure de leur
capacité réductrice sur les ions de fer ferrique (Fe*®). Cette propriété a été évaluée en utilisant
deux techniques ; le test de ferricyanure (pH neutre) et la technique FRAP (pH acide). Les
résultats obtenus montrent que tous les extraits de la plante ont la capacité a réduire les ions
ferrique d’une maniére dose dépendante, dont ’ECh a présenté le plus puissant effet
réducteur. L ordre des extraits en fonction de leur capacité réductrice, pour les deux tests et en
fonction de concentration, est comme suivant ; ECh > EAc > EBr. Par contre, cet ordre est
différent lorsqu’il est en fonction de temps; ECh > EBr > EAc. Ici, il s’agit de I’effet

prolongé et surmonté des échantillons ou des extraits a travers le temps.

Le test de blanchissement de -caroténe a été utilisé pour montrer I’effet inhibiteur de

différents extraits de D. gnidium sur la formation des radicaux peroxydes par I’oxydation de
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I’acide linoléique et par conséquence I’inhibition de I’oxydation de la B-caroténe. A une
concentration de 2 mg/ml et aprés 24 heures d’incubation, on a constaté que tous les extraits
de la plante ont présenté un remarquable effet inhibiteur sur le blanchiment de B-caroténe.
L’ECh semble avoir la plus grande capacité inhibitrice (92.1 %) qui est statistiguement

comparable a celle de BHT (96. 77 %) (p < 0.01).

La capacité de nos extraits a balayer les radicaux peroxyls formés durant la phase
initiale de la peroxydation lipidique a été encore évaluée par la technique de ferrithiocyanate.
Les résultats montrent que la présence des extraits de D. gnidium, I’acide ascorbique et le
BHT dans le milieu réactionnel fait ralentir I’oxydation de I’acide linoléique. Le plus puissant
effet inhibiteur, aprés 48 h d’incubation, a été démontré par I’ECh avec un pourcentage

d’inhibition de (61.11 £ 0.01%).

L’effet inhibiteur de différents extraits de D. gnidium de [Pactivité hémolytique
provoquée par les radicaux peroxyles genérés par la décomposition thermique d’AAPH sur
les globules rouges a été démontré. D’apres les résultats obtenus, on constate que les extraits
de D. gnidium, I’acide ascorbique et la quercétine induisent un retardement d’hémolyse d’une
maniere temps dépendant. Parmi les extraits, I’EAc a révelé le plus puissant effet antioxydant

avec des valeurs respectives (%H), aprés 1 h et 2 h d’incubation, de 0% et 55.7%.

D’apreés cette étude, on constate que I’ECh a présenté le plus puissant effet antioxydant
dans 50% des techniques antioxydantes utilisées. Ceci est probablement du a sa richesse en
composés phénoliques. Mais, encore, les extraits EBr et EAc ont peut étre plus actif que ce
méme extrait dans les autres 50% de tests antioxydants utilisés. Les polyphénoles sont
généralement des principaux constituants des plantes agissant en tant qu’antioxydants
primaires ou des piégeurs de radicaux libres. L’activité antioxydante d’un extrait ne peut pas

étre seulement expliqué par sa richesse en polyphénoles ou en flavonoides car un extrait ou
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une fraction phénolique ne renferme pas obligatoirement tous les substances antioxydantes, et
les interactions synergétiques entre les antioxydants dans une mixture rend I’activité
antioxydante dépend non seulement de concentration des antioxydants mais aussi a leur

structure et a leur nature.

Cette etude valide scientifiquement I’usage traditionnel de la plante Daphne gnidium

L. et revéle son intérét dans le domaine de biopharmacologie.

Il est intéressant, pour la suite, d’isoler et de caractériser les molécules bioactives de la
plante et pour mieux comprendre leurs modes d’action. Il est souhaitable d’évaluer in vitro et
in vivo I’activité antioxydante et autres activités biologiques de chacun de ces composes pris
séparément ou en mixture. Ceci, nous permettra de savoir le principe actif de chacun des
extraits et/ou le synergisme existant entre les différents composés de la plante. En
pharmacologie, cela permet la synthese de nouveaux medicaments a base des plantes
médicinales avec moins d’effets secondaires indésirables. Pour cette raison, il serait

intéressant d’étudier la toxicité des extraits et des composés sépares et caractérises.
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