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Introduction 

L‘oxygène, molécule indispensable à la vie, peut entraîner des dommages cellulaires 

importants par génération d‘espèces réactives oxygénés (ERO). De nombreuses études 

épidémiologiques et cliniques ont démontré le rôle des ERO dans le développement de 

plusieurs processus pathologiques comme l‘athérosclérose et la cancérogenèse (Beaudeux et 

al., 2006; Waris & Ahsan, 2006; Polidori et al., 2007). Pour se protéger des effets toxiques de 

l‘oxygène, l‘organisme utilise des systèmes de défense antioxydants composés d‘enzymes 

(e.g. la superoxyde dismutase), de vitamines (A, C et E), d‘oligoéléments (e.g. le zinc), de 

protéines (e.g. la ferritine).  

En situation physiologique, ces systèmes antioxydants ont la capacité de réguler 

parfaitement la production des ERO. Le stress oxydant survient lorsqu‘un déséquilibre dans 

cette balance prooxydants/antioxydants se produit en faveur des ERO. Plusieurs paramètres 

peuvent influencer les potentiels antioxydants d‘un individu comme les habitudes 

alimentaires, la consommation d‘alcool, les caractéristiques génétiques ou l‘environnement 

dans lequel il vit (Durackova, 2010; Tong et al., 2015).  

De nombreuses études ont démontré la relation entre les risques de développer des 

maladies cardiovasculaires ou un cancer et des concentrations sanguines faibles en 

antioxydants (vitamine A, C ou E), ou des concentrations élevées en marqueurs d‘oxydation 

lipidiques ou de l‘oxydation de l‘ADN. Ceci justifie pleinement la détermination des 

marqueurs du stress oxydant chez des personnes avec une alimentation non équilibrée 

notamment en fruits et légumes qui sont une source importante d‘antioxydants (Halliwell & 

Gutteridge, 2015).  

Les fruits et légumes comme le reste des plantes se distinguent par leur capacité à 

synthétiser un nombre très important de métabolites secondaires parmi lesquels on distingue 

les terpénoïdes, les alcaloïdes et les composés phénoliques (polyphénols) (Morazzoni, 2014). 

Les polyphénols sont les composés les plus nombreux avec une diversité structurale 

remarquable Les polyphénols (principalement, flavonoïdes, acides phénoliques, tannins) sont 

présents dans toutes les parties de la plante. Ils entrent dans la composition des produits de 

consommation les plus courants, en particulier les fruits et légumes mais également les 

produits transformés comme le chocolat et le thé (Cheynier et al., 2015). 
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L‘effet protecteur des polyphénols a été attribué à leurs propriétés antioxydantes, 

susceptibles de prévenir des dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires induisant 

diverses pathologies (cancers, diabète de type 2, maladies cardiovasculaires et 

neurodégénératives). Si leur pouvoir antioxydant peut s‘exercer au niveau du tube digestif, où 

ils sont largement majoritaires lors de la digestion, leurs effets antioxydants directs au niveau 

plasmatique sont peu probables in vivo en raison de leur faible absorption intestinale et de 

leur métabolisation intense par l‘organisme conduisant à leur élimination plus facile 

(Roufogalis et al., 2012). En revanche, plusieurs travaux (Nijveldt et al., 2001; M. Zhu & 

Fahl, 2001) suggèrent que les polyphénols ont la capacité de réguler une diversité de 

processus cellulaires et moléculaires par interaction avec des cibles protéiques, leur conférant 

des propriétés anti-athérogéniques, anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-

carcinogéniques et neuroprotectrices. Les polyphénols sont aussi capables de diminuer 

d‘autres facteurs de risque des maladies cardiovasculaires impliqués dans le syndrome 

métabolique (hyperglycémie, taux de lipides élevé, insulino-résistance, obésité et 

hypertension artérielle) (Amiot et al., 2009).  

Cet effet curatif est attribué aux microconstituants des fruits et légumes dont les 

flavonoïdes sont les principaux représentants. En effet les flavonoïdes sont capables de piéger 

les radicaux libres générés par le stress oxydant, mais sont également capables de chélater de 

nombreux métaux (Ferrali et al., 1997). 

L‘interaction entre les flavonoïdes et les ions de métaux de transition tels que le fer le 

zinc et le cuivre, est un sujet d‘actualité. Plusieurs études (Ravichandran et al., 2014; Selvaraj 

et al., 2014a; Kasprzak et al., 2015) ont démontré que le phénomène de chélation des métaux 

par les polyphénols représente un grand intérêt biologique. Il pourrait jouer un rôle important 

dans le pouvoir antioxydant des polyphénols. En effet, les ions du fer et du cuivre sont 

susceptibles d‘entrer dans des cycles redox, qui dans des conditions aérobies, produisent des 

espèces oxygénées réactives ou ERO (superoxyde, peroxyde d‘hydrogène, radical hydroxyle  

etc…). 

Les polyphénols sont susceptibles d‘inhiber ce stress oxydant, non seulement en 

piégeant les ERO par réduction, mais aussi en formant avec les ions du fer et du cuivre des 

complexes inertes. Ainsi, les polyphénols sont capables de protéger les lipides polyinsaturés 

contre les phénomènes d‘oxydation générateurs de radicaux et aldéhydes lipidiques 

responsables du développement des maladies évoquées plus haut (Selvaraj et al., 2014b).  
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Cependant, la complexation métallique des polyphénols peut limiter l‘absorption 

intestinale du fer (effet antinutritionnel) et ainsi favoriser les désordres liés à une carence en 

fer. Ce phénomène est assez significatif dans les populations des pays en voie de 

développement dont l‘alimentation est pauvre en fer (Baye Yimam, 2013). 

Vraisemblablement, les complexes fer-polyphénols formés au cours de la digestion ne 

sont pas capables de traverser la barrière des cellules intestinales. Les ions du fer ou du cuivre 

sont susceptibles d‘initier l‘oxydation à l‘air des polyphénols. Ce processus, appelé auto-

oxydation, est mal connu et dépend a priori de multiples paramètres : la concentration et la 

nature des polyphénols et de l‘ion métallique, la présence d‘agents complexants capables 

d‘entrer en compétition avec les polyphénols, le pH, la température….(Nkhili et al., 2009) 

Si la réduction des ERO par les polyphénols est effectivement un mécanisme d‘action 

antioxydante, l‘auto-oxydation des polyphénols, potentiellement génératrice d‘ERO, peut être 

une source de toxicité (effet pro-oxydant). En outre, l‘auto-oxydation peut être une voie 

majeure de dégradation des polyphénols au sein d‘extraits naturels et de préparations 

alimentaires, particulièrement au cours de traitements thermiques (procédés technologiques, 

cuisson) (Nkhili et al., 2009).  

Actuellement, grâce au développement des méthodes d‘extraction et des techniques 

d‘analyses physico-chimiques et biologiques, une meilleure connaissance de la composition 

des plantes d‘importance alimentaire et des aliments qui en dérivent, est possible. La 

recherche d‘extraits végétaux riches en molécules à fort pouvoir antioxydant et l‘élaboration 

de nouvelles stratégies thérapeutiques comme les complexes métalliques de polyphénols 

s‘impose en tant qu‘alternative aux traitements conventionnels parfois inefficaces et souvent 

toxiques pour les cellules. 

C‘est dans ce contexte que la présente étude a été mise en place. Notre travail comporte 

trois axes principaux. 

 Le premier axe porte sur l‘étude des  interactions entre trois flavonoïdes de 

l‘alimentation et quatre flavonoïdes de synthèse avec les ions du fer du cuivre et du 

zinc. Des études physico-chimiques sur la stabilité et le pouvoir antioxydant ont été 

réalisées sur trois flavonoïdes abondants dans l‘alimentation et représentatifs des 

principales classes : la catéchine (flavanol ou tanin monomérique), la quercétine 

(3,3‘,4‘,5,7- pentahydroxyflavone) et la rutine (un glycoside de la quercétine)et sur des 
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dérivés méthylés de la quercétine, afin de déterminer la relation entre la structure du 

flavonoïde et son pouvoir antioxydant ainsi que les site de chélation potentiels de ces 

composés. 

 

 Le second axe est focalisé sur les effets in vitro d‘une surcharge en métaux en 

présence et en absence de flavonoïdes sur une solution de globules rouges. On s‘est 

intéressé à l‘effet hémolytique des métaux sur les globules rouges, ainsi qu‘aux 

interactions entre ces métaux et les flavonoïdes. On a également évalué les  paramètres 

du statut oxydant (Protéines carbonylées et Malondialdéhyde) et d‘autres paramètres 

du statut antioxydant (Glutathion réduit, activité de la catalase et de la superoxyde 

dismutase). 

 

 Dans le troisième et dernier volet notre attention a porté sur un deuxième modèle 

cellulaire le lymphocyte. On a entrepris une autre étude in vitro pour évaluer l‘effet 

des métaux précédemment cités et ces cellules. Nous avons choisi dans cette partie des 

d‘élargir notre gamme de flavonoïdes en testant également l‘épicatéchine et l‘épigallo-

catéchine-gallate deux membres importants de la famille des flavanols. 
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Etat de l’art 

1. Stress Oxydant 

1.1. Génération des ERO  

L‘oxygène est une molécule indispensable à la vie des organismes dits aérobies qui 

utilisent des réactions d‘oxydoréduction reposant sur des interactions entre donneurs 

d‘électrons (réducteurs) et des accepteurs d‘électrons (oxydants). 

L‘oxygène, en tant que récepteur final d‘électrons dans l‘organisme, se transforme en 

molécules d‘eau au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cette réaction est 

importante puisqu‘elle est associée avec la production d‘adénosine triphosphate (ATP)  

Le processus de réduction de l‘oxygène en eau n‘est cependant pas parfait car 2 à 3 % 

de l‘oxygène sont transformés en espèces réactives de l‘oxygène (ERO) (Figure 1) 

particulièrement réactionnelles (Koppenol, 2001). Dans une première étape, le radical libre 

anion superoxyde est formé, ce qui conduit par la suite à la production d‘autres ERO comme 

le peroxyde d‘hydrogène, l‘oxygène singulet, le radical hydroxyle, l‘acide hypochloreux, des 

dérivés nitrés, ...  

Si l‘anion superoxyde est libéré dans un milieu protoné, il subit une dismutation, que ce 

soit spontanément ou en présence d‘une dismutase, phénomène au cours duquel l‘anion 

superoxyde dismute en eau oxygénée : 

 

La réaction de Fenton est initiée suite à la formation initiale de l‘anion superoxyde qui 

est à l‘origine du phénomène radicalaire car en donnant le peroxyde d‘hydrogène il peut alors 

se transformer en radical hydroxyle : 
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Le peroxyde d‘hydrogène est susceptible de réagir avec le radical superoxyde en 

donnant également le radical hydroxyle selon la réaction de Haber-Weiss : 

 

La durée de vie des radicaux libres est très courte (10
-4

s). Ils sont instables et très 

réactifs car ils cherchent un électron afin de ré-apparier leur électron célibataire. Ceci se fait 

au coût de la création d‘un nouveau radical libre et alors une propagation en chaîne a lieu 

(Milane et al., 2004). 

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d‘ERO et les 

systèmes de défenses anti-oxydantes. L‘équilibre entre les effets positifs et négatifs des 

radicaux libres est particulièrement fragile. Les systèmes de régulation se composent 

d‘enzymes (superoxyde dismutases (SODs), catalase, glutathion peroxydases(GPx‘s), couple 

thiorédoxine/thiorédoxine réductase, hème oxygènase, peroxyrédoxine...), de protéines 

(transferrine, ferritine, céruléoplasmine…), de molécules antioxydantes de petite taille 

(caroténoïdes, vitamines C et E, glutathion, acide urique, bilirubine, acide lipoïque, 

ubiquinone, ...) et d‘oligoéléments (Pincemail & Defraigne, 2003). 

En effet, certains oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le sélénium sont 

indispensables pour l‘activité des enzymes antioxydantes (Cu,Zn-SOD, MnSOD, SeGPx). .Le 

zinc est également un inducteur des métallothionéines (Coyle et al., 2002), protéines à activité 

antioxydante et un inhibiteur des réactions de production d‘ERO induite par le cuivre. 

Enfin, un système secondaire de défense composé de phospholipases, d‘endonucléases 

de ligases et de macroxyprotéinases empêche l‘accumulation dans la cellule de lipides, 

d‘ADN et de protéines oxydés et participe à l‘élimination de leurs fragments toxiques 

(Pincemail et al., 2002). 

Toutes ces défenses peuvent être renforcées par des apports exogènes en flavonoïdes 

(quercétine, rutine, resvératrol, pycnogénol) qui se retrouvent en grande quantité dans le vin 

rouge, le thé vert, les légumes et dans des extraits de Ginkgo biloba, de myrtille et d‘algues 

marines (Aviram & Fuhrman, 2002). 

 



Etat de l’art 
 

17 

 

 

Figure 1 : Production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les systèmes de défenses 

antioxydantes (Pincemail et al., 2002) 

 

Un stress oxydant se définira lorsqu‘il y aura un déséquilibre profond entre 

antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces derniers menant à l‘installation de plusieurs 

pathologies (Gutteridge & Quinlan, 1992). 

 Ce stress oxydant (Figure 2) peut résulter d‘un dysfonctionnement de la chaîne 

mitochondriale (vieillissement), d‘une activation de systèmes enzymatiques (xanthine 

oxydase, NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), d‘une libération de fer 

libre à partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d‘une oxydation de certaines molécules 

(glucose, hémoglobine, catécholamines, ...) (Curtin et al., 2002) 
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Figure 2 : Production des Espèces Réactives de l’Oxygène et de l’Azote au cours du métabolisme 

(Sergent et al., 1997) 

 

De part leur nature instable, les ERO sont toxiques et interagissent avec toute une série 

de substrats biologiques importants (Figure 3). Des dénaturations de protéines, des 

inactivations d‘enzymes, une oxydation du glucose, des cassures au niveau de l‘ADN avec 

possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent alors apparaître 

avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule (Nzengue et al., 2008).  

Les métaux comme le cuivre et le fer on été largement utilisés comme des agents 

initiateurs de l‘oxydation des lipides par l‘intermédiaire de la réaction de Fenton. La 

peroxydation lipidique est une réaction en chaîne initiée par l‘arrachement d‘un atome 

d‘hydrogène par OH
•
 ou O2

•
ˉ à des esters d‘acides gras insaturés isolés ou constituants des 

membranes lipidiques (Ercal et al., 2001; Tweeddale et al., 2007). 
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Figure 3 : Coopération entre antioxydants endogène et antioxydants exogènes (Benfeito et al., 

2013) 

Le radical carboné du constituant lipidique tend alors à se stabiliser par un 

réarrangement conduisant au diène conjugué (Figure 4). Celui-ci réagit avec l‘oxygène 

moléculaire et forme un radical peroxyle, lui même susceptible d‘arracher un atome 

d‘hydrogène à un autre acide gras. Un nouveau radical lipidique est ainsi généré, maintenant 

la réaction en chaîne. Il se produit ainsi des hydroperoxydes de lipides. 
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Figure 4 : Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des 

produits terminaux formés (Favier, 2003) 
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Les hydroperoxydes lipidiques sont peu stables dans les conditions physiologiques et 

de nombreux composés (métaux de transition, leurs complexes et des molécules telles que les 

hémoprotéines…) catalysent leur décomposition (Esterbauer et al., 1991; Marnett, 1999). 

Un des principaux produits de dégradation est le malonedialdéhyde (MDA) qui altère 

la fluidité et la fonction des membranes, dont la composition en acides gras insaturés module 

l‘oxydabilité (Chen et al. 1994). Ce produit est détecté grâce à l‘acide thiobarbiturique 

(formation de thiobarbituric acid reactants ou TBARs) (Hermann et al., 2015). On attribue par 

ailleurs aux peroxydes lipidiques un rôle toxique par réaction avec les thiols ou amines des 

protéines cellulaires et un rôle mutagène. 

La peroxydation lipidique est suivie d‘un changement structural des membranes 

biologiques ou d‘autres éléments contenant des lipides (Figure 5). Il apparaît une perte de la 

perméabilité et du potentiel de membrane ainsi qu‘une inactivation de récepteurs et 

d‘enzymes membranaires. Ces perturbations fonctionnelles peuvent aboutir à la mort des 

cellules. Le cerveau est un organe cible de la peroxydation lipidique car il est très riche en 

acides gras polyinsaturés. 

 

Figure 5 : Destruction membranaire par attaque des ERO (Pincemail & Defraigne, 2003) 
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La production de MDA et sa réaction avec l'ADN pour former les adduits mutagènes 

fournissent un lien entre la peroxydation lipidique et les pathologies. Ainsi, la peroxydation 

lipidique est une source endogène des dommages de l'ADN (Blair, 2001). Le MDA peut 

réagir avec les bases de l‘ADN. En effet, les atomes de carbone des deux liaisons carbonyle 

du MDA sont électrophiles ; ils peuvent réagir avec les atomes nucléophiles de la guanine, de 

l‘adénine et de la cytosine (Falletti et al., 2007). 

 La réaction du MDA avec les atomes d‘azote de la guanine (dG) permet la formation 

de plusieurs types d‘adduits parmi lesquels on trouve l‘adduit pyrimidopurinone, M1G (ou 

PyP). Les interactions de l‘adénine ou de la cytosine (dA et dC) avec un des équivalents 

carbonyles du MDA forment des adduits oxopropenyles (M1A et M1C). Cependant, la 

production de l‘adduit M1G est 5 fois supérieur aux quantités de M1A ou M1C (Niedernhofer 

et al., 2003). 

Le stress oxydant touche également les protéines (Figure 6) qui subissent des 

modifications oxydatives notamment les acides aminés soufrés et les acides aminés 

aromatiques, entraînant des modifications structurales, facilitant de ce fait leur agrégation ou 

leur digestion par les protéases (Squier, 2001). 

Ces modifications s‘accumulent avec l‘âge dans de nombreux tissus et altèrent la 

fonction des organes (Levine & Stadtman, 2001). L‘oxydation des acides aminés soufrés 

entraîne une perte des groupements thiols. Ces altérations concernent particulièrement les 

enzymes antioxydantes qui contiennent très souvent des groupements thiols (SH). L‘intégrité 

des membranes cellulaires est également menacée par l‘oxydation des protéines du fait de la 

modification du caractère antigénique et des propriétés fonctionnelles des protéines 

membranaires (Gruber et al., 2006) (récepteurs ou enzymes). Ces protéines, en perdant leurs 

propriétés biologiques, deviennent très hydrophobes et beaucoup plus sensibles à l‘action des 

protéases. 

Les carbonyles sont utilisés comme un marqueur de l‘oxydation des protéines et de 

façon générale comme un marqueur du stress oxydant. La réaction entre les produits 

carbonylés et la 2-4-dinitrophénylhydrazine conduit à la formation de 2-4-

dinitrophénylhydrazones. Celles-ci peuvent être mesurées par spectrophotométrie ou par 

immunochimie (Augustyniak et al., 2015). 
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La réaction des protéines avec les ERO peut également conduire à la formation de 

nouveaux radicaux organiques alcoxyle ou peroxyle  Ces radicaux peuvent endommager 

l‘ADN. Deux types de dommages sont induits par cette dégradation : des pontages entre les 

protéines et les bases de l‘ADN mais aussi des dommages oxydatifs  comme la 8-oxo-7,8-

dihydroguanine (8-OHdG) (Furukawa et al., 2005).. 

 

 

Figure 6 : Nature de quelques modifications des chaînes latérales, d’acides aminés des protéines 

après attaque radicalaire (Favier 2003) 
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Des études suggèrent que les radicaux alcoxyle dérivés des protéines sont à l‘origine 

des pontages avec les bases de l‘ADN alors que les radicaux peroxyle engendrent des 

dommages oxydatifs. Cet exemple de l‘endommagement de l‘ADN par les radicaux de 

protéines et des lipides illustre la notion d‘effets génotoxiques indirects du stress oxydant. Ce 

n‘est plus l‘ADN la cible initiale, mais une autre biomolécule dont la dégradation conduit à 

des dommages de l‘ADN (Shacter, 2000; Stadtman & Levine, 2000). 

Les sucres sont également touchés par les attaques des ERO (H2O2, O2
-•
, OH

•
 ou des 

radicaux peroxyles d‘AG), avec abstraction d‘hydrogène au niveau d‘une des liaisons CH-

OH. Le radical alkyle (•C-OH) ainsi formé se combine immédiatement avec de l‘oxygène 

pour former un carbonyle (C=O) et expulser un radical hydroperoxyde (•OOH). L‘opération 

se prolonge jusqu'à former un composé dicarbonylé (Spiteller, 2006). 

Par auto-oxydation des sucres comme le glucose des composés dicarbonylés sont 

formés (contenant deux C=O), dont les plus connus sont les glyoxal et les glycolaldéhydes, 

qui pourront se lier à des protéines par réaction de Maillard et altérer les propriétés chimiques 

de celles-ci. Ceci a été démontré chez des diabétiques et a été corrélé avec la sévérité de la 

maladie au travers des protéines glycosylées (Glomb & Monnier, 1995). 

La glyco-oxydation des sucres et la glycation des protéines a également été mise en 

évidence dans les agglomérats de protéines caractéristiques de certaines maladies 

neurodégénératives(Sayre et al., 2004). 

Enfin dernière molécules touchée par les ERO, l‘ADN peut être endommagée de 

différentes façons (Figure 7). On peut noter quatre classes principales de dommages : les 

coupures simples et doubles brins, les bases modifiées comme la 8-OHdG qui est un 

marqueur des dommages oxydatifs de l‘ADN (Hayakawa et al., 1991), les pontages ADN-

ADN et ADN-protéines et les sites abasiques. La Figure 7 illustre ces différents dommages. 
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Figure 7 : Principales classes de dommages de l’ADN (Frelon, 2001) 

 

Les modifications peuvent être dues à l‘attaque des radicaux hydroxyles sur le cycle 

aromatique des pyrimidines. Le radical OH
•
 est très électrophile et donc s‘additionne 

préférentiellement en position 5 du cycle de la thymine et la cytosine. Il existe également une 

réaction minoritaire d‘addition en position 6. Cette addition conduit à la formation des 

radicaux 5-hydroxy-6-yle ou 6-hydroxy-5-yle. Le radical OH
•
 peut également réagir avec le 

groupement méthyle de la thymine en arrachant un atome d‘hydrogène, conduisant à la 

formation d‘un radical allylique. 

Ces radicaux formés vont réagir avec l‘oxygène pour former des radicaux peroxyles. 

Ceux-ci sont transformés en hydroperoxydes par dismutation s‘ils le peuvent ou après une 

étape de réduction par un agent réducteur pouvant être le radical superoxyde, suivie d‘une 

réaction de protonation (RO2
•
 → RO2H). Les hydroperoxydes, qui ont été isolés et caractérisés 

dans le cas de la thymidine (Tremblay et al., 1999) et de la 2‘-désoxycytidine, sont instables,  

particulièrement en présence de métaux de transition. Leur décomposition conduit à la 

formation de divers produits stables dont les diols et les uréates. Les réactions d‘oxydation à 
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un électron qui impliquent uniquement la formation du radical cation pyrimidique conduisent 

à des produits finaux stables qui sont identiques à ceux générés par l‘action du radical 

hydroxyle. Les rendements relatifs de formation sont très différents car la formation du 

radical cation des bases ne correspond pas au mécanisme principal dans le cas d‘une attaque 

par HO°. Parallèlement, l‘addition d‘électrons a été observée et peut conduire, en l‘absence 

d‘oxygène, à la formation de radicaux 5,6-dihydropyrimid-5-yle. Ces radicaux peuvent être 

réduits ou oxydés pour donner respectivement les 5,6-dihydropyrimidines, et la base normale. 

Dans ces mêmes conditions anoxiques, les radicaux 5-hydroxy-6-hydropyrimid-6-yle et 6- 

hydroxy-5-hydropyrimid-5-yle sont les précurseurs des produits stables monohydroxylés  

Les bases puriques sont elles plus sensibles aux espèces réactives de l‘oxygène, en 

particulier la guanine. Le premier mécanisme conduisant à la formation de 8-OHdG à partir 

de la guanine implique l‘arrachement d‘un électron à la guanine et la formation d‘un cation 

radical. Le radical ainsi formé peut s‘hydrater pour générer un radical neutre intermédiaire ou 

peut perdre un proton pour donner naissance à un radical neutre oxydant. Le radical 8-

hydroxy-7,8-dihydroguan-7-yle produit par la réaction d‘hydratation pourra être oxydé ou 

réduit pour conduire respectivement à la formation de la 8-oxo-7,8- dihydroguanine (8-

OHdG) et de la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (FapyGua) (Cadet et al., 

2001).  

D‘autre part, le radical oxydant formé par déprotonation du cation radical de la 

guanine est le précurseur de l‘oxazolone (Cadet et al., 2001).  

Dans ce phénomène, l‘importance du radical hydroxyle a été démontrée. En effet, 

l‘addition du radical HO° en position 8 de la guanine conduit à la formation de la 8-OHdG et 

des FapyGua par l‘intermédiaire du radical 8-hydroxy-7,8-dihydroguan-7-yle. Enfin, l‘autre 

mécanisme de formation est celui qui met en jeu l‘oxygène singulet. L‘oxygène singulet 

conduit spécifiquement à la formation de la 8-OHdG. A l‘inverse du radical hydroxyle, qui 

peut interagir avec l‘ensemble des bases, l‘oxygène singulet réagit avec la guanine 

uniquement (Cadet et al. 2001). L‘oxygène singulet réagit avec la guanine par addition [4 + 2] 

sur les positions 4 et 8 du cycle purique ce qui forme un endoperoxyde. Cet endoperoxyde 

conduit à la 8-hydroperoxy-7,8-dihydroguanine qui peut être réduit en 8-OHdG (Valko et al., 

2006). La mesure de la 8- OHdG est aujourd‘hui utilisée comme biomarqueur du stress 

oxydant sur l‘ADN. De plus le développement de nouvelles techniques de dosages notamment 
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par HPLC-MS/MS permet de mesurer spécifiquement les différents types de dommages après 

hydrolyse de l‘ADN (Collins, 2000). 

Une catégorie majeure de dommages oxydatifs de l‘ADN est représentée par les 

cassures simple brin qui résultent principalement de l‘arrachement initial par le radical HO° 

d‘un atome d‘hydrogène sur le résidu 2-désoxyribose en positions C3, C4 ou C5 et à un degré 

moindre sur le carbone 2. L‘arrachement d‘un atome d‘hydrogène en position 1 du 2-

désoxyribose par HO° conduit à la formation de 2-désoxyribonolactone. Cette lésion que l‘on 

peut considérer comme un site abasique oxydé est susceptible de former un lien covalent avec 

plusieurs enzymes de réparation de l‘ADN (Roupioz et al., 2002).  

Ces différents dommages de l‘ADN semblent fortement impliqués entre autres dans 

les phénomènes de cancérisation (Feng et al., 2003). En effet, la 8-OHdG est considérée 

comme une lésion pré-mutagénique car elle peut conduire, en l‘absence de réparation, à une 

transversion GC → TA (Bohr, 2002). 

De très nombreuses études ont donc étudié l‘effet que le stress oxydant pourrait avoir 

dans l‘initiation et le développement des cancers. Il a vite été démontré que l‘existence d‘un 

stress oxydant chez les malades peut être à la fois due à l‘effondrement des défenses 

antioxydantes et à l‘augmentation des produits issus du stress oxydant. En effet, des dérivés 

d‘oxydation de l‘ADN (preuve de l‘existence d‘un stress oxydant) sont retrouvés dans le sang 

et les tissus des malades cancéreux (Nakabeppu, 2014). Le malondialdéhyde est retrouvé en 

quantité importante dans le sang des enfants cancéreux (Khoubnasabjafari et al., 2016). 

L‘activité de l‘enzyme Mn-SOD est augmentée dans la muqueuse des malades atteints 

d‘adénocarcinome de l‘estomac, sans doute en réaction à la présence excessive des ERO 

(Jansen et al., 2000). 

1.2. Les défenses anti-oxydantes 

L‘organisme possède un arsenal important pour se défendre contre les agressions 

causées par le stress oxydant. Des enzymes comme les superoxydes dismutases (SOD), les 

catalases (CAT), les glutathions peroxydases (Gpx), appuyées par l‘action des enzymes 

glutathions réductases (GR) et glucose-6-phosphate déshydrogénases, font partie du système 

de défense contre les ERO.  
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La SOD décompose 2 molécules de superoxyde en O2 et peroxyde d‘hydrogène (H2O2) 

moins toxiques. Le H2O2 sera à son tour transformé en O2 et H2O par la catalase; ou en H2O 

par la glutathion peroxydase, qui désintoxique le H2O2, avec l‘aide du glutathion réduit 

(GSH). Le glutathion réduit, sert de substrat à la Gpx pour former du glutathion oxydé 

(GSSG) et un oxydant désactivé par réduction. Avec l‘aide d‘une glutathion réductase et de 

NADPH + H
+
, le GSH sera régénéré à partir du GSSG. En plus d‘éliminer directement les 

ERO, les enzymes antioxydants participent à la régulation du stress oxydant. L‘activité des 

enzymes antioxydants dépend de cofacteurs minéraux, qui sont le zinc (Zn), le cuivre (Cu), le 

manganèse (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe), et sont qualifiés d‘antioxydants non 

enzymatiques indirects (Elosua et al., 2003; Sayre et al., 2004; Vergani et al., 2004). 

Bien qu‘elle soit à l‘origine de la production de peroxyde d‘hydrogène (H2O2), la 

superoxyde dismutase a un effet antioxydant; en son absence, les singulets d‘oxygènes et les 

peroxynitrites augmentent, pendant que les réducteurs cellulaires (vitamine C, les GSH et le 

NADPH) diminuent (Sayre et al., 2004). 

Le Cu et le Zn font partie des SOD cytosoliques et le Mn fait partie des SOD 

mitochondriales. Il existe aussi des SOD extracellulaires Le ratio plasmatique de Cu/Zn est 

important pour l‘activité de la SOD et la diminution des cofacteurs enzymatiques entrainent 

une baisse de l‘activité des SOD (Finaud et al., 2006). La SOD en plus de la dismutation du 

superoxyde, est également efficace contre les peroxynitrites et agira plutôt à niveau 

intracellulaire (Finaud et al., 2006).  

La glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme antioxydante du plasma, des fluides 

extracellulaires et du cytosol, dépendante du sélénium et dont l‘action permet d‘éliminer le 

H2O2 produit, de façon à éviter sa participation comme pro-oxydant. Elle convertit aussi les 

hydroperoxydes lipidiques en des alcools non toxiques et de ce fait participe à l‘interruption 

de la chaîne de peroxydation lipidique. La consommation du sélénium est souvent insuffisante 

dans les pays développés, ce qui induit une diminution de l‘activité des enzymes Se-

dépendants. L‘action des Gpx dépend aussi de la disponibilité en GSH, GR et en NADPH, ce 

qui démontre bien que le système antioxydant endogène agit en interdépendance (Sies, 1997; 

Sayre et al., 2004). 
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La catalase (CAT) est une enzyme dépendante du Fe, qui entre en compétition avec la 

Gpx pour l‘H2O2, son utilisation devient importante quand les quantités d‘H2O2 sont élevées 

(Finaud et al., 2006). 

Il existe également des mécanismes de défense non enzymatique basés sur des 

molécules de petite taille comme le glutathion réduit (GSH) Le GSH est formé à base d‘un 

tripeptide (γGlu-Cys-Gly ou acide glutamique-cystéine-glycine). Sous l‘action de la Gpx il 

désintoxique les ERO (H2O2, peroxynitrites, peroxydes lipidiques, …) en formant du GSSG 

(glutathion oxydé) composé de deux molécules de GSH (Douris et al., 2009). Le GSH est un 

antioxydant abondant dans l‘organisme où il joue un important rôle de protection des tissus et 

des protéines transporteuses d‘ions redox actifs comme l‘hémoglobine, la transferrine, la 

ferritine, l‘albumine. Le GSH est capable de régénérer les vitamines E et C oxydées. Il est 

détoxifiant au niveau hépatique et peut se lier aux métaux toxiques (mercure, arsenic,…) 

(Patrick, 2006). 

L‘acide urique autre molécule anti-oxydante est le produit final du métabolisme des 

purines. Il augmente dans le plasma lors d‘efforts physiques intenses, ou lors d‘une hypoxie 

(Baillie et al., 2007). et il pourrait contribuer à 35-60% de la capacité antioxydante totale 

(Johnson et al., 2009). L‘acide urique oxydé peut être régénéré par la vitamine C.  

De plus l‘organisme peut compter sur de nombreuses molécules anti-oxydantes 

d‘origine alimentaire. Les vitamines E et C sont de puissants antioxydants. 

La vitamine E peut être stockée dans nos graisses corporelles et dans les membranes de 

nos cellules (qui sont composées de lipides) où elle est particulièrement rapide pour 

désamorcer les radicaux libres. La vitamine E a la particularité de pouvoir être régénérée 

après son oxydation par un radical libre. En effet, le glutathion et la vitamine C réagissent 

avec les tocophérols oxydés pour les régénérer en tocophérols actifs, prêts à stopper une 

nouvelle attaque radicalaire (Nagaoka et al., 2007).  

Les polyphénols ; molécules présentes abondamment dans les plantes ; ont des 

structures chimiques extrêmement variées. La diversité de ces phytonutriments et leurs 

nombreuses propriétés sont telles que la communauté scientifique s‘y est intéressée de 

manière de plus en plus importante ces dernières années, notamment  dans la prévention des 

maladies provoquées par le stress oxydatif. Les flavonoides, les lignanes, les stilbènes et les 
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tannins  sont des polyphénols. On les trouve naturellement dans les fruits et légumes et plus 

particulièrement dans le soja, le raisin, la pomme, la myrtille ainsi que dans le thé. 

2. Les flavonoïdes 

Les composés polyphénoliques des végétaux constituent un groupe d‘une très grande 

diversité dont les flavonoïdes font partie. 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont 

quasiment universels chez les plantes vasculaires (Erlund, 2004). Ils constituent des pigments 

responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. A 

l‘origine, les flavonoïdes proviennent de la désamination d‘un acide aminé essentiel, la 

phénylalanine. Ce groupe de composés est en effet défini par une structure générale en C15, 

caractérisée par un enchaînement C6-C3-C6 (Figure 8). Ils peuvent être classés selon la 

nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de 

saturation du squelette benzo-γ-pyrone (Di Carlo et al., 1999) 

Les flavonoïdes  comprennent les flavonoïdes "stricto sensu", composés dont la 

substitution par un noyau benzénique se fait en position 2 alors que les composés présentant 

une substitution en position 3 sont désignés par le terme isoflavonoïdes ((Bruneton, 2009). 

Selon la nature de l‘hétérocycle (γ-pyrone ou son dihydro-dérivé), on distingue : 

 les flavones et les flavonols 

 les flavanones, les flavanols et les dihydroflavanols. 
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Figure 8 : Structure de base et structure chimique générale de différents flavonoïdes  

 

Les flavonoïdes peuvent se présenter sous forme d‘aglycones ou génines (entités 

dépourvues de reste osidique) ou d‘hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques) 

(Iwashina, 2000). 

Flavones et flavonols sont les composés flavonoïdiques les plus répandus dont 

notamment : la quercétine, le kaempférol, la myricétine et l‘apigénine. Les flavanones 

(naringénine) et les flavanols (catéchine) ainsi que les dihydroflavonols (dihydrokaempférol, 

dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol, leucocyanidol) sont 

considérés comme des flavonoïdes minoritaires en raison de leur distribution naturelle 

restreinte  

Le tableau 1 représente la distribution des principaux flavonoïdes retrouvés dans les 

fruits et légumes. 
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Tableau 1 : Distribution des flavonoïdes dans les fruits et légumes (Chebil et al., 2006) 

Famille  Molécules principales Distribution 

Flavone apigénine, lutéoline, chrysine pomme, céleri, grains de céréale, 

(teneur = 5-100 mg/kg) herbes 

aromatiques (persil, romarin, 

thym), Petroselinum sativum, 

Apium graveolens… 

Flavanone hespéritine, naringine, 

taxifoline 

citrus et agrumes (teneur = 250-

6000 mg/kg) Eucalyptus globulus 

Flavonol quercétine, myrécitine et 

kaempférol 

légumineuses (soja, haricots noirs 

et pois chiches verts), pousses de 

luzerne et de trèfle et les graines 

de tournesol (teneur = 150-1500 

mg/kg) Pueraria labata, Stellaria 

media 

Isoflavones génistéine et daidzéine thé vert et noir, vin rouge  

(teneur = 5-250 mg/kg) Vitis 

vinifera 

Flavan-3-ol (+)-catéchine, 

(-)-épicatéchine 

(-)-épigallocatéchine et leurs 

esters de gallate 

fruits et légumes rouges et violets 

(pommes, raisins, baies, kaki, 

cassis…) (100-4000 mg/kg) 

Anthocyanes cyanidine, pelargonidine  

 

La propriété des flavonoïdes la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur 

capacité à piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH
•
), anions superoxydes (O2

•-
) et 

radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :  
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Figure 9 : Piégeage d’un radical libre par les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont capables d‘inactiver et de stabiliser les radicaux libres grâce à 

leurs groupements hydroxyles fortement réactifs. Ils sont également doués d‘une activité 

chélatrice envers les ions métalliques (notamment libérés par les protéines de fixation ou de 

transport endogènes). 

Les capacités antioxydantes des flavonoïdes sont nettement supérieures à celles des 

vitamines. Les flavonoïdes sont capables de neutraliser les radicaux libres directement par 

donation d‘atome d‘hydrogène. Les radicaux sont ainsi inactivés suivant la réaction Figure 9. 

Les activités in vitro des flavonoïdes dépendent du positionnement des groupements 

fonctionnels au niveau de sa structure. La configuration et le nombre de groupements 

hydroxyles influencent de manière conséquente l‘activité anti-oxydante (Heim et al., 2002). 

 

La configuration des hydroxyles du cycle B est le paramètre le plus important pour 

l‘activité anti-oxydante (Burda & Oleszek, 2001). Les substitutions au niveau du cycle A 

n‘ont-elles que peu d‘impact sur le piégeage du radical superoxyde par exemple (Amic et al., 

2007).  
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L‘activité in vitro est augmenté suite à la polymérisation de monomères de flavonoïdes 

comme les tannins ou les polymères de catéchines ce qui est dû au nombre élevé de 

groupements hydroxyles présents dans la structure.(Lotito et al., 2000). 

La glycosylation des flavonoïdes réduit en général le pouvoir antioxydant in vitro par  

rapport à l‘aglycone (B. Mishra et al., 2003; Cavia-Saiz et al., 2010).comme il a été observé 

pour plusieurs paires de flavonoïdes aglycone et génine (Quercétine/Rutine ; 

Hespéretine/Hespéridine…). En effet, l‘ajout d‘un sucre dans la structure de la quercétine 

diminue significativement sa capacité à neutraliser l‘anion superoxyde(Sun et al., 2010) et sa 

capacité à réduire le Fe(III) en Fe(II) (test du FRAP) (Firuzi et al., 2005). 

Les flavonoïdes sont doués de nombreuses autres propriétés dont l‘une des plus 

importantes est  la capacité d‘inhiber de nombreuses activités enzymatiques notamment celles 

de l‘aldose réductase (Fernández et al., 2005), de la phospholipase A2 (Kim et al., 2001)  et 

des enzymes de l‘inflammation : la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase (Chi et al., 2001). 

Les flavonoïdes inhibent les enzymes responsables de la formation de l‘anion 

superoxyde comme la xanthine oxydase  et la protéine kinase C (Ursini et al., 1994). Les 

flavonoïdes exercent également une activité inhibitrice in vitro envers la production de NO 

(monoxyde d‘azote) dans de nombreuses lignées cellulaires. Le NO est produit par oxydation 

de la L-Arginine réaction catalysée par la NO synthase. Le NO est un composé essentiel pour 

le maintient de la dilatation des vaisseaux sanguins, mais à grande concentration il peut être 

source de stress oxydant (Huk et al., 1998). Le NO est toxique suite à la formation de 

peroxynitrite  après combinaison avec O2
•-
 (Rubbo et al., 1994). 

Cet effet s‘exerce probablement par inhibition de l‘expression de la NO synthase et 

non par inhibition de son activité. L‘apigénine, la diosmétine,et la lutéoléine sont parmi les 

flavones qui ont montré l‘activité inhibitrice la plus élevée envers la NO synthase (Olszanecki 

et al., 2002). Les flavonoïdes sont également capables de piéger l‘anion superoxyde et le 

peroxynitrite directement grâce au groupement catéchol en position 3‘ et 4‘ (Carocho & 

Ferreira, 2013). 

Les flavonoïdes peuvent également activer les enzymes antioxydantes. Notamment en 

régulant l‘expression des gènes des enzymes de détoxification de la phase II (glutathion S-

transferase, et UDP-glucuronosyl transferase), qui sont la principale ligne de défense contre 

les molécules électrophiles (Nerland, 2007). Les flavonoïdes les plus efficaces sont ceux 
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possédant un groupement hydroxyle en position 3 sur le cycle C comme la quercétine et la 

myricétine. 

Un autre rôle essentiel des flavonoïdes est la régénération de l‘α-tocophérol un anti-

oxydant majeur au niveau de la membrane cellulaire et pour les LDL (Hirano et al., 2001). 

Hirano et al ont suggéré que les flavonoïdes agissent en donneur d‘hydrogène pour le radical 

α-tocophéryl qui est  un pro-oxydant potentiel. De plus en interagissant avec l‘α-tocophéryl, 

les flavonoïdes retardent l‘oxydation des LDL. Les catéchines en effet régénèrent l‘α-

tocophérol de manière plus efficace que l‘acide ascorbique. On observe également une 

régénération graduelle de l‘α-tocophérol au niveau des LDL humaines en présence d‘extraits 

de catéchines de thé vert (Q. Y. Zhu et al., 1999). 

Enfin, de nombreux auteurs ont montré qu‘une augmentation de l‘effet antioxydant au 

niveau du plasma ou du sérum était observée suite à la consommation d‘aliments riches en 

flavonoïdes. Cette élévation serait en relation avec l‘augmentation des taux d‘acide urique 

(anti-oxydant le plus important du plasma) induite par la consommation de flavonoïdes (Cao 

et al., 1998). 

Cependant, les flavonoïdes sont susceptibles de provoquer  un effet pro-oxydant. En 

effet, plusieurs d‘entre eux ont été décrits comme responsables d‘auto-oxydation et de 

génération d‘ERO comme le peroxyde d‘hydrogène. En effet ces composés sont capables de 

réduire les métaux comme le Fe
3+

 pour donner Fe
2+

 lequel réagira avec O2 ou H2O2 avec 

génération d‘initiateurs de l‘oxydation (Kessler et al., 2003) .A terme cela pourrait engendrer 

une atteinte oxydative de l‘ADN, des protéines et des glucides in vitro.  

Certains flavonoïdes particulièrement réducteurs peuvent manifester une activité 

prooxydante en entrant dans des cycles redox qui génèrent des ERO. Il s sont capables par 

exemple de réduire le Fe
3+

 en Fe
2+

, ou le Cu
2+

 en Cu
+
, et peuvent ainsi enclencher la réaction 

de Fenton avec formation du radical hydroxyle. Le peroxyde d‘hydrogène nécessaire à la 

réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence. Par leurs effets pro-oxydants, 

certains flavonoïdes peuvent promouvoir la dégradation oxydante de l‘ADN. La signification 

biologique de ces effets pro-oxydants est dépendante de la présence d‘ions métalliques libres, 

c‘est-à-dire non liés aux protéines. 
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Autre inconvénient, seuls les flavonoïdes sous forme de génines (ou aglycones) sont 

susceptibles d‘être réabsorbés. L‘hydrolyse des liaisons hétérosidiques (reliant la génine à la 

chaîne sucrée) n‘intervient que dans le côlon où les micro-organismes dégradent  

simultanément les flavonoïdes d‘origine alimentaire. Le foie est largement impliqué dans le 

métabolisme des flavonoïdes réabsorbés (Scheline, 1991). La muqueuse intestinale et le rein 

interviennent accessoirement dans ce métabolisme. Une fois réabsorbés, les flavonoïdes vont 

influencer plusieurs fonctions biologiques dont la synthèse protéique, la différenciation de la 

prolifération cellulaire et l‘angiogenèse, apportant des effets bénéfiques dans différentes 

pathologies chez l‘Homme. 

3. Les métaux  

3.1. Le fer 

Le fer est un métal de transition dont les états d‘oxydation les plus courants sont Fe(II) 

et Fe(III), il est à la fois indispensable à toute forme de vie, essentiellement pour assurer le 

transport d‘oxygène ou catalyser des réactions de transfert d‘électrons, de fixation d‘azote ou 

de synthèse d‘ADN, mais il est aussi toxique de par sa capacité à réagir avec l‘oxygène et à 

catalyser la production de formes radicalaires (Crichton & Pierre, 2001). 

Les aliments les plus riches en fer sont les abats, les viandes et les légumes secs, mais 

les légumes verts (notamment les épinards) sont plutôt pauvres en fer 

Le Fe(III) est peu soluble dans l‘eau, il faut donc de puissant chélateurs pour le 

solubiliser à pH physiologique. Le corps humain contient entre 3,5 et 4 grammes de fer dont 

65% est sous forme d‘hémoglobine au sein des globules rouges (Pierre et al., 2002). 

Ce fer héminique est continuellement recyclé suite à la phagocytose et au catabolisme 

des globules rouges sénescents par les macrophages tissulaires (Gozzelino et Arosio, 2016). 

La concentration en fer dans l‘organisme est  régulée au niveau de l‘absorption car 

l‘excrétion est très faible. Le fer issu de l‘alimentation est sous deux formes, le fer non-

héminique (céréales et légumes) faiblement biodisponible car sous forme interchangeable et le 

fer héminique (viandes) plus biodisponible car sous forme de métallo porphyrines (Tapiero et 

al., 2001; Whittington & Kowdley, 2002). 
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L‘équilibre du statut en fer est très dépendant des niveaux de besoin en fer de 

l‘organisme, qui varient au cours de la vie. Ces besoins sont plus élevés chez les enfants et les 

adolescents du fait de la croissance rapide, chez les femmes, de la puberté à la ménopause, du 

fait des pertes supplémentaires en fer dues aux menstruations, et chez les femmes enceintes à 

cause des besoins du fœtus et des transformations de l‘organisme de la femme (Gozzelino et 

Arosio, 2016). 

Le fer est indispensable à un grand nombre de protéines comme les hémoprotéines, et 

est stocké dans l‘organisme sous forme de ferritine. La transferrine, une glycoprotéine 

synthétisée dans le foie, est chargée du transport du fer dans le plasma (Kienzl et al., 1999). 

Lors d‘une surcharge en fer, il y a saturation des férritines ce qui conduit fatalement à 

un stress oxydatif suite aux réactions de Fenton, mais peu également conduire à des maladies 

neurodégénératives comme la maladie d‘Alzheimer et la maladie de Parkinson (Ke & Qian, 

2003). 

 

3.2. Le cuivre 

Le cuivre est également un métal de transition dont les états d‘oxydation les plus 

courants sont Cu(I) et Cu(II). Sa concentration plasmatique est de 0,8 à 1,2 mg/mL. Le 

transport du cuivre (Figure 10) dans l‘organisme est assuré à 90% par la céruléoplasmine, le 

reste étant pris en charge par l‘albumine et la transcupréine (Tapiero et al., 2003). 

Les aliments les plus riches en cuivre sont les légumineuses, les noix, les céréales et 

les abats (foie et reins) (Lönnerdal, 1996). 

Suite à la maladie de Wilson une accumulation de cuivre est observée au niveau du 

foie et du cerveau. La maladie de Menkes, conduit elle à un défaut d‘absorption intestinale 

causant donc une carence en cuivre (Sarkar, 1999). 
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Figure 10 : Métabolisme du cuivre dans la cellule en général.(Guiraud et al., 2008)  

 

ATOX1 : protéine antioxydante 1; ATP7A protéine Menkes; CCS : chaperonne à cuivre de la superoxyde 

dismutase; COX : cytochrome c oxydase;COX17 : protéine d’assemblage de la cytochrome c oxydase; CTR1 : 

protéine de transport du cuivre; GSH glutathion réduit; MT : métallothionéine; SCO1/SCO2 : protéines de 

synthèse de la cytochrome oxydase (Guiraud, Horn, Favier EMC, 2003) 

 

Le cuivre est largement distribué dans la nature et c‘est un élément essentiel à la vie. 

Le corps humain adulte en contient 80 mg. Il intervient, à l‘état physiologique, dans les 

défenses antioxydantes par l‘intermédiaire des enzymes telles : la superoxyde dismutase à 

cuivre/zinc (Cu/Zn-SOD) cytoplasmique (Chaves et al., 2007). Il possède deux degrés 

d‘oxydation +I et +II. La forme Cu
2+

, est la plus stable et le pouvoir pro-oxydant du couple 

Cu
+
/Cu

2+
 est utilisé dans divers réactions d‘oxydoréduction par de nombreuses enzymes 

cuprodépendantes (Linder et al., 1999). L‘entrée du cuivre dans la cellule se fait 

essentiellement par des mécanismes qui dépendent des canaux membranaires. La réduction de 

Cu
2+

 en Cu
+
 par des réductases membranaires favorise cette entrée.  
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Une fois dans la cellule, le Cu
+
 est distribué par les différentes protéines chaperonnes à 

Cu vers les différents compartiments cellulaires (Itoh et al., 2009). 

Le cuivre peut s‘accumuler et devenir toxique pour la cellule. Les mécanismes de 

toxicité sont à la fois liés au stress oxydant et aux interactions directes avec les composants 

cellulaires. En effet, le Cu
+
 réagit avec le peroxyde d‘hydrogène (H2O2) pour générer le 

radical hydroxyle (HO
•
) (Manzl et al., 2004), un radical très réactif et qui peut causer des 

dommages cellulaires. Cu(I) + H2O2 → Cu(II) + HO
•
 + HO 

Les effets toxiques du cuivre peuvent également résulter de l‘affinité des ions Cu
2+

 

pour l‘ADN. L‘autre mécanisme de toxicité du cuivre en excès est la modification des 

structures en doigts de  zinc de certains facteurs de transcription qui ne peuvent plus se lier à 

l‘ADN (Peña et al., 1999). 

3.3. Le zinc 

Le zinc est un métal qui n‘a pas de propriétés redox, il est toujours sous forme Zn(II). 

C‘est le cofacteur de plus d‘une centaine d‘enzymes mais joue également un rôle structural. Il 

est principalement transporté dans l‘organisme grâce à l‘albumine. Il est stocké dans le foie où 

il est lié au métallothionéines (M. J. Salgueiro et al., 2000). 

Si une surcharge en zinc est très rarement observée, les carences en zinc dues aux 

malnutritions sont devenues un actuellement un problème à l‘échelle mondiale. Les teneurs en 

zinc sont faibles au niveau de la plus part des aliments. Et même si sa teneur au niveau des 

céréales est plus élevée sa biodisponibilité reste faible car il est associé aux phytates (M. a. J. 

Salgueiro et al., 2002). 

Le zinc (Zn) est un métal physiologique qui intervient dans les grandes voies 

métaboliques, soit comme cofacteur, soit comme constituant de la structure d‘enzymes telles 

que la phosphatase alcaline, la glutamate déshydrogénase ou la superoxyde dismutase (action 

anti-oxydante) etc. Il agit comme constituant structural d‘un grand nombre de facteurs de 

transcription, ce qui explique son rôle pivot dans le contrôle de l‘expression génique 

(Kindermann et al., 2005). Le nombre d‘enzymes à zinc est impressionnant, on a identifié 

jusqu‘à présent plus de 200 enzymes à Zn. Cependant, le Zn peut inhiber des enzymes comme 

la protéine tyrosine phosphatase et la caspase-3 (Chimienti et al., 2001; Roohani et al., 2013). 

Le zinc intervient aussi dans la croissance et la prolifération cellulaire, dans la réponse 
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immunitaire (Schroeder 1990), dans la reproduction, dans le métabolisme d‘hormones et dans 

la protection contre les radicaux libres (Chimienti et al., 2001). L‘homéostasie du zinc 

cellulaire repose sur un équilibre entre des systèmes d‘import permettant son entrée dans la 

cellule, des systèmes de sortie vers l‘extérieur, des systèmes de stockage et d‘échange et 

notamment les métallothionéines (MTs). Les MTs contrôlent l‘homéostasie du zinc et du 

cuivre en stockant ou en échangeant ces oligoéléments avec d‘autres protéines(Roohani et al., 

2013). 

D‘autres études ont suggéré une production indirecte des ERO par le zinc. Cette 

production induite des ERO est liée à l‘inhibition de la glutathion peroxydase, à la diminution 

du taux intracellulaire de GSH et à l‘oxydation du glutathion (Bishop et al., 2007). Sensi and 

Jeng (2004) ont démontré que le zinc en excès est potentiellement neurotoxique. Les effets 

neurotoxiques impliquent plusieurs voix de signalisation, incluant la génération 

mitochondriale et extra-mitochondriale des ERO et la perturbation de l‘activité des enzymes 

métaboliques liées à l‘activation de l‘apoptose et/ou la nécrose. En effet, la séquestration du 

zinc en excès par la mitochondrie se traduirait par son dysfonctionnement ; 

dysfonctionnement caractérisé par un relargage prolongé des ERO (Sensi & Jeng, 2004). Les 

radicaux libres ainsi générés ont un impact sur les composants cellulaires (Nzengue, 2008). 

4. Complexes flavonoïdes-Métaux 

Certains flavonoïdes spécifiques sont connus pour chélater le fer et le cuivre, éliminant 

ainsi un facteur de causalité pour le développement des radicaux. La quercétine est capable de 

prévenir les effets délétères de l‘oxydation induite dans la membrane érythrocytaire par un 

certain nombre d‘agents oxydants qui causent la libération du fer dans sa forme libre, rédox 

active (Ferrali et al., 1997). Les sites de liaison des métaux aux flavonoïdes sont situés dans le 

cycle B, au niveau des groupes 3-hydroxyle et 4-oxo dans le cycle hétérocyclique C, ainsi 

qu‘au niveau des groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les groupes C et A 

La fraction de catéchol dans le cycle B s'est révélée être la plus importante  pour  la 

chélation des métaux. La quercétine en particulier, est connue pour ses propriétés de chélation 

et de stabilisation du fer et du Cd(II) (Ravichandran et al., 2014). 
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En présence de métaux les flavonoïdes peuvent former des complexes appelés chélates 

(Figure 11). Ces complexes peuvent avoir d‘importants effets en tant qu‘anti-oxydants. 

 

Figure 11 : Sites de coordination possibles sur la structure de quelques flavonoides(Symonowicz 

& Kolanek, 2012) 

Plusieurs travaux ont montré que les complexes flavonoïdes-métaux avaient des 

propriétés antiradicalaires plus puissantes que le flavonoïde seul (Kostyuk et al., 2001; de 

Souza et al., 2003). En effet, Kostyuk et al., 2001 ont démontré que la rutine, la quercétine, ou 

la catéchine complexées  avec le Fe(II), le Fe(III), le Cu(II)ou le Zn(II) sont plus efficaces que 

les flavonoïdes libres grâce à l’acquisition d’un centre additionnel de dismutation. 

Ces complexes ont montré une efficacité accrue quant à la protection in vitro des 

globules rouges contre un stress oxydant induit par l’amiante. Ces mêmes auteurs ont 

démontré que le complexe rutine-Cu était le plus efficace in vivo contre la peroxydation des 

lipides dans les tissus pulmonaires. 

Une autre étude (Moridani et al., 2003) a montré que les complexes flavonoïdes-

Fe(III) sont plus efficaces pour protéger des hépatocytes de rats.  
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En utilisant le radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) une autre étude (de 

Souza & De Giovani, 2004) a démontré que les complexes métalliques de la quercétine, de la 

rutine et de la galangine étaient plus efficaces que les flavonoïdes libres. 

Les effets de ces complexes métalliques ne se réduisent pas au pouvoir antioxydant, en 

effet, grâce à ce pouvoir antioxydant certains complexes ont montré des pouvoirs 

antibactériens contre plusieurs souches dont Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae  et 

Staphylococcus aureus (Tang et al., 2004; Kopacz et al., 2005) 

Cependant, les informations sur les compositions et les structures sont souvent 

incomplètes et parfois contradictoires. Les résultats dépendent largement des conditions 

expérimentales et des types d‘essais utilisés (in vitro, in vivo…)  

 

 



Matériels et Méthodes 
 

43 

 

 Matériel et méthodes 

Le présent travail traite dans un premier temps de l‘étude des propriétés physico-

chimiques des complexes flavonoïdes-métaux. Cette partie a été réalisée dans le laboratoire de 

chimie bioorganique et médicinal de l‘Université de Strasbourg. Dans la deuxième partie de 

ce travail (effectué au laboratoire PPABIONUT, Université de Tlemcen) nous avons réalisé 

une étude in vitro sur deux modèles cellulaires (les globules rouges et les lymphocytes) afin 

d‘évaluer le potentiel pro-oxydant/anti-oxydant  de ces complexes métalliques. 

1. Etude physico-chimique 

Cette partie est dédiée à l‘étude physicochimique de trois flavonoïdes (quercétine, rutine 

et catéchine) ainsi qu‘à quatre dérivés de la quercétine : la 3,5,7-tri-O-méthyl-quercétine 

(notée quercétine-3‘4‘OH), la 5,7,3‘,4‘-tétra-O-méthyl-quercétine (notée quercétine-3OH), la 

7,3‘,4‘-tri-O-méthyl-quercétine (notée quercétine-35OH) et la 3,7,3‘,4‘-tétra-O-méthyl-

quercétine (notée quercétine-5OH) (Figure 12). 

La (+)-catéchine (C15H14O6, MW = 290,27 g mol
-1

) extraite à partir du thé vert par 

l‘équipe du Dr. A. P. Davies (Unilever, Bedford, UK) est un composé représentatif de la 

famille des flavanols (Davis et al., 1996). La  quercétine dihydrate (C15H10O7.2H2O, MW = 

338,27 g mol
-1

, Sigma-Aldrich, 98%) et la rutine trihydrate (C27H30O16.3H2O, MW = 664,56 g 

mol
-1

, Sigma-Aldrich, 95%) appartiennent tous deux à la famille des flavonols. Les dérivés 

méthylés de la quercétine ont été synthétisés selon la littérature (JURD, 1962; Shi et al., 2012; 

Han et al., 2015). 
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Figure 12 : Structures chimiques de la quercétine, rutine, (+)-catéchine et de 4 analogues 

polyméthylés de la quercétine (les partie en gris et gras désignent les unités de coordination 

bidentées potentielles). 

Les flavonoïdes étudiés ainsi que les dérivés de quercétine ont été dissouts dans un 

mélange composé de 80% de méthanol de qualité spectrophotométrique (Merck, p.a.) et de 

20% d‘eau (m/m). 

1.1. Préparation des solutions : 

L‘eau distillée est purifiée à travers des colonnes échangeuse d‘ions (Bioblock 

Scientific R3-83002, M3-83006) puis à travers une colonne de charbon actif (Bioblock 

Scientific ORC-83005). L‘eau distillée purifiée obtenue ainsi que le méthanol sont 

désoxygénés par de l‘argon débarrassé de CO2 et d‘O2 au moyen d‘une cartouche filtrante 

Sigma Oxiclear cartridge) avant d‘être utilisés. Toutes les solutions stocks ont été préparées 

par pesée des produits solides au moyen d‘une balance analytique AG 245 Mettler Toledo 

(précision 0,01 mg).  

Le cuivre(II) perchlorate hexahydrate (Cu(ClO4)2•6H2O, MW = 370,54 g mol
-1

), le 

zinc(II) perchlorate hexahydrate (Zn(ClO4)2•6H2O, MW = 327,38 g mol
-1

) et le fer(III) 

perchlorate hydrate (Fe(ClO4)3•xH2O, MW = 354,20 g mol
-1

) obtenus commercialement chez 
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Alfa Aesar ont été utilisés pour préparer les solutions stocks (~ 5-8 × 10
-2

 M) dans de l‘eau 

saturée en argon.  

Les concentrations en métaux des différentes solutions ont été déterminées selon les 

méthodes de titrages colorimétriques classiques comme décrit ci-dessous. 

Les solutions cuivriques  (Cu(ClO4)2×6H2O) ont été acidifies avec 0,1 M HClO4 pour 

éviter la précipitation des hydroxydes et leur concentrations vérifiées par titrage 

colorimétrique avec une solution Na2H2EDTA (Merck, Titriplex III, 0.1 M) en utilisant de 

l‘acétate d‘ammonium (Prolabo, Rectapur) comme tampon et du PAR (4-2(2-

Pyridylazo)résorcinol monosodium sel monohydrate) comme indicateur.  

Les concentrations des solutions stock Zn(II) ont été également vérifiées par titrage 

colorimétrique avec une solution Na2H2EDTA (Merck, Titriplex III, 0,1 M), en utilisant de 

l‘acétate d‘ammonium (Prolabo, Rectapur) comme tampon et des comprimés tampon (Merck) 

comme indicateur.  

Les concentrations des solutions stock de Fe(III) ont été vérifiées par 

spectrophotométrie d‘absorption UV-Vis.  (ε
240

= 4.16 × 10
3
 M

-1
 cm

-1
 et ε

260
= 2.88  10

3
 M

-1
 

cm
-1

 en solution aqueuse diluée avec de l‘acide perchlorique; 4% v/v of HClO4 à 70%) 

(Bastian et al., 1956). 

Les solutions stock de FeNTA (~10
-3

 M) ont été préparées en mélangeant des quantités 

équimolaires de Fe(III) sous forme de perchlorate et du NTA (NTA = acide nitrilotriacétique). 

Une quantité appropriée de NTA est d‘abord pesée puis placée dans une fiole où l‘on 

additionne lentement une solution de  perchlorate de Fe(III). Le NTA est présent en léger 

excès afin d‘assurer la complexation  de la totalité du Fe(III) et ainsi éviter la formation de 

tris(hydroxyde) de fer(III) insoluble à pH 7,4. La fiole est ensuite complétée avec notre 

solvant méthanol/eau.  

Une solution 0.1 M de tampon hépes (C8H18N2O4S, MW = 238,30 g.mol
-1

) est préparée 

à pH 7,4 dans un solvant mixte méthanol/eau (80/20 en poids). La standardisation et la 

vérification de la linéarité (2,00 < p[H] < 13,60) de l‘électrode de pH combinée utilisée pour 

vérifier le pH de la solution d‘hépes est effectuée en utilisant des solutions tampons selon les 

méthodes classiques (Gelsema et al., 1966; Alfenaar & De Ligny, 1967).  
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Le pH de la solution d‘hépes est ensuite ajusté à pH 7,4 par ajout de petits volumes 

d‘une solution de NaOH très concentrée. 

1.2. Titrage des flavonoïdes par le FeNTA, le Cu(II) et  le Zn(II) par spectrophotométrie 

d’absorption UV-Vis. à pH 7,4 

Des microvolumes de solutions concentrées de FeNTA, de Cu(II) et de Zn(II) sont 

ajoutés à 2 mL de la solution de flavonoïde (2-5  10
-5

 M) dans une cuve optique Hellma en 

quartz suprasil de 1 cm de trajet optique. Le spectre UV-Vis. correspondant est enregistré 

entre 230 nm et 800 nm pour suivre la formation des complexes métalliques au moyen d‘un 

spectrophotomètre d‘absorption UV-Vis. Cary 50 (Varian) qui est maintenu à (25.0 ± 0.2) °C. 

Les données spectrophotométriques ont été ensuite analysées grâce à un logiciel de traitement 

statistique Specfit (Gampp et al., 1985a, 1985b, 1986) qui ajuste les absorptions et les 

constants de stabilité des espèces formées à l‘équilibre selon l‘algorithme de Marquardt 

(Marquardt, 1963; Maeder & Zuberbuehler, 1990). 

1.3. Caractérisation des complexes Flavonoïdes-Métaux par ESI-MS 

Une étude par spectrométrie de masse en mode electrospray a été mise en œuvre afin de 

caractériser les différents complexes métalliques formés avec nos ligands. Afin d‘évaluer 

leurs stœchiométrie, nous avons préparé deux solutions, une pour chaque polyphénol et une 

solution stock de Cu(II) ou de Fe(III). Un mélange mixte méthanol/eau, 80/20 % en poids ou 

du méthanol pur sans sel de fond, ni tampon ont été utilisés selon la nature et la solubilité du 

polyphénol. Cette étude a été réalisée à l‘aide d‘un analyseur à trappe d‘ions (Agilent 

Technologie 6120 quadripole LC/MS) équipé d‘une source d‘ions electrospray ESI. Les 

solutions de complexe de rapport ML 1:1 (M= Cu(II), FeNTA, L = rutine, quercétine ou 

quercétine3OH) de concentrations connues de 5 à 8,7  10
-5 

M ont été préparées. Chacune de 

ces solutions a été introduite dans la source du spectromètre de masse avec un pousse-

seringue (Kd Scientific) à un débit de 300 L h
-1

. Pour aider à la nébulisation, une assistance 

pneumatique, du gaz N2 chauffé à 250 °C avec un débit de 6 L/min a été utilisé. La tension de 

sortie de capillaire (Vcap exit) a été fixée à 5kV tandis que celle du skimmer (Vs) a été variée 

entre 50 V et 300 V afin d‘optimiser la réponse du signal. Les spectres ont été enregistrés en 

mode positif ou en mode négatif pour des rapports m/z compris entre 100 et 1500. 
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1.3.1. Principe de la spectroscopie de masse par electrospray 

Nous avons utilisé la spectrométrie de masse en mode électrospray (ESI). L‘ESI est un 

processus d‘ionisation douce qui transforme les ions, majoritairement préformés en solution, 

en ions en phase gazeuse. Le mécanisme du processus d‘ionisation par ESI peut être décrit de 

la façon suivante : L'analyte en solution est introduit dans la source à travers un capillaire 

métallique (Figure 13). Ce dernier est porté à un potentiel électrique élevé positif ou négatif de 

3 à 6 kV. Deux étapes ont lieu lors de la formation des ions par ESI. La première est la 

formation d‘un nuage de gouttelettes (spray) au bout de l‘aiguille sous l‘action du champ 

électrique appliqué à la sortie du capillaire. Un flux de gaz (N2 la plupart du temps, gaz de 

nébulisation) qui circule constamment est conjointement appliqué pour aider à l‘évaporation 

du solvant. La haute tension entraîne les ions de même polarité vers la surface de la solution 

pour former « un cône de Taylor ». Il y alors formation de gouttelettes chargées avec des ions 

positifs ou négatifs (Figure 14).  

 

 
Figure 13 : Processus d’ionisation par ESI (Gaskell, 1997) 
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Figure 14 : Schéma du SM Agilent 6120. 

 

L‘évaporation du solvant entraîne le rétrécissement des gouttelettes et donc 

l‘augmentation de leur charge surfacique. Par la suite, à la limite de « Rayleigh », la répulsion 

coulombienne dépasse la tension superficielle et induit l‘éclatement des gouttelettes. Cette 

explosion coulombienne forme une série de petites gouttelettes faiblement chargées. Les 

processus de rétrécissement et d‘explosion sont répétés jusqu‘à l‘obtention d‘ions individuels.  

Les ions ainsi générés sont ensuite transférés vers l‘analyseur (quadripôle dans notre 

cas). Le procédé d‘ionisation peut conduire à la formation d‘ions mono-chargés de type 

[M+H]
+
 en mode positif ou [M-H]

-
 en mode négatif mais également à des ions de charges 

multiples appelés ions multichargés [M+nH]
n+

 ou [M-nH]
n-

. Il arrive parfois que des ions 

majoritaires correspondant à des adduits soient formés par combinaison de l‘ion moléculaire 

du composé d‘intérêt avec une impureté de la phase mobile (Na
+
, K

+
 ou NH4

+
). 

1.3.2. Principe d’un analyseur quadripôle 

Un quadripôle est un filtre de masse constitué de quatre barres parallèles, idéalement de 

section hyperbolique (Figure 15). Un potentiel continu (DC) et un potentiel radiofréquence 

(RF) sont appliqués entre les quatre barres. Selon le choix des valeurs de masse et de potentiel 

appliqué, certains ions seront éjectés ou entreront en contact avec les barres («non resonant 

ion» (Figure 15) et d‘autres auront une trajectoire leur permettant de passer entre les barres du 
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quadripôle («resonant ion», Figure 15) et seront donc détectés. Le quadripôle est un appareil 

qui utilise la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon leur m/z.  

 
Figure 15 : Principe d’un analyseur quadripôle. 

 

1.4. Détermination de l’activité antiradicalaire par piegeage du radical DPPH 

Les propriétés anti-oxydantes/antiradicalaires des flavonoïdes testés ont été évaluées par 

la méthode de piégeage du radical DPPH
•
 (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl). Cette méthode est 

largement utilisée pour l‘évaluation rapide et directe de l‘activité anti-oxydante en raison de 

sa rapidité et de sa simplicité d‘analyse. Le radical DPPH, en solution alcoolique, présente 

une intense coloration violette qui disparaît en présence de composés donneurs de H
•
. 

 

Mécanisme de réduction du radical DPPH
•
 (Molyneux, 2004) 
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Le radical DPPH• présente une bande d'absorption maximale intense centrée à 515 nm 

dans le méthanol. Cette bande disparaît lors de la réduction du DPPH
•
 (en l'hydrazine 

correspondante) par un composé donneur d'atomes H
•
 (ArOH). Cette décoloration met en 

évidence le pouvoir anti-oxydant d‘un échantillon par sa capacité à piéger le radical libre et se 

traduit par une diminution de l‘absorbance à 515 nm (K. Mishra et al., 2012). 

Les valeurs obtenues ont été comparée à celle d‘un standard classique : l‘acide 

ascorbique.  

Des microvolumes de solutions méthanoliques de flavonoïdes ou d‘acide ascorbique 

sont ajoutés à 2 mL d‘une solution méthanolique de DPPH
•
 (125 µM). Les solutions stock de 

DPPH
•
 sont quotidiennement préparées et gardées à 4°C jusqu‘à leur utilisation. La réaction 

est suivie pendant 30 mn et les absorbances mesurées à 515 nm toutes les 30 secondes sur un 

spectrophotomètre UV-Vis Cary 50 (Varian). Le pourcentage de DPPH
•
 restant en fonction de 

la concentration du flavonoïde ou de l‘acide ascorbique nous permet alors d‘évaluer les CE50 

(concentration d‘anti-oxydant nécessaire pour piéger 50% du DPPH
•
 initial) (Goupy et al., 

2003). Plus les valeurs des CE50 sont faibles, plus les capacités anti-oxydantes du composé 

considéré sont élevées. 

 

2. Etudes in vitro sur les globules rouges 

Les solutions de flavonoïdes et de métaux sont préparées à chaque fois immédiatement 

avant utilisation. 

Les flavonoïdes sont d‘abord préparés dans le DMSO, puis dilués à une concentration 

finale de  DMSO à 0.1% dans le milieu réactionnel. A cette concentration le DMSO ne 

présente aucun effet d‘hémolyse sur les GRs. Les flavonoïdes ont été utilisés à deux 

concentrations différentes : 100 et 200 µM. 

Les solutions stock de fer, de cuivre et de zinc sont d‘abord préparées en solutions 

aqueuses, puis ajustées à leur concentration finale dans le milieu réactionnel.  
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2.1. Préparation des échantillons de globules rouges humains: 

Les GRs humains ont été séparées à partir de sang collecté sur tube hépariné obtenu à 

partir d‘un donneur unique après ponction au niveau de la veine du pli du coude. Le donneur 

est non fumeur et ne présente aucune maladie apparente. 

L‘échantillon collecté est centrifugé à 2000 tr/mn pendant 10 mn, puis le plasma est 

écarté. Les GRs ainsi obtenus subissent une série de trois lavages avec un tampon phosphate 

(PBS) pH 7,4 puis sont suspendus dans le tampon PBS à une concentration de 5% (v/v) (Deng 

et al., 2006). 

2.2. Test d’hémolyse : 

La solution de GRs à 5% dans le tampon PBS incubée à pression atmosphérique et à 37 

°C en présence ou en absence de flavonoïdes est maintenue sous agitation pendant 30 mn. 

Une solution aqueuse de métal y est ensuite introduite afin d‘initier l‘hémolyse. Le taux 

d‘hémolyse est mesurée par spectrophotométrie (Kuang et al., 1994). Des aliquotes sont 

prélevés après quatre heures d‘incubation et dilués dans le tampon PBS pH 7,4, puis 

centrifugés à 2000 tr/mn pendant 10 mn. Le pourcentage d‘hémolyse est déterminé en 

mesurant l‘absorbance du surnageant à 540 nm que l‘on compare par la suite à l‘absorbance 

d‘un échantillon de GRs totalement hémolysé (traité avec de l‘eau distillée) 

 

Où Aéchantillon: est l‘absorbance de l‘échantillon après 4 h,  

Atotale l‘absorbance totale de l‘hémoglobine présente dans les GRs. 

3. Viabilité des Lymphocytes in vitro : 

3.1. Isolement des lymphocytes humains 

Le sang collecté est placé dans un tube conique où l‘on a préalablement placé de 

l‘histopaque (SIGMA) dont la densité est de 1,077. Une centrifugation à 400g pendant 30 

minutes permet de séparer les lymphocytes grâce à la formation de différentes couches 

contenant chacune les différents types de cellules sanguines (Figure 16). 
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Figure 16 :Isolement des lymphocytes sur gradient histopaque 

Les lymphocytes sont récupérés puis subissent une série de trois lavages successifs avec 

une solution saline équilibrée pour éliminer les contaminants. Les lymphocytes sont par la 

suite suspendus dans 400µl de milieu de culture RPMI 1640 (riche en glucose et en acides 

aminés).  

3.2. Test de transformation lymphoblastique (TTL)  

Un comptage cellulaire est d‘abord réalisé sur cellule de Malassez (chambre quadrillée), 

suite à une coloration par bleu de trypan, (0,4%), colorant permettant de distinguer les cellules 

vivantes. Ceci nous permet de  tester la viabilité des lymphocytes et d‘ajuster notre suspension 

à 4.10
6
 cellules/ml. 

Le TTL permet d‘étudier la prolifération in vitro des lymphocytes stimulés par un  agent 

mitogène la concanavaline A (Con A Sigma, St. Louis, MO, USA), utilisée à une 

concentration finale de 5 µg/mL. Les cultures sont réalisées sur des plaques ELISA de 96 

puits à fond plat (Nunc- Elisa). Les lymphocytes sont mis en culture (4x10
5
 cellules/puits) 

dans le milieu RPMI 1640 auquel on ajoute le tampon HEPES (25 mM), 10% de sérum de 

veau fœtal, la L - Glutamine (2mM), le 2-mercaptoéthanol (5  10
-5

 M), la pénicilline (100 

UI/ml) et la streptomycine (100 (µg/ml).  
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Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multipuits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 minutes à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les 

solutions aqueuses de métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48 

heures à 37 °C, et 5% de CO2  

La détermination de la prolifération lymphocytaire se fait par comptage des cellules 

(cellule de Malassez), confirmée par la méthode du MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tétrazolium bromide].  

La suspension cellulaire est centrifugée à 6000 tours/min pendant 15 minutes. Les 

cellules (culot) sont lysées aux ultrasons et le contenu intracellulaire sert aux dosages des 

marqueurs du stress oxydatif intracellulaire. 

3.3. Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT  

Cette technique repose sur la capacité de la succinate déshydrogénase ; une enzyme 

mitochondriale ; de transformer les sels de tétrazolium de couleur jaune en un produit 

insoluble (sel de Formazan) de couleur bleue violacée(Hansen et al., 1989).  

La solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] 

(Sigma, USA) est préparée à une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, 

PH 7,5), filtrée puis conservée à 4 °C à l‘abri de la lumière. La suspension cellulaire est 

incubée en présence du MTT à 37° C, 5℅ CO2 pendant 3 heures. 

L’enzyme uniquement présente dans les cellules vivantes permet par un dosage 

spectrophotométrique (à 630 nm) de déterminer le nombre de cellules présentes dans la 

suspension cellulaire. Ceci nous permet de calculer l’indice de prolifération grâce à la formule 

suivante : 
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4. Détermination des marqueurs du stress oxydatif 

4.1. Dosage du glutathion réduit 

Les concentrations en glutathion réduit (GSH) sont déterminées par la méthode d‘Ellman 

(Ellman, 1959). Le réactif d‘Ellman, l‘acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoïque), est réduit par les 

groupements thiols du GSH pour être transformé en acide 2-nitro-5-thiobenzoique de couleur 

jaune. 

 

4.2. Dosage de l’activité de la catalase 

L‘activité de la catalase est mesurée par spectrophotométrie dans le lysat 

érythrocytaire ainsi que dans le lysat lymphocytaire (Aebi, 1984). La catalase est responsable 

de la décomposition du peroxyde d‘oxygène H2O2, ce qui résulte en une diminution de 

l‘absorbance à 240 nm. L‘activité de la catalase est exprimée en U/mg d‘hémoglobine grâce à 

une gamme étalon de H2O2. 

4.3. Dosage de l’activité  superoxyde dismutase 

L‘activité superoxyde dismutase mesurée selon (Kono, 1978) est définie comme la 

quantité d‘enzyme capable d‘inhiber de 50% la réaction entre O
2-

 et l‘indicateur. 

Le milieu réactionnel (2 mL) contient 0,1 mM EDTA, 50 mM Na2CO3 et 96 mM de 

NBT. A cela on rajoute 50 µL d‘hydroxylamine à 10 mM (pH 6) et 50 µL d‘échantillon. 

L‘auto-oxydation de l‘hydroxylamine est mesurée à 560 nm après 5 minutes de 

réaction 
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Protéine oxydée  DNPH     DNP-Protéine 

4.4. Dosage du malondialdéhyde (MDA) 

Le marqueur d‘oxydation lipidique le plus utilisé est le malondialdéhyde. La technique 

passe par un traitement acide à chaud, à l‘acide thiobarbiturique (TBA) (Draper & Hadley, 

1990). Les lysats sont incubés 20 minutes à 100 °C avec le TBA et l‘acide trichloroacétique 

(TCA). Après incubation, refroidissement et centrifugation à 4000 t/min pendant 10 minutes, 

la lecture est réalisée sur le surnageant qui contient le MDA. Le TBA réagit avec les 

aldéhydes pour former un produit de condensation chromogénique consistant en 2 molécules 

de TBA et une molécule de MDA. La lecture des absorbances se fait à 532 nm et les 

concentrations en MDA sont calculées grâce au coefficient d‘extinction du complexe MDA-

TBA (  =1,56×10
5
 L.mmol

-1
. cm

-1
). 

4.5. Dosage des protéines carbonylées 

Les concentrations en protéines carbonylées (marqueurs de l‘oxydation protéique) sont 

déterminées selon la méthode de Levine et al. (Levine et al., 1990). 

 

Les protéines oxydées peuvent réagir avec le 2,4- dinitrophénylhydrazine pour donner 

un dérivé hydrazone détectable à 375nm. La concentration des groupements carbonylés est 

calculée grâce au coefficient d‘extinction molaire = 21,5 L.mmol
-1

. cm
-1

. 

 

5. Analyse statistique 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type, n=6.  L'analyse 

statistique est  effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 8, Statsoft, Paris, 

France). Les différences significatives (P < 0,05) ou (P<0.01) sont utilisées pour comparer les 

moyennes des contrôles et les moyennes des échantillons après traitement grâce au test de 

Student apparié. 
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 Résultats et interprétations 

1. Absorptions et constantes de stabilité des complexes 

Dans l‘organisme humain le Fe(III) est principalement exposé à un pH neutre (pH 

~7,4). Pour maintenir sa solubilité dans des conditions physiologiques, le fer est en 

permanence lié aux protéines (hémoglobine, transferrine…) et à d‘autres petits chélateurs 

comme les citrates. La partie de fer(III) non lié est appelée « pool labile de fer » et peut être la 

cible de chélateurs exogènes comme les polyphénols (Kakhlon & Cabantchik, 2002).  

Les ligands de type polyaminocarboxylates comme le citrate ou l‘acide nitrilotriacétique 

(NTA) sont souvent utilisés pour assurer la solubilité du Fe(III) (Gabricevic et al., 2004). Le 

NTA est l‘un des chélateurs organiques les plus étudiés. La spéciation de ses complexes 

ferriques est bien connue (Sanchiz et al., 1999; Nowack, 2002). 

Des titrages de la quercétine ainsi que de ses analogues méthylés avec le NTA ont été 

réalisées par spectrophotométrie d‘absorption UV-Vis. (Figure 17) à pH 7,4 dans un solvant 

méthanol/eau afin d‘élucider quel site de chélation est le plus favorable (catéchol vs α-

hydroxy-carbonyle vs β-hydroxy-carbonyle) et de comparer leur stabilité avec d‘autres 

flavones largement répandus dans le règne végétal: la rutine (catéchol vs β-hydroxycarbonyle) 

et la (+)catéchine (catéchol). 

Comme le montre la Figure 17, le titrage de la quercétine3‘4‘OH par le FeNTA révèle, 

en plus de l‘effet bathochrome des transition - * centrée à ~ 350 nm, la formation d‘une 

large bande d‘absorption (transfert de charge du ligand vers le métal, LMCT) dans le domaine 

visible qui est caractéristique de la complexation du Fe(III) par le site de chélation bidenté 

catéchol (Palaniandavar et al., 2006). Des transitions de type LMCT ont également été 

observées pour les complexes ferriques formés avec les autres systèmes considérés dans ce 

travail avec le FeNTA (annexes). La Figure 18 décrit les spectres électroniques de l‘analogue 

quercétine3‘4‘OH et de ses complexes ferriques calculés grâce au traitement statistique des 

données spectrophotométriques. La Figure 19 montre quant à elle les courbes de distribution 

des complexes ferriques formés avec le composé quercétine3‘4‘OH en fonction de la 

concentration de FeNTA ajoutée. La Figure 20 confirme la présence exclusive d‘un complexe 

1:1 formé entre le composé quercétine3‘4‘OH et le FeNTA. 
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Figure 17 : Titrage spectrophotométriques des complexes ferriques de la 3,5,7-tri-O-méthyl-

quercétine (noté quercétine3’4’OH) Solvant: CH3OH/H2O (80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon 

hépes); T = 25,0(2) °C; l = 1 cm. [Quercétine 3’4’OH]0 = 2,89 × 10
-5

 M. 

 

Figure 18 : Spectres électroniques des complexes ferriques de la quercétine3’4’OH. Solvant: 

CH3OH/H2O (80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hépes); T = 25,0(2) °C; l = 1 cm. [Quercétine 

3’4’OH]0 = 2,89 × 10
-5

 M. 
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Figure 19 : Courbes de distribution des espèces formées lors de la complexation de la quercétine 

3’4’OH par le FeNTA. Solvant: CH3OH/H2O (80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hepes); T = 

25,0(2) °C; l = 1 cm. [Quercétine 3’4’OH]0 = 2,89 × 10
-5

 M. 
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Figure 20 : Spectre de masse en mode electrospray des complexes ferriques de la 

quercétine3’4’OH (noté LH2) enregistré en mode négatif en présence de FeNTA. Solvant : 

CH3OH, tension de capillaire = 4000 V. [L.FeNTA]tot = 5 × 10
-5

 M; Fragmenteur = -100 V. 
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Un traitement statistique des titrages effectués par spectrophotométrie d‘absorption UV-

Vis. des différentes flavonoïdes étudiées par le FeNTA a été effectué (Gampp et al., 1985a) 

afin de calculer les différentes constantes de stabilité. Ces données thermodynamiques sont 

rassemblées dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Constantes de stabilité des complexes du FeNTA, du Cu et  du Zn avec la rutine, la 

(+)-catéchine, la quercétine et ses analogues O-méthylés.
a
 

Flavonoïde Q Q3OH Q5OH Q3,5OH Q3’4’OH (+)Catéchine Rutine 

log KL.FeNTA (σ) 

λmax (LMCT) 

ε
λmax

 (10
3 

M
-1

 cm
-1

) 

5,0(3) 

620 

3,7 

4,4(2) 

480 

4,8 

nc 

4,8(6) 

425/515 

4,8/1,1 

5,3(3) 

600 

4,05 

6,22(3)b 

570 

2,4 

5,3(2) 

598 

2,7 

log KL.Cu (σ) 

log KL2.Cu (σ) 

6,0(2) 

4,8(3) 

nd nd nd nd 

4,0(2) 

 

4,6(1) 

 

log KL.Zn 4,23(2) nd nd nd nd ~2 2,62(3) 

Q = quercetin, Q3‘4‘OH = Quercétine3‘4‘OH, Q35OH = Quercétine35OH, Q3OH = 

Quercétine3OH, Q5OH = Quercétine5OH. log KFeNTA = 6,0 à pH = 7,4. 
a 

Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 m/m) ; pH = 7,4 (tampon hépes) ; I = 0,1 M (Hepes) ; T = 25,0(2) °C. 
b 

Solvant : H2O ; pH = 7,4 (Tampon hépes 0,05 M) ; T = 25,0(2) °C ; référence (Carrër, 2005; 

Elhabiri et al., 2007). nd: non déterminé; nc: pas de complexation. σ = déviation standard. 

La stœchiométrie 1:1:1 des complexes formés avec le FeNTA et les différents systèmes 

à notre disposition confirment de précédentes études basées sur des systèmes catéchols 

(Elhabiri et al., 2007) ou hydroxamates (Das et al., 1989; Brandel et al., 2012) avec le 

FeNTA. De plus, la spectrométrie de masse en mode électrospray (ESI-MS) a permis de 

caractériser la formation de complexes ternaires avec le FeNTA en accord avec les résultats 

obtenus par spectrophotométrie (Figure 20). Des massifs isotopiques monochargés 

(positivement ou négativement) et caractéristiques de la complexation du fer(III) ont été mis 

en évidence. La quercétine, la quercétine3‘4‘OH, la rutine et la (+)catéchine se sont ainsi 

révélés comme étant les meilleurs chélateurs du Fe(III) suggérant que le site catéchol est donc 

le site de chélation le plus efficace. La quercétin3OH et la quercétin3,5OH (possédant un site 

-hydroxy-carbonyle) présentent également, en présence de FeNTA, des transition LCMT 
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caractéristiques dans le domaine visible  (mais à de plus fortes énergies), ce qui indique aussi 

que ces molécules peuvent se lier au FeNTA grâce au site α-hydroxy-carbonyle (annexe). Les 

complexes formés sont cependant beaucoup moins stables que ceux formés par exemple avec 

la quercétine. Finalement, le titrage de la quercétine5OH par le FeNTA montre que le site β-

hydrox-carbonyle ne permet pas de complexer efficacement le fer(III) et par conséquent 

constitue pas un site privilégié du FeNTA.  

2. Propriétés antiradicalaires 

Le Tableau 3 rassemble les résultats obtenus lors de l‘étude des activités antiradicalaires 

obtenues avec le 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH
•
). L‘acide ascorbique a été utilisé 

comme standard à des fins de comparaison. Les valeurs de EC50 (concentration efficace de 

l‘anti-oxydant permettant de diminuer la concentration initiale de DPPH
•
 de 50%) sont 

inversement proportionnelles à l‘activité anti-oxydante (plus le EC50 est faible plus le pouvoir 

anti-oxydant est fort). Parmi les molécules testées, la quercétine (12,02 µM) et la rutine (12,62 

µM) ont montré les activités antiradicalaires les plus élevées (deux fois plus puissants que 

l‘acide ascorbique). De manière générale, les composés possédant une sous unité B catéchol 

(quercétine, rutine, (+)catéchine et quercétine3‘4‘OH) sont plus efficaces que l‘acide 

ascorbique. La Figure 21 et la Figure 22 montrent respectivement un exemple de dosage du 

radical DPPH
•
 par la rutine et l‘acide ascorbique (cinétique rapide, spectres mesurés très 

rapidement) tandis que la Figure 23 présente un exemple de réaction lente entre le radical 

DPPH
•
 et le composé quercétine3‘4‘OH.  
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Figure 21 : Evolution de l’absorbance du DPPH (cinétique rapide) en présence de différents 

volumes de rutine. [DPPH]=125µM, [Rutine]=4mM. 
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Figure 22 : Evolution de l’absorbance du DPPH (cinétique rapide) en présence de différents 

volumes d’acide ascorbique. [DPPH]=125µM, [acide ascorbique]=4 mM. 
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Figure 23 : Evolution de l’absorbance du DPPH (cinétique lente) en présence de différents 

volumes de quercétine3’4’OH. [DPPH]=125µM, [Q3’4’OH]=1mM. 

 

Tableau 3 : Concentrations efficaces (CE50±ET) des flavonoïdes étudiés et du standard (acide 

ascorbique). 

Composé CE50(µM) Pente/R
2
 

Quercétine 12,02±1,08 7,67/0,998 

Rutine 12,62±0,78 7,13/0,999 

Quercétine3’,4’OH 18,16±0,65 6,61/0,998 

(+)Catéchine 21,11±0,86 4,62/0,986 

Acide Ascorbique  24,84±0,12 3,96/0,998 

Quercétine3OH 25,72±0,46 3,24/0,999 

Quercétine3,5OH 37,86±0,22 2,11/0,999 

Quercétine5OH 50,27±0,08 1,79/0,999 
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Figure 24 : Activité antiradicalaire vis-à-vis du radical DPPH
•
 des flavonoïdes étudiés et du 

standard acide ascorbique.  

○-Quercétine, ■-Rutine, ▲-Quercétine 3‘,4‘OH,▼-Catéchine, □-acide ascorbique,              

◄-Quercétine 3 OH, ►-Quercétine 3,5 OH, ●-Quercétine 5 OH. L‘erreur standard sur le 

pourcentage d‘inhibition est estimée à environ 4% pour toutes les concentrations examinées. 

La séquence de réactivité suivante (Figure 24) vis-à-vis du radical DPPH
•
 a pu être 

établie : quercétine > rutine > quercétine3‘4‘OH > (+)catéchine > acide ascorbique > 

quercétine3OH > quercétine3,5OH > quercétine5OH. Ces résultats sont parfaitement en 

accord avec ceux obtenus pour la chélation Fe(III). Ceci prouve que les flavonoïdes possédant 

un puissant pouvoir antiradicalaire/anti-oxydant sont également de très bon chélateurs du 

Fe(III). 

 

3. Etude in vitro sur les globules rouges 

3.1. Test d’hémolyse 

Nous nous intéressons ici aux conséquences de l‘addition des métaux sur l‘hémolyse de 

globules rouges. Pour une meilleure solubilité, le fer est ajouté sous sa forme ferreuse Fe(II). 

Le Fe(II) s‘oxyde rapidement vers sa forme ferrique Fe(III) (Ilbert & Bonnefoy, 2013). 

L‘addition de 400 µM de Fe
2+

, de Zn
2+

 et de Cu
2+

 conduit respectivement à un taux 

d‘hémolyse de 37%, de 22% et de 32%. 
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La quercétine possède une activité anti-hémolytique puissante en réduisant le 

pourcentage d‘hémolyse induit par l‘addition du métal  (37% à 400 µM Fe
2+

) à des niveaux 

très faibles (4,18% et 7,45% à respectivement 200 et 100 µM de quercétine (Figure 25). 

Cependant, le pouvoir de protection de la quercétine vis-à-vis  de l‘effet du Zn
2+ 

n‘est pas 

aussi important. En effet, le pourcentage d‘hémolyse initial de 33% (en présence de 400 µM 

de Zn
2+

) ne décroit qu‘à 28% et 22% en présence de respectivement 100 µM et 200 µM de 

quercétine.  

Cependant, la quercétine utilisée à deux concentrations différentes (100 µM et 200 µM) 

montre un effet pro-oxydant en présence de Cu
2+

. Le taux d‘hémolyse augmente de 22% (à 

400 µM de Cu
2+

 seul) à respectivement 35% (200 µM de quercétine) et 42% (100 µM de 

quercétine). 

Les résultats obtenus pour la (+)catéchine (Figure 26)et la rutine (Figure 27) sont 

similaires. Leurs capacités à se lier au fer leur confère un puissant pouvoir antihémolytiques. 

 
Figure 25 :Taux d’hémolyse d’une solution de globules rouges à 5% supplémentés en métaux 

(400 µM) en absence et en présence de quercétine (100 et 200 µM) à 37°C. 

 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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Figure 26 : Taux d’hémolyse d’une solution de globules rouges à 5% supplémentés en métaux 

(400 µM) en absence et en présence de (+)catéchine (100 et 200 µM) à 37 °C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

Figure 27 : Taux d’hémolyse d’une solution de globules rouges à 5% supplémentés en 

métaux (400 µM) en absence et en présence de rutine (100 et 200 µM) à 37 °C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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L‘activité anti-hémolytique de la rutine en présence de Zn
2+

 est comparable à celle de la 

quercétine, alors que celle de la catéchine est plus élevée. En présence de Cu
2+

, la catéchine et 

la rutine n‘ont qu‘un faible effet protecteur à 200 µM, qui se transforme en effet pro-oxydant 

à 100 µM augmentant l‘hémolyse à ~ 29% et ce pour les deux molécules. 

3.2. Paramètres du stress oxydatif 

Le statut oxydant/anti-oxydant des globules rouges traités par les flavonoïdes en 

présence des trois métaux étudiés précédemment (fer, cuivre et zinc) a été évalué. Pour cela 

deux marqueurs du statut oxydant, le MDA et les protéines carbonylées, ainsi que trois 

marqueurs du statut anti-oxydant, le GSH, l‘activité de la SOD et l‘activité de la catalase ont 

été évalués. 

3.2.1. Teneurs en glutathion réduit (GSH)  

En présence des trois métaux étudiés les valeurs obtenues pour le glutathion réduit 

(GSH) - un des principaux marqueurs du statut oxydant - ont diminué significativement par 

rapport au contrôle (7,12 mmol/g Hb) (Figure 28). Cette diminution est particulièrement 

conséquente dans le cas du Fe
2+

 et du Zn
2+

 (4,25 et 4,97 mmol/g Hb, respectivement). 

Ces valeurs  changent peu (cas du Zn
2+

) ou quasiment pas (cas du Fe
2+

) par rapport au 

contrôles quand les globules rouges sont préalablement traités par les flavonoïdes. Les 

résultats obtenus avec le Cu
2+

 montrent une diminution prononcée du GSH quand les globules 

rouges sont traités par 100 µM de flavonoïdes. 

3.2.2. Activité de la Catalase 

Les valeurs de l‘activité de la catalase ont diminué significativement par rapport au 

contrôle (237 U/mg Hb) en présence des ions Fe
2+

 et Cu
2+

 (Figure 29). 

 L‘effet observé après supplémentation en Zn
2+

 est moins accentué. Une supplémentation 

en flavonoïdes (quercétine, (+)catéchine ou rutine) n‘a pas d‘effets notoires sur l‘activité 

catalase en présence de Zn
2+

. Même à des concentrations de 200 µM. Par contre, comme 

observé précédemment pour le GSH, un prétraitement avec des flavonoïdes permet de rétablir 

le taux initial de l‘activité catalase en présence de Fe
2+

spécialement pour la rutine. 
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Figure 28 : Teneurs en GSH d’une solution de globules rouges à 5% supplémentées en métaux 

(400 µM) en absence et en présence de flavonoïdes (100 et 200 µM) à 37 °C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

 

 

Figure 29 : Activité de la catalase d’une solution de globules rouges à 5% supplémentées en 

métaux (400 µM) en absence et en présence de flavonoïdes (100 et 200 µM) à 37 °C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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Il est également observé que la catéchine n‘a que très peu d‘effet sur l‘activité catalase 

dans le cas des globules rouges traités par le Cu
2+

.alors que la rutine permet de l‘accroitre 

légèrement. Cependant, en présence de 100 µM de quercétine l‘activité catalase est fortement 

diminuée. 

 

3.2.3. Activité de la SOD  

Les valeurs de l‘activité de la SOD obtenues pour les contrôles (1,92 U/mg Hb), sont là 

aussi nettement diminuées après l‘addition des trois métaux (Figure 30). Le Cu(II) est le 

métal qui réduit le plus l‘activité SOD (50% par rapport au contrôle), tandis que le Zn(II) 

présente un effet modéré sur cette enzyme (30% par rapport au contrôle). La quercétine 

montre un effet important sur le fer et le zinc puisque les valeurs sont comparables au 

contrôle, elle n‘a par contre qu‘un effet modéré quand les globules rouges sont supplémentés 

en cuivre. 

La catéchine et la rutine ont des effets assez comparables en présence des trois métaux. Ces 

deux flavonoïdes n‘ont que peu d‘effets sur l‘activité SOD des globules rouges surchargés en 

métaux, puisque les valeurs ne restent comparables à celles obtenues pour les globules rouges 

en présence de métaux uniquement. 

 

3.2.4. Teneurs en malondialdéhyde (MDA)  

En ce qui concerne le statut oxydant, les valeurs du MDA (Figure 31); marqueur de 

peroxydation lipidique; sont fortement augmentées en présence de Fe
2+

 et de Zn
2+

 (Figure 

31). Ces valeurs passent de 0,29 nmol/g Hb (contrôle) à respectivement 0,44 (Fe
2+

) et 0,49 

nmol/g Hb (Zn
2+

). Pour le Cu
2+

, cet effet est plus faible (augmentation de 20% par rapport au 

contrôle pour 400 µM de Cu
2+

). 

Ceci contraste avec les résultats obtenus en présence d‘excès de cuivre où les complexes 

Cu(I)-catécholate générés (100 µM) causent une augmentation significative du taux de MDA. 

A de plus fortes concentrations en flavonoïdes cet effet pro-oxydant est atténué.  
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Figure 30 : Activité SOD d’une solution de globules rouges à 5% supplémentées en métaux (400 

µM) en absence et en présence de flavonoïdes (100 et 200µM) à 37°C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

 

Figure 31 : Teneurs en MDA d’une solution de globules rouges à 5% supplémentées en métaux 

(400 µM) en absence et en présence de flavonoïdes (100 et 200 µM) à 37 °C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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3.2.5. Teneurs en protéines carbonylées (PC)  

Les teneurs en protéines carbonylées (PC) ont augmenté d‘une valeur de 2,66 nmol/mg de 

protéines (contrôle) pour atteindre respectivement 4,67 (Fe
2+

), 3,78 (Cu
2+

) et 4,46 (Zn
2+

) 

nmol/mg, confirmant là aussi l‘effet pro-oxydant des ions métalliques étudiés (Figure 32). En 

présence de Fe
2+

, les trois flavonoïdes ont permis de conserver un taux de PC à des valeurs 

comparables au contrôle, la quercétine étant la plus puissante dans ce rôle. Pour les globules 

rouges traités avec les ions Zn
2+

, les taux de PC ont également diminués en présence de 

flavonoïdes. Cependant l‘effet est ici plus modéré. L‘augmentation du taux de PC des 

globules rouges traités avec les ions Cu
2+

, et en présence de flavonoïdes, vient conforter 

l‘effet pro-oxydant de ce dernier déjà observé sur les paramètres étudiés précédemment. 

 

Figure 32 : Teneurs en PC d’une solution de globules rouges à 5% supplémentées en métaux 

(400 µM) en absence et en présence de flavonoïdes (100 et 200 µM) à 37°C. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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4. Etude in vitro sur les lymphocytes 

Cette partie est dédiée à l‘étude de l‘effet de quatre flavonols (la quercétine et trois de 

ses dérivés méthylés : quercétine 3‘4‘OH noté Q3‘4‘OH, quercétine 3OH noté Q3OH et 

quercétine 5OH noté Q5OH) et de trois flavanols (la (+)-catéchine, l‘épicatéchine, notée EC, 

et l‘épigallo-catéchine-gallate, notée EGCG) en présence du Fe
2+

,du Cu
2+

 et du Zn
2+

 sur un 

deuxième modèle cellulaire : le lymphocyte.  

4.1. Indice de prolifération  

La Figure 37 et la Figure 38 montrent l‘effet des flavonoïdes étudiés à différentes 

concentrations (25, 50 et 100 µM) sur l‘indice de prolifération lymphocytaire en présence de 

l‘ion Zn
2+

 à une concentration de 100 µM. 

L‘effet du zinc sur la prolifération lymphocytaire présente une diminution significative. 

Cependant, en présence de quercétine et de Q3‘4‘OH (noyau catéchol) et en présence de 

catéchine, d‘épicatéchine et d‘EGCG (Flavanols), cette prolifération décroit rapidement à 

mesure que les concentrations en flavonoïdes augmentent indiquant très clairement un effet 

négatif sur la viabilité cellulaire. Il est également à souligner qu‘en présence de Quercétine 

5OH la prolifération lymphocytaire ne montre pas de changements significatifs. 

Le fer (Figure 33 et Figure 34) et le cuivre (Figure 35 et Figure 36) entrainent par 

contre une diminution significative de la prolifération lymphocytaire. L‘association entre 

flavonoïdes et Cu(II) entraine une diminution plus accentuée de la viabilité des cellules 

lymphocytaires d‘autant plus que la concentration augmente. Les valeurs obtenues sont 

comparables à celle du Zn(II) pour des concentrations équivalentes. 

L‘addition de flavonoïdes en présence de Fe(II) induit par contre une augmentation de 

la prolifération lymphocytaire et rétablit les valeurs obtenues à des niveaux comparables à 

ceux des contrôles, et permet même de le surpasser pour des concentrations plus élevées en 

flavonoïdes (Figure 33 et Figure 34). On remarque là aussi que la Q3OH n‘a que peu d‘effet 

sur l‘évolution de la viabilité cellulaire en présence des ions métalliques et que le composé 

Q5OH n‘a pas d‘effets significatifs. 
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Figure 33 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100 µM de Fe
2+

 pour les 

différents flavonols étudiés à 37°C et 5% CO2 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01 

.  

Figure 34 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100 µM de Fe
2+

 pour les 
différents flavanols étudiés à 37°C et 5% CO2 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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Figure 35 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100 µM de Cu
2
 pour les 

différents flavonols étudiés à 37°C et 5% CO2. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

Figure 36 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100µM de Cu
2
 pour les 

différentes flavanols étudiés à 37°C et 5% CO2. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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Figure 37 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100 µM de Zn
2+

 pour les 

différents flavonols étudiés à 37°C et 5% CO2. 

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

Figure 38 : Indice de prolifération lymphocytaire en présence de 100µM de Zn
2+

 pour les 

différents flavanols étudiés à 37°C et 5% CO2.  

Chaque valeur représente la moyenne ± écart type ; n=6. La comparaison des moyennes entre 

contrôles et échantillons traités est effectuée par le test de Student apparié : * P < 0,05; ** p < 

0,01. 
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4.2. Paramètres du stress oxydatif 

4.2.1. Le fer 

Le Tableau 4 et le Tableau 5 représentent les valeurs des différents paramètres du stress 

oxydant des cellules lymphocytaires traitées par le Fe(II) en présence de concentrations 

croissantes de flavonoïdes. 

En présence de fer (100 µM) la viabilité cellulaire a diminué significativement, ce qui se 

traduit naturellement par une augmentation du stress oxydant. Les taux de MDA et de PC ont 

augmenté de manière significative, alors que les taux de GSH et de SOD ont diminué 

également de manière significative. Cependant, le taux de l‘activité catalase a augmenté de 

manière significative (22%). L‘addition des flavonoïdes à noyau catécholate rétablit là aussi 

les paramètres du stress oxydant vers des valeurs comparables aux contrôles. 

L‘EGCG est particulièrement efficace puisqu‘à une concentration de 100 µM les 

valeurs contrôles sont rétablies, alors que la Q5OH est le moins efficace des flavonoïdes 

étudiés, ce qui est certainement dû à l‘absence du noyau catécholate. 
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Tableau 4 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Fe
2+

pour les différents flavonols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle 
     

ConA 2,73 ± 0,23 148,6 ± 4,74 20,67±1,33 2,94±0,24 21,2±0,35 

ConA+ Fe 1,71 ± 0,25** 190,2 ± 6,07* 11,17±1,17** 5,34±0,5** 36,14±1,4** 

Q 

ConA+Fe+25µM 

Flavonol 1,95 ± 0,26** 176,89 ± 5,64* 13,4±1,43** 4,07±0,57* 33,43±0,72** 

ConA+ Fe +50µM 

Flavonol 2,25 ± 0,32 164,51 ± 5,25 16,08±1,71** 3,68±0,34* 29,52±1,27** 

ConA+Fe+100µM 

Flavonol 2,45 ± 0,18 152,99 ± 4,88 19,29±2,05 3,22±0,36* 25,01±0,47* 

Q3'4'OH 

ConA+ Fe+25µM 

Flavonol 1,88 ± 0,03** 180,69 ± 5,76* 12,14±0,64** 4,64±0,48** 34,09±2,3** 

ConA+ Fe+50µM 

Flavonol 2,13 ± 0,06* 171,66 ± 5,48 14,56±0,76** 3,99±0,43* 30,35±1,44** 

ConA+Fe+100µM 

Flavonol 2,3 ± 0,06 163,08 ± 5,2 17,48±0,92* 3,59±0,17* 26,5±0,67** 

Q3OH 

ConA+Fe+25µM 

Flavonol 1,8 ± 0,05** 182,6 ± 5,82* 11,14±0,72** 4,76±0,31** 35,16±1,29** 

ConA+Fe+50µM 

Flavonol 2,04 ± 0,04* 175,29 ± 5,59* 13,37±0,86** 4,24±0,35** 32,38±1,81** 

ConA+Fe+100µM 

Flavonol 2,18 ± 0,04* 168,28 ± 5,37 16,04±1,03** 3,94±0,34* 30,3±2,08** 

Q5OH 

ConA+Fe+25µM 

Flavonol 1,75 ± 0,04** 184,5 ± 5,89* 10,66±0,2** 4,77±0,35** 36,08±1,04** 

ConA+Fe+50µM 

Flavonol 1,8 ± 0,07** 178,96 ± 5,71* 12,79±0,24** 4,69±0,39** 35,54±1,13** 

ConA+Fe+100µM 

Flavonol 1,85 ± 0,05** 173,59 ± 5,54 15,35±0,29** 4,16±0,33* 34,62±1,51** 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=6. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48 h à 37 °C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 
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Tableau 5 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Fe
2+

pour les différents flavanols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle 
     

ConA 2,73 ± 0,23 148,6 ± 4,74 20,67±1,33 2,94±0,24 21,2±0,35 

ConA+Fe 1,71 ± 0,25** 190,2 ± 6,07* 11,17±1,17** 5,34±0,5** 36,14±1,4** 

Catéchine 

ConA+Fe+25µM 

Flavanol 1,88 ± 0,07** 178,79 ± 5,7* 12,21±0,56** 4,13±0,65* 34,5±1,15** 

ConA+Fe+50µM 

Flavanol 2,18 ± 0,04* 168,06 ± 5,36 14,8±0,74** 3,86±0,35* 30,55±1** 

ConA+Fe+100µM 

Flavanol 2,38 ± 0,08 157,98 ± 5,04 17,72±0,87* 3,62±0,37* 28,22±1,67** 

Epicatéchine  

ConA+Fe+25µM 

Flavanol 1,95 ± 0,03** 176,51 ± 5,63* 12,27±0,52** 4,13±0,65** 32,86±1,6** 

ConA+Fe+50µM 

Flavanol 2,28 ± 0,01 163,8 ± 5,23 15,17±0,62** 3,68±0,34* 30,4±2,49** 

ConA+Fe+100µM 

Flavanol 2,45 ± 0,07 152,01 ± 4,85 18,37±0,46 3,5±0,32* 27,12±0,68** 

Epigallocatéchine gallate  

ConA+Fe+25µM 

Flavanol 2,03 ± 0,08* 174,99 ± 5,58* 14,08±0,94** 3,85±0,4* 32,06±0,84** 

ConA+Fe+50µM 

Flavanol 2,38 ± 0,05 160,99 ± 5,14 16,74±1,01* 3,36±0,31* 26,76±1,04** 

ConA+Fe+100µM 

Flavanol 2,63 ± 0,07 151,33 ± 4,83 19,91±0,91 3,29±0,27* 24,7±1,22* 

 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=6. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48h à 37 °C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 
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4.2.2. Le cuivre 

Le Tableau 6 et le Tableau 7 présentent les valeurs des différents paramètres du stress 

oxydant des cellules lymphocytaires traitées par le Cu(II) en présence de concentrations 

croissantes de flavonoïdes. 

L‘effet oxydant du Cu(II) est clairement établi là aussi, puisque les taux de MDA et de 

PC sont significativement élevés par rapport aux contrôles, alors que les taux de GSH et de 

SOD diminuent de manière toute aussi significative. On observe, comme précédemment pour 

le fer, une augmentation de l‘activité de la catalase (18%), ce qui est comparable aux valeurs 

obtenues avec le Fe(II).  

De manière générale les teneurs en MDA et PC augmentent significativement en 

présence de flavonoïdes alors que l‘activité de la SOD diminue significativement (45% pour 

l‘EGCG à 100µM).  
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Tableau 6 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Cu
2+

pour les différents flavonols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle      

ConA 2,73 ± 0,68 148,6 ± 4,74 20,67 ± 1,33 2,94±0,24 21,2±0,35 

ConA+ Cu 2,01 ± 0,29* 181,29 ± 5,78* 14,85 ± 0,71** 4,91±0,58** 27,1±1,05**
e
 

Q 

ConA+Cu+25µM 

Flavonol 
1,9 ± 0,29** 192,1 ±6,13** 15,89 ± 0,76** 5,01±0,35** 29,27±1,14** 

ConA+ Cu+50µM 

Flavonol 
1,75 ± 0,36** 203,7 ± 6,5** 16,51 ± 0,73* 5,51±0,39** 31,61±1,23** 

ConA+Cu+100µM 

Flavonol 
1,65 ± 0,2** 215,92 ± 6,89** 16,24 ± 0,7* 6,06±0,42** 34,14±1,33** 

Q3'4'OH 

ConA+ Cu +25µM 

Flavonol 
1,98 ± 0,15** 190,35 ± 6,07* 15,89 ± 0,38** 4,82±0,26** 28,47±1,47** 

ConA+ Cu +50µM 

Flavonol 
1,88 ± 0,26** 199,87 ± 6,38** 16,35 ± 1,31* 5,3±0,29** 30,75±1,59** 

ConA+Cu+100µM 

Flavonol 
1,8 ± 0,29** 209,86 ± 6,69** 16,19 ± 0,74* 5,83±0,31** 33,21±1,72** 

Q3OH 

ConA+ Cu +25µM 

Flavonol 
1,98 ± 0,22** 186,73 ± 5,96* 15,22 ± 1,39** 4,85±0,17** 25,15±0,98* 

ConA+ Cu+50µM 

Flavonol 
1,93 ± 0,18** 192,33 ± 6,14** 15,85 ± 1,15** 5,01±0,35** 27,16±1,06*** 

ConA+Cu+100µM 

Flavonol 
1,9 ± 0,19** 198,1 ± 6,32** 15,69 ± 0,73** 5,18±0,37** 29,33±1,14** 

Q5OH 

ConA+ Cu +25µM 

Flavonol 
2 ± 0,16 184,01 ± 5,87* 14,69 ± 1,51** 4,96±0,53** 23,31±1,28 

ConA+ Cu +50µM 

Flavonol 
2,05 ± 0,3 186,77 ± 5,96* 14,56 ± 1** 4,99±0,54** 23,77±1,31 

ConA+Cu+100µM 

Flavonol 
1,98 ± 0,22 189,57 ± 6,05* 14,1 ± 0,51** 5,17±0,25** 24,25±1,33 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=6. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48h à 37 °C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 
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Tableau 7 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Cu
2+

pour les différents flavanols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle 
     

ConA 2,73 ± 0,68 148,6 ± 4,74 20,67 ± 1,33 2,94±0,24 21,2±0,35 

ConA+Cu 2,01 ± 0,29* 181,29 ± 5,78* 14,85 ± 0,71** 4,91±0,58** 27,1±1,05** 

Catéchine 

ConA+ Cu+25µM 

Flavanol 
1,91 ± 0,33** 193,07 ± 6,16** 15,56 ± 0,66** 4,79±0,6** 28,74±2,22** 

ConA+Cu+50µM 

Flavanol 
1,77 ± 0,18** 205,62 ± 6,56** 16,74 ± 0,53* 5,43±0,57** 31,04±2,4** 

ConA+Cu+100µM 

Flavanol 
1,72 ± 0,35** 218,99 ± 6,99** 16,84 ± 0,5* 5,94±0,32** 33,52±2,59** 

Epicatéchine 

ConA+ Cu +25µM 

Flavanol 
1,85 ± 0,13** 192,53 ± 6,14** 15,79 ± 0,49** 5,19±0,48** 28,66±2,43** 

ConA+ Cu +50µM 

Flavanol 
1,72 ± 0,06** 204,46 ± 6,52** 16,68 ± 0,31* 5,86±0,2** 30,95±2,62** 

ConA+Cu+100µM 

Flavanol 
1,63 ± 0,3** 217,14 ± 6,93** 16,86 ± 0,28* 6,18±0,13** 33,43±2,83** 

Epigallocatéchine gallate 

ConA+ Cu+25µM 

Flavanol 
1,8 ± 0,34** 194,88 ± 6,22** 16,61 ± 0,28* 5,97±0,37** 30,16±1,64** 

ConA+ Cu+50µM 

Flavanol 
1,66 ± 0,23** 209,5 ± 6,68** 17,71 ± 0,58* 6,31±0,61** 32,57±1,77** 

ConA+Cu+100µM 

Flavanol 
1,5 ± 0,31** 225,21 ± 7,18** 19,62 ± 0,51 6,88±0,23** 35,18±1,91** 

 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=6. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48h à 37°C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 

 

 

 



Résultats et Interprétations 

81 

 

4.2.3. Le zinc 

En ce qui concerne le Zn(II), le Tableau 8 et le Tableau 9 montrent les valeurs obtenues 

pour les différents paramètres du stress oxydant des cellules lymphocytaires traitées par le 

Zn(II) en présence de concentrations croissantes de flavonoïdes. Les valeurs obtenues dans le 

Tableau 8 et le Tableau 9 sont comparables à celles obtenues pour le fer dans le sens que 

l‘addition de flavonoïdes atténue l‘effet néfaste du Zn(II) sur les paramètres du stress oxydant. 

En effet, les niveaux du MDA, des PC et du GSH sont rétablis vers des valeurs comparables 

aux contrôles. Cependant, une diminution significative des activités de la catalase et de la  

SOD est observée (respectivement 43% et 40%) pour l‘EGCG à 100 µM, ce qui est 

comparable aux résultats obtenus précédemment pour l‘EGCG à 100 µM en présence des ions 

Zn(II). 
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Tableau 8 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Zn
2+

pour les différents flavonols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle 
     

ConA 2,73 ± 0,15 148,6 ± 4,74 20,67 ± 1,33 2,94 ± 0,24 21,2 ± 0,35 

ConA+Zn 2,49 ± 0,06 146,67 ± 2,08 13,97 ± 1,46** 4,56 ± 0,51** 30,11 ± 1,17** 

Q 

ConA+Zn+25µM 

Flavonol 
2,27 ± 0,07 131,67 ± 3,06** 15,55 ± 0,84** 3,7 ± 0,52* 27,86 ± 0,6** 

ConA+Zn+50µM 

Flavonol 
1,85 ± 0,08** 113 ± 5,57** 16,69 ± 0,73* 3,35 ± 0,31* 24,6 ± 1,06* 

ConA+Zn+100µM 

Flavonol 
1,52 ± 0,04** 92 ± 5,29** 16,29 ± 0,91** 2,93 ± 0,33 20,84 ± 0,4 

Q3'4'OH 

ConA+Zn+25µM 

Flavonol 
2,25 ± 0,03 132,33 ± 2,52** 15,89 ± 0,38** 4,22 ± 0,44** 28,41 ± 1,92** 

ConA+Zn+50µM 

Flavonol 
1,82 ± 0,06** 120,67 ± 2,08** 16,35 ± 1,31** 3,63 ± 0,4* 25,29 ± 1,2* 

ConA+Zn+100µM 

Flavonol 
1,47 ± 0,06** 102,67 ± 4,16** 16,19 ± 0,74** 3,26 ± 0,16* 22,08 ± 0,56 

Q3OH 

ConA+Zn+25µM 

Flavonol 
2,29 ± 0,05 140,67 ± 4,73* 14,89 ± 1,35** 4,33 ± 0,28** 29,3 ± 1,07** 

ConA+Zn+50µM 

Flavonol 
2,04 ± 0,04* 129,67 ± 2,08** 15,85 ± 1,15** 3,85 ± 0,32* 26,98 ± 1,51** 

ConA+Zn+100µM 

Flavonol 
1,93 ± 0,04** 111,67 ± 3,06** 15,91 ± 0,89** 3,58 ± 0,31* 25,25 ± 1,74* 

Q5OH 

ConA+Zn+25µM 

Flavonol 
2,34 ± 0,04 145,33 ± 2,52 14,69 ± 1,51 4,34 ± 0,32 30,07 ± 0,87** 

ConA+Zn+50µM 

Flavonol 
2,13 ± 0,07* 135,33 ± 3,51* 14,56 ± 1 4,27 ± 0,35 29,62 ± 0,95** 

ConA+Zn+100µM 

Flavonol 
2,05 ± 0,05* 131,33 ± 6,11** 14,47 ± 1,23 3,78 ± 0,3 28,85 ± 1,25** 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=6. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48h à 37°C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 
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Tableau 9 : Valeurs des paramètres du stress oxydant au niveau du lysat des lymphocytes traités 

par 100µM de Zn
2+

pour les différents flavanols étudiés 

 
SOD Catalase GSH PC MDA 

Contrôle 
     

ConA 2,73 ± 0,15 148,6 ± 4,74 20,67 ± 1,33 2,94 ± 0,24 21,2 ± 0,35 

ConA+Zn 2,49 ± 0,06 146,67 ± 2,08 13,97 ± 1,46** 4,56 ± 0,51** 30,11 ± 1,17** 

Catéchine 

ConA+Zn+25µM 

Flavanol 
2,14 ± 0,07* 124,67 ± 4,16** 14,89 ± 0,69** 3,75 ± 0,59* 28,75 ± 0,95** 

ConA+Zn+50µM 

Flavanol 
1,61 ± 0,04** 115,33 ± 4,62** 16,36 ± 1,29** 3,51 ± 0,32* 25,46 ± 0,84* 

ConA+Zn+100µM 

Flavanol 
1,27 ± 0,08** 98,33 ± 5,51** 16,41 ± 0,87* 3,29 ± 0,33* 23,52 ± 1,39 

Epicatéchine 

ConA+Zn+25µM 

Flavanol 
2,29 ± 0,03 123,67 ± 5,13** 15,45 ± 1** 3,75 ± 0,59* 27,38 ± 1,33** 

ConA+Zn+50µM 

Flavanol 
1,86 ± 0,01** 112,33 ± 2,52** 16,36 ± 0,49** 3,35 ± 0,31* 25,33 ± 2,08* 

ConA+Zn+100µM 

Flavanol 
1,68 ± 0,07** 91,33 ± 2,31** 16,89 ± 1,1* 3,18 ± 0,29* 22,6 ± 0,57 

Epigallocatéchine gallate 

ConA+Zn+25µM 

Flavanol 
2,27 ± 0,08 122,67 ± 4,93** 16,3 ± 0,61** 3,5 ± 0,37* 26,72 ± 0,7** 

ConA+Zn+50µM 

Flavanol 
1,81 ± 0,05** 106 ± 3,46** 17,77 ± 0,51* 3,05 ± 0,28 22,3 ± 0,87 

ConA+Zn+100µM 

Flavanol 
1,63 ± 0,07** 87 ± 7,21** 19,5 ± 0,64 2,99 ± 0,25 20,58 ± 1,02 

 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ±écart type (ET), n=3. Les lymphocytes sont mis en culture 

(4x10
5
 cellules/puits). Les flavonoïdes sont distribués dans une plaque multi-puits à différentes concentrations, 

puis celle-ci est incubée 30 mn à 37°C et 5% de CO2. Une fois l‘incubation achevée, les solutions aqueuses de 

métaux sont disposées dans la plaque et l‘incubation poursuivie 48h à 37 °C et 5% de CO2. (test de Student 

apparié *P < 0.05. **P < 0.01). 
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 Discussion 

Nous nous sommes intéressés dans cette étude à l‘effet in vitro de deux métaux redox 

(fer et cuivre) et d‘un métal inerte électrochimiquement (zinc) sur deux modèles cellulaires à 

savoir les globules rouges et les lymphocytes humains en présence et en absence d‘une large 

variété de flavonoïdes représentatifs.  

Nous avons réalisé en premier lieu une étude physico-chimique pour déterminer les 

pouvoirs anti-oxydants de ces flavonoïdes ainsi que les interactions possibles entre ces 

molécules et les ions métalliques étudiés. 

Nous avons ensuite examiné l‘effet du stress généré par de grandes concentrations en 

ions métalliques sur la viabilité cellulaire ainsi que l‘effet potentiellement protecteur d‘une 

série de flavonoïdes, puis nous avons évalué le statut oxydant/anti-oxydant de ces modèles. 

Nous avons comparé par la suite ces donnés biochimiques aux résultats physico-chimiques 

relatifs aux flavonoïdes et aux interactions métaux-flavonoïdes. 

Les interactions entre flavonoïdes et métaux peuvent conduire à la formation de 

complexes appelés chélates. En fonction de la nature du cation métallique, la formation de ces 

complexes peut prévenir la formation de radicaux libres susceptibles d‘endommager les 

cellules de l‘organisme, mais peut également induire un effet pro-oxydant. La formation de 

ces complexes dépendra de la structure du flavonoïde et du métal mis en contact avec ce 

dernier. Il existe dans cette structure trois sites de coordination bidentés potentiels : 

1) le groupement 3-hydroxyl et le groupement 4-carbonyle du cycle C 

2 le groupement 5-hydroxyl et le groupement4-carbonyle des cycles A et C 

3) les groupements 3‘, 4‘-hydroxyl du cycle B 

A la lumière de résultats obtenus à partir des flavonoïdes de synthèse et de trois autres 

flavonoïdes naturels étudiés (quercétine, (+)-catéchine et rutine), il est évident que les 

flavonoïdes naturels se complexent aux métaux mais avec des constantes de stabilité 

variables. Les flavonoïdes de synthèse se complexent tous au fer à l‘exception du composé 

Q5OH. Ceci démontre que le site coordination entre le groupement 5-hydroxyl et le 

groupement 4-carbonyle n‘est pas un bon site de chélation pour le fer(III). Ceci a été 
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également vérifié pour le cuivre et le zinc. Le composé Q3OH est capable de fixer le fer sur 

son site de coordination entre le groupement 3-hydroxyle et le groupement4-carbonyle, ce qui 

montre l‘importance de la présence de la fonction carbonyle dans la structure de ces 

flavonoïdes. 

Les résultats obtenus grâce au test DPPH montrent que la quercétine est le composé 

avec le pouvoir antiradicalaire le plus élevé, alors que Q5OH n‘est que faiblement anti-

oxydante. Q3‘4‘OH possède un pouvoir antiradicalaire supérieur à celui de l‘acide ascorbique 

(puissant anti-oxydant) et à celui de la catéchine (flavanol). Ceci est probablement dû à la 

présence de la fonction carbonyle sur le cycle C. 

Ces résultats physico-chimiques montrent que :i) l‘activité antioxydante des flavonoïdes 

repose sur le nombre et la position des fonctions hydroxyles ainsi que sur la présence d‘une 

fonction carbonyle sur le cycle C ; ii) la présence de fonctions hydroxyles en 3‘ et 4‘ (cycle B, 

position ortho) est primordiale pour l‘activité anti-oxydante et pour la chélation des métaux.  

Au niveau cellulaire, le peroxyde d‘hydrogène (H2O2), un sous-produit du métabolisme 

de l‘oxygène et présent à de faibles concentrations (de l‘ordre du micro-molaire), est 

relativement inoffensif car il est faiblement réactif. Cependant, les ions métalliques sous leurs 

formes réduites (fer(II), cuivre(I)) catalysent la conversion du H2O2 en un radical 

extrêmement réactif et nocif : le radical hydroxyle (HO). Les ions ferreux peuvent générer 

dans les fluides biologiques en en présence d‘oxygène ou de peroxyde d‘hydrogène (réaction 

de Fenton) les espèces réactives de l‘oxygène (ERO) capables d‘endommager les cellules. Les 

ions ferreux sont relativement instables en milieu aqueux et tendent à réagir rapidement avec 

l‘oxygène moléculaire pour se transformer en ions ferriques et en anion superoxyde (Jones -

Lee & Lee, 2005). D‘autre part les flavonoïdes peuvent soit lier le Fe(II) prévenant ainsi la 

réaction de cet ion pro-oxydant, soit favoriser l‘oxydation de la forme ferreuse instable en 

forme ferrique plus stable (auto-oxydation) incapable de participer à la réaction de Fenton. 

L‘exposition des érythrocytes au stress induit par les ions fer cause des altérations 

intracellulaires traduites par une oxydation de l‘hémoglobine, par la formation d‘hemichromes 

liés aux membranes et la modification des composants membranaires comme conséquence de 

la peroxydation lipidique (Rice-Evans, 1990). Dans nos conditions expérimentales, une 

importante hémolyse a été observée (37% à 400 µM de Fe
2+

). Un prétraitement des globules 

rouges avec la quercétine, la (+)-catéchine ou la rutine prévient quasi totalement cette 
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hémolyse. Ceci peut être expliqué par les différentes propriétés des flavonoïdes étudiés. Ces 

trois flavonoïdes sont des piégeurs de radicaux efficaces (corroboré par le test antiradicalaire 

du DPPH) (Cesquini et al., 2003). Ceci peut également être expliqué par la formation de 

complexes flavonoïdes-fer très stables prévenant la formation d‘ERO (il a été démontré que 

seulement de faibles quantités de H2O2 sont détectées en présence de quercétine et de fer 

(Hajji et al., 2006; Nowak et al., 2010)). De plus, le Fe(II) est rapidement auto-oxydé en 

Fe(III) en présence de flavonoïde et les constantes de vitesse d‘auto-oxydation des complexes 

ferreux sont intimement liées aux propriétés anti-oxydantes du flavonoïde (Perron et al., 

2010). 

Ceci est bien reflété par les marqueurs du statut oxydant/anti-oxydant. Les deux 

marqueurs du statut oxydant étudiés (MDA, PC) augmentent significativement (Figure 31, 

Figure 32) quand les globules rouges sont supplémentés en cations Fe
2+

 (400 µM), indiquant 

donc un effet oxydant du fer qui se traduit finalement par une hémolyse des globules rouges. 

Un prétraitement avec la quercétine, la rutine ou la (+)-catéchine maintient ces valeurs à des 

niveaux comparables à ceux des témoins. D‘autre part, les paramètres du statut anti-oxydant 

(GSH, activité catalase et activité SOD) diminuent significativement en présence du fer ce qui 

correspond parfaitement au stress oxydant subi par les globules rouges là aussi. Suite à un 

prétraitement par les flavonoïdes et une surcharge en fer, les valeurs du GSH se maintiennent 

à des niveaux normaux (contrôle) même à de faibles concentrations en flavonoïdes (100 µM). 

L‘activité catalase est également à un niveau comparable au contrôle pour la quercétine et 

pour la rutine. Cependant, en présence de (+)-catéchine et en surcharge en fer, cet activité 

catalase reste à des niveaux faibles (comparables aux globules rouges en présence du fer seul). 

Quant à l‘activité SOD, seul le prétraitement à la quercétine garde cette activité comparable 

au contrôle. Le prétraitement avec la (+)-catéchine et la rutine n‘empêche pas une diminution 

de l‘activité SOD suite à la surcharge en fer. 

Toutes ces données permettent de démontrer clairement que les propriétés anti-

oxydantes/chélatantes des flavonoïdes à noyau catéchol sont capables de prévenir la toxicité 

du Fe
2+

 et permettent de réguler l‘homéostasie des globules rouges traités. 

Le cuivre, étant également un métal pro-oxydant, peut endommager les globules rouges 

en altérant la perméabilité membranaire, en affectant la structure de la chromatine et la 

synthèse protéique ou en en altérant l‘activité enzymatique par cycle redox entre Cu(I) et 

Cu(II) particulièrement en présence de H2O2 (réaction de type Fenton), sous produit du 
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métabolisme de l‘oxygène (Liochev & Fridovich, 2002). Le Cu(I) (généré par la réaction 

entre le Cu(II) et O2
−

) peut réagir avec H2O2 et produire un intermédiaire oxydant Cu(III) et 

diminuer les taux de glutathion (Speisky et al., 2009) comme nous l‘avons observé dans cette 

étude (Figure 28). 

Une concentration en ions Cu
2+

 de 400 µM a permis de lyser 22% de la solution de 

globules rouges (hémolyse inférieure à celle causée par le Fe
2+

 : 37%).Une élévation similaire 

du MDA et des PC (marqueurs du statut oxydant) à celle observée pour le Fe
2+

 (Figure 31 et 

Figure 32) confirme que l‘hémolyse des globules rouges est principalement causée par le 

stress oxydant induit par les métaux. Il semble cependant que les valeurs des PC soient plus 

altérées que celles du MDA. Un prétraitement par la quercétine, la (+)-catéchine et la rutine 

accroit les taux d‘hémolyse à respectivement42%, 30% et 29%. 

Il a été démontré que les flavonoïdes étudiés sont capables de se complexer au Cu
2+

 

(Tableau 2) mais conduisent à des complexes moins stables que ceux formés avec le Fe
3+

. Il a 

été suggéré que la complexation du cuivre par la quercétine a lieu via le groupement 4-céto du 

cycle C avec l‘implication des groupements 3OH et 5OH (Mira et al., 2002). La complexation 

du Cu
2+

 par les ligands à groupements catéchol favorise la réduction du métal et produit des 

cations nocifs Cu(I) (Grass et al., 2004; Chaturvedi et al., 2012). D‘autres études ont montré 

que pendant l‘auto-oxydation de la quercétine initié par le cuivre, du H2O2 s‘accumule 

rapidement. De plus, des produits principaux sont formés lors de l‘auto-oxydation de la 

quercétine (Hajji et al., 2006). A une concentration de 100 µM de quercétine, les marqueurs 

du statut oxydant (Figure 31 et Figure 32) augmentent alors que ceux du statut anti-oxydant 

(Figure 28, Figure 29 et Figure 30) diminuent de manière concomitante et ce en accord avec 

l‘environnement oxydant induit par la complexation du Cu
2+

. Une augmentation de la 

concentration en quercétine (200 µM) améliore le statut oxydant des érythrocytes traités. Un 

effet similaire est observé en présence de (+)-catéchine et de rutine (200 µM) mais à des 

valeurs plus faibles. Ceci peut être dû à la nature des complexes de cuivre avec ces deux 

polyphénols (la rutine est substituée en position 3OH par un rutinoside alors que la (+)-

catéchine est un flavan-3-ol). A concentration élevée (200 µM), une activité anti-oxydante est 

observée dans le cas de la catéchine et la rutine alors qu‘à de plus faibles concentrations (100 

µM) ces deux flavonoïdes développent une activité pro-oxydante. Il a été suggéré que pour les 

polyphénols possédant les deux activités (oxydante et anti-oxydante), il pouvait exister un 

cycle redox à faible concentrations quand il n‘y a pas assez de polyphénols pour piéger les 
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radicaux, et qu‘une fois que les polyphénols sont en grandes concentrations il y a piégeage 

des radicaux (Perron et al., 2011). 

Contrairement aux deux autres métaux étudiés (Fe et Cu), le zinc est un métal qui ne 

possède pas d‘activité redox (Andreini et al., 2008). Le zinc est un composant essentiel de 

nombreuses protéines  responsables de la défense contre le stress oxydant (Jomova & Valko, 

2011) et sa teneur dans le plasma humain est évaluée entre 12 et 20 mM (Davies et al., 1968). 

Cependant, la quantité de zinc libre est beaucoup plus faible car il est principalement 

transporté sous forme liée à l‘albumine (Haase et al., 2015). L‘homéostasie du zinc est 

finement contrôlée puisqu‘il joue un rôle très important comme régulateur intracellulaire. Il 

existe des protéines spécialisées dans l‘importation et l‘exportation du zinc alors  que d‘autres 

sont spécialisées dans sa distribution intracellulaire (Nygaard et al., 2014).  

Nous avons démontré qu‘une surcharge en Zn
2+

 (400 µM) était responsable d‘une forte 

hémolyse des globules rouges (32%, Figure 27) A de telles concentrations, le zinc peut 

affecter les systèmes de transport à travers la membrane et accroitre la perméabilité des petites 

molécules induisant donc une hémolyse des globules rouges (Akahori et al., 1999). Les 

résultats obtenus (Figure 25, Figure 26 et  

Figure 27) montrent clairement que les flavonoïdes étudiés sont moins efficaces dans la 

protection des érythrocytes contre l‘hémolyse induite par le zinc (16% pour la quercétine et 

55% pour la (+)-catéchine et la rutine pour une concentration de 200 µM). Cela est 

principalement dû au fait que les complexes formé entre les flavonoïdes et le Zn
2+

 sont 

beaucoup moins stables que ceux formés avec le fer et le cuivre.  

Même si le Zn
2+

 n‘ a pas d‘activité redox, on observe une augmentation des marqueurs 

du statut oxydant (MDA et PC, Figure 31 et Figure 32), alors que les teneurs des différents 

marqueurs du statut anti-oxydant diminuent significativement (Figure 28, Figure 29 et Figure 

30) Une pré-incubation avec les flavonoïdes permet de garder les teneurs en GSH et en 

activité catalase à des concentrations comparables à celles du contrôle. Cependant, ce 

prétraitement ne permet pas de rétablir l‘activité SOD vers ses niveaux d‘origine. On peut 

donc supposer que les trois flavonoïdes agissent principalement comme anti-oxydant et non 

comme chélateurs de zinc. 
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Les résultats  obtenus pour le deuxième modèle cellulaire sont dans la ligné de ce qui a 

été obtenu pour les globules rouges. 

Les ions redox Fe
2+

 jouent un rôle central dans la formation des radicaux 
•
OH à partir de 

peroxyde d‘hydrogène ou d‘espèces oxygénées réduites produites par le métabolisme 

cellulaire. En effet, l‘addition de fer à 100 µM diminue de manière très significative la 

prolifération lymphocytaire (49%). Cependant, l‘addition de concentrations croissantes de 

flavonoïdes (à l‘exception de la Q5OH qui n‘a pas d‘effet notable) rétablit petit à petit cet 

indice vers des valeurs proches du contrôle en surpassant même cette valeur contrôle dans le 

cas de la quercétine et de l‘EGCG. Ces résultats sont expliqués par la formation de complexes 

flavonoïde-Fe empêchant l‘ion Fe
2+

 de former les radicaux 
•
OH. Ces observations  sont en 

parfait accord avec les résultats de la littérature. Les valeurs obtenues pour le statut 

oxydant/antioxydant au niveau des lymphocytes traités par Fe
2+

 viennent appuyer les résultats 

précédents puisque la présence de flavonoïdes diminue significativement les teneurs en MDA 

et PC et que les teneurs en GSH et SOD augmentent également de manière significative.  

Les résultats concernant le Cu et le Zn montrent clairement un effet pro-oxydant des 

flavonoïdes en présence de ces deux métaux. Les ions Zn
2+

 n‘ont pas un effet très important 

sur la viabilité des cellules lymphocytaire (Figure 37 et Figure 38). En effet, la prolifération 

lymphocytaire ne diminue que de 9%. L‘addition de flavonoïdes provoque une diminution de 

la prolifération cellulaire de 44% à 70 %. L‘EGCG est le flavonoïde avec la meilleure activité 

pro-oxydante avec 70%. Des études précédentes ont démontré l‘effet pro-oxydant des 

catéchines sur l‘ADN selon la séquence suivante C < EC < EGC < EGCG (Farhan et al., 

2015). La différence entre la catéchine et l‘épicatéchine peut être expliqué par l‘orientation du 

groupement hydroxyle en position 3 du cycle C (Farhan et al., 2015).  

Les paramètres du statut antioxydant diminuent significativement pour des 

concentrations croissantes en flavonoïdes. Cependant, on n‘observe pas d‘augmentation 

significative des teneurs des marqueurs du statut oxydant. 

Les complexes Quercétine-zinc pourrait avoir une activité anticancéreuse par insertion 

du complexe dans des régions GC de l’ADN (Tan et al., 2009). La formation de complexes 

flavonoïdes-zinc pourrait aussi rendre le zinc indisponible pour les cellules comme le font 

d‘autres composés issus de l‘alimentation comme les phytates (Wise, 1995) induisant une 

déficience en zinc in vivo et in vitro. Ces complexes pourraient également traverser les 
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membranes cellulaires et agir comme ionophores. Cet effet ionophore pour le zinc a été 

caractérisé pour d‘autres molécules comme le clioquinol (Bareggi & Cornelli, 2012) 

permettant une augmentation rapide des concentrations intracellulaires en zinc. Il est admis 

qu‘une fois le complexe CQ-Zn a pénétré dans la cellule, il y a libération du zinc. Les 

mécanismes par lesquels les flavonoïdes pénètrent à l‘intérieur des cellules sont encore mal 

compris. Cependant, il a été démontré (Dabbagh-Bazarbachi et al., 2014) que la complexation 

de l‘EGCG au zinc augmente sa biodisponibilité au niveau cellulaire. 

Le Cu
2+

 aussi bien que le Zn
2+

 (métal non-rédox) sont connus pour leur activité 

apoptotique, mécanisme par lequel les ERO peuvent conduire à la mort cellulaire (Morana et 

al., 1994). Le cuivre est habituellement lié aux chromosomes Dans des conditions normales, 

les ions Cu
+
 générés sont stabilisés par le glutathion ce qui empêche un éventuel 

endommagement de l‘ADN. Cependant, en présence d‘un agent chélateur du cuivre comme la 

1,10-phenanthroline le glutathion est incapable de protéger l‘ADN (BURKITT et al., 1996). 

Nos résultats montrent que les ions Cu
2+

 (100 µM) diminuent de manière significative la 

prolifération lymphocytaire (réaction de type Fenton). Ceci est en accord avec la littérature 

(Khan et al., 2011) où il a été démontré que l‘administration d‘une surcharge en Cu à des rats 

induisait une augmentation du taux de cuivre dans les lymphocytes et une sensibilité accrue 

de ces lymphocytes à l‘EGCG. 

Les flavonoïdes en présence de 100 µM de Cu
2+

 ont ici aussi un effet pro-oxydant 

similaire à celui du zinc avec de manière générale une augmentation des marqueurs du statut 

oxydant et une diminution des marqueurs du statut anti-oxydant. 

Dans les cellules normales, il existe une balance entre les radicaux libres générés et la 

balance anti-oxydante. Cependant, il a été confirmé que les cellules cancéreuses subissent un 

stress oxydant constant et qu‘une production supplémentaire d‘ERO pourrait impliquer un 

phénomène d‘apoptose (Oberley & Oberley, 1997; Devi et al., 2000). Il a été suggéré que les 

cellules en néoplasie peuvent être plus vulnérables que les cellules normales car elles sont en 

multiplication constante et qu‘elles produisent une plus grande quantité de ERO à cause de 

leur métabolisme accru (Kong et al., 2000). 

La concentration intracellulaire en cuivre dans les cellules cancéreuses est connue pour 

être plus élevée que dans les cellules normales (Gupte & Mumper, 2009) et pourrait être plus 

sujet à des transferts d‘électrons avec les catéchines pour générer les ERO. 
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A la lumière des résultats obtenus, nous pouvons avancer que les flavonoïdes étudiés 

possédant le noyau catéchol ou pyrogallol sont capables de mobiliser le cuivre endogène lié à 

l‘ADN et de suivre une voie de toxicité cellulaire alternative susceptible de cliver l‘ADN par 

production d‘ERO. Ceci explique le potentiel anticancéreux de nombreux polyphénols cités 

dans la littérature. Il est généralement admis que cette réaction est précédée par l‘association 

entre ligand et ADN suivie de la production de radicaux hydroxyles à proximité de ces sites. 

La localisation du métal redox est d‘importance extrême car le radical hydroxyl très réactif 

réagit dans l‘environnement proche du métal (Chevion, 1988). Les ions du cuivre sont connus 

pour réagir avec les phosphates de l‘ADN et avec les bases, particulièrement la guanine 

(Kagawa et al., 1991). Il a également été rapporté que l‘interaction entre les catéchines et le 

Cu lié à l‘ADN sous forme de complexes ternaires génère des radicaux hydroxyles capables 

de cliver l‘ADN (Farhan et al., 2016). 

Le nombre et la position des groupements hydroxyles est également important dans la 

détermination de l‘activité pro-oxydante des flavonoïdes. Le positionnement ortho des 

groupements di-hydroxyles du cycle B est également primordial pour l‘activité des 

flavonoïdes. Ceci a été également démontré par d‘autre travaux (Arif et al., 2015) sur la 

galangine (flavonoïde ne possédant pas de groupements hydroxyle sur le cycle B). 

Le nombre de noyaux galloyles présents dans la structure des catéchines joue un rôle 

important dans la rupture de l‘ADN en réduisant le cuivre, ce qui conduit à la formation 

d‘espèces oxydantes dérivés de ces composés (Farhan et al., 2015). 

Ces flavonoïdes sous ces formes, ne sauraient être utilisés comme agents anticancéreux 

principalement à cause de leur faible biodisponibilité in vivo et donc une faible demi-vie dans 

le plasma. Il est donc important de comprendre que les résultats obtenus dans cette étude 

doivent être utilisés pour mieux comprendre le principe de mobilisation des métaux 

principalement le cuivre et le zinc intracellulaire pour générer un stress intracellulaire et 

induire l‘apoptose des cellules cancéreuses. 
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 Conclusion 

Les flavonoides sont représentés par de nombreux composés d‘intérêt nutritionnel et 

valorisables dans l‘industrie alimentaire et comme produits cosmétiques grâce à leurs 

propriétés réductrices (antioxydantes) et à leur capacité à interagir avec les ions métalliques et 

une grande variété de protéines.  

Cette étude a permis de mieux comprendre les paramètres qui régissent les relations 

entre la structure des flavonoïdes et leurs capacités à former des complexes avec les métaux. 

Dans un tampon neutre, la complexation est en général rapide et conduit à des complexes 

relativement stables.  

Les résultats obtenus in vitro sur le globule rouge viennent appuyer les résultats obtenus 

dans la partie physico-chimique. En effet, les flavonoides étudiés possédant dans leur 

structure un site catéchol (cycle B) sont capables d‘inhiber l‘effet pro-oxydant du fer et du 

zinc, effet qui se traduit par une hémolyse des globules rouges (cas de la quercétine ou de son 

dérivé synthétique Q3‘4‘OH). En présence de cuivre, on observe au contraire un effet pro-

oxydant qui suggère probablement un passage du cuivre de la forme Cu(II) vers la forme 

Cu(I) en présence des flavonoides. 

Les paramètres du statut anti-oxydant/pro-oxydant viennent également appuyer les 

résultats précédents. En effet, les valeurs du GSH, de la catalase et de la SOD qui diminuent 

sous l‘effet du stress engendré par la surcharge en métaux sont rétablies vers de valeurs 

normales (témoin) en présence de fer et de zinc, alors qu‘en présence de cuivre elles 

diminuent encore plus, confortant le résultat pro-oxydant. 

Pour ce qui concerne les résultats obtenus pour le deuxième modèle cellulaire à savoir le 

lymphocyte, il a été observé là aussi un effet de protection des flavonoides contre l‘effet pro-

oxydant du fer, résultats en accord avec les valeurs des paramètres du statut anti-oxydant/pro-

oxydant.  

Le cuivre qui a montré un effet pro-oxydant en présence des flavonoides chez le globule 

rouge montre des résultats similaires pour le lymphocyte. En effet, les taux de prolifération 

lymphocytaires diminuent nettement quand on surcharge le milieu en cuivre. Cet effet pro-

oxydant augmente d‘autant plus que le cuivre est en présence flavonoïdes, notamment en 

présence d‘EGCG. 
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Cependant, les résultats obtenus avec le zinc sont plus ou moins surprenant par rapport à 

ce qui a été obtenu pour les globules rouges. On observe en effet une diminution de la 

prolifération lymphocytaire en présence d‘une surcharge en zinc. Cette diminution s‘accentue 

une fois que le milieu est supplémenté en flavonoïdes, indiquant clairement un effet pro-

oxydant du zinc en présence de flavonoïdes. Ces résultats sont en accord avec les valeurs 

obtenus pour les paramètres du stress oxydant. Cet effet pro-oxydant du Zn observé en 

présence de flavonoïdes peut être expliqué par une substitution du cuivre intracellulaire lié 

principalement à l‘ADN puis à une génération d‘ERO par la suite. 

Il apparait clairement que l‘effet pro-oxydant du cuivre en présence flavonoïdes est 

décuplé. Une stratégie possible a déjà été suggérée pour le traitement de certaines cellules 

cancéreuses où le cuivre intracellulaire est supérieur aux valeurs physiologiques. Il s‘agit de 

potentialiser l‘effet pro-oxydant de ce cuivre intracellulaire en excès de la cellule cancéreuse 

afin de provoquer un phénomène d‘apoptose et détruire ces cellules malignes. Cette stratégie 

se heurte cependant au problème de faible biodisponibilité des flavonoides qui empêche des 

traitements efficaces.  

Il est donc important de mieux comprendre les mécanismes qui régissent ces effets 

tantôt pro-oxydants tantôt antioxydant, et de remédier au problème de biodisponibilité des 

flavonoides. Ceci permettrai d‘élaborer des stratégies curatives nettement moins couteuses et 

surtout moins toxiques pour l‘organisme. 
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Annexe 1 :Titrage spectrophotométrique des complexes ferriques de la quercétine. Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 

[Quercétine]0 = 1,90 × 10
-5

 M ; = [FeNTA]0/[Quercétine]0 = 5,58.  
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Annexe 2 : Spectre électronique des complexes ferriques de la quercétine. Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hepes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  

 



Annexe 

109 

 

0 2 4 6 8 10
0

50

100

FeNTA

 

 

%
 F

o
rm

a
ti

o
n

FeNTA  (x 10
-5
 M)

QFeNTA

Quercetin (Q)

 

Annexe 3 : Courbes de distribution des complexes ferriques de la quercétine. Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 4 : Spectre de masse en mode electrospray des complexes ferriques de la quercétine 

(notée LH5) enregistré en mode négatif en présence de NTA. Solvant : CH3OH ; capillary 

voltage = 4000 V. [LH3FeNTA]0 = 5 × 10
-5

 M ; Fragmentor = -200 V. 
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Annexe 5 : Titrages spectrophotométriques des complexes ferriques de la rutine. Solvant: 

CH3OH/H2O (80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) [Rutine]0 

= 4,94× 10
-5

 M ; (2) [FeNTA]0/[Rutine]0 = 2,02. 
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Annexe 6 : Spectres éléctroniques des complexes ferriques de la rutine. Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  

 



Annexe 

111 

 

0 2 4 6 8 10
0

50

100

 

 

%
 F

o
rm

a
ti

o
n

FeNTA  (x 10
-5
 M)

RFeNTA

Rutin (R) FeNTA

 

Annexe 7 : Courbes de distribution des complexes ferriques de la rutine. Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 8 : Spectre de masse en mode electrospray des complexes ferriques de la rutine (notée 

LH4 ) enregistré en mode positif en présence de NTA. Solvant : CH3OH ; capillary voltage = 

4000 V. [LH2.FeNTA]0= 5 × 10
-5

 M; Mode positif ; Fragmentor = +50V. 
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Annexe 9 : Titrages spectrophotométriques des complexes ferriques de la quercétine 3OH. 

Solvant : CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) 

[Quercétine3OH]0 = 1,51 × 10
-5

 M ; (2) [FeNTA]0/[Quercétine3OH]0 = 2,49. 
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Annexe 10 : Spectres électroniques des complexes ferriques de la quercétine3OH. Solvant: 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 11 : Courbe de distribution des complexes ferriques de la quercétine 3OH Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 12 : Spectre de masse en mode electrospray des complexes ferriques de la 

quercétine3OH (LH) enregistré en mode positif en présence de NTA. Solvant : CH3OH ; 

capillary voltage = 4000 V. [L.FeNTA]0 = 5 × 10
-5

 M ; Fragmentor = +150 V. 
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Annexe 13 : Titrages spectrophotométriques des complexes ferriques de la quercétine 35OH. 

Solvant : CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) 

[Quercétine35OH]0 = 4,0 × 10
-5

 M ; (2) [FeNTA]0/[Quercétine35OH]0 = 1,77.  
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Annexe 14 : Spectres électroniquesdes complexes ferriques de la quercétine35OH. Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 15 : Courbe de distribution des complexes ferriques de la quercétine 35OH Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 16 : Titrages spectrophotométriques des complexes quercétine Cu(II). Solvant: 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) 

[Quercétine]0= 4,98 × 10
-5

 M ; (2) [Cu(II)]0/[Quercétine]0 = 0,94  
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Annexe 17 : Spectres électroniqued des complexes quercétine Cu(II). Solvant: CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 18 : Courbe de distribution des complexes quercétine Cu(II). Solvant: CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 19 : Titrages spectrophotométriques des complexes quercétine Zn(II). Solvant: 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) 

[Quercétine]0 = 4,94 × 10
-5

 M ; (2) [Zn(II)]0/[Quercétine]0 = 1,95. 
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Annexe 20 : Spectres électroniques des complexes quercétine Zn(II). Solvant: CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 21 : Courbe de distribution des complexes quercétine Zn(II). Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids); pH = 7,4 (Tampon hzpes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm.  
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Annexe 22 : Titrages spectrophotométriques des complexes rutine Cu(II). Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hzpes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. (1) [Rutine]0 = 4,94 × 10
-5

 

M ; (2) [Cu(II)]0/[Rutine]0 = 1,40. 
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Annexe 23 : Spectres électroniques des complexes rutine Cu(II). Solvant: CH3OH/H2O (80/20 en 

poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 24 : Courbe de distribution des complexes rutine Cu(II). Solvant : CH3OH/H2O (80/20 

en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes); T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 25 : Spectre de masse en mode electrospray des complexes rutine Cu(II) (notée LH4 ) 

enregistré en mode négatif. Solvant : CH3OH ; capillary voltage = 4000 V. [LH4]0 = [Cu]0 = 8,7 × 

10
-5

 M; Fragmentor = -280 V. 
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Annexe 26 : Titrages spectrophotométriques des complexes rutine Zn(II). Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. [Rutine]0 = 4,94 × 10
-5

 M; 

(2) [Zn(II)]0/[Rutine]0 = 28,54 
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Annexe 27 : Spectres électroniques des complexes rutine Zn(II). Solvant: CH3OH/H2O (80/20 en 

poids) ; pH = 7,4 (Tampon hzpes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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Annexe 28 : Courbe de distribution des complexes rutine Zn(II).  Solvant : CH3OH/H2O (80/20 

en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. [Quercétine 3’4’OH]0 = 2,89 × 

10
-5

 M. 
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Annexe 29 : Titrages spectrophotométriques des complexes (+)catéchine Cu(II). Solvant : 

CH3OH/H2O (80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25.0(2) °C ; l = 1 cm ; 

[(+)Catéchine]0 = 2,55 × 10
-4

 M ; (2) [Cu(II)]0/[(+)Catéchine]0 = 1,50. 
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Annexe 30 : Spectres électroniques des complexes (+)catéchine Cu(II). Solvant : CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
0

50

100

CCu

 

 

%
 F

o
rm

a
ti

o
n

Cu(II)  (x 10
-4
 M)

Cu(II)
(+)catechin (C)

 

Annexe 31 : Courbe de distribution des complexes (+)catéchine Cu(II). Solvant: CH3OH/H2O 

(80/20 en poids) ; pH = 7,4 (Tampon hépes) ; T = 25,0(2) °C ; l = 1 cm. 
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