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Introduction

Introduction

Le statut oxydant participe et module de nombreuses fonctions physiologiques normales des
cellules, comme la transduction du signal. Cependant, le stress oxydant est cytotoxique, il oxyde
les protéines, les lipides et I’ADN, entrainant la mort cellulaire et des lésions organiques ( Ribeil
et al., 2013; Pecorini et al., 2020). En effet, le stress oxydant est impliqué dans I'apoptose et le
vieillissement des cellules. Actuellement, il est bien établi que le stress oxydant est a 1’origine
ou aggrave les symptémes de nombreuses maladies, il est également impliqué dans les anémies
hémolytiques. Bien que le stress oxydant ne soit pas 1’étiologie primaire de ces différentes
anémies, ce dernier joue un r6le important dans leurs physiopathologies.

Les globules rouges (GR) sont I'une des cibles des especes réactives de I’oxygene (EOR)
générées par un environnement de stress oxydant en raison de la présence d’une quantité
importante d’acides gras hautement polyinsaturés dans leurs membranes, de leur riche apport
en oxygene et de leur taux élevé d’hémoglobine (Hb), qui sont de puissants catalyseurs du stress
oxydant érythrocytaire (Sadrzadeh et al., 1984; Clemens et al., 1987; Melo et al., 2019).

Le maintien de I'intégrité et de I'architecture des globules rouges devrait donc étre considéré
comme une perspective thérapeutique importante dans certaines conditions pathologiques
associées a des troubles hématologiques (Toptas et al., 2006) .

La B-thalassémie est un trouble héréditaire de la production d'Hb, qui affecte les génes de la
globine (HBB) adultes (Weatherall et al., 2010).

Bien que la lésion primaire se situe au niveau du gene de la 3-globine, les lésions des globules
rouges sont en partie attribuables au stress oxydant. L'auto-oxydation et la précipitation de
I'némoglobine libérée au cours de I'hémolyse des globules rouges sont étroitement liées a
I'épuisement des défenses antioxydantes des globules rouges (Pavlova et al., 2007).

Les dommages oxydatifs des cellules érythroides jouent un réle crucial dans I'némolyse en
raison de I'érythropoiese inefficace dans la moelle osseuse et de la courte durée de vie des
globules rouges dans la circulation. De plus, les plaquettes et les leucocytes sont également
exposés au stress oxydant. En conséquence, certains patients développent des phénomeénes
thromboemboliques et des infections bactériennes récurrentes en plus de I'anémie chronique
(Fibach et Rachmilewitz, 2008).

Les transfusions thérapeutiques qui constituent le traitement standard chez ces patients,
favorisent souvent une surcharge systémique en fer libre (Livrea et al., 1996; Oikonomidou et
Rivella, 2017) , ce qui potentialise en outre la génération de EOR (Chan et al., 1999) par la
réaction de Fenton (Sadrzadeh et al., 1984).



Introduction

Tous ces dommages oxydatifs importants subis par les globules rouges favorisent leur mort
prématurée par hémolyse.

Plusieurs études mettent en évidence les nombreux effets protecteurs précieux des antioxydants
naturels dans les systemes biologiques. Il a en effet été observé que des antioxydants naturels
tels que les anthocyanes (Kong et al., 2003; Saithong et al., 2018), les polyphénols du thé
(Grinberg et al., 1997) , la rutine (Grinberg et al., 1994) et d'autres flavonoides naturels ou
synthétiques (Cherrak et al., 2016) peuvent améliorer de maniere significative I'équilibre
antioxydant / oxydant et contrecarrer les processus d'oxydation délétéres au niveau des
érythrocytes, contribuant ainsi a prolonger leur longévité (Tesoriere et al., 2006) .

Les anthocyanes forment une classe intéressante de flavonoides constitués de dérivés
polyhydroxy (glycosylés) de sels de 2-phénylbenzopyrylium (appelés flavylium). Ces
anthocyanes constituent les pigments responsables de la majeure partie de la grande variété de
couleurs, allant du jaune au bleu, que présentent les fleurs, les fruits et les feuilles d'une vaste
gamme de plantes, ou elles sont produites naturellement (Brouillard, 1982) .

Les anthocyanes peuvent offrir des fonctions de protection telles que la protection des plantes
contre le stress abiotique, la photoprotection contre les irradiations UV-B et les capacités de
piégeage des EOR. La défense contre les herbivores et I'attraction des pollinisateurs sont
également d'autres fonctions dédiées a ces composés. Il est important de noter que les
anthocyanes présentent un intérét majeur en raison de leurs principales implications dans le
maintien de la santé humaine (Biswas et Mathur, 2017). Leur principale propriété est en effet
leur activité antioxydante, qui joue un role essentiel dans la prévention contre une myriade de
maladies et d’infections humaines. Elles peuvent étre utiles dans de nombreuses applications
pharmacologiques pour lutter contre diverses conditions de stress et maladies chroniques telles
que l'inflammation, les complications neuronales et cardiovasculaires, le déclin cognitif, la
fragilité et la perméabilité capillaires, les dommages du foie, la peroxydation des lipides, la
prolifération tumorale et le diabéte ( Kong et al., 2003; Gowd et al., 2017; Lee et al., 2017,
Sivamaruthi et al., 2018; Khoo et al., 2019).

L’utilisation de certains nutriments est aujourd’hui trés préconisée dans le domaine de la santé.
Les flavonoides et les anthocyanes en particulier ayant une puissante activité antioxydante
permettent de lutter contre les effets fatals des EOR et du stress oxydant, en renforcant les

défenses antioxydantes de I’organisme, ce qui représente 1’enjeu majeur du maintien de la santé.



Introduction

Comme on peut le constater au travers de plus en plus de travaux scientifiques, le domaine
d’utilisation des antioxydants comme traitements d’appoint ou alternative aux traitements

conventionnels est en plein essor.

La multiplicité des résultats expérimentaux mettent en évidence le lien entre leur utilisation et :
une survenue moindre ou prévention du développement de différentes pathologies, une
amélioration de 1’état de santé et de la réponse immunitaire, une lutte contre les dégats
oxydatifs. Les antioxydants font I'objet de plusieurs recherches dont le but est le développement
de nouvelles approches pour réduire le stress oxydant au cours de la béta-thalassémie (Nasseri

etal., 2017; Koonyosying et al., 2018; Koonyosying et al., 2020).

Actuellement, beaucoup d’études ont montré qu'une simple modification structurelle de certains
composants antioxydants, pourrait augmenter considérablement leur activité antioxydante
(Deng et al., 2006; Ullah et al., 2009; Drummond et al., 2017)

C’est dans cette optique que notre étude a été entreprise, elle vise a mettre en relief les effets
antioxydants potentiels in vitro d’une série d’anthocyanes naturelles et synthétiques, sur des
érythrocytes et des lymphocytes d’humains sains, et les érythrocytes de patients atteints d’une
B thalassémie majeure afin de promouvoir les bienfaits de ces molécules bioactives et pouvoir
développer un protocole thérapeutique a partir de molécules naturelles.

Les principaux volets abordés sont :

1.Etude de la relation concentration-effet antioxydant des anthocyanes in vitro sur des
érythrocytes humains normaux qui sont soumis (effet protecteur) / ou pas (effet direct), a un
stress oxydant via le TBHP, ce dernier favorisant une suite d'événements oxydatifs imitant la

voie physiopathologique conduisant a I'hémolyse cellulaire.

2.Etude de I’effet anti-hémolytique, antioxydant des anthocyanes in vitro sur un modele
érythrocytaire humain de la B thalassémie majeure, soumis (effet protecteur) /ou pas (effet

direct), a un stress oxydant via le TBHP.

3.Evaluation des effets des anthocyanes sur un deuxieme modéle cellulaire a savoir, les

lymphocytes soumis (effet protecteur) / ou pas (effet direct), a un stress oxydant via le TBHP.



Syntheése bibliographigue

Synthése bibliographique :
1.Radicaux libres et stress oxydant / nitrosatif

les radicaux libres plus généralement connus sous le nom de EOR (espéces oxygénées réactives)
ou espéces réactives a l'azote ERN(Firuzi et al., 2011), sont des molécules / fragments
moléculaires contenant un ou plusieurs électrons non appariés, dont la présence les rend
généralement tres réactifs (Chandrasekaran et al.,2017).Les EOR les plus importants sont le
radical hydroxyle (‘OH), I’anion radicalaire superoxyde (O2- "), I’oxyde nitrique (NO') et les
radicaux peroxyle (ROO") (Firuzi et al., 2011) , ainsi que des espéces non radicalaires telles que
le peroxyde d'hydrogéne (H202), I'oxygéne singulet (102), I'acide hypochloreux (HOCI) et le
peroxynitrite (ONOO") ( Valko et al., 2007; Salisbury et Bronas, 2015) (Figure 1).
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Figure 1. Les différentes voies de formation d'espéces réactives de I'oxygéne (EOR) et leur
transformation(Poprac et al., 2017)

La NADPH oxydase, les mitochondries et la xanthine oxydase sont considérés comme les principales sources
cellulaires de 1’anion radical superoxyde (02 ). L'oxyde nitrique synthase (NOS) (par exemple, NOS endothélial,
eNOS) sont une famille d’enzymes qui catalysent la formation de I'oxyde nitrique (NO") a partir de L-arginine.
L’anion radical superoxyde réagit avec 1’oxyde nitrique pour former I’anion peroxynitrite (ONOO).
Le peroxynitrite intervient dans la modification par oxydation des résidus de protéines, ce qui entraine la formation
de 6-nitro-tryptophane et de 3-nitro-tyrosine. Le radical superoxyde est détruit par I'enzyme superoxyde dismutase
(SOD) pour former du peroxyde d'hydrogéne, qui est décomposé en eau et en oxygeéne par les enzymes catalase
ou glutathion peroxydase. En présence de métaux rédox catalytiquement actifs (cuivre, fer), le peroxyde
d’hydrogéne est décomposé en radicaux hydroxyles réactifs pouvant réagir avec I'ADN et endommager
principalement les unités de base de I’ADN : la 8-hydroxyguanine (8-OH-Gua) est un marqueur majeur des
dommages oxydatifs de I’ADN. Les radicaux hydroxyles peuvent réagir avec les hydrocarbones (RH) pour former
des radicaux hydrocarbonés (R-), pouvant ensuite réagir avec I'oxygene pour former les radicaux peroxyl (ROO)
ou alcoxyle (RO’) qui peuvent conduire a la peroxydation des lipides et la formation des marqueurs tels que le

malondialdéhyde (MDA) et I'hydroxynonénal.
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Les EOR et les ERN sont connus pour jouer un double rdle en tant qu’espéces pouvant étre soit
nuisibles, soit bénéfiques dans les systemes vivants(Valko et al., 2007) . Les effets bénéfiques
des EOR / ERN ont tendance a se produire lorsque celles-ci sont présentes a des concentrations
modérées et impliquent leur participation a divers r6les physiologiques tels que la
differenciation cellulaire , la régulation de la croissance, le tonus vasculaire et les réponses
immunitaires et nombreuses voies de signalisation cellulaires (Droge, 2002; Wu et al., 2015;
Forman, 2016) . Les effets nocifs des radicaux libres se produisent dans les systémes
biologiques en cas de surproduction de EOR et / ou de ERN d'une part, et une carence en
enzymes antioxydantes ou en antioxydants de faible poids moléculaire d'autre part. Un équilibre
entre les effets bénéfiques et néfastes des EOR / ERN est un aspect important des organismes
sains. Il est obtenu grace a un ensemble de mécanismes appelées « régulation rédox» (Valko et
al., 2007) . Le stress oxydant / nitrosatif résulte d'un déséquilibre entre la formation de EOR /
ERN et la capacité réduite d'un organisme a détoxifier ces intermédiaires réactifs ou a réparer
les dommages qu'ils causent.

2.Mécanismes générateurs de radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre produits a partir de sources endogénes et / ou exogenes
(Halliwell, 2011) . Les sources endogenes les plus importantes de radicaux libres sont les
enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale, la NADPH oxydase, la xanthine oxydase
(XO) et I’Oxyde nitrique synthase endothélial dysfonctionnel (eNOS). De plus, les métaux
libres d’oxydo-réduction (non liés) tels que le fer et le cuivre peuvent générer des radicaux
libres lors de leur décomposition catalytique en peroxyde d’hydrogene (réaction de Fenton)
(Valko et al., 2007)(Figure 2).

Les effets nocifs des radicaux libres peuvent étre contrés par des substances appelées
antioxydants. Les cellules vivantes contiennent un grand nombre d'espéces antioxydantes de
faible poids moléculaire (par exemple, vitamines E et C, caroténoides, flavonoides, etc.) et des
enzymes antioxydantes de poids moléculaire supérieur, qui servent toutes les deux a prévenir
ou a réparer les dommages causés par les radicaux libres. Les enzymes antioxydantes les plus
importantes sont la SOD, la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX) et le systéme de
thioredoxine TRX (Lehoux, 2006).
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NAD(P)H

Figure 2. Enzymes oxydantes et antioxydantes (Poprac et al., 2017)

L'anion radical superoxyde (O2--) est généré par l'activation de la NAD (P) H oxydase (NOX), de la xanthine
oxydase (XO) ou par l'intermédiaire de la chaine de transport respiratoire mitochondrial. L’anion radical
superoxyde peut étre transformé soit en peroxyde d’hydrogene (H20>) par la superoxyde dismutase (SOD), soit en
peroxynitrite (ONOO) par le biais d’une interaction avec 1’oxyde nitrique (NO), qui est générée par la NO synthase
endothéliale (eNOS). La concentration physiologique en peroxyde d'hydrogéne est maintenue par les enzymes
catalase (CAT) et / ou glutathion peroxydase (GPX). En présence de métaux rédox, une concentration excessive
de peroxyde d'hydrogéne peut entrainer la formation de radicaux hydroxyles. Les peroxyrédoxine (PRX) sont les

principaux acteurs de I'tlimination de H-O; et de la régulation rédox.
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3.Métaux de transition

La capacité des ions de metaux de transition a déplacer les électrons est a la base de leur
importance en tant que cofacteurs d'enzymes mais aussi malheureusement, pour la propagation
de nombreuses réactions radicalaires parmi les plus toxiques. Par exemple, O2: “est relativement
non réactif en solution aqueuse. Cependant, il peut réduire les ions de métaux de transition tels
que Fe®* (ou Cu?™*) qui, sous leur forme réduite, interagissent avec H.O2 pour générer le radical
hydroxyle extrémement réactif. Cette voie, connue sous le nom de réaction de Haber — Weiss
catalysée par le fer (ou autre métal), est un type de chimie de Fenton (Kehrer, 2000).De plus,
les radicaux libres peuvent eux-mémes provoquer la libération de métaux a partir de sites de
stockage qui peuvent ensuite catalyser la décomposition des peroxydes organiques existants.

Le résultat final de ces réactions est une lésion tissulaire (Jomova et Valko, 2011).

Fe3* + O, <«—>» Fe*+ 0,

Fe2* + H,O0, —> Fe3* + HO* + OH-
(Fenton reaction)

O, + HO0,«—> O, + HO"+ OH"-
(Haber-Weiss reaction)
L’environnement intracellulaire est fortement réducteur et les ions de métaux de transition
existent probablement sous forme réduite in vivo. Bien que le réle du radical hydroxyle dans la
pathologie ne soit pas bien établi, les nombreuses mesures prises par les cellules pour minimiser
la présence des ions métalliques tels que le fer et le cuivre indiquent indirectement que de telles
réactions sont préjudiciables aux systémes biologiques.

Dans le cas des ions de métaux de transition, la principale stratégie mise en place pour prévenir
les lésions induites par les radicaux libres consiste a produire des protéines chélatantes. 1l en
existe un certain nombre, notamment des métallothionéines relativement non spécifiques tel

que celles du zinc, cuivre, ...et d’autres, hautement spécifiques tel que la ferritines (fer).

Celles-ci ne permettent pratiqguement pas la présence de fer ou de cuivre non chélaté dans les
fluides corporels. L'importance de maintenir de trés faibles niveaux d'ions métalliques dans le
plasma est évidente dans le cas du fer ou la capacité de liaison a la transferrine est trois fois

supérieure a la quantité de fer normalement transportée (Kehrer et Klotz, 2015).



Syntheése bibliographigue

4.Les antioxydants

L'exposition aux radicaux libres de diverses sources a conduit les organismes a développer une
série de mécanismes de défense (Cadenas, 1997).Les mécanismes de défense contre le stress
oxydant induit par les radicaux libres impliquent : des mécanismes préventifs, des mécanismes
de réparation, des défenses physiques, et des defenses antioxydantes. Les défenses
antioxydantes enzymatiques comprennent la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxydase (GPx) et la catalase (CAT). Les antioxydants non enzymatiques sont représentés
par I’acide ascorbique (vitamine C), a-tocophérol (vitamine E), glutathion (GSH), caroténoides,
flavonoides et autres antioxydants (Figure 3). Dans des conditions normales, il existe un
équilibre entre les activités et les niveaux intracellulaires de ces antioxydants. Cet équilibre est
essentiel a la survie des organismes et a leur santé(Haleng et al., 2007 ; Prochazkova et
al.,2011).
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Figure 3 : Apercu des différentes especes oxygénées réactives (EOR) et des antioxydants

régulateurs de leur production(Haleng et al., 2007)

10



Syntheése bibliographigue

L’un des principaux antioxydants au thiol et du tampon rédox de la cellule, le tripeptide

glutathion (GSH) ( Masella et al., 2005; Gaucher et al., 2018).

La forme oxydée du glutathion est le GSSG, le disulfure de glutathion. Le glutathion est tres
abondant dans le cytosol (1 a 11 mM), les noyaux (3 a 15 mM) et les mitochondries (5 a 11
mM), et constitue le principal antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires. Le GSH
étant synthétiseé dans le cytosol par I'action séquentielle de glutamate — cystéine ligase et de
glutathion synthétase, sa présence dans les mitochondries nécessite un transport de la membrane
interne. Deux protéines mitochondriales ont la capacité de transporter le GSH, la dicarboxylate
et la 2-oxoglutarate. il a été démontré que le GSH exogéne (additionné de I'extérieur) était
facilement absorbé par les mitochondries, malgré le GSH (~8 mM) présent dans la matrice
mitochondriale(Shen et al., 2005) . 1l apparait donc que le GSH est repris contre un gradient de

concentration.

Le GSH dans le noyau maintient 1’état redox des protéines sulfhydryles essentielles a la

réparation et a I’expression de I’ADN (Nogueira et al., 2004).
Les principaux réles protecteurs du glutathion contre le stress oxydant sont :

Q) Le glutathion est un cofacteur de plusieurs enzymes de détoxification contre le stress

oxydant, par exemple la glutathion peroxydase (GPx), glutathion transférase et

autres ;
(i) Il participe au transport des acides amines a travers la membrane plasmique ;
(iii) 1l élimine directement le radical hydroxyle et I'oxygene singulet, en détoxifiant le

peroxyde d'’hydrogéne et les peroxydes de lipides par l'action catalytique de la
glutathion peroxydase ;

(iv) Il est capable de régénérer les antioxydants les plus importants, les vitamines C et
E, pour les ramener a leurs formes actives (Masella et al., 2005; Domazetovic et al.,
2017; Adeoye et al., 2018).

La capacité du glutathion a régénérer les principaux antioxydants est liée a 1’état rédox du

couple glutathion disulfure-glutathion (GSSG / 2GSH)(Pastore et al., 2003; Valko et al., 2007).

Les produits naturels dérivés de plantes ont recemment recu beaucoup d'attention en tant
qu'agents chimiopréventif et chémothérapeutiques potentiels. Parmi ceux-ci, une grande

attention a été accordée aux produits naturels ayant des activités antioxydantes établies et une
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moindre toxicité dans les cellules normales (Lopez-Lazaro, 2002; Surh, 2003; Feng et al., 2005;
Williamson, 2017).

Parmi les types les plus courants de polyphénols végétaux : les flavonoides, sont des composés
qui donnent du godt et des couleurs aux fruits et aux légumes. Plus de 5000 flavonoides
différents ont été décrit(Ross et Kasum, 2002). Il existe six grandes sous-catégories de
flavonoides : anthocyanes, flavones, flavonols , flavanones, catéchines de flavanols et
isoflavones (Hertog et al., 1995; Ross et Kasum, 2002) .

Les anthocyanes meéritent beaucoup d’attention, en raison de leur omniprésence dans

I'alimentation humaine (Sigurdson et al., 2018).
5.Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos = fleur et du kianos = bleu) constituent le plus grand groupe
de pigments hydrosolubles du régne végétal et appartiennent au sous-groupe flavonoide des
polyphénols (Figure 4). Elles sont responsables des couleurs roses, rouges, violettes et bleues
dans les fleurs, les fruits et autres tissus végétaux. Chimiquement, il s'agit de glycosides ou
d'acylglycosides polyhydroxylés ou polyméthoxylés de leurs chromophores d'anthocyanidine
respectifs. Les anthocyanidines sont des dérivés oxygénés de sels de 2-phénylbenzopyrylium
(C6-C3-C6) ou de flavylium ; ils se distinguent des autres flavonoides en tant que classe séparée
par leur capacité a former des cations flavylium (Han et al., 2007; Castaneda-Ovando et al.,
2009).

Les anthocyanes offrent plusieurs prestations aux plantes notamment, |’attraction des
pollinisateurs et la protection contre les bactéries et le stress oxydant. lIs ont montré un large
éventail d'applications pharmacologiques contre diverses conditions de stress et maladies
chroniques comme I’inflammation, le déclin cognitif, le dysfonctionnement neuronal, la
fragilité et la perméabilité capillaire, 1’agrégation plaquettaire, les complications
cardiovasculaires, les lésions hépatiques , la peroxydation lipidique et la prolifération des
cellules cancéreuses (Kong et al., 2003; Chen et al., 2016; Xie et al., 2018).
Beaucoup de ces activités biologiques ont été attribuées a la puissante activité antiradicalaire et

antioxydante des anthocyanes (Jin et al., 2011; Bao et al., 2018).

12



Syntheése bibliographigue

Acides
phénoliques

oxy\

Acides hydroxy- Acides hydr

Proanthocyanidines Ellagitanins
cinnamiques benzoF:'ques Composés phénoliques Ry
Ry 1
— P des petits fruits O
Ry \ o] R; \ / HO
OH =
OH Rs o
Acide caféique Acide gallique Rs
Acide férulique Acide vanillique

HO.

Acide p-coumarique

Flavonoides

Ho OH
Stilbénoides -

HO  OH
HO % { OH
o)
OR, HO O oH
Resvératrol [ Flavonols ] [Anthocyanidines} Flavanols Q O
Ptérostilbéne (catéchines) .
Picéatannol R R Eféiodjol
1 1 5
J_on ou - Entérolactone
) L g O
HO. o‘ NNR HO. ‘ 0% Re HO. 0. -
OH # " 0H OH
OH O OH OH
Quercétine Cyanidine Catéchine
Myricétine Pélargonidine Epicatéchine
Kaempférol Delphinidine Gallocatéchine
Péonidine Epigallocatéchine
Malvidine
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Environ plusieurs centaines d'anthocyanes ont été identifiées. elles varient d’un point de vue :
(1) du nombre et de la position des groupes hydroxyle et méthoxyle sur le squelette de
I'anthocyanidine de base ; (2) I'identité, le nombre et les positions auxquelles les sucres sont
attachés ; et (3) le degré de l'acylation du sucre (Prior, 2004). Ainsi, les structures chimiques
des anthocyanes varient considérablement en fonction de I’ampleur de la glycosylation et de
I’acylation (Hou et al., 2004) .

Les six anthocyanidines couramment trouvées dans les plantes sont les suivantes
pélargonidine, cyanidine, delphinidine, peonidine, pétunidine et malvidine (Tableaul). La
cyanidine est I'anthocyanidine la plus répandue dans la nature. Les différences de structure
chimique de ces six anthocyanidines courantes se produisent aux positions 3'et 5' du cycle B.
En général, la structure chimique (position, nombre et type de substitutions) de chaque molécule
d'anthocyane a une grande influence sur le degré avec lequel les anthocyanes exercent leurs
propriétés bioactives et influent sur la localisation intracellulaire de ces pigments(Prior et Wu,
2006).

Tableaul. Structures des anthocyanes (Wang et al., 2008)

Aglycone R, R, R,
Delphinidin OH OH OH
Cyanidin OH H OH
Petunidin OCH; OH OH
Peonidin OCH; H OH
Malvidin OCH,, OCH,, OH
Pelargonidin H H OH
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5.1Le role des anthocyanes dans le maintien de la santé humaine

Les anthocyanes sont impliqués dans de nombreuses activités biologiques pouvant
avoir un impact positif sur la santé. Plusieurs études ont porte sur leur utilisation a des fins
thérapeutiques, mais ces derniéres années seulement, certaines propriétés pharmacologiques
specifiques et mesurables de pigments d'anthocyanes isolés ont été vérifiées de maniére
concluante par des essais in vitro, in vivo ou des essais cliniques rigoureusement controlés.
(Lila, 2004; Cassidy et al., 2016; Wallace et al., 2016; Scarano et al., 2018).
Ces pigments peuvent réduire le risque de maladies coronariennes par la modulation de la
vasomotricité artérielle, I'inhibition de I'agrégation plaquettaire ou la protection endothéliale
(Colantuoni et al., 1991; Rechner et Kroner, 2005; Cassidy et al., 2016; Cassidy, 2018 ). En
outre, les anthocyanes pourraient exercer une activité anticancéreuse (Anwar et al., 2016 ;
Venancio et al., 2017), réduire les atteintes inflammatoires et également moduler la réponse
immunitaire (Taverniti et al., 2014; Amini, 2017; Papakotsi, 2018; Wu et al., 2018; Xie et al.,
2018).Tous ces effets pourraient étre médiés par leur activité antioxydante. L’acuité visuelle
peut également Etre nettement améliorée par I’administration de pigments anthocyaniques a

I’animal et a I’lhomme (Muth et al., 2000 ;Nakaishi et al, 2000; Nomi et al., 2019).

Dans divers essais de recherche in vitro et in vivo, il a été démontré que les anthocyanes
présentaient une activité intéressante contre plusieurs types de cellules cancéreuses( Peiffer et
al., 2016; Mazewski et al., 2017; Fernandez et al., 2018; Mazzoni et al., 2019). La capacité des
pigments anthocyaniques a interférer avec le processus de carcinogenése semble étre liée a de
multiples mécanismes d’action potentiels, notamment I’inhibition des cyclooxygénases (COX),
une puissante activité antioxydante en tant que piégeur de radicaux, anti-inflammatoire, la
suppression de la prolifération cellulaire et I’induction de protéines d’apoptose et de

differenciation (Hou, 2003; Wang et Stoner, 2008; Tsai et al., 2017).

Plusieurs études ont révélé que les anthocyanes inhibent la formation de tumeurs en bloguant
I'activation d'une voie de la protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK). Ces rapports
ont fourni la premiere indication d'une base moléculaire expliquant pourquoi les anthocyanes
ont des propriétés anticancéreuses (Hou et al., 2004; Layosa et al., 2019). Le rdle des
anthocyanes dans la protection des maladies cardiovasculaires est fortement lié a la protection
contre le stress oxydant et a l'augmentation de I'activité antioxydante plasmatique. Des extraits
d'anthocyanes de myrtille, et de sureau ont montré une capacité de relaxation dépendante de
I'endothélium au niveau des arteres coronaires porcines (Bell et Gochenaur, 2006). De plus,
I'ingestion permanente d'anthocyanes augmentait les concentrations de glutathion chez le rat
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(Toufektsian et al., 2008; Norris et al., 2016; Wu et al., 2018) et inhibait I'expression de la
protéine inductible de I'oxyde nitrique synthase (iNOS) ainsi que la production de NO au niveau
des macrophages exposés a un stimulus inflammatoire (lipopolysaccharide) (H&mélainen et al.,
2007). Les anthocyanes sont capables d’agir sur différentes cellules impliquées dans le
développement de 1’athérosclérose, comme la protéine 1 chimioattractante des monocytes
(MCP-1), et ont un effet protecteur contre la sécrétion de MCP-1 induite par le facteur de
nécrose tumorale TNF-a dans les cellules endothéliales humaines primaires (Garcia-Alonso et
al., 2009).

Chez le rat, un apport alimentaire a long terme d'anthocyanes dérivées du mais, principalement
de la cyanidine et de la pélargonidine, a rendu le myocarde moins sensible aux Iésions induites
par I’ischémie- reperfusion in vitro aussi bien qu'in vivo par rapport aux témoins(Scarabelli et
al., 2009) . Wu et al. (2016); Wu et al. (2018) ont montré que 1’administration des extraits
d’anthocyanes a des souris en combinaison avec un régime riche en graisses, inhibaient
efficacement l'augmentation du poids corporel et du tissu adipeux. Les symptomes typiques
d'hyperglycémie, d'hyperinsulinémie et d'hyperleptinémie provoqués par un régime riche en
graisses ne se sont pas manifestés. Les expériences suggérent que les anthocyanes, en tant que

composant alimentaire fonctionnel, peuvent aider a la prévention de I'obésité.

Les anthocyanes sont reconnus pour leur capacité a moduler les fonctions cognitives et
motrices, a améliorer la mémoire et a jouer un réle dans la prévention des baisses de la fonction
neuronale liées a I'age. Selon Dos Santos et al.( 2019) I'administration d'anthocyanes retarde le
déficit cognitif lié au vieillissement, par le biais de modulation des voies de signalisation liées
a la neurodégénérescence. Le traitement aux anthocyanes réduit également I'expression des
enzymes impliquées dans l'inflammation pulmonaire (Rossi et al., 2003). Les anthocyanes
peuvent agir comme antibactériens efficaces en détruisant la paroi cellulaire de E. coli et
Salmonella d’origine alimentaire ; ils contribuent également a réduire 'abondance des bactéries
pathogénes qui produisent des toxines chez I'néte, comme Desulfovibrio sp. et Enterococcus.
Les anthocyanes possedent également la capacité d'augmenter I'abondance de probiotiques tels
que Akkermansia, Bifidobacteria et enfin, il semble que les anthocyanes régulent la
composition des microbes intestinaux améliorant ainsi I'immunité et la santé intestinale (Ma et
al., 2019)
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Les anthocyanes glycosylées ont démontré de fortes activités antioxydantes dans plusieurs
études. Ces composeés naturels peuvent réagir avec les especes réactives de I'oxygéne (EOR) et
ainsi interrompre la propagation de nouvelles espéces radicalaires. Leurs doubles liaisons
contribuent a I'activité de piégeage. Les cyanidines glycosides en particulier, possedent un large
spectre d’activités biologiques, notamment des effets de piégeage sur les agents cancérogenes
et mutagenes activés et sur la régulation du cycle cellulaire (Mazza et Miniati, 1993 ; Hagiwara
et al., 2001; Galvano et al., 2004; Lazzé et al., 2004; Serafino et al., 2004; Tsai et al., 2017) .
En effet, les glycosides de cyanidine purifiés a partir d’extraits de baies possedent des propriétés
pro-apoptotiques dans les cellules cancéreuses humaines, y compris les cellules leucémiques
(Wenzel et al., 2000; Katsuzaki et al., 2003; Lazzé et al., 2004; Li et al., 2017),ces études
suggerent que les activités antitumorales des glycosides de cyanidine pourraient étre liées a leur
capacité a induire l'apoptose et que ces produits pourraient également servir d'agents de
traitement du cancer. Probablement, toutes ces activités sont liées aux propriétés antioxydantes
des cyanidines ( Kahkonen et al., 1999; Zheng et al., 2003; Galvano et al., 2004; Wang et al.,
2005; Park et al., 2017). L’étude de Cyboran-Mikotajczyk et al.(2019) a prouvé qu’elles
protégent efficacement les érythrocytes contre les radicaux libres dans des conditions de stress

oxydatif physiologique et induit par AAPH.

La malvidine se trouve principalement en tant que pigment dans les herbes telles que la mauve

(Malva sylvestris), selon plusieurs études, les extraits de cette plante(dont la Malvine)
semblent avoir des propriétés thérapeutiques aussi bien in vitro que in vivo (Marouane et al.,
2011; Hussain et al., 2014; Benso et al., 2016),en effet ils agissent comme anti-diabétique
(Akash et al., 2013), anti-inflammatoire (Prudente et al., 2017) , antiulcérogéne (Sleiman et
Daher, 2009) et anti-oxydant (Zohra et al., 2012) .

Les apports nutritionnels de référence n'existent pas actuellement pour les anthocyanes, de nos
jours, il n'existe pas de dose journaliere recommandée pour ces molécules bien qu'une
consommation entre 250-400 mg / j, respectant la saisonnalité des sources alimentaires, a été
proposée pour les flavonoides totaux (Peluso et Palmery, 2015). La Chine a actuellement défini
un niveau specifique proposé de 50 mg / j pour les anthocyanes (Chinese Nutrition
Society,2013).

Le Comité mixte FAO / OMS d'experts des additifs alimentaires a établi une dose journaliére
acceptable de 2,5 mg / kg par jour pour les anthocyanes extraites de la peau de raisin, mais pas
pour les anthocyanes en général. A la suite d'une demande de la Commission européenne a
I'Autorité européenne de sécurité des aliments, le groupe scientifique sur les additifs
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alimentaires et les ardmes a été invité a fournir un avis scientifique réévaluant la sécurité des
anthocyanes. Le groupe scientifique a conclu que la base de données toxicologiques disponible
était insuffisante pour établir une dose journaliére numériquement acceptable pour les
anthocyanes(Additives et Food, 2013).

6.Mécanisme d’Activité antioxydante des flavonoides :

Les capacités antioxydantes de nombreux flavonoides dont les anthocyanes peuvent se révéler
étre beaucoup plus vigoureuses que celles des vitamines C et E (Prior et Cao, 2000).Selon
Prochazkové et al. (2011),les flavonoides peuvent prévenir les lésions causées par les radicaux

par les mécanismes suivants :
(1) piégeage direct des espéces reactives de I'oxygéne (EOR),

(2) activation des enzymes antioxydantes (Nijveldt et al., 2001),

(3) chélation de métaux (Ferrali et al., 1997),

(4) réduction des radicaux a-tocophéryle ( Hirano et al., 2001; Heim et al., 2002),

(5) inhibition des oxidases (Cos et al., 1998; Heim et al., 2002),

(6) atténuation du stress oxydant causé par I'oxyde nitrique (Vanacker et al., 1995)

(7) augmentation du taux d'acide urique (Lotito et Frei, 2006),

(8) augmentation des propriétés antioxydantes des antioxydants de faible poids moléculaire
(Yehetal., 2005).

6.1Piégeage direct des EOR

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres directement par don d'atomes
d’hydrogene, les radicaux sont ainsi rendus inactifs selon l'équation suivante, ou R * est un
radical libre et FI-O ¢ est un radical flavonoide phénoxyle (espéces radicalaires d'oxygene

monovalentes formées a partir de pheénols par homolyse de la liaison O-H) (Figure 5).
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Figure 5. Piégeage des especes réactives de I'oxygene (R ¢) par un flavonoide. Le radical libre

FI-O « peut réagir avec un second radical en acquérant une structure quinone (Pietta, 2000).
6.2 Activation des enzymes antioxydantes

Un autre mécanisme possible par lequel les flavonoides agissent est I’interaction avec diverses

enzymes antioxydantes (Nijveldt et al., 2001).

Les flavonoides sont capables d'induire la phase Il des enzymes de détoxification (par exemple,
la NAD (P) H-quinone oxydoréductase, la glutathion S-transférase et I'UDP-glucuronosyl
transférase), qui sont les principales enzymes de défense contre les toxiques électrophiles et le
stress oxydant (Nerland, 2007).

6.3 Activité de chélation des métaux

Les flavonoides sont connus pour chélater le fer et le cuivre, éliminant ainsi un facteur de
développement de radicaux (Ferrali et al., 1997). Pietta. (2000) a proposé que parmi les sites de
liaison des métaux dans la molécule de flavonoides, le fragment catéchol du cycle B ; la fraction
catéchol du cycle B s’est révélée étre importante pour la formation de chélate de Cu?* et étant

ainsi le site contributif majeur de la chélation des métaux (Brown et al., 1998).
6.4 réductions des radicaux a-tocophéryle

L'a-tocophérol représente un antioxydant majeur dans les membranes cellulaires et dans les
lipoprotéines humaines de faible densité (LDL) ; Hirano et al . (2001), ont suggéré que les
flavonoides pouvaient agir en tant que donneurs d'hydrogéne au radical a-tocophéryle, qui est
un prooxydant potentiel. De plus, par interaction avec le radical a-tocophéryle, ils retardent
I'oxydation des LDL.

19



Syntheése bibliographigue

6.5 Capacité d’inhiber les oxydases

Les flavonoides inhibent les enzymes responsables de la formation du superoxyde (O2 ¢ -),
comme la xanthine oxydase (Hanasaki et al., 1994) et les protéines kinase C (Ursini et al.,
1994).

Il a également été démontré que les flavonoides inhibent la cyclooxygénase, lipoxygénase,
succinoxydase microsomale et NADH oxydase (Korkina et Afanas' Ev, 1996; Brown et al.,
1998).

La NADPH oxydase est un systéme associ¢ a la membrane qui catalyse la production d'O2 « -
dans les neutrophiles activés. Son mécanisme d'activation comprend l'interaction d'un agoniste
avec un récepteur spécifique de la membrane des neutrophiles, l'activation de la
phospholipase C et la formation ultérieure de seconds messagers activant la protéine kinase C.
Cette enzyme phosphoryle la sous-unité p47phox de la NADPH oxydase, un composant clé de
cette enzyme, et provoque ainsi l'activation de flambée respiratoire (augmentation de la
consommation d’oxygéne moléculaire par les neutrophiles suite a I’activation de la NADPH
oxydase membranaire durant la phagocytose des microbes) (Umeki, 1994; Ago et al., 2003). Il
a été suggéré que l'inhibition de la protéine kinase C ,est un mécanisme d'inhibition de la

NADPH oxydase par certains flavonoides (Ursini et al., 1994).
6.6 Atténuer le stress oxydant causé par I'oxyde nitrique

L'oxyde nitrique (NO) joue un réle important dans le maintien de la dilatation des vaisseaux
sanguins (Huk et al., 1998), mais ses concentrations élevées peuvent entrainer des dommages
oxydatifs. Le NO est produit par I'oxydation de la L-arginine catalysée par NO synthases
(NOS). La toxicité de I'oxyde nitrique est principalement médiée par le peroxynitrite, qui se
forme lors de la réaction de NO avec O2 « -(Rubbo et al., 1994) .

Les flavonoides exercent une activité inhibitrice de la production de NO dans plusieurs lignées
cellulaires et cultures (macrophages péritonéaux de souris, cellules RAW 264.7 et J774.2)
activées par des lipopolysaccharides. Cet effet est probablement provoqué par un effet
inhibiteur des flavonoides sur I'expression de la NOS inductible, mais pas par I'inhibition de
son activité (Kim et al., 1999 ; Olszanecki et al., 2002; Matsuda et al., 2003).

La maniére dont les flavonoides inhibent I'induction de la production de NOS et de NO n'est
pas encore clairement comprise, mais plusieurs explications sont avancées. La premiére

possibilité peut étre dérivée de la propriété antioxydante des flavonoides, grace a laquelle ces
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composeés capturent les EOR. La deuxiéme possibilité est que les flavonoides puissent agir en

tant qu'inhibiteurs de la molécule de signalisation des lipopolysaccharides (Kim et al., 2005).
6.7 Augmentation des niveaux d'acide urique

Lotito et Frei (2006), supposent que la forte augmentation de la capacité antioxydante
plasmatique totale observée apres la consommation d'aliments riches en flavonoides n'est pas
causée par les flavonoides eux-mémes, mais est probablement la conséquence de
l'augmentation des taux d'acide urique, qui contribue de maniére importante a la capacité totale
d'antioxydant plasmatique. Cao et al. (1998) ont noté une augmentation significative de I'urate
plasmatique ou sérique aprés la consommation de certains aliments contenant des flavonoides.
Ainsi, plusieurs études indiquent que la consommation d’aliments riches en flavonoides peut
augmenter l'urate plasmatique, bien que le mécanisme sous-jacent reste encore flou. Par
ailleurs, étant donné que le taux élevé d’urate peut constituer un facteur de risque pour certaines
maladies, le prétendu « bénéfice antioxydant » pourrait ne pas correspondre a ce qu’il semble
(Halliwell, 2007) .

6.8 Modification des propriétés pro-oxydantes d'antioxydants de faible poids moléculaire
Plusieurs auteurs ont décrit l'activité pro-oxydante de la 3-caroténe dans certaines conditions
(par exemple, l'irradiation par les UVA) et ont suggéré que sa combinaison avec un antioxydant
peut avoir un effet préventif (Obermdller-Jevic et al., 1999; Offord et al., 2002). Yeh et
al.(2005), ont étudié Il'interaction de la B-caroténe en association avec quelques flavonoides sur
des lésions de I'ADN induites par les UVA dans des cellules C3H10T1/2 et des fibroblastes
d'embryon de souris. Lorsque chaque flavonoide était associé¢ a la B-caroténe lors de la pré
incubation, les dommages causés a I'ADN cellulaire induit par les UVA étaient
significativement supprimés (Prochazkova et al., 2011).

7.Globule rouge et p thalassémie

Les globules rouges (GR) sont I'une des cibles des especes réactives de 1’oxygéne (EOR)
générées par un environnement de stress oxydant en raison de la présence de grandes quantités
d’acides gras hautement polyinsaturés dans leurs membranes, de leur riche apport en oxygene
et de leur taux ¢élevé d’hémoglobine (Hb) qui sont des catalyseurs puissants du stress oxydant
(Sadrzadeh et al., 1984; Clemens et al., 1987; Cimen, 2008; Pandey et Rizvi, 2011; Melo et al.,
2019). Les troubles héréditaires de la production d'Hb sont les troubles monogéniques les plus
courants chez I'homme. Celles affectant les geénes de la f globine (HBB) adultes, telles que la

B-thalassemie, sont les plus pertinentes sur le plan clinique (Weatherall et al., 2010). Malgré
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que la lésion primaire se localise au niveau du gene de la B-globine au cours de la B-thalassémie,
le stress oxydant joue un réle majeur dans sa physiopathologie (Pavlova et al., 2007; Fibach et
Rachmilewitz, 2008).

7.1 Hémoglobine

L’hémoglobine est un tétramere composé de 4 chaines appelées globines : 2 chaines o (141AA)
2 chaines B (146 AA) et d’un groupement prosthétique, ’héme, composé de protoporphyrine
IX et d’un atome de Fe (Figure 6) .

Les génes de I’Hb sont situés sur les chromosomes 16 (a) et 11 (B)(Crossley et Orkin, 1993).

B chain 2

« chain 1

Figure 6. Structure de I’hémoglobine d’apres (Marengo-Rowe, 2006)
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7.2 B -thalassémies

Les B-thalassémies sont des troubles génétiques de la synthése de I'némoglobine caractérisées
par une synthése déficiente (B*) ou absente (B°) de la sous-unité B-globine de la molécule
d’hémoglobine (Weatherall et Clegg, 2001) . La grande majorité des personnes atteintes de
thalassémie héritent de leur trouble en tant que récessif. Les individus hétérozygotes ont une
Iégere anémie et une microcytose et sont classés comme présentant un trait de thalassémie
mineure, et les individus homozygotes ont une anémie sévere a divers degres et se caractérisent
par une B-thalassémie homozygote ou une thalassémie majeure ou intermédiaire (Thein, 1999 ;
Nienhuis et Nathan, 2012). Le degré de réduction de la chaine de la globine est déterminé par
la nature de la mutation du géne de la béta globine située sur le chromosome 11 (Galanello et
Origa, 2010).

7.3La Béta-thalassémie majeure

La présentation clinique de la thalassémie majeure survient entre 6 et 24 mois. Les nourrissons
affectés ne parviennent pas a se développer et deviennent progressivement pales. Des
problémes d’alimentation, diarrhée, de fiévre récurrents et hypertrophie de I'abdomen causée
par I’hypertrophie de la rate et du foie peuvent se produire.

Si un programme de transfusion régulier qui maintient une concentration d'Hb minimale de 9,5
a 10,5 g / dL est initié, la croissance et le développement ont tendance a étre normaux jusqu'a
10 a 12 ans (Whipple et Bradford, 1936; Cao et Galanello, 2010). Cependant les patients
transfuses peuvent développer des complications liées a la surcharge en fer qui induit un retard
de croissance ainsi que des complications ultérieures : une atteinte du ceeur (myocardiopathie
ou rarement des arythmies), du foie (fibrose et cirrhose) et des glandes endocrines (diabéte
sucré, hypogonadisme et insuffisance des parathyroides, de la thyroide, de I'hypophyse, et plus
rarement des surrénales) (Borgna et Galanello, 2004; Galanello et Origa, 2010).

7.4 Physiopathologie

Les caractéristiques de la thalassémie - avec ou sans traitement - sont le déséquilibre de la
chaine d'a-globine ou de B-globine conduisant a une érythropoiése inefficace, un ensemble de
mécanismes physiopathologiques ultérieurs et un profil de multimorbidité (Tanno et al., 2007 ;
Ndiaye et al., 2015) (Figure 7).

Un défaut total ou partiel de la synthése des chaines B se traduit par un déséquilibre entre les
chaines a et non a (ratio o/nona supérieur a 1) est induit par I’anomalie génétique.

Les chaines alpha libres en excés forment des tétrameres a4 instables et moins solubles, ces
derniers s’oxydent et précipitent dans le cytoplasme sous forme d’inclusions (Fessas et al.,

1966) appelées hémichromes, toxiques pour les membranes cellulaires et nucléaires,
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l'accumulation de tétraméres instables de la chaine d'a-globine dans les cellules érythroides
entraine la mort prématurée des cellules a I'intérieur (érythropoiése inefficace) et a I'extérieur
(hémolyse périphérique) de la moelle osseuse, facilitée par la formation d'especes réactives de
I'oxygéne (Rivella, 2012). La manifestation immédiate est une anémie hémolytique chronique
pouvant entrainer des complications aigués telles que la cholélithiase et des effets néfastes a
court et a long terme sur la croissance, la fonction des organes et la fonction vasculaire(Taher
etal., 2015).

La prolifération accrue de précurseurs érythroides dans la moelle osseuse conduit a une
expansion médullaire et a des deformations osseuses ultérieures et a une faible masse osseuse
(Rivella, 2012).

Des sites hémopoiétiques compensatoires situés a I'extérieur de la moelle osseuse sont
également activés, principalement dans la rate (splénomégalie) et le foie (hépatomégalie), mais
peuvent également étre activé dans tous les tissus du corps présentant un potentiel
hémopoiétique, conduisant & la formation de pseudotumeurs extra medullaires dans des zones
anatomiques a haut risque telles que le canal rachidien (Haidar et al., 2010).

Outre les anomalies des plaquettes et du systeme de coagulation, une hypercoagulabilité et des
manifestations vasculaires associées sont couramment observées chez les patients
thalassémiques, en particulier chez les patients splénectomisés (Cappellini et al., 2012).

Enfin, I'érythropoiése inefficace entraine une absorption accrue du fer et une surcharge en fer
induite par I'hepcidine(Taher et al., 2018) (hormone hépatique qui régule en permanence la

concentration et la biodisponibilité plasmatiques du fer) (Loréal et al., 2008)
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Physiopathologie de la B-thalassémie I
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Figure?. Physiopathologie des patients atteints de syndrome de thalassémie (Leroy-Viard et

al., 1992).
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8.Thalassémie et stress oxydant

Bien que le stress oxydant ne soit pas I'étiologie primaire de la thalassémie, il joue un role
majeur dans sa physiopathologie. Le statut oxydatif des cellules est régulé par I'équilibre entre
les oxydants, tels que les espéces réactives de I'oxygéne (EOR), principalement produites
comme sous-produits de la respiration cellulaire, et les anti-oxydants, tels que le glutathion
réduit. Une balance oxydant/anti-oxydant équilibrée est une condition sine qua non pour
maintenir une physiologie normale. Les EOR servent de regulateurs dans de nombreux
processus, y compris la prolifération et la différenciation des précurseurs érythroides. Lorsque
cet equilibre est défaillant, comme dans de nombreux processus pathologiques, il en résulte un
stress oxydant. Les EOR en exces se lient aux composants cellulaires tels que I'ADN, les
protéines et les lipides membranaires, entrainant une cytotoxicité (Fibach et Rachmilewitz,
2008).

Dans la B-thalassémie, le stress oxydant est principalement la conséquence du défaut de la
production de la chaine de la B-globine entrainant un excés d’a-globines. Les a-globines libres
forment des agrégats instables qui peuvent s'auto-oxyder, se dénaturer et précipiter sous forme
d'hémichromes au sein des cellules. Il en résulte une forte production des EOR, de I'hneme libre
et une surcharge en fer (Figure 8)(Voskou et al., 2015). Le fer libre génére des EOR a travers
laréaction de Fenton (Sadrzadeh et al., 1984; Kohgo et al., 2008). En fait, une production accrue
des EOR se produit dans les GR isolés de patients thalassémiques (Amer et al., 2003;
Leecharoenkiat et al., 2011). Les EOR peuvent oxyder les lipides, les acides nucléiques, les
protéines cellulaires et altérer I'activité des facteurs de transcription, des canaux membranaires
et des voies de signalisation (Arlet et al., 2014; Phull et al., 2018). De plus, le fer libre initie des
réactions d'oxydo-réduction induisant une oxydation de [I'hémoglobine libre et une
déstabilisation de la membrane (De Franceschi et al., 2013). En consequence, des dommages
oxydants importants sur les globules rouges peuvent favoriser leur mort prématurée par

hémolyse, contribuant ainsi & I'Erythropoiése inefficace.

Le stress oxydant peut entrainer de graves altérations de la stabilitt membranaire, de
I'nydratation cellulaire et des protéines du cytosquelette (Arlet et al., 2014). Les hémichromes
liées a la membrane cytoplasmique des progéniteurs érythroides interviennent dans la
phosphorylation du domaine cytoplasmique de la bande 3(une protéine de transport
transmembranaire anionique )(Mannu et al., 1995). Il en résulte une réorientation des domaines

intramembranaire et extracellulaire, une agrégation de la bande 3 et une perturbation de la
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liaison de I'ankyrine (Ferru et al., 2011). Les nouveaux agrégats de la bande 3 agissent en tant
qu'antigéne et se lient avec une grande affinité aux anticorps anti-bande 3 d'lgG et aux
fragments du complément des macrophages (Cappellini et al., 1999; Pantaleo et al., 2008). De
plus, la perturbation de la fonction de la bande -3 entraine une diminution de la concentration
de NADPH, un agent anti-oxydant et exacerbe le stress oxydant (Voskou et al., 2015) .
L'oxydation de la protéine 4.1, membre du cytosquelette des érythrocytes, est une autre voie
importante, la protéine 4.1 défectueuse reduit sa capacité de liaison avec la spectrine, ainsi que
des interactions inefficaces entre la spectrine et 1’actine, il en résulte un GR instable et fragile (

Shinar et al., 1989; Advani et al., 1992; Ribeil et al., 2013) .
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Figure8.Stress oxydant dans la B-thalassémie (Oikonomidou et Rivella, 2017)

Les a-globines libres forment des agrégats qui se dénaturent et s’auto-oxydent sous forme d'hémichromes. En
conséquence, des EOR, de I'neme libre et du fer sont produits. Les EOR sont également produits par la réaction

de Fenton a partir de fer libre. Les EOR oxydent les lipides, les acides nucléiques et les protéines cellulaires.

Les hémichromes induisent la phosphorylation du domaine cytoplasmique de la bande 3, ce qui entraine
I’agrégation de la bande 3 et la perturbation de la liaison de I’ankyrine. L’anticorps anti-bande 3, avec complément,
reconnaissent les clusters de la bande 3 / hémichrome et interviennent dans la phagocytose des érythrocytes par
les macrophages.La perturbation de la bande 3 entraine une diminution de la concentration de NADPH, induisant

en outre un stress oxydant. Les EOR induisent une oxydation de la protéine 4.1, de la spektrine et de I'actine,

conduisant a des GR instables et fragiles.
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9.Culture in vitro, Lymphocytes, et anthocyanes

Les tests in vitro sont des outils performants pour réaliser des criblages d’activité et d’influence

de substances environnementales capables de perturber les fonctions de 1’organisme.

En effet les systémes de culture cellulaire peuvent fournir une mine d'informations sur les effets
biologiques des composes phytochimiques issus des Iégumes et des fruits et sur les mécanismes
par lesquels les régimes riches en légumes et en fruits peuvent réduire le risque de maladies
chroniques (Bub et al., 2003).

Il est bien établi que le systéme immunitaire est particulierement sensible au stress oxydant et
gu'une réponse immunitaire efficace repose principalement sur la communication de cellule a
cellule. De plus, I'activation et la prolifération des lymphocytes sont étroitement liées au statut
redox intracellulaire de la cellule ( Santangelo, 2003; Kabe et al., 2005; Kesarwani et al., 2013;
Meraou et al., 2016; Bouamama et al., 2017; Meraou, 2017).

Les lymphocytes et particulierement ceux de la lignée T sont des leucocytes qui ont un réle
central dans le systtme immunitaire, notamment la réponse immunitaire de type cellulaire.
Les EOR ont des effets sur la fonction et la prolifération des lymphocytes T. De faibles
concentrations de EOR dans les cellules T sont une condition préalable a la survie cellulaire,
mais leur accumulation accrue peut conduire a l'apoptose / nécrose (Gajski et al., 2016). Les
états d'oxydoréduction des lymphocytes T sont également régulés par plusieurs vitamines et
composés alimentaires. Les changements dans la régulation redox des lymphocytes T peuvent
affecter la pathogenése de beaucoup de maladies humaines. De nombreuses stratégies pour
contréler le stress oxydatif ont été utilisées pour diverses maladies, notamment ['utilisation
d'antioxydants provenant de produits alimentaires et I'ingenierie pharmacologique (Kesarwani
etal.,, 2013) .

Les flavonoides dérivés des aliments modulent une variété de processus inflammatoires et de
fonctions immunitaires (Eun-Sun et al., 2008; Ginwala et al., 2016; Martinez et al., 2019).
Plusieurs études ont montré les effets immunomodulateurs des anthocyanes chez I'hnomme et
les rongeurs (Wang et al., 2000; Sterling, 2001; Lazze et al., 2003; Hou et al., 2005;Amini,
2017; Farzaei et al., 2018; Papakotsi, 2018), indiquant le potentiel des anthocyanes dans la

promotion des progres dans le domaine de I'immunothérapie.
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Matériel et méthodes

Le travail présenteé dans cette these de doctorat a été réalisé au sein du laboratoire PPABIONUT
physiologie, physiopathologie et biochimie de la nutrition, université de Tlemcen.

Pour notre étude, nous avons choisi de tester 7 anthocyanes (3 anthocyanes naturelles et 4
anthocyanes de syntheése) (Figure 9) qui nous ont été fourni par le laboratoire de chimie

bioorganique et médicinal de I’université de Strasbourg.

Les anthocyanes naturelles : Le chlorure de cyanine, le chlorure de kéracyanine et le chlorure
de malvine proviennent ’EXTRASYNTHESE.

Les autres anthocyanes sont issues de synthése chimique , a titre d’exemple , le chlorure de
3’4’-dihdroxy-7-méthoxy-flavylium a été synthétisé selon une procédure rapportée (Elhabiri et
al., 1997). Le chlorure de 6,7,3 °, 4’-tétrahydroxy-flavylium a été obtenu par condensation dans
des conditions acides de 3,4-dihydroxyacétophénone et de 2,4,5-trihydroxybenzaldéhyde 224
mg de 3,4-dihydroxyacétophénone et 219 mg de 2,4,5-trihydroxybenzaldéhyde ont été
solubilisés dans 20 ml d'acide formique contenant 10% d'acide chlorhydrique concentré. Le
mélange est agité a température ambiante pendant 24 heures puis évaporé a sec sous vide. Le
résidu a été lavé plusieurs fois a I'éther puis solubilisé dans 2 mL de méthanol acidifié avec 5%
d'acide chlorhydrique concentré. Le chlorure de 6,7,3 °, 4’-tétrahydroxy-flavylium a été obtenu

sous forme de cristaux rouges par diffusion lente d’éther (rendement 35%).

1H NMR &H [400 MHz, (CD3)2SO-CF3in D]: 8.98 (d, J 8.8, H-4), 8.28 (d, J 8.8, H-5), 7.89
(dd, J 8.6 and J 2.2, H-6"), 7.78 (d, J 2.2, H-8), 7.46 (d, J 10.3, H-5 and H-2"), 7.03 (d, J 8.6, H-
3). 13C NMR 8H [100 MHz, (CD3)2SO-CF3CO2D]: 168.25, 161.12, 154.31, 154.20, 150.00,
149.67, 147.14, 123.58, 120.89, 120.11, 117.23, 115.23, 112.42, 110.59, 103.02 (Charif et
al.,2020).
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Figure 9. Structures chimiques des différentes anthocyanes étudiées dans ce travail
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1.Détermination de Dactivité antiradicalaire par piégeage du radical DPPH

Les propriétés antioxydantes/antiradicalaires des anthocyanes testés sont évaluées par la
méthode de piégeage du radical DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) selon la méthode
(Brand-Williams et al., 1995). Le radical DPPH, en solution alcoolique, présente une intense

coloration violette qui disparait en présence de composés donneurs de He (Figure 10).

e e
0N ;“‘_“ O5MN :—N
+ ArOH ———————3> ArQ- + 2
: . O

1: Diphenylpicrylhydrazyl 2: Diphenylpicrylhydrazine

(Forme radicalaire) (Forme non radicalaire)

Figure 10.Mécanisme de réduction du radical DPPH+ (Molyneux, 2004)

Le radical DPPHe présente une bande d'absorption maximale intense centrée a 515 nm dans le
méthanol. Cette bande disparait lors de la réduction du DPPHe (en I'hydrazine correspondante)
par un composé donneur d'atomes He (ArOH). Cette décoloration met en évidence le pouvoir
anti-oxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une
diminution de I’absorbance a 515 nm (K. Mishra et al., 2012).

Les valeurs obtenues ont été comparées a celle d’un standard classique : ’acide ascorbique.
Des micro-volumes de solutions méthanoliques d’anthocyanes ou d’acide ascorbique sont
ajoutés a 2 ml d’une solution méthanolique de DPPHe+ a 150 uM. La réaction est suivie pendant
30 mn et les absorbances mesurées a 515 nm toutes les 30 secondes par spectrophotométrie. La
solution méthanolique des échantillons a servi de blanc.

Le pourcentage de DPPHe restant en fonction de la concentration d’anthocyane ou de 1‘acide
ascorbique nous permet alors d’évaluer les CE50 (concentration d’anti-oxydant necessaire pour
piéger 50% du DPPHe initial) (Goupy et al., 2003). Plus les valeurs des CE50 sont faibles, plus

les capacités antioxydantes du composé considéré sont élevées.
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Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon la formule :

CES50 = [(ADPPH - A échantillon) / ADPPH)] x 100

ADPPH : est la valeur d'absorbance du DPPH.

A échantillon : est la valeur d'absorbance de la solution a examiner qui représente la différence

entre la valeur d'absorbance de la solution a tester et la valeur d'absorbance du blanc.

2.Etudes in vitro sur les globules rouges

Les anthocyanes sont préparés dans du DMSO, a une concentration de 20 mM puis diluées aux
concentrations de 50, 100 et 200 uM dans le milieu réactionnel pour les globules rouges
normaux et 100uM pour les globules rouges thalassémiques.

Le TBHP est d’abord préparé en solution aqueuse, puis ajusté a une concentration finale de
200uM dans le milieu réactionnel. (Au préalable, les cellules ont été incubées avec le TBHP a
des concentrations allant de 50 a 1000 uM, afin de déterminer la condition la mieux adaptée, la
concentration de 200M a été choisie comme étant celle donnant une hémolyse bien détectable

et une altération de I'état rédox dans nos conditions expérimentales).
2.1. Isolement des érythrocytes :

Les érythrocytes sont isolés par centrifugation a 2000 tr/min pendant 10 min a partir de sang
humain d’un donneur unique non-fumeur et ne présentant aucune maladie apparente , et d’un

donneur atteint d’une P thalassémie majeure, récolté dans des tubes héparinés.

Apres élimination du plasma les érythrocytes sont lavés 3fois avec un tampon phosphate (PBS)
pH 7,4, puis suspendus dans ce méme tampon a une concentration de 2% (v/v)(Deng et al.,
2006).

2.2. Pré-incubation :

Subséquemment, la suspension des érythrocytes a 2% est aliquotée dans des tubes secs a un
volume de 1ml auquel des micro-volumes d’anthocyane sont ajoutés, de maniére a obtenir une
concentration finale de 50,100 et 200 uM puis incubés a 37°C pendant 30min sous agitation,
deux tubes sont prévus pour chagque concentration 1’un pour tester 1’effet antioxydant propre de
I’anthocyane (effet direct), I’autre pour tester son effet protecteur contre le TBHP. Les essais

sont réalises en triples.
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2.3 Incubation

Aprés 30min de pré-incubation, 1’effet protecteur des anthocyanes est Vérifié suite a une
exposition des globules rouges a un genérateur de radicaux libres le TBHP par une incubation

de 90 min avec ce dernier a une concentration finale de 200puM.
2.4 Test de viabilité cellulaire a la Calcéine-AM

L’¢évaluation des taux de viabilité cellulaire est effectuée selon la méthode décrite par (Bratosin
et al., 2005).

Ce test est fondé sur ’utilisation de la Calcéine-AM, un ester acétique non-fluorescent de la
fluorescéine (Figurell), qui traverse passivement les membranes des cellules viables et y est
transformé par les estérases cytosoliques en Calcéine fluorescente qui donne un signal vert
intense a 530 nm. Celle-ci n’est retenue que par les cellules possédant une membrane intacte.
La disparition de la Calcéine signifie donc, a la fois, la diminution de I’activité estérasique
caractéristique des cellules en apoptose, et la fuite de ce composé hors des cellules en apoptose
en raison de la perméabilisation de leur membrane. Ces deux mécanismes complémentaires

font de la Calcéine-AM un excellent test de viabilité érythrocytaire.

Apreés incubation les érythrocytes sont centrifugés, lavés deux fois avec du PBS puis remis en
suspension a une concentration de 0.1% a laquelle est ajoutée de la Calcéine-AM a une
concentration finale de 2 uM. La fluorescence est lue a des longueurs d'onde d'excitation /
émission de 485 nm / 528 nm apres une incubation de 45min a 37° a I’obscurité. Les résultats
sont exprimés en pourcentage des valeurs de contr6le (globules rouges non traités aux

anthocyanes ni au TBHP).

@ O Q @
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Figurell. Formule chimique de 1’acétoxyméthyl ester de la fluorescéine (Calcéine-AM).
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3.1solement des lymphocytes

L’isolement des lymphocytes repose sur la séparation des cellules sanguines en fonction d’un
gradient de densité utilisant 1’Histopaque (densité égale a 1077) (SIGMA). Le sang prélevé
recueilli dans des tubes héparinés, est versé doucement dans un tube conique contenant de
I’Histopaque. Une centrifugation a 2000 tr/min pendant 30 min permet de récupérer les
lymphocytes a partir de l’interface qui se trouve entre le plasma et I’Histopaque, les
lymphocytes sont ensuite lavés avec une solution saline équilibrée puis suspendu dans de
I’RPMI 1640(riche en glucose et en acides amines) (Figure 12).

!

Plasma

PBMCs

PBMCg
Histopaque

Erythrocytes v v

Figure 12. Représentation schématique du résultat de la stratification selon gradient de densité

3.1 Test de transformation lymphoblastique (TTL)

Apres coloration au bleu de trypan (0,4%) un comptage de cellules est réalisé sur la cellule de
Malassez.

Le TTL permet d’étudier la prolifération in vitro des lymphocytes T stimulés par des agents
mitogeénes spécifiques. La Concanavaline A (Con A, Sigma, St. Louis, MO, USA), mitogene
specifique des cellules T est utilisée a une concentration finale de 5 pg/ml. Les cultures sont
réalisées sur des plaques ELISA de 96 puits.

Les lymphocytes sont mis en culture (4x10° cellules/puit) dans le milieu RPMI 1640 auquel
sont ajoutés le tampon HEPES (25 mM), 10% sérum du veau foetal, L - Glutamine (2mM), 2-
mercaptoethanol (5x10-5M), pénicilline (100 UI/ml) et streptomycine (100 pug/ml) en présence
ou en absence de la Con A (5 pg/ml).

Afin de déterminer les effets des anthocyanes sur la prolifération in vitro des lymphocytes, les
cellules sont mises en culture en présence des différents anthocyanes a une concentration finale

de 25 et 50uM, puis celles-ci sont incubées 30 minutes a 37°C et 5% de CO.. Une fois
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I’incubation achevée, une solution aqueuse de TBHP est disposée dans la plaque (seulement
dans les puits servant a la vérification de ’effet protecteur, des contrbles paralléles ont été
réalisés sans TBHP pour tous les puits) a une concentration finale de 100uM et I’incubation est
poursuivie 48 heures a 37 °C, et 5% de COx. Les essais sont réalises en triples.

A la fin de I’incubation, les cellules sont prélevées dans une nouvelle plaque Elisa 96 puits.
Les puits sont lavés avec le milieu RPMI 1640 afin de récupérer I’ensemble des cellules.

La détermination de la prolifération lymphocytaire se fait par comptage des cellules (cellule de
Malassez), confirmee par la méthode du MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tétrazolium bromide] .

La suspension cellulaire est centrifugée a 6000 tours/min pendant 15 minutes. Les cellules
(culot) sont lysées et le contenu intracellulaire sert aux dosages des marqueurs du stress oxydant
intracellulaire.

3.2Détermination 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 bleu violacé (Hansen et al., 1989).

La solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tétrazolium bromide] (Sigma,
USA) est préparée a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, PH 7,5),
filtrée puis conservée a 4 °C a I’abri de la lumiére. La suspension cellulaire est incubée en
présence du MTT a 37° C, 5% CO2 pendant 3 heures. L’addition du HCL 0,04M dans
I’isopropanol permet la dissolution des cristaux bleus Formazan.

L’enzyme uniquement présente dans les cellules vivantes permet par un dosage
spectrophotométrique (a2 630 nm) de déterminer le nombre de cellules présentes dans la
suspension cellulaire. Ceci nous permet de calculer I’indice de prolifération grace a la formule
suivante :

IP= (densité optique des cellules stimulées/ densité optique des cellules non stimulées) x100
Cellules stimulées : cellules prélevées des puits aprés les incubations en présence de 1’agent
mitogéne.

Cellules non stimulées : cellules incubées sans I’agent mitogene
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4 Détermination des marqueurs du stress oxydant

4.1Dosage du glutathion réduit

Les taux de glutathion réduit (GSH) sont déterminés par la méthode d’Ellman (Ellman, 1959).
Le réactif d’Ellman, 1’acide 5,5'-dithiobis -2-nitrobenzoique (DTNB), est réduit par les
groupements thiols du GSH pour étre transformé en acide 2-nitro-5-thiobenzoique (TNB)de
couleur jaune (Figurel3).

L’acide thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 mn avec

un coefficient d’extinction égal a 13,6 mM-1.cm-1

GSS NO;
COOH
COOH
NO;
g

GSH + | — +
T
sz COGH
(oTNgy ©O0H HS—@—NO;
Figurel3. Réaction du reéactif d'Ellman avec le glutathion.

4.2Dosage du malondialdéhyde (MDA) (Draper et Hadley, 1990)

Le marqueur d’oxydation lipidique le plus utilisé est le malondialdéhyde, notamment pour la
sensibilité¢ de la méthode de dosage. La technique utilise un traitement acide a chaud, a 1’acide
thiobarbiturique (TBA). Les lysats sont incubés 20 minutes a 100 °C avec le TBA et I’acide
trichloroacétique (TCA). Aprés incubation, refroidissement et centrifugation a 4000 t/min
pendant 10 minutes, la lecture est réalisée sur le surnageant qui contient le MDA. Le TBA réagit
avec les aldehydes pour former un produit de condensation chromogénique consistant en 2
molécules de TBA et une molécule de MDA. La lecture des absorbances se fait 8 532 nm et les
concentrations en MDA sont calculées grace au coefficient d’extinction du complexe MDA -

TBA = (1,56%x105 L. mmol-1. Cm-1).
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5.Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. L'analyse statistique est
effectuée en utilisant le logiciel SPSS (version 20). La comparaison entre deux groupes (incubés
avec et sans TBHP) est réalisée par le test « t » de Student. Les multiples comparaisons entre
les différentes incubations du méme groupe sont réalisées par le test ANOVA. Lorsque des
changements significatifs sont observés dans les tests ANOVA, cette analyse est complétée par
le test TUKEY afin de classer et comparer les moyennes deux & deux. Les moyennes indiquées

par des lettres différentes (a, b, c, ...) sont significativement différentes.
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Résultats et interprétations

1.Propriétés antiradicalaires (DPPH)

Les résultats obtenus lors de 1’étude des activités antiradicalaires avec le 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPHe¢) sont représentés en Tableau 2. Les valeurs de CE5S0 (concentration efficace
de I’anti-oxydant permettant de diminuer la concentration initiale de DPPHe de 50%) sont
inversement proportionnelles a 1’activité antioxydante (plus le CE50 est faible plus le pouvoir
antioxydant est fort). L acide ascorbique a été utilisé comme standard a des fins comparatives.
Parmi les molécules testées, le CI-Cy a montré I’activité antiradicalaire la plus élevée (deux fois

plus puissants que I’acide ascorbique) suivi de la Syn 16 et le CI-Kcy.

Tableau? : Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPHe des anthocyanes étudiées

et du standard acide ascorbique.

MOLECULES CES0+ET
Cl-Cy
Cl-Kcy
Cl-Mlv
Syn13
Syn15
Synl6
Synl7
Vit C
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2. Effet in vitro des anthocyanes sur les érythrocytes normaux

Les érythrocytes sont mis en incubation en présence des différentes anthocyanes pendant
90min, par la suite différents marqueurs sont analysés afin de déterminer les effets de ces

anthocyanes sur le taux de viabilité erythrocytaire et le statut oxydant/anti-oxydant.

Deux protocoles sont utilisés afin de visualiser 1’effet direct ou 1’effet protecteur de ces
anthocyanes.

Pour I’effet direct, les érythrocytes sont mis en incubation avec les anthocyanes seulement, trois
concentrations sont testees (200,100, et 50uM).

Pour I’effet protecteur, les érythrocytes sont d’abord incubés avec les anthocynes pendant
30min avant 1’ajout d’un générateur de radicaux libres (TBHP), les trois concentrations
d’anthocyanes sont également testées.

2.1. Test de viabilité érythrocytaire a la Calcéine

Le test de viabilité érythrocytaire a la Calcéine est un test de choix en raison, de sa sensibilité,

de sa fiabilité et sa reproductibilité.

La Calcéine est un ester acétique non-fluorescent de la fluorescéine, qui traverse passivement
les membranes des cellules viables et y est transformé par les estérases cytosoliques en calcéine
fluorescente qui donne un signal vert intense & 530 nm. Celle-ci n’est retenue que par les cellules

possédant une membrane intacte.

Nos résultats montrent que le traitement au TBHP induit une hémolyse importante de 33.78%
(Figure 14).

Par ailleurs, une supplémentation en chlorure de cyanine (CI-Cy) n’affecte pas les taux de
viabilité cellulaire des globules rouges quelque soit sa concentration (200,100 ou 50uM) , tandis
qu’il exerce un effet anti-hémolytique important en réduisant le taux d’hémolyse (induit par

I’addition du TBHP) quelque soit sa concentration.

Le Chlorure de kéracyanine (Cl-Kcy) a 100 et 50uM garde les taux de viabilité similaires a
ceux du contréle et exerce une activité hemolytique (24%) a 200uM, par ailleurs il exerce une

activité anti hémolytique significative contre le TBHP a 50pMmais n’assure aucune protection

contre les effets du TBHP a 200uM.

Le chlorure de malvine (CI-Mlv) n’entraine aucune modification des taux de viabilité

érythrocytaire quelque soit sa concentration et assure une protection totale contre 1’hémolyse
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induite par le TBHP a une concentration de 200uM et partielle a 50uM mais n’apporte aucune

protection a 100puM.

D’autre part, la Syn13 et Syn 15 exercent une activit¢ hémolytique, et n’assurent aucune

protection contre le TBHP quelque soit la concentration utilisée (200,100 ou 50uM) .

La Syn16 ne modifie pas les taux de viabilité érythrocytaire quelque soit sa concentration, et
assure une protection significative contre le TBHP quelque soit la concentration utilisée.

La Synl7 entraine une diminution significative des taux de viabilité a 50uM et assure une

activité anti-hémolytique significative contre le TBHP a 200 et a 100uM.
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m sans TBHP

avec TBHP

Figure 14 . Taux de viabilité d’une solution de globules rouges a 2% supplémentés en
anthocyanes (200uM,100uM,50uM) en absence et en présence de TBHP (200uM) a 37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges incubés avec et sans TBHP est realisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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2.2. Teneur en GSH érythrocytaire

Nos résultats montrent une augmentation significative des teneurs en GSH des globules rouges
traités avec le CI-Cy a 100uM et la CI-Mlv a 100 et a 50uM (Figurelb).

Par ailleurs une diminution des taux de GSH est observée en présence du CI-Cy, CI-Mlv et la
Syn13 a 200uM et les Synl16 et Syn17a 50uM.

Pour le reste des concentrations les valeurs restent comparables au controle.

Nos résultats montrent que le traitement avec le géneérateur des radicaux libre (TBHP) induit

une diminution significative des teneurs en GSH au niveau des globules rouges normaux.

Le traitement avec : la CI-Mlv a 200,100 et 50uM, le ClI-Kcy, la Syn16, et la Syn17 a 200 et a
100uM, ainsi qu’avec le CI-Cy a 100 et 50uM au préalable d’un ajout du TBHP, contrecarre

I’effet de ce dernier sur les taux du GSH.

Par ailleurs le CI-Cy a 200uM, le Cl-Kcy et la Syn16 a 50uM, et la Syn 15 a 200 et 100uM

n’entrainent aucune modification des taux du GSH au niveau des érythrocytes soumis au TBHP.

Toutefois une diminution des teneurs en GSH est notée au niveau des érythrocytes soumis au
TBHP traités avec la Syn15 et la Syn17 a 50uM.
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m 5@ns TBHP

avec TBHP

Figure 15. Teneurs en GSH d’une solution de globules rouges a 2% supplémentés en
anthocyanes (200uM,100uM,50uM) en absence et en présence de TBHP (200uM) a 37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges incubés avec et sans TBHP est réalisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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2.3. Teneurs en MDA érythrocytaires

Une diminution significative des teneurs en MDA est notée suite au traitement au CI-Cy et a la
Syn16 a 100 et 50uM. Par ailleurs une augmentation des teneurs en MDA est observée suite au
traitement au CI-Cy a 200uM, et la Syn13 quelque soit sa concentration (200,100 et 50uM)
ainsi que la Syn17 a1l00uM et 50 uM (Figurel6).

Aucun changement significatif n’est relevé pour le reste des anthocyanes et concentrations.

Les teneurs en MDA ont montré une augmentation significative a la suite du traitement au
TBHP.

La préincubation des érythrocytes avec le CI-Cy et le CI-Mlv prévient cette augmentation d’une
maniére significative a 100 et 50uM, de méme pour le CI-Kcy,et la Syn16 a 200 et 100uM.

Pour les autres concentrations les modifications des taux du MDA sont peu ou pas

significatives.

49



Résultats et interprétations

50

m sans TBHP

m avec TBHP



Résultats et interprétations

51

m sans TBHP

m avec TBHP



Resultats et interprétations

m 5ans TBHP

avec TBHP

Figure 16. Teneurs en MDA d’une solution de globules rouges a 2% supplémentés en
anthocyanes (200uM,100uM,200uM) en absence et en présence de TBHP (200uM) a 37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges incubés avec et sans TBHP est réalisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux & deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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3.Effet in vitro des anthocyanes sur les érythrocytes des f thalassémiques
3. 1Test de viabilité érythrocytaire a la Calcéine

Aucun changement significatif des taux de viabilité n’est noté suite au traitement des globules
rouges avec les anthocyanes testées, a 1’exception de la Syn16 ou une diminution significative

est observée (Figurel?).

Par ailleurs, une hémolyse importante de plus de 46% a eu lieu suite au traitement des globules

rouges des B thalassémiques au TBHP.

Un traitement des globules rouges thalassémiques aux anthocyanes testées au préalable du

TBHP prévient cette hémolyse d’une maniére significative.

Figure 17. Taux de viabilit¢é d’une solution de globules rouges thalassémiques a 2%
supplémentés en anthocyanes (100uM) en absence et en présence de TBHP (200uM) a
37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges thalassémiques incubés avec et sans TBHP est réalisée par le
test t de Student: * P < 0,05; ** P < 0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).

53



Resultats et interprétations

3.2. Teneur en GSH érythrocytaire

Les valeurs du GSH ont significativement augmenteé suite a la supplémentation des érythrocytes
thalassémiques en anthocyanes sauf avec la Syn16 ou aucun changement significatif n’est

observé (Figurel8).
Par ailleurs, le taux du GSH 1a aussi, a nettement diminué apres 1’addition du TBHP.

Les résultats obtenus avec les érythrocytes thalassémiques supplémentés en anthocyanes puis
incubés avec le TBHP contrastent ceux obtenus avec le TBHP, en effet, une amélioration
significative des taux du GSH est notée suite au traitement avec les différentes anthocyanes,

elle est méme treés significative pour les CI-Cy, Cl-Kcy, Synl7.

Figure 18. Teneurs en GSH d’une solution de globules rouges thalassémiques a 2%
supplémentés en anthocyanes (100uM) en absence et en presence de TBHP (200uM) a
37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges thalassémiques incubés avec et sans TBHP est réalisée par le
test t de Student: * P <0,05; ** P < 0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux & deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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3.3. Teneur en MDA érythrocytaire

L’analyse du MDA montre une diminution significative des teneurs en MDA au niveau des

érythrocytes thalassémiques quelque soit I’anthocyane testée (Figurel9).

Les teneurs en MDA érythrocytaires ont significativement augmenté a la suite de 1’ajout du
TBHP. Cette augmentation est basculée d’'une manicre significative suite a une préincubation
des érythrocytes thalassémiques avec les anthocyanes testées, elle est particulierement trés

significative avec le CI-Cy et le Cl-Kcy.

Figure 19. Teneurs en MDA d’une solution de globules rouges thalassémiques a 2%
supplémentés en anthocyanes (100uM) en absence et en présence de TBHP (200uM) a
37°C

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre globules rouges thalassémiques incubés avec et sans TBHP est réalisée par le
test t de Student: * P <0,05; ** P < 0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux & deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b.c, ....... ).
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4.Etude in vitro sur les lymphocytes

Cette partie est consacrée a I’é¢tude de 1’effet de 2 anthocyanes naturelles (C1-Kcy et CI-MIv) et
4 anthocyanes de synthese (Syn 13, Syn 15, Syn 16 et Syn 17) sur les lymphocytes.

Les lymphocytes sont mis en culture en présence de différents antioxydants pendant 48 heures.
Par la suite, différents marqueurs sont analysés afin de déterminer les effets de ces antioxydants
sur la fonction lymphocytaire. Deux protocoles sont utilisés afin de visualiser 1’effet direct et
I’effet préventif.

Pour I’effet direct les lymphocytes sont incubés avec les anthocyanes seulement.

Pour I’effet préventif, les lymphocytes sont d’abord incubés avec les anthocyanes, puis avec un

génerateur de radicaux libres (TBHP).

4.1. Indice de prolifération lymphocytaire
Le Tableau 3 montre 1’effet des anthocyanes étudiées sur la prolifération lymphocytaire.

La prolifération lymphocytaire in vitro en présence d’agent mitogéne, la Concanavaline A
(ConA) est représentée sous forme d’indice de prolifération.

L’ajout des anthocyanes (25 et 50uM) dans le milieu de culture potentialise I’effet de la Con A
et stimule la prolifération lymphocytaire, a I’exception de la Syn16 qui garde les taux de
proliférations similaires aux contréles.

Par ailleurs, une baisse significative de la prolifération lymphocytaire est observée au niveau

des lymphocytes agressés par 1’agent oxydant TBHP.

Dans l'expérience liée a la prévention, le prétraitement des lymphocytes par les anthocyanes

étudiées freine le déclin de la prolifération cellulaire causée par le TBHP.
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Tableau3. Indice de prolifération lymphocytaire en présence des différentes anthocyanes
étudiées.

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre lymphocytes incubés avec et sans TBHP est réalisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuees
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux & deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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4.2Teneur en GSH lymphocytaire

Le taux du GSH augmente en présence du Cl-Kcy a 25et 50pM. Par ailleurs, aucune différence
significative n’est observée suite a 1’ajout du Cl-Mlv, Synl13, Synl7 quelque soit leurs
concentrations, toutefois une diminution des teneurs en GSH est relevée suite a I’ajout de 50uM
de la Syn 15(Tableau 4).

L'exposition au TBHP, produit un effet indésirable significatif sur le statut antioxydant des
lymphocytes, qui est traduit par une réduction significative des teneurs en GSH comparées aux
valeurs controles.

L’addition de la Syn17 a 25 et 50uM et la Synl13 a 50uM au préalable de 1’ajout du TBHP
permet de protéger les taux de GSH au sein des lymphocytes. Ce qui n’est pas le cas avec le CI-

MIv guelque soit sa concentration.

En outre, la Syn 15 engendre une chute des teneurs en GSH a 25 et 50uM.Parailleur aucun

changement significatif n’est observé pour les autres concentrations et anthocyanes.
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Tableaud. Effets des différentes anthocyanes sur le taux de glutathion réduit

lymphocytaire

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre lymphocytes incubés avec et sans TBHP est réalisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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4.3Teneur en MDA lymphocytaire

Le CI-Mlv, la Synl3 et la Synl6 a 25 uM, réduisent les taux du MDA lymphocytaire
comparativement au contréle, tandis que les teneurs en MDA lymphocytaires ne sont pas

affectés pour le reste des concentrations et anthocyanes (Tableau 5).

L’effet oxydant du TBHP est clairement avéré la aussi, puisque les taux du MDA des

lymphocytes supplémentés en TBHP sont significativement élevés par rapport aux controles.

L’effet préventif est observé pour les anthocyanes : ClI-Kcy , CI-Mlv , Syn 13 et Syn15 a 25 et
50 UM ainsi que pour et les Syn 16 et Synl7 a 25uM qui entrainent une diminution des taux
du MDA au niveau des lymphocytes soumis au TBHP.

Tableau5. Effets des différentes anthocyanes sur le taux de MDA lymphocytaire

Chaque valeur représente la moyenne + ET des dosages réalisés en triple. La comparaison des
moyennes entre lymphocytes incubés avec et sans TBHP est réalisée par le test t de Student:
* P <0,05; ** P <0,01.

Les comparaisons multiples entre les différentes incubations du méme groupe sont effectuées
par le test ANOVA. Cette analyse est complétée par le test de Tukey afin de classer et comparer
les moyennes deux a deux. Les différences significatives (P < 0,05) entre les différentes
incubations sont marquées par des lettres différentes (a,b,c, ....... ).
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Discussion

Les données récentes en relation avec le stress oxydant et 1’équilibre alimentaire apportent des

éléments de réflexion sur le réle des facteurs nutritionnels au cours des états pathologiques.

La réaction en chaine destructive initiée par les radicaux libres peut étre interrompue par des
antioxydants, capables de convertir les radicaux libres en derives inoffensifs.
Le anthocyanes sont connus pour étre de puissants nutriments antioxydants (Wangetal., 1997;
Wang et Stoner, 2008; Smeriglio et al., 2016; Bao et al., 2018). L'apport alimentaire de ces
antioxydants est maintenant considéré comme capable de moduler l'activité du systéeme de
défense et d'avoir ainsi un impact sur le degré de protection fournie a la cellule ou au tissu
contre les réactions oxydatives impliquées dans I’apparition de plusieurs pathologies tel que la
thalassemie (Alidoost et al., 2006; Mirzaei et al., 2013).

La séquence des événements consécutifs a la précipitation des chaines a Hb et aux transfusions
thérapeutiques répétées conduisent a une surcharge systémique en fer et affectent de maniére
remarquable le statut redox des globules rouges thalassémiques ( Livrea et al., 1996; Alidoost
et al., 2006; Romanello et al., 2018; Keshk et al., 2019). La physiopathologie de la thalassémie
est majoritairement associée a la génération de fer labile dans les globules rouges pathologiques.
L’apparition de telles formes de fer aux surfaces interne et externe de la cellule, expose celle-
ci & des conditions telles que le métal labile favorise la formation d'especes réactives de
I'oxygéne (EOR), entrainant des dommages cumulatifs pour les cellules. Une autre source
d'accumulation de fer résulte d'une absorption accrue due a une diminution de I'expression de
I’hepcidine (Rachmilewitz et al., 2005).

Dans cette ¢tude, nous avons étudié 1’effet antioxydant in vitro de quelques anthocyanes
naturelles et synthétiques sur deux modeles cellulaires a savoir les globules rouges (normaux et
de patient atteint de la  thalassémie) et les lymphocytes humains normaux, SOUMIs ou pas a

des lésions induites par un générateur de radicaux libres le TBHP.

Bien que de multiples travaux se sont intéressé aux effets bénéfiques des anthocyanes sur
I’organisme, les éventuels biais et complexité du domaine du in vivo, confére a I’étude in vitro
une démarche incontournable qui permet de mieux cibler, contrdler et comprendre les réponses

en fonction de chaque type cellulaire.

Le globule rouge est I'une des cibles des espéces réactives de I'oxygéne générées lors de

dommages dus au stress oxydant, en raison de la présence d'acides gras polyinsaturés au niveau
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leurs membranes, leur riche apport en oxygene et leur concentration en Hb, qui constituent un
puissant catalyseur et promoteurs du stress oxydant érythrocytaire (Sadrzadeh et al., 1984;
Clemens et al., 1987; Melo et al., 2019).

Le maintien de le structure normale des globules rouges devrait donc constituer une des
approches thérapeutiques importantes au cours des pathologies associées a des troubles

hématologiques (Toptas et al., 2006).

En effet, les globules rouges se caractérisent par une forte corrélation entre la structure et la
fonction biologique, ce qui en fait un modele parfait pour étudier I'interaction de différentes
molécules avec l'organisme au niveau cellulaire (Bruno-Franco et Mazzei, 2004; Pagano et
Faggio, 2015).

L’applicabilité du test de cytotoxicité in vitro dans les globules rouges est un outil alternatif

pour I’évaluation supplémentaire de la toxicité des composés (Cyboran-Mikotajczyk et al.,

2019).
Le lymphocyte est I’un des principaux acteurs du systéme immunitaire.

Il existe peu de maladies, peut-étre aucune, ou le systeme immunitaire ne soit pas relié, a un
niveau quelconque, a la pathogénie

Qu’il s’agisse de réponses basiques ou complexes, le systéme immunitaire, comme n’importe
quel autre systéme de 1’organisme, dépend d’un apport alimentaire adéquat et est trés sensible
aux déficits et déséquilibres nutritionnels ainsi qu’aux molécules bioactives tel que les
anthocyanes dont les activités anti-inflammatoire et immunomodulatrice sont 1’une des
principales propriétés (Bowen-Forbes et al., 2010; Gonzalez-Gallego et al., 2018; Valenza et
al., 2018) .

Le traitement au TBHP déclenche une cascade de réactions oxydatives qui imitent et accélérent
les événements physiopathologiques et les mécanismes de lésion cellulaire oxydative
(Coleman et al., 1989; Altman et al., 1994). Les hydroperoxydes organiques se forment suite a
I’addition d’oxygene aux radicaux alkyles et / ou par extraction d'atomes d’hydrogéne de
radicaux peroxyle (Sandstrém, 1991). Le TBHP peut alors se décomposer en radicaux alkoxyle
et peroxyle qui accélérent les réactions en chaine de la peroxydation lipidique (Baker et He,
1991; Sandstrém, 1991). Cette décomposition est facilitée par les ions métalliques et leurs
complexes. Les mécanismes proposés pour la toxicité induite par le TBHP incluent la
modification de I'noméostasie du calcium intracellulaire suivant 1’épuisement du glutathion et
des protéines thiols (Guidarelli et al., 1997a; Guidarelli et al., 1997b; Kim et al., 1998;
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Gutteridge et Halliwell, 2010), le début de la peroxydation lipidique (Fraga et Tappel, 1988;
Hwang et al., 1996) et la production de radicaux butoxyle (Altman et al., 1994). La génotoxicité
du TBHP découle d'une réaction induite par un métal de transition conduisant a la genération
de différentes EOR (Coleman et al., 1989; Guidarelli et al., 1997b; Halliwell et Gutteridge,
1999).

Nous avons déterminé dans un premier temps le pouvoir anti-oxydant des anthocyanes testées
par le biais du DPPH.

Les résultats du DPPH montrent que le Chlorure de cyanine (CI-Cy) est I’anthocyane avec le
pouvoir antiradicalaire le plus élevé suivi par le chlorure de 6,7,3”,4’-tétrahydroxy-flavylium
(Syn16), le Chlorure de kéracyanine (Cl-Kcy), chlorure de 3’,4’-dihydroxy-7-méthoxy-
flavylium (Syn17), le chlorure de 6,7-dihydroxy-4’-methoxy-flavylium (Syn 15) et le Chlorure
de malvine (CI-Mlv), tandis que le chlorure de 4’,7-dihydroxy-flavylium (Syn13) ne montre
aucun pouvoir antiradicalaire; ces résultats montrent que l’activité antiradicalaire de ces
anthocyanes est structure-dépendante. En effet elle est proportionnelle au nombre et a la
position des groupes hydroxyles, puisque les anthocyanes avec le pouvoir anti-radicalaire le
plus élevé sont celles possédant le plus de groupes hydroxyles, avec une structure catéchol au

niveau de I’anneau B.

Nos résultats concordent avec ceux de ( Wang et al., 1997; Kondo et al., 1999; Okawa et al.,
2001)

Nous avons ensuite examiné 1’effet du stress généré par un générateur de radicaux libres a savoir
le TBHP sur la viabilité cellulaire ainsi que 1’effet potentiellement protecteur (au niveau des
cellules pré-incubées avec les anthocyanes puis, soumises au TBHP) , et I’effet direct (cellules
incubées avec les anthocyanes seulement) de ces anthocyanes, puis nous avons estimé le statut

oxydant/anti-oxydant de ces modeéles.

Le traitement au TBHP déclenche une cascade de réactions oxydatives qui imitent et accélerent
les événements physiopathologiques conduisant a I'hémolyse des globules rouges
thalassémiques. En présence d'agents oxydants, I'némoglobine libére du fer pour former de la
méthémoglobine (metHB) sous une carence en glutathion, engendrant une peroxydation
lipidique (Neto et al., 2011) et une hémolyse (Comporti et al., 2002).

Nos résultats montrent que le traitement avec un hydro peroxydant organique le TBHP induit

une hémolyse importante, une augmentation des taux de MDA et une déplétion significative en
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GSH dans les globules rouges normaux et B-thalassémiques, ce qui est en accord avec les études
précédentes (Trotta et al., 1982; Rice-Evans et al., 1985; Albertini et al., 1996; Almar et al.,
1998; Roy et Sil, 2012; Lv et al., 2017; Senchenkova et al., 2017) montrant que 1’exposition
des globules rouges au TBHP entraine une diminution du taux de GSH et une production des
EOR, notamment des radicaux OH ° induisant une peroxydation lipidique et la formation de la
metHb. Cette derniére semble jouer un réle crucial dans le mécanisme de sensibilisation et de
lyse des globules rouges induit par le TBHP. Cependant, en raison de la défense antioxydante
limitée et des quantités plus élevées d'hémine dans la membrane des globules rouges
thalassémiques, ces derniers sont plus susceptibles que les globules rouges sains a I'némolyse
oxydante induite par TBHP (Tesoriere et al., 2006).

Nos résultats montrent qu’une supplémentation en CI-Cy n’affecte pas les taux de viabilités
cellulaire des globules rouges thalassémiques a 100uM et celle des globules rouges normaux
quelque soit la concentration (200,100 ou 50uM) ; un pré-traitement avec le CI-Cy prévient les
globules rouges normaux traités avec le TBHP de 1’hémolyse quelque soit la concentration
utilisée, de méme pour les globules rouges thalassémiques traités avec le CI-Cy a 100uM. Ceci
peut s’expliquer par les propriétés antioxydantes des anthocyanes, et leurs capacité de piégeage
des EOR générées par I'oxydation de I'Hb en metHb (Ozturk et al., 2003). Cette oxydation
pouvant donner naissance a O% ® et au H-O; et dans certains cas au radical peroxyle au niveau
de la membrane qui est relativement inaccessible aux enzymes antioxydantes cytoplasmiques,

entrainant une peroxydation des lipides membranaires et une hémolyse (Clemens et al., 1984).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Cyboran-Mikotajczyk et al.( 2019), indiquant que la
cyanidine et ses O-glycosides possédent une grande capacité a piéger et a neutraliser les
radicaux libres induits par un générateur de radicaux libres in vitro ; et ceux de Sangkitikomol
et al.( 2010); et Mpiana et al.( 2013), montrant I’effet protecteur de l'anthocyanes contre

I'némolyse des globules rouges médiee par un générateur de radicaux libres.

Par ailleurs le ClI-Kcy, le CI-Mlv, et la Synl17 assurent une protection des globules rouges
thalassémiques contre le TBHP, et montrent des résultats mitigés concernant les globules
rouges normaux, en outre, la Syn16 assure une protection des globules rouges thalassémiques
et normaux contre le TBHP quelque soit sa concentration, mais diminue le taux de viabilité au
niveau des érythrocytes thalassémiques, ceci peut-étre di a la propriété concentration-
dépendante des anthocyanes. En effet, Sulaiman et Hussain. (2012) ont démontré que les
anthocyanes présentent des propriétés cytoprotectrices dépendantes de la concentration et du
temps contre les dommages hémolytiques induits par des agents oxydants.
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D’autre part la Syn13 et la Syn 15, anthocyanes de synthese exhibent une activité cytotoxique
vis-a-vis des globules rouges normaux en diminuant significativement le taux de viabilité , et
n’assurent aucune protection contre le TBHP quelque soit la concentration utilisée , ceci est dl
a I’activité pro-oxydante des certains flavonoides (Cao et al., 1997; Fukumoto et Mazza, 2000).
En effet certains antioxydants sont a double caractére ou ils présentent un effet pro-oxydant qui
génére des radicaux libres réactifs et qui induisent des effets cytotoxiques a certaines
concentrations élevées (pharmacologiques) ; ou a des concentrations tres faibles. Il a été
suggeré que pour les polyphénols possédant les deux activités (oxydante et anti-oxydante), un
cycle redox pouvait exister a faibles concentrations quand il n’y a pas assez de polyphénols
pour piéger les radicaux libres , et qu’une fois que les polyphénols sont en concentrations
suffisante il y a piégeage des radicaux libres (Perron et al., 2011).

Ceci est bien reflété par I’augmentation des taux de MDA des globules rouges incubés avec la
Syn13 particulierement.

Contrairement a la Syn13, le CI-Cy a 100 et 50 uM diminue significativement les taux du MDA
des globules rouges normaux et thalassémiques (a 100puM) traités avec du TBHP. Il a été
rapporté que les anthocyanes inhibent la peroxydation lipidique dans plusieurs modéles
lipidiques in vitro, tels que la membrane liposomale, le systeme microsomal hépatique et les
LDL exposées aux dommages oxydatifs (Garcia-Alonso et al., 2004) ; cette protection
s'explique par la capacité des anthocyanes a piéger les radicaux libres tout en épargnant d'autres
antioxydants de I'oxydation (Rodrigo et al., 2011).

Rice-Evans et al. (1996) ont démontré que la cyanidin-3-glucoside inhibe la consommation de
tocophérols associés & la membrane en ramenant le radical tochophéryle directement a sa forme
réduite, ou en éliminant les radicaux pres de la surface membranaire afin de les empécher
d'attaquer le tocophérol. De plus, les anthocyanes peuvent empécher I'oxydation de l'acide
ascorbique par les ions métalliques en chélatant ces métaux, et forment un complexe
anthocyane-metal; de cette maniere, les anthocyanes offrent un effet anti-hémolytique indirect

en préservant la réduction non enzymatique de la métHb par I'ascorbate (Sarma et al., 1997).

D’autre part le Cl-Kcy, et CI-MIv montrent des résultats mitigés, elles n’exercent aucun effet
sur les taux des MDA des globules rouges normaux quelque soit la concentration, agissent de
la maniére concentration-dépendante envers le MDA des globules rouges normaux traités avec
du TBHP, mais assurent une diminution significative des taux du MDA au niveau des globules
rouges thalassémique traités ou pas avec du TBHP. Ceci peut étre expliqué par ’activité

chélatrices des anthocyanes qui sont considérés comme de bons chélateurs susceptibles de
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former des complexes stables avec les ions impliqués dans de nombreuses réactions radicalaires
produisant des espéces trés réactives via la rection de Fenton (Laguerre et al., 2007) . En effet
une surcharge en fer (caractéristique des globules rouges thalassémiques ou induite par le TBHP
au niveau des érythrocytes normaux) méne a une augmentation des taux du MDA comme
résultat de la peroxydation lipidique via la réaction de Fenton et d'Haber-Weiss, ce qui peut
expliquer la diminution du MDA au niveau de globules rouges normaux traités avec du TBHP
et thalassemiques incubés avec ces anthocyanes. La formation de complexes anthocyane-Fe
empéche 1’ion Fe2+ de former les radicaux *OH impliqués dans la peroxydation lipidique et
donc la formation du MDA. Gabrielska et Oszmianski. (2005) ont montré que la cyanidine-3-
rutinoside posseéde une activité antioxydante contre 1’oxydation des liposomes, induite par le Fe
(1) in vitro .En outre Huang et al.(2016) ont démontré que la malvidin-3-glucoside et la
malvidin-3-galactoside possédaient d'excellentes propriétés antioxydantes en assurant une

protection des cellules endothéliales contre le stress oxydant in vitro .

Le GSH est I’une des molécules antioxydante endogénes les plus importantes au niveau des
érythrocytes (Quintana-Cabrera et Bolafios, 2013; Melo et al., 2019).1l joue un rdle essentiel
dans la protection de la membrane par le maintien de la structure de I’Hb et celle des protéines
du cytosquelette par réduction continue de la liaison disulfure, puisque 1’oxydation du groupe
—SH membranaire entraine une altération des propriétés micro-élastiques de la membrane sous

stress oxydant physiologique et pathologique ( Reglinski et al., 1988; Kalpravidh et al., 2013).

Le GSH diminue de maniére significative en présence du TBHP dans les globules rouges
normaux et thalassémiques. La diminution du GSH se produit lorsque le TBHP est métabolisé
par la GSH peroxydase, responsable de la réduction du GSH au niveau des globules rouges
normaux (Rohn et al., 1993). En outre, comme indiqué par Chen et al.(2000), lorsque le
systeme de défense menant a la réduction du GSSG (produit de I’oxydation du GSH par le
TBHP) en GSH est submergé, le TBHP est capable de produire des radicaux libres et

commencer la réaction en chaine oxydative au niveau des globules rouges.

La réduction de GSSG en GSH par la glutathion réductase induit I'oxydation de NAD (P) H en
NAD (P) + ; La perte de NAD (P) H cellulaire peut également étre un événement important
associ¢ a la mort cellulaire par TBHP. Par ailleurs, I’interaction directe des radicaux t-butyl
alkoxy formés par leTBHP en présence de métaux de transition (comme le fer dans les hématies
thalassémiques), avec un acide gras insaturé membranaire déclenche la peroxydation des lipides

et la destruction des membranes cellulaires (Chen et Stevens, 1991).
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Nos resultats montrent une augmentation significative des taux du GSH de globules rouges
normaux et thalassémiques pré-incubés avec le CI-Cy et le CI-Mlv a 100 UM traités ou pas avec
du TBHP ou pas a un stress oxydant (TBHP). Nos résultats sont en accord avec ceux de Zhu et
al. (2012) qui ont démontré que Il'anthocyane C3G(cyanidin-3-O-B-glucoside) a pour effet
d'activer la synthése du GSH par le biais d'un nouveau mécanisme de defense antioxydant
contre la production excessive des EOR. En outre, Petruk et al. (2017) ont indiqué que les
fibroblastes pré-incubés avec la malvidine et la cyanidine dérivées du fruits d'acai (Euterpe
oleracea Mart) combattent le stress oxydant in vitro en augmentant les taux du GSH.

Les globules rouges normaux traités avec les anthocyanes Cl-Kcy, Syn16,Syn17 ne montrent
aucune amélioration des teneurs en GSH ; néanmoins les Cl-Kcy et Synl7 améliorent les
teneurs en GSH des globules rouges thalassémiques et assurent une protection contre la
déplétion en GSH causee par TBHP au niveau des globules rouges normaux ( 200 et 100 uM),
et thalassémiques, ce qui corrobore I’hypothése de I’activité chélatrice de ces anthocyanes ; le
fer catalyse la conversion du H20> en radicaux hydroxyles hautement réactifs, la présence des
anthocyanes chélate le fer assurant ainsi une réduction du dommage oxydatif, avec une
élévation du niveau de GSH et des antioxydants enzymatiques.

Concernant le deuxieme modele cellulaire étudié ; les lymphocytes :

Le suivi in vitro de la prolifération cellulaire est largement utilisé et est considéré comme 1’une
des techniques indispensables afin de déterminer la réponse immunitaire suite a 1’exposition

des cellules a différentes concentrations des micronutriments comme les anthocyanes.

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin, utilisant un gradient
d’Histopaque afin de récolter des cellules qui sont par la suite mise en culture dans de ’RPMI
contenant les nutriments nécessaires pour permettre la survie cellulaire. L utilisation de la
Concanavaline A (Con A), agent mitogéne spécifique des lymphocytes T, permet d’activer
seulement la prolifération des cellules T.

Nos résultats montrent une diminution significative de la prolifération lymphocytaire et des
teneurs en GSH en faveur d’une consommation de cet antioxydant face au stress oxydant, ainsi
qu’une augmentation concomitante significative des taux du MDA au niveau des lymphocytes
incubés avec le TBHP, ce qui est en accord avec plusieurs travaux affirmant 1’effet néfaste des
EOR sur les lymphocytes en culture (Cemerski et al., 2003; Kasic et al., 2011).

En effet, le traitement des lymphocytes avec le TBHP induit I'activation de la caspase 3 a partir
de précurseurs zymogenes inactifs, en commencant par I'événement apoptotique (Bellocco et
al., 2016). Les caspases sont une famille de protéases de cystéine qui servent d'effecteurs
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principaux lors de I'apoptose afin de démanteler de maniére protéolytique la plupart des
structures cellulaires, notamment le cytosquelette, les jonctions cellulaires, les mitochondries,

le réticulum endoplasmique, 1’appareil de Golgi et le noyau (Taylor et al., 2008).

Il a été démontré que le TBHP induit un stress oxydant au niveau de différents systemes, tel
que le foie (Cawthon et al., 1999), les ovocytes(Tarin et al., 2002) et la rétine (Spector et al.,
2002) et les lymphocytes (Akhtar et al., 2020). Il agit principalement par la formation du
malondialdéhyde dans des conditions cytotoxiques entrainant la mort cellulaire. Les études
suggerent I'implication de la peroxydation des lipides cellulaires, [I'alkylation de
macromolécules cellulaires telles que les protéines et 'ADN (Hou et al., 2009), ainsi que des
altérations des taux de calcium et de glutathion cellulaires(Guidarelli et al., 1997b). Les
antioxydants alimentaires capables de piéger les radicaux libres sont d’un grand intérét pour
lutter contre les dommages cellulaires induits par le stress oxydant. Plusieurs études ont montré
que les antioxydants préviennent la toxicité du TBHP, en inhibant la peroxydation des lipides
et en augmentant les activités des enzymes antioxydantes(Tripathi et al., 2009; Sarkar et Sil,
2010).

Les anthocyanes sont également connus comme modificateurs des processus inflammatoires
et comme composés dotés de propriétés antitumorales et antioxydantes (Wang et al., 1999 ;
Thomasset et al., 2009 ; Dinda et al.,2016). 1l a été démontré que les anthocyanes de cerisier
de cornaline agissent en tant que modulateurs des processus immunitaires et présentent des
propriétés antitumorales et antioxydantes (Wang et al., 1999 ; Seeram et Nair, 2002 ; Wang et
al., 2006 ; Haghi et al., 2014) .

La supplémentation des lymphocytes soumis ou pas a un stress oxydant (TBHP) en anthocyanes
augmente d’une maniere significative le taux de prolifération lymphocytaire a I’exception de la
Syn16 qui n’a pas d’effet notable et garde le taux de prolifération a des taux comparables au
contréles ; bien qu’elle stimule la prolifération des lymphocytes traités avec le TBHP. On a
trouvé que le cyanidine-3-O-galactoside était capable de contrecarrer les effets cytotoxiques du
TBHP, en diminuant ou en évitant complétement la mort cellulaire, la libération de LDH,

I’activation de la caspase 3 et les dommages de I’ADN (Bellocco et al., 2016) .

Paixao et al. (2012) ont montré que la malvidine 3-O-glucoside (Mv3glc) offre une protection
contre les effets déléteres induits par une oxydation in vitro au niveau des cellules endothéliales
due a sa capacité a piéger les EOR résultant de 1’agression oxydative cellulaire par inhibition

des cascades de signalisation mitochondrial .En effet, la Mv3glc a prouveé son efficacité dans
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la prévention contre I'activation des caspases-3 et -9 , un événement impliqué dans la voie de
la mort apoptotique a médiation mitochondriale. Ainsi, la capacité de la Mv3glc a interférer
avec la cascade de signalisation intracellulaire apoptotique peut étre étroitement liée a la

protection des cellules de la perturbation mitochondriale.

Taverniti et al. (2014) ont prouvé qu’une fraction riche en anthocyanes préparée pour leur étude
provenant du bleuet sauvage (Vaccinium angustifolium),dont les composés dominants étaient
les Mv-glycosides (35% de la quantité totale d'anthocyanes), les Dp-glycosides (31%) et les
Cy-glycosides (19 %), révéle avoir un potentiel immunomodulateur sur une lignée cellulaire
d'adénocarcinome épithélial colorectal humain :Caco-2; par ailleurs, Karlsen et al. (2007), ont
trouvé qu’une supplémentation en extrait riche en anthocyanes (100pgmL-1) isolés de myrtilles
et de cassis modulaient in vitro les LPS (lipopolysaccharide) impliqués dans 1’activation de
NF-KB dans les monocytes; Kim et al. (2006) ont montré aussi que I'administration d'un extrait
d'enveloppe de graine de soja (fournissant de 1 a 100 pg / L d’anthocyanes) inhibe de maniére
significative I’activation de NF-«xB dans les cellules endothéliales.

Une diminution significative des teneurs en MDA est notée au niveau des lymphocytes
supplémentés en CI-Mlv, Syn13 et Syn16 a 25 uM, comparativement au contrdle. La Syn13 et
la Syn 15 ont donné des résultats plus ou moins surprenant par rapport a ceux obtenus avec les
érythrocytes ; ou une diminution significative des teneurs en MDA des lymphocytes traités au
TBHP a été relevée. Cet effet peut étre dépendant de la concentration utilisée et confirme
I’hypothese selon laquelle la concentration adéquate des anthocyanes induit une diminution du
stress oxydant. Narayan et al. (1999) ont trouvé qu’une anthocyane obtenu a partir d'une culture
de cellules de carotte inhibe la peroxydation lipidique enzymatique et non enzymatique ; I'effet
inhibiteur est dépendant de la concentration, et 1’ajout d'anthocyanes réduit le niveau de
formation de dienes conjugués suite a une peroxydation lipidique enzymatique d’acide
linoléique en présence de lipoxygénase de soja, et reduit la formation du MDA résultant d’une
peroxydation lipidique non enzymatique suite a 1’exposition des microsomes du foie au Fe2 +

et a ’ascorbate.

Nos résultats concordent également avec ceux de Ke et al. (2011) montrant que la cyanidine-3-
glucoside réduit la formation du MDA induite par I'éthanol dans les neurones obtenus a partir
d'un modele murin, et ceux de Lazze et al. (2003) qui ont testé 1’effet protecteur des
anthocynes :Delphinidin  (DP), delphinidin-3-glycoside (D3G), delphinidin-3-rutinoside
(D3R), cyanidin (CY), cyanidin-3-glycoside (C3G), cyanidin-3-rutinoside (C3R)sur des
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cellules musculaires lisses de rat (SMC), ou toutes les anthocyanes étaient capables de protéger

contre la peroxydation des lipides et la toxicité cellulaire induites par le TBHP.

Concernant le GSH une augmentation des teneurs en GSH a été notée au niveau des
lymphocytes supplémentés en Cl-Kcy a 25 et 50 UM, et de ceux supplémentés en Syn13 a 50uM
et en Syn 17 a 25 et 50 UM soumis a un stress oxydant (TBHP), tandis qu’aucune différence
des teneurs en GSH n’est observée au niveau des lymphocytes supplémentés en CI-MIv soumis
ou pas a un stress oxydant. Par ailleurs, les teneurs en GSH ont diminué au niveau des

lymphocytes traités avec la Syn 15 soumis au TBHP.

L’étude de Ologundudu et al.(2010) a montré qu’une administration d’un extrait d'anthocyane
d’Hibiscus sabdariffa chez des lapins intoxiqués par le DNPH, augmentait de maniére
significative la concentration de glutathion réduit dans le foie et le cerveau, réduisant ainsi

I’accumulation de radicaux libres et diminuant le taux de peroxydation lipidique .

Par ailleurs, Lazze et al. (2003) qui ont testé dans leur étude 1’effet d’une série d’anthocyanes
sur le statut redox in vitro, ont trouvé que ces anthocyanes n’ont pas empéché la modification
de I’état thiol-redox induit par la TBHP. L'absence de protection contre l'altération de I'état
rédox peut étre attribuée a la distribution intracellulaire des anthocyanes. En fait, il avait déja
été démontré que la quantité d'anthocyanes incorporée dans le cytosol était considérablement

plus faible que celle dans la membrane plasmique (Youdim et al., 2000).

Des études plus recentes montrent que 1’activité antioxydante des flavonoides pourrait inverser
une diminution du GSH induite par le TBHP(Krukoski et al., 2009; Li et al., 2015; Panat et al.,
2016).

Cet effet tantdt stimulateur tantdt inhibiteur des anthocyane sur les teneurs en GSH des
lymphocytes humains, peut étre expliqué par leurs principales caractéristiques dose et temps-

dépendante (Sulaiman et Hussain, 2012) .
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Conclusion

De plus en plus d’études montrent que les composés phytochimiques, bioactifs représentent

beaucoup de priviléges pour le maintien de la santé humaine.

En effet, les antioxydants naturels ont toujours été considérés comme des agents thérapeutiques

fiables.

L’utilisation d’antioxydants peut étre extrémement utile en pratique clinique pour la régulation
du statut oxydant/antioxydant des patients atteints de pathologies dont le stress oxydant est le

facteur déclenchant ou résultant et donc aggravant tel que la § thalassémie.

Notre étude a été menée afin d’évaluer les effets directs des anthocyanes testées sur le stress

oxydant en particulier celui affectant les érythrocytes B-thalassémiques.

Ce travail nous as permis de mettre 1’accent sur le potentiel antioxydant d’une classe trés
importante de flavonoides a savoir les anthocyanes en testant leurs effets sur deux lignées
cellulaires (GR normaux / thalassémiques, et lymphocytes) soumis ou pas a un stress oxydant

généré par un pro-oxydant en 1’occurrence le TBHP.

Deux protocoles ont été établis pour estimer ’effet direct et I’effet protecteur des anthocyanes

vis a vis des dommages générés expérimentalement par le TBHP.

En ce qui concerne I’effet direct, les résultats ont montré que la majorité des molécules étudiées

exercent des effets bénéfiques dépendants de la concentration et du type cellulaire utilisés.

Les lymphocytes ainsi que les érythrocytes (normaux et thalassémiques) ont montré une
sensibilité importante face au TBHP qui s’exprime par une lyse importante et un déséquilibre
du statut Redox (augmentation du MDA et diminution du GSH).

Cependant, ces anomalies sont corrigées par 1’ajout des anthocyanes testées a des degrés

variables et d’une maniére dépendante de la concentration (dose-dépendantes)

En effet, les résultats montrent que la majorité des anthocyanes testées se sont révelés efficaces
face a la lyse induite par le TBHP aussi bien pour les globules rouges normaux et
thalassémiques que pour les lymphocytes, elles ont aussi contribué a restituer la prolifération
lymphocytaire. 1l a été noté également que certaines (comme la cyanine par exemple) ont pu
restaurer voire méme améliorer le statut redox en augmentant les concentrations en GSH et

diminuant le niveau du MDA.
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Tous ces résultats sont certes prometteurs, cependant il faut mentionner que 1’utilisation des
antioxydants a des doses inadéquates a long terme peut s’avérer dangereux et engendrer des

effets délétéres.

De ce fait, leur usage dans le domaine thérapeutique nécessite des recherches plus approfondies

avant de pouvoir les introduire comme molécules thérapeutiques approuvées

Bien que les méthodes utilisées in vitro aient permis 1’observation des effets di a 1’exposition
aux anthocyanes, elles ne renseignent cependant pas de facon rigoureuse sur le mécanisme
d’action de ces substances ni sur la nature de leurs effets, de ce fait d’autres études notamment
in vivo sont nécessaires afin d’explorer les cibles affectées, les doses adéquates ...........

Il serait néanmoins souhaitable de continuer ce travail en variant d’avantage les doses des
anthocyanes, en augmentant la durée d’exposition des cellules, et diversifier les modéles

cellulaires utilisés.
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Résumé : Bien que la B thalassémie majeure soit une hémoglobinopathie génétique caractérisée par un défaut de
production de la chaine de la B-globine, le stress oxydant joue un r6le majeur dans sa physiopathologie. Cela
souleve la possibilité d'utiliser des antioxydants pour prévenir les altérations oxydatives au cours de cette
pathologie. Les anthocyanes semblent jouer un r6le important dans la prévention de nombreuses pathologies
humaines grace a leurs propriétés antioxydantes.

La vulnérabilité de deux lignés cellulaires (GR normaux / thalassémiques, et lymphocytes) humains au stress
oxydatif induit par le tert-butyl-hydroperoxyde (TBHP) et leur protection par deux séries d'anthocyanes (naturelles
et synthétiques) font ’objet de ce travail. Des érythrocytes de sujets normaux et de patient 3-thalassémiques et des
lymphocytes de sujets normaux et ont été prélevés et traités in vitro avec du TBHP dans des conditions
standardisées. Deux protocoles ont été utilisés afin d’apprécier I’effet direct et 1’effet protecteur des anthocyanes
vis a vis des dommages générés expérimentalement par le TBHP. La viabilité cellulaire, la formation de MDA et
les niveaux de GSH ont été mesurés avant et apres le traitement avec les anthocyanes. L'activité antiradicalaire
DPPH des anthocyanes a également été mesurée.

Nos résultats révélent que la majorité des anthocyanes testées exercent des effets bénéfiques dépendants de la
concentration et du type cellulaire utilisés. En effet, les lymphocytes ainsi que les GR (normaux/thalassémiques)
ont montré une sensibilité importante face au TBHP. Par ailleurs, il a été noté que ces anomalies ont été corrigées
par les anthocyanes testées a des degrés variables et d’une manic¢re dépendante de la concentration (dose-
dépendante)

La supplémentation en anthocyanes peut constituer une approche supplémentaire pour réduire la gravité des
troubles dans lesquels les radicaux libres et le stress oxydant sont des facteurs importants

Mots clés : anthocyane, in vitro, R-thalassémie , statut redox, GSH, MDA.

Abstract: Although B thalassemia major is a genetic hemoglobinopathy characterized by a defect in the production
of the B-globin chain, oxidative stress plays a major role in its pathophysiology. This raises the possibility of using
antioxidants to prevent oxidative damage during this pathology. Anthocyanins seem to play an important role in
the prevention of many human pathologies due to their antioxidant properties.

The vulnerability of two human cell lines (normal/thalassemic RBCs and lymphocytes) to oxidative stress induced
by tert-butyl-hydroperoxide (TBHP) and their protection by two series of anthocyanins (natural and synthetic) are
the subject of this work. Red blood cells from normal subjects and patient p-thalassemics and lymphocytes from
normal subjects were collected and treated in vitro with TBHP under standardised conditions. Two protocols were
used in order to assess the direct effect and the protective effect of anthocyanins against the experimentally
generated damage of TBHP. Cell viability, MDA formation and GSH levels were measured before and after
treatment with anthocyanins. The DPPH antiradical activity of anthocyanins was also measured.

Our results show that the majority of the tested anthocyanins exert beneficial effects depending on the
concentration and cell type used. Indeed, lymphocytes as well as RBCs (normal/thalassemic) showed a significant
sensitivity to TBHP. Furthermore, it was noted that these abnormalities were corrected by tested anthocyanins
with Varying degrees and in a concentration-dependent (dose-dependent) manner.

Anthocyanin supplementation may be an additional approach to reduce the severity of disorders in which free
radicals and oxidative stress are important factors

Key words: anthocyanin, in vitro, B-thalassemia, redox status, GSH, MDA.
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