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Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans les pays industrialisés après les  

maladies cardiovasculaires (Jemalet al., 2011). Plus de 7. 500 cas de cancer sont enregistrés 

chaque année en Algérie ou l’on dénombre également 3.500 décès des suites de cette maladie. 

Pour en 2016 ,9.000 nouveaux cas ont été décelés, les fumeurs constituant les premières 

victimes, ont souligné des intervenants en signal d’alarme.  (Benhamouche, 2016) 

        La mortalité de la plupart des pathologies malignes a continuellement augmenté au cours 

de ces 20 dernières années, notamment grâce à de meilleurs traitements médicamenteux, les 

anticancéreux classiques, cytotoxiques, ont des effets indésirables cardiovasculaires tels que 

dysfonction myocardique, ischémie, hypertension artérielle, thromboses et arythmies 

(Ewer&Lippman , 2005) 

        Les anthracyclines  sont à la base de très nombreux protocoles de chimiothérapie, pour 

les pathologies maligne. Leur utilisation est cependant souvent limitée par leur toxicité. La 

doxorubicine (DOX) est l'un des antibiotiques antitumoraux les plus efficaces 

Appartenant à la classe des anthracyclines. Cependant, son utilisation Est limité par une forte 

incidence de cardiotoxicité (Hortoba´ gyi , 1997) Avec l'augmentation De son utilisation, une 

cardiotoxicité aiguë a été reconnue Comme une complication sévère de la chimiothérapie 

DOX (Doroshow,1991) Bien que De nombreux mécanismes ont été proposés, la plupart des 

études ont été soutenues Qu'une augmentation du stress oxydatif, ainsi que des réductions 

Dans les niveaux d'antioxydants, qui jouent un rôle clé dans la pathogenèse De la 

cardiomyopathie induite par DOX (Singal et al., 1987 ;Yen, 1996) Par conséquent,  

L'utilisation d'antioxydants naturels ou synthétiques pourrait protéger contre Le stress 

oxydatif causé par le DOX et d'autres médicaments cytotoxiques (Bristow , 1981) Les 

régimes riches en fruits et légumes ont été associés à La diminution des risques de plusieurs 

maladies chroniques, telles que les maladies coronariennes Les maladies cardiaques et 

certains cancers (Block et al .,1993 ;  Lamp  et al., 1999) Ces effets protecteurs ont été 

attribué en partie aux divers composés antioxydants, par exemple. Vitamines C et E, b-

carotène et polyphénoliques (Diplock  et al., 1998) Lycopène, Un caroténoïde se produisant 

dans les tomates (Yilmaz et al., 2006) et les gingerols dans Zingiber officinale (Ajith et al., 

1998) se sont révélés protéger contre DOX induite Néphrotoxicité. 

 Les propriétés antioxydantes des flavonoïdes sont prouvées pour réduire la toxicité du 

DOX en raison de leur capacité Chélateur des radicaux libres (Vaclavikova et al., 2008 ; 

Ashour et al., 2011) , des Enquêtes sur L'activité  antioxydantes  des herbes utilisées pour 
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traiter le cancer démontre que Les polyphénols sont les porteurs de ces propriétés (Chen, 

1997 ;Yizhong, 2004) . On sait que les composés Phénoliques agissent comme des 

antioxydants non seulement par leur capacité à fournir l'hydrogène ou d'électrons, mais aussi 

parce que Ce sont des radicaux  intermédiaires stables (Maillard et al., 1996) Probablement le 

plus importants des phénoliques naturels sont des flavonoïdes (Ashour OM et al., 2011) des  

Rapports sur Les espèces précédentes  ont prouvé la présence de flavonoïdes et de phénol 

Acides (Komissarenko et al., 2007) qui indique que ces plantes possédent des Activités 

.antioxydants (Komissarenko et al., 2007). 

Le genre Phlomis est l'un des plus grands genres de la famille Lamiaceae (I L Ben 

Amor et al.,2009) Phlomis bovei De Noé, syn. Phlomis samia Desfontaines (Lamiaceae) est 

une plante endémique algérienne rare, connue sous le nom de Kayat El Adjarah (Quezel, 

Santa, 1963) ,C'est l'une des neuf plantes endémiques enregistrées dans le Rapport National 

Algérienne sur la diversité biologique (Quezel, Santa,1963 ; Liolios  et al., 2007). 

La présente étude a été réalisée pour évaluer l’effet de certains antioxydants sur 

quelques paramètres du stress oxydant et les dommages qu’il peuvent provoquer au niveau du 

coeur pendant le traitement avec la Doxorubicine  , Nous l’avons utiliser comme source 

d’antioxydants, une plante utilisée dans la médecine traditionnelle  c’est la  Phlomis samia, , 

espèce endémique, répandue en algérie et connue sous le nom de « Khiatet el jerah ». Cette 

plante n’a été jamais étudiée en Algérie. raison pour laquelle nous avons fixé les objectifs 

suivants : 

1- Etudes phytochimique et pharmacologique de la plante pour obtenir quelques informations 

concernant ses constituants et son activité biologique. 

2- Des tests préliminaires concernant son activité antioxydante in vitro. 

3- Etudes in vitro sur des lignes cellulaire (MDA et HepG2) pour évaluer l’activité 

antiproléferative et proapoptotique de la Plante médicinale étudier. 

4- Etudes d’activité cardio protectrice et antioxydante in vivo d’extrait methanolique de 

Phlomis samia.  

5- Evaluation des différents paramètres biochimiques concernant les perturbations 

métaboliques du Doxorubicine et quelques paramètres du stress oxydant au niveau du coeur. 

6- Une étude histologique sur le cœur  pour maître en évidence d’une part l’effet du stress 

oxydant associé au cardiotoxicité induite par la Doxorubicine et d’une autre part l’efficacité 

de la plante utilisée comme source d’antioxydants contre les dommages du stress oxydant.  



 

 

 

 

 

 

 

 

Partie I: 

 

 Revue bibliographique 
 

 



Revue bibliographique                                                  L’APOPTOSE  

 

 

3 

L’apoptose 

1. Définition :  

Le terme « apoptose » a été utilisé pour la première fois par Kerr, Wyllie, et Currie en 

1972 pour décrire une forme morphologiquement distincte de mort cellulaire (Kerr et al., 

1972; Kerr, 2002). pouvaient être le résultat d'un programme endogène sous-jacent de mort 

cellulaire, qu’ils ont appelé « apoptose ». Ce terme vient du grec et fait allusion à la chute des 

feuilles en automne. 

 L’apoptose est un phénomène conservé à travers les espèces, elle est retrouvée chez tous 

les organismes multicellulaires. (Steller & Science ,1995 ; Cikala et al.,1999). C’est un 

processus actif et physiologique de mort cellulaire se caractérise par une morphologie 

particulière de la cellule en fin de vie due à la condensation du matériel nucléaire (pyknosis) 

suivie de sa fragmentation (karyorrhexis), il est utilisé pour éliminer les cellules en excès, 

endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses pour l’organisme. Lors de ce 

phénomène, la cellule elle-même dirige le programme de sa propre mort (Dong et al 1997). 

En effet, l’apoptose joue un rôle primordial dans les mécanismes de défense tels que ceux mis 

en œuvre dans les réactions immunes ou quand les cellules sont endommagées par des agents 

nocifs (Norbury & Hickson, 2001 ; Elmore, 2007). 

 

2. Différents types de mort cellulaire : nécrose et apoptose 

Il existe deux types de mort cellulaire : la nécrose ou mort accidentelle de la cellule ; 

l’apoptose ou mort contrôlée par la cellule. L’intensité et la nature du stimulus initial 

déterminent souvent le choix entre ces deux façons de mourir. 

2.1  Nécrose 

         La nécrose représente une mort accidentelle et rapide de la cellule (Majno & Joris 

1995), cette mort correspond à une agonie violente et traumatique de la cellule dès que celle-

ci subit une agression extrême par des agents cytotoxiques physiques (UV ou autres 

radiations),  chimiques (H2O2, staurosporine…), ou physiologiques (hypoxie, hypothermie, 

infection, traumatismes, etc). Cette mort touche un ensemble de cellules d'un tissu, 

contrairement à l'apoptose qui, la plupart du temps, n'affecte que des cellules individuelles au 

sein d'un tissu (Bicknell & Cohen,1995). Au cours de la nécrose, l'ADN nucléaire est dégradé 

de manière «aléatoire» (Bicknell & Cohen 1995) par des endonucléases activées notamment 

par des sérines protéases (Dong et al., 1997). 
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 La nécrose s'accompagne d'un oedème cellulaire aboutissant à la lyse de la membrane 

plasmique. les mitochondries, le réticulum endoplasmique et le noyau gonflent jusqu’à 

l’éclatement, libérant ainsi le contenu intracellulaire dans le milieu environnant., entraînent le 

relargage d'enzymes dans le milieu environnant (Bortner & Cidlowski, 1996). 

2.2. Apoptose 

Par opposition à la nécrose, l’apoptose est un processus actif et ordonné qui survient 

lors de l’évolution physiologique d’un organisme (Evan & Little wood, 1998), mais aussi 

dans certaines situations pathologiques. L’apoptose est caractérisée par des modifications 

morphologiques et biochimiques, très différentes de celles de la nécrose.  

     - Parmi les critères morphologiques, on observe une diminution du volume cellulaire, le 

maintien de l’intégrité de la membrane plasmique au début du processus, une relocalisation 

des organites cytoplasmiques (Hetts et al.,1998)., une condensation de la chromatine puis la 

fragmentation du noyau et du cytoplasme. La cellule se scinde en corps apoptotiques (Buja et 

al.,2005) . 

       - Parmi les critères biochimiques, on observe une chute du potentiel mitochondrial 

transmembranaire, une externalisation des résidus phosphatidyl-sérines de la membrane 

plasmique, l’activation de protéases à cystéine ou caspases (Raff et al.,1993), et la 

fragmentation de l’ADN (clivage entre les nucléosomes). Des marqueurs de surface, dont les 

résidus phosphatidyl-sérines, permettent la reconnaissance et la phagocytose des cellules 

apoptotiques (Afford & Randhawa, 2000 ; Rai et al.,2005) . 

 

3. Modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques de l’apoptose 

En 1972, Kerr, Wyllie et Currie montrent que des cellules, en train de mourir par 

apoptose, développent des modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques, 

différentes de celles observées chez les cellules entrant en nécrose.  

3.1. Cytoplasme 

      L’apoptose est caractérisée par une forte diminution du volume cellulaire (Ziegler 

&Groscurth ,2004), avec une importante condensation du cytoplasme. résulte d’une perte 

d’eau et d’électrolytes (Yu et al. 1997).  L’activation des caspases est un des facteurs 

intervenant dans la désorganisation du cytosquelette de la cellule, suite au clivage de 

molécules telles que la gelsodine et la fodrine, molécules responsables de la structuration du 

cytosquelette (Earnshaw et al., 1999). 
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3.2. Organites intracellulaires 

Une relocalisation des organites cytoplasmiques est observée : les mitochondries 

intactes se regroupent autour du noyau (Petit et al., 1995), alors que dans certaines cellules 

comme l’hépatocyte, le réticulum endoplasmique semble se déplacer vers la périphérie de la 

cellule (Leist et al., 1997). Les ribosomes sont toujours présents à la surface du réticulum 

endoplasmique même quand des fragments de celui-ci se retrouvent dans des bulles 

cytoplasmiques (Feldmann, 1999). 

3.3. Noyau : 

      L’activation des caspases est un des facteurs intervenant dans la désorganisation de la 

membrane nucléaire suite au clivage de molécules telles que les lamines. Ces caspases clivent 

aussi la PARP (Poly (ADP-ribose) polymérase), permettant ainsi la fixation sur l’ADN du 

domaine de liaison à l’ADN de PARP libéré ; ce qui empêche toute réparation (Del Bello et 

al., 2004) ,Le nucléole se transforme en un amas granuleux homogène. La diminution du 

volume nucléaire est liée à une condensation de la chromatine autour de la membrane 

nucléaire (Earnshaw, 1995). La chromatine n’est plus localisée à la périphérie du noyau, mais 

elle se condense en de volumineux agrégats occupant une grande partie de la matrice 

nucléaire. Cette dernière forme ensuite un large croissant ou un anneau dense parfois complet. 

Il se produit aussi des modifications de la membrane nucléaire qui se sépare des agrégats 

chromatiniens avant la fragmentation du noyau (Earnshaw, 1995 ; Stuppia et al., 1996). 

3.4. Membrane cytoplasmique 

        La cellule en apoptose perd le contact avec les cellules voisines et/ou la matrice 

extracellulaire. Il est probable que ce phénomène s’accompagne d’altérations des jonctions, en 

particulier au niveau des desmosomes et des protéines d’adhésion, comme les intégrines, 

confirmant ainsi leur rôle prédominant dans l’apoptose (Meredith & Schwartz, 1997), Une 

Perte de l’asymétrie membranaire , passage des phosphatidyl-sérines (PS) de la bicouche 

lipidique, normalement face vers l’intérieur, (Bratton et al., 1997 ; Savill & Fadok, 2000). 

Ceci permet d’exposer la phosphatidyl-sérine comme ligand de reconnaissance pour les 

cellules  phagocytaire. (Gardai et al., 2006). 

4. Phases et mécanismes généraux de l’apoptose 

       Les mécanismes du processus apoptotique se caractérisent par des cascades des signaux 

moléculaires. Peut classiquement être divisée en trois phases : une phase d’induction ou 

d’initiation, une phase d’exécution et une phase de dégradation (Thompson, 1995 ; Kroemer  

& Reed , 2000). 
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4.1. La phase d’initiation (ou de signalisation),  

Des régulateurs de l’expression génique (le facteur de transcription NF-B : Nuclear 

Factor- Kappa B), de la prolifération cellulaire (c-myc), ainsi que des récepteurs 

membranaires de mort ou des molécules impliquées dans le maintien de l’intégrité du génome 

(suppresseur de tumeur p53), vont jouer également un rôle important dans cette phase 

d’initiation Réversible (Rich et al., 2000), au cours de laquelle les modifications 

morphologiques ne sont pas encore visibles ; cette phase se caractérise par des modifications 

biochimiques. 

 Ces dernières dépendent de la nature des stimuli qui peuvent être physiques (pression, 

micro-ondes, rayonnement X ou UV…), chimiques (H2O2, étoposide, cisplatine, 

camptothécine, staurosporine…) ou encore biologiques (ligands de récepteurs membranaires 

impliqués dans la mort cellulaire…), la phase d’initiation possède deux voies de transduction 

du signal apoptotique, appelées voie extrinsèque et voie intrinsèque (Rich et al . ,1999). 

4.2. La phase de régulation (ou de décision) 

La phase de régulation est commune à toutes les voies de transduction du processus 

apoptotique. Après intégration du signal initiateur, en fonction de son métabolisme interne et 

de son état de développement, la cellule prend la décision d’entrer ou non en apoptose. Le 

contrôle est effectué, le plus souvent, par la mitochondrie et un ensemble de protéines pro- et 

anti-apoptotiques (Bax et Bcl-2) ( Nagata, 1997). 

4.3. La phase d’exécution (ou de dégradation),  

Irréversible, se distingue par l’activation d’hydrolases cataboliques comme les 

nucléases et les caspases. Ces enzymes sont activées et contrôlées par les mitochondries ainsi 

que par les molécules pro- et anti-apoptotiques mitochondriales. Les enzymes désassemblent 

de façon contrôlée et ordonnée les structures sub-cellulaires ; ces dernières entraînent les 

changements biochimiques et morphologiques caractéristiques de l’apoptose, aboutissant 

alors à une destruction cellulaire (Nagata, 1997). 

Nous présenterons les mécanismes de ces trois phases de la façon suivante : 

     • Au cours de la phase d’initiation, nous aborderons les deux voies de transduction du 

signal apoptotique, appelées voie extrinsèque et voie intrinsèque : 

La première voie est initiée à la surface de la cellule par des récepteurs membranaires qui 

reçoivent des signaux extracellulaires. Cette voie est appelée voie extrinsèque ou voie des 

récepteurs de mort.                                                         
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La deuxième voie est induite par des signaux internes comme le stress cellulaire ou la 

perturbation métabolique, et met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale dans la 

cellule. Cette voie est appelée voie intrinsèque ou voie mitochondriale  



5. Identification d’un programme moléculaire de mort cellulaire : 

Les caspases : acteurs principaux dans l’étape d’exécution 

5 .1. Définition :  

      En 1996, Alnemri et coll. propose une nomenclature qui regroupe les protéases à cystéine 

sous le nom de caspase pour "cystéine aspartate-specific protéase", où « c » désigne le 

résidu cystéine du centre catalytique (QACXG où X = un acide aminé quelconque), « asp » 

définit la spécificité stricte de clivage des substrats après un résidu acide aspartique et « ase » 

désigne une enzyme (Jin & El-Deiry., 2005).  

       Les caspases sont les composants essentiels de la plupart des voies conduisant à la mort 

cellulaire  par apoptose. Elles sont présentes constitutivement dans la cellule et sont 

hautement conservées à travers les espèces (Boyce et al. 2004). A ce jour, 14 caspases ont été 

identifiées chez les mammifères. Parmi celles-ci, les caspases-1 à - 10 ainsi que la caspase-14 

ont été mises en évidence chez l’homme. Les caspases-11 et-12 sont des homologues des 

caspases-4 et -5 chez la souris sont impliquées dans la régulation du processus inflammatoire, 

et la caspase-13 est un homologue bovin de la caspase-4 (Koenig et al. 2001). Cependant, il 

existerait chez l’homme une « pseudo-caspase-12 » (Lamkanfi et al. 2004).  

5.2 Classification fonctionnel et structural :  

          Il existe aujourd’hui plusieurs classifications de ces protéases: 

 (1) La 1ère classification se base sur l’analyse phylogénétique des caspases et a permis de 

définir trois sous familles : la famille de la caspase-1 (les caspases-1, -4, -5, -11), la famille de 

la caspase-2 (les caspases-2, -9) et la famille de la caspase-3 (les caspases 3, -6, -7, -8, -10) 

(Alnemri et al., 1996). 

(2) La 2ème classification est basée sur la spécificité de substrat des caspases ; ces dernières sont 

classées en trois sous groupes  (Thornberry et al., 1997b). 

(3) La 3ème classification s’appuie sur les fonctions des différentes caspases. Deux grands 

groupes ont été ainsi définis : les caspases impliquées dans l’inflammation, responsables de 

l’activation des cytokines, et les caspases apoptogènes activées au cours de la transduction 

d’un signal de mort. Les caspases apoptogènes se répartissent en deux groupes en fonction de 

leur rôle dans la voie de signalisation de l’apoptose : 
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- Les caspases initiatrices (ou régulatrices) sont des caspases possédant des pro-domaines 

longs, activées au cours de la phase d’initiation de l’apoptose ; ces caspases comprennent les 

caspases-2, -8, -10 pour la voie des récepteurs de mort, et la caspase-9 pour la voie des 

mitochondries. 

- Les caspases effectrices (ou exécutrices) sont des caspases à pro-domaines courts (fig 1), 

activées en cascade par des caspases initiatrices et impliquées dans la phase d’exécution de 

l’apoptose. Ce sont les caspases-3, -6, -7 (Alnemri, 1999). 

Les caspases 3, 6 et 7 clivent la majorité des protéines intracellulaires au cours de 

l’apoptose. La caspase 3 clive des protéines impliquées dans l’intégrité de l’enveloppe 

nucléaire (telles que la lamine B) et des protéines impliquées dans la condensation 

chromatinienne (telles que Acinus) (Galluzzi et al., 2008). La caspase 3 peut aussi jouer un 

rôle dans un contexte non apoptotique notamment. au cours de la différentiation 

érythrocytaire, en clivant GATA-1  (Zermati et al., 2001;  Ribeil et al., 2007).  

 

 
 

Figure 1 : Classification des caspases chez l’humain. CARD et DED L: sous-unité longue 
(p20). S: sous-unité courte (p10) (Jin  et El-Deiry., 2005). 

5.3. Structure :  

Les caspases sont synthétisées sous une forme inactive appelée zymogène (pro 

enzyme de 30 à 50 KDa).  Elles  ont  une   structure très  conservée,   constituée de trois  

parties  (Fig 2) : 
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le pro-domaine N-terminal (23 à 219 acides aminés) qui semble jouer un rôle dans les 

interactions « protéines-protéines » et dans la régulation de l’activation de ces enzymes  

(Thornberry et al., 1997). 

la grande sous-unité p20 (17-21 KDa) qui porte le centre catalytique. 

 la petite sous-unité p10 (10-14 KDa) qui peut  être séparée de la grande par des  domaines  

« spacers » éliminés lors de la maturation. 

Les caspases initiatrices de l’apoptose possèdent un long prodomaine qui possèdent 

des motifs d’interaction protéine-protéine appelés « Death Effector domain » (DED) et « 

Caspase Activation and Recruitment Domain » (CARD). Les caspases effectrices de 

l’apoptose se caractérisent par leur pro-domaine court (Jin  et El-Deiry., 2005). 

La maturation de chaque précurseur de caspase en enzyme fonctionnelle, nécessite au 

moins deux clivages : le premier entre la grande sous-unité (p20) et la petite sous-unité (p10), 

le deuxième entre le pro-domaine et la grande sous-unité. Ces clivages se font toujours au 

niveau d’une liaison Asp-X (où X est un amino-acide variable), par l’intermédiaire d’autres 

caspases ou par la caspase elle-même. Ce clivage génère deux fragments (Nicholson & 

Thornberry, 1997), c’est à dire deux hétéro dimères composés chacun de l’association des 

deux sous-unités, et comprenant donc deux sites catalytiques QACXG (Budihardjo et al., 

1999). La caspase active possède donc une structure tétramérique composée de deux grandes 

sous-unités (p20) x2 et de deux petites sous-unités (p10) x2.   

 

Figure 2 : Structure et mécanisme d’activation des caspases  (Thornberry et al., 1997). 

 

5.4. Caspases initiatrices / caspases effectrices   

Les caspases ont été classées d’après la spécificité de leur substrat ou la taille de leur pro-

domaine (Zimmermann et al., 2001 ; Leblanc, 2003) . Selon la taille de leur pro-domaine, 

deux classes de caspases se distinguent (Figure3) : 
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les caspases à pro-domaine long : les caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, -11, -12 et 13, Les 

caspases possédant un pro-domaine long sont les caspases dites initiatrices (ou régulatrices). 

se situent en amont de la cascade de signalisation. Elles ne participent pas directement à 

l’apparition des modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques de l’apoptose, 

mais elles auront pour fonction d’activer les caspases effectrices. 

Selon la voie apoptotique empruntée, les caspases initiatrices se lient, par leur 

prodomaine, à différentes protéines adaptatrices. Les caspases initiatrices et les protéines 

adaptatrices se lient par leurs domaines analogues ; on distingue deux sortes de motifs, les 

domaines DED/DED et les domaines CARD/CARD : 

      - Les caspases-8 et -10 intervenant au cours de la voie extrinsèque possèdent des 

domaines DED et se  fixent à la  protéine  adaptatrice  FADD par son  DED,  avant activation. 

     - Les caspases-1, -2, -4 et -9 possèdent des domaines CARD qui permettent, avant 

Activation, leur recrutement au niveau de complexes protéiques tels que RAIDD (RIPK1  

Domain containing Adapter with Death Domain) pour la caspase-2, par exemple, et APAF-1 

pour la caspase-9. 

les caspases à pro-domaine court : les caspases-3, -6, -7 et -14, se situent en aval des 

caspases initiatrices. Ce sont les caspases effectrices (ou exécutrices). Leur activation par les 

caspases initiatrices aboutit à un fonctionnement dit en cascade et à un phénomène 

irréversible. L’activation des caspases effectrices conduit au clivage de nombreuses protéines 

cellulaires, aboutissant aux étapes terminales et ultimes de l’apoptose. Les caspases -3, -6 et -

7 sont les caspases directement impliquées dans l’exécution de l’apoptose.  

      D’autres caspases, comme les caspases-1, -4, -5, -11, -12, sont impliquées dans les 

processus inflammatoires, principalement dans le clivage protéolytique des cytokines pro 

inflammatoires comme l’IL1 et l’IL8 (Amarande-Mendes & Green, 1999). 

5.4.1. Mécanisme d’activation des caspases  

La cellule utilise plusieurs mécanismes distincts pour activer les caspases (Boatright & 

Salvesen 2003). Le plus simple appelé transactivation, consiste en l’activation des caspases 

par d’autres caspases. Ce mécanisme est utilisé pour l’activation des caspases effectrices par 

les caspases initiatrices et est à l’origine de la cascade de caspases (fig3), qui a également 

pour but d’amplifier le signal apoptotique. Les caspases effectrices peuvent aussi activer, 

d’autres caspases, grâce à des systèmes de régulation rétroactifs (Van de Craen et al.1999). 

Les autres mécanismes d’activation concernent uniquement les caspases initiatrices. Ils sont 
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provoqués par des interactions avec des protéines situées en amont dans la signalisation 

apoptotique.   

Cette activation peut être due à l’induction d’un rapprochement entre plusieurs pro 

caspases favorisant ainsi leur auto activation (Muzio et al. 1998). Ceci a été observé pour la 

caspase-8 lors de l’apoptose induite par les récepteurs de mort (Algeciras-Schimnich et al. 

2002). Ces récepteurs, une fois activés, sont à l’origine d’un regroupement de procaspases-8.  

 

 
 

Figure 3 : Activation séquentielle des caspases 
 

Les caspases-10 et –2 sont activées de façon similaire. L’activation des caspases 

initiatrices peut aussi résulter d’une association avec une sous-unité régulatrice. C’est le cas 

de la caspase-9. Le clivage protéolytique de cette caspase n’est pas suffisant pour son 

activation. En effet, cette dernière nécessite l’interaction avec le cofacteur Apaf-1 (Rodriguez 

& Lazebnik 1999). Plusieurs études ont mis en évidence la présence d’un complexe multi 

protéique, l’apoptosome, constitué de la caspase-9, d’Apaf-1 et du cytochrome c (Li et al., 

1997 ; Zou et al., 1999 ; Hill et al., 2003). La formation de ce complexe s’effectue en deux 

étapes et fait suite à la libération par la mitochondrie du cytochrome c dans le cytoplasme 

(Fig4). On assiste d’abord à un changement de conformation d’Apaf-1, grâce à sa liaison avec 

le cytochrome c et à l’hydrolyse d’ATP (Hu et al., 1999 ; Purring-Koch & Lendon 2000). 

Puis, sept sous-unités d’Apaf-1 s’oligomérisent et recrutent par leur domaine CARD plusieurs 
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procaspases-9 qui vont alors être activées (Srinivasula et al., 1998 ;  Saleh et al., 1999 ; 

Acehan et al., 2002). En effet, Apaf-1 contient à son extrémité N terminale, un domaine 

CARD qui est exposé lors de son changement de conformation (Zhou et al., 1999). 

L’apoptosome représente la forme active de la caspase-9 (Rodriguez & Lazebnik , 1999). 

La protéine Apaf-1 se lie d'abord à une molécule de déoxy adénosine triphosphate, 

d’ATP, pour réagir avec le cytochrome c pour former un complexe Apaf-1/cytochrome 

c/dADP, avec libération d'une molécule de phosphate Pi (partie supérieure de la figure). 

En présence de d’ATP, qui s'échange avec le d’ADP, 7 complexes s'assemblent pour former  

l'apoptosome actif (Li et al., 1997; Kim et al., 2005). la dimérisation de la caspase-9 entraîne 

une rapide activation des caspases effectrices - 3, 6 et -7 mais également des caspases 

initiatrices -2, -8 et -10 (Guerrero et al., 2007), une autre activité remarquable concerne la 

caspase-8 (ainsi que la caspase-10 in vitro) qui génère le clivage de Bid, (BH3 interacting 

death domain agonist) une protéine à BH3 (Bcl-2 Homology) isolé pro-apoptotique, dont la 

trans-localisation mitochondriale du fragment tBid génère la libération du cytochrome c 

nécessaire à l’activation des caspases post-mitochondriales (Li H Zhu et al., 1998). 

Une étude, in vitro montre que,  Les caspases effectrices -3, -6 et -7 partagent de fortes 

similitudes quant à la spécificité pour leur substrat. La caspase-6 est elle- même un substrat de 

la caspase-3. Elle possède une spécificité pour la lamine A (Slee et al., 2001) et une forte 

affinité pour la cytokératine 18 (Schutte et al., 2004). 

Les caspase-3 et -7 sont très proches à la fois dans leur structure et leur spécificité 

(reconnaissance du même motif DEVD) (Asparate-Glutamate-Valine-Aspartate). Récemment, 

il a été confirmé que la caspase-3 contrôle la fragmentation de l’ADN et les modifications 

morphologiques du noyau tandis que la caspase-7 jouerait un rôle important dans la perte de 

la viabilité cellulaire (Lakhani et al., 2006). peut-être par la dégradation de plusieurs sous-

unités du protéasome (Jang et al., 2007). Il a également été démontré une haute affinité de la 

caspase-7 avec la (PARP-1) (Germain et al., 1999). En présence de caspase-3, l’absence des 

caspases -6 et/ou -7 a peu d’effets sur la protéolyse des protéines impliquées dans la 

dégradation de l’ADN (Slee et al., 2001). 

Aussi, la caspase-3 est-elle reconnue comme jouant un rôle majeur dans la protéolyse 

de la plupart des protéines essentielles à la survie de la cellule. La fragmentation de l’ADN 

attribuée en grande partie à la nucléase CAD (« caspase-activated DNase ») (DFF40 chez 

l’homme) libérée de son inhibiteur ICAD/DFF45 après clivage de celui-ci est essentiellement 

due à la caspase-3 (Tang & Kidd., 1998). De plus, l’observation de cellules MCF-7 
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déficientes en caspase-3, soumises à divers traitements pro-apoptotiques, ne permet pas de 

visualiser la fragmentation de l’ADN et la morphologie nucléaire typiques de la cellule 

apoptotique (Kivinen et al., 2005). Cependant, l’absence de caspase- 3 peut-être compensée 

en partie par l’activité des caspases -6 et -7 (Liang et al., 2001). Plus généralement, encas de 

déficience de la caspase-3 mais aussi d’autres caspases essentielles dans la transduction du 

signal comme la caspase-9, des voies alternatives utilisant les ressources en caspases de la 

cellule peuvent se substituer (Degterev et al., 2003). Il existe également des voies 

moléculaires indépendantes des caspases. On peut cependant noter que la déficience 

simultanée en caspase-3 et -7 dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) inhibe 

l’apoptose par blocage des événements mitochondriaux. (Lakhani et al., 2006). 

 

 

Figure 4 : formation d’apoptosome 
 

6. Les mécanismes généraux de l'apoptose  

Il existe aujourd'hui plusieurs voies de signalisation aboutissant à la mort cellulaire par 

apoptose. La première, appelée voie intrinsèque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une 

place centrale dans les mécanismes de l'apoptose.  

Une autre voie est initiée à la surface de la cellule par des récepteurs membranaires, 

Ces deux voies de signalisation aboutissent toutes deux à l'activation des caspases, famille de 

protéases ayant un rôle clé dans l'apoptose. Aujourd'hui, d'autres voies de signalisation 

s'ajoutent à celles précédemment décrites ; la voie indépendante des caspases met en jeu une 

protéine mitochondriale appelée AIF (Apoptosis Inducing Factor). Et, outre la mitochondrie, 

le réticulum endoplasmique apparaît comme un compartiment cellulaire déclencheur de 

l'apoptose en cas de stress. Mais on précise sur la voie intrinsèque et extrinsèque : 
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6.1. Voie des récepteurs de mort cellulaire  

Dans cette voie extrinsèque de l'apoptose, l'activation des différents récepteurs de mort se 

trouvant ancré à la membrane cytoplasmique aboutit à l'activation d'une voie de signalisation 

intracellulaire complexe. Les récepteurs de mort sont classés en sept familles; Fas 

(CD95/APO-1), les récepteurs de mort DR3, DR6, p75NGFR (facteurs de croissance 

nerveux), ainsi que les deux récepteurs de TRAIL, les molécules DR4 (TRAIL-R1) et DR5 

(TRAIL-R2) et le facteur de nécrose tumorale TNF-R1 (p55/CD120 (Locksley et al., 2001). 

Cette dernière, comprend au moins une vingtaine de membres classés en deux groupes selon 

leurs structures:  

1 Le premier groupe comprend les récepteurs qui possèdent un domaine de mort (DD) 

intracellulaire comme le TNF-R1. Ils assurent la transmission d'un signal apoptotique par 

activation des caspases (Figure 4).  

2 Un deuxième groupe comprend les récepteurs qui ne possèdent pas de DD, comme 

pour TNF-R2. Ces récepteurs recrutent d'autres molécules capables d'activer le facteur de 

transcription NF-w, connu pour son rôle dans le maintien de la survie cellulaire (Locksley et 

al. 2001; Gupta  & El-Deiry , 2005).  

Certains de ces récepteurs nécessitent des molécules adaptatrices pour assurer leurs 

fonctions pro apoptotiques. On cite, à titre d'exemple, les protéines associées au domaine de 

mort du récepteur Fas (FADD) ou du récepteur TNF-R l (TRADD) qui vont se lier 

respectivement au Fas-R et au TNF-Rl pour assurer le recrutement des caspases. Dans le cas 

des récepteurs TNF-R ou Fas-R, par exemple, après fixation du ligand, le récepteur se tri-

merise et entraîne une modification de conformation du domaine DD. Ce changement de 

conformation permet la fixation de la protéine, associée au TNF-R l, avec le domaine de mort 

(TRADD) sur le TNF-R 1 et l'association de FADD avec Fas-R. Ces récepteurs possèdent 

dans leur portion intracytoplasmique une région conservée, le domaine de mort DD, ( death 

domain).Les ligands de ces récepteurs sont également des molécules trans-membranaires. 

L’interaction du ligand et de son récepteur nécessite la trimérisation de chacun d’entre-eux et 

un domaine extracellulaire fonctionnel distinct PLAD, ( pre ligand-binding assembly 

domain).Le DD dépourvu de toute activité enzymatique permet le recrutement de protéines 

cytosoliques présentant un domaine homologue tel que FADD ou TRADD ( Fas-associated 

death domain ) qui comporte un motif aminoterminal appelé domaine « effector » de mort 
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DED, Le DED interagit avec un motif homologue situé dans le prodomaine des caspases -8 

ou -10. Cet assemblage est appelé DISC (death inducing signaling complex) (Peter et 

Krammer, 2003), assurant l'auto-clivage de la pro caspase 8 ou 10 fig 5 . La caspase 8/1 0 

activée déclenche une cascade d'activation d'autres caspases, dont la caspase 3, qui clivent 

alors certaines protéines cellulaires essentielles à la survie (PARP, la protéine Tau, les 

protéines de cytosquelette...)  (Hengartner 2000; Hengartner & Bryant 2000).  

L’activation des caspases effectrices par Fas est différente selon les cellules. Dans les 

les cellules de type I (ex : thymocytes) la caspase- 8 peut activer directement caspase-3 

(Medema et al., 1997). Dans les cellules de type II (ex : hépatocytes) cette activation dépend 

du clivage de la protéine à domaine BH3 isolé Bid par la caspase-8. Le fragment c-terminal 

libéré, tBid, migre au niveau de la mitochondrie et provoque l’activation de Bax/Bak ( BCL-

2-Associated X Protein),( BCL-2-Antagonist/Killer ) conduisant à la libération des molécules 

solubles proapoptotiques en particulier le cyt c qui va contribuer à la formation de 

l’apoptosome et à l’activation de la cascade des caspases post-mitochondriales (Li et al., 

1998). 

Il existe également un DISC comportant une interaction DED-caspase-10. Dans ce 

cas, in vitro, caspase-10 se comporte de façon similaire à caspase-8 mais in vivo, il semble 

que caspase-10 ne puisse pas se substituer à caspase-8 pour induire l’apoptose. 

La signalisation induite par TRAIL (TNF related apoptosis-inducing ligand) est 

similaire à celle décrite précédemment pour les cellules de type II. De plus, la libération 

mitochondriale de Smac/Diablo est indispensable pour bloquer l’effet inhibiteur de XIAP (X 

chromosome linked inhibitor of apoptosis protein). 

La voie de signalisation pro-apoptotique induite par TNF est plus complexe. Il a été 

récemment démontré que l’induction de l’apoptose par TNF-R1 se déroule en deux étapes. La 

première implique la formation d’un premier complexe qui rapidement déclenche l’activation 

de NF-kappa B (Nuclear Factor of chain κ of B cells) ou JNK (Kinase de la partie N-terminal 

de la protéine c-jun).La deuxième étape consiste en une modification de ce complexe I suivie 

de sa dissociation du TNF-R1 pour former un deuxième complexe via la fixation du DD avec 

FADD. Ce complexe II conduit à l’apoptose sauf si le complexe I active NF-kappa B et ainsi 

produit une surexpression de l’inhibiteur FLIPL (Micheau & Tschopp, 2003). 

Cette étape peut être régulée par une protéine appelée c-Flip (pour FLICE inhibitory 

protein (Irmler et al., 1997). cFlip (cellular FLICE (FADD-like interleukin-1b converting  

enzyme)-inhibitory ) contient deux domaines effecteurs de mort cellulaire (DED) qui vont lui 
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permettre de se lier aux pro domaines des caspases 8 ou 10, et ainsi empêcher leur 

recrutement aux récepteurs de mort (notamment Fas-R et TNF-R ; (Bump et al. 1995). La 

protéine anti-apoptotique Bcl-xL (BCL-2 related Protein, Long Isoform) peut également 

inhiber la voie extrinsèque en supprimant la formation du DISC et l’activation de caspase-8. 

De plus, Bcl-xL provoquerait une sur-régulation de FLIP (Wang et al .,2004).  

 

 

Figure 5:: cascade d’activation de l’apoptose extrinséque (Brenner & Kroemer, 2000).  

6.2. Voie intrinsèque: voie mitochondriale  

Mis à part son rôle dans la production d'ATP, la mitochondrie joue un rôle important 

dans la régulation des mécanismes moléculaires de l'apoptose. En effet, de nombreux 

changements biochimiques surviennent au niveau des mitochondries suite aux stimuli 

engendrant un stress ou un dommage cellulaire, que ce soit à la suite d'un choc thermique ou 

osmotique, des radiations ionisantes, ou d'un sevrage en cytokines (Gutierrez et al. 2005). 

Parmi ces changements, on cite la permeabilisation de la membrane mitochondriale, 

accompagnée dans la plupart des cas d'une chute du potentiel transmembranaire 

mitochondrial et de l'ouverture des mégapores mitochondriaux (Zomig et al., 2001). Cette 

altération est considérée comme le point de non-retour du processus apoptotique. 

 La perturbation du potentiel membranaire mitochondrial a pour principales 

conséquences l'altération de la production d'ATP et le relargage de plusieurs substances de 

l'espace inter membranaire vers le cytosol (Kelly et al., 2003). Le facteur inducteur de 

l'apoptose « AIF », la protéine inhibitrice des protéines activatrices de l'apoptose, nommée 

selon leurs fondateurs Diablo (Verhagen et al. 2000) ou Smac (Du et al., 2000) (Smac/Diablo, 

pour Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP-Binding protein with 

Low pl) et le cytochrome C sont parmi les principaux facteurs impliqués dans cette voie 

intrinsèque. Une fois libéré par la mitochondrie, le cytochrome C s'associe au facteur 
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d'activation des protéases apoptotiques Apaf-I, qui s'unit à la pro caspase 9 en présence d'ATP 

pour former l'apoptosome (Hengartner , 2000). Dans ce complexe, la caspase 9 est activée et 

clive les protéases «effectrices» (caspases 3, 6 et 7) (Rodriguez & Lazebnik, 1999), qui 

entraînent l'activation de la mort cellulaire par apoptose (Zou et al., 1997). 

 

7. La famille BCL-2 

La protéine BCL-2 (B-Cell Lymphoma Protein 2) a d’abord été identifiée comme 

protooncogène dans les lymphomes B folliculaires, où une translocation chromosomique 

conduit à une expression constitutive de ce gène. Puis, il a été montré que cet oncogène était 

responsable d’une inhibition de l’apoptose plutôt que d’une activation de la prolifération 

cellulaire (Vaux  et al., 1988).   

La famille Bcl-2 est un ensemble de protéines qui jouent un rôle important dans 

l'apoptose. Elles sont nombreuses et sont localisées au niveau de la membrane externe 

mitochondriale, du réticulum endoplasmique ou de la membrane nucléaire grâce à leur 

séquence transmembranaire carboxy terminale. Elles sont classées en deux groupes: Les 

molécules anti-apoptotiques, et pro-apoptotiques. 

 différents membres de la famille BCL-2 

Chez les mammifères, la famille BCL-2 compte environ vingt membres, qui possèdent 

tous au moins un des quatre motifs conservés : BH1 à BH4 (BCL-2 homology domain). Selon 

leur fonction et la présence des domaines BH, on distingue les membres anti-apoptotiques, 

qui constituent la sous-famille BCL-2 et les membres pro-apoptotiques, subdivisés en deux 

groupes : la sous-famille BAX et la sous-famille BH3 (Figure 6). 

La sous-famille BCL-2 est formée par BCL-2, BCL-XL, BCL-W, A1 et MCL-1, Parmi ces 

derniers, BCL2, BCL-XL et BCL-W ont des structures très similaires et sont constitués des 

quatre domaines BH et d’un domaine C-terminal hydrophobe ou domaine transmembranaire 

(Petros et al., 2004). Ce domaine transmembranaire permet leur ancrage dans les membranes 

et plus particulièrement la membrane externe de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique 

ou de l’enveloppe nucléaire. BCL-2 est une protéine membranaire alors que BCL-XL et BCL-

W s’associent à la membrane uniquement après un signal apoptotique. Ces protéines sont à 

l’origine d’une inhibition de l’apoptose et chacune d’entre elles semble intervenir 

spécifiquement dans un type cellulaire donné (Droin & Green, 2004). Ainsi BCL-2 est requis 

pour la survie des lymphocytes, des cellules rénales et des mélanocytes (Veis et al., 1993), 

BCL-W pour les cellules germinales (Ross et al., 1998), BCL-XL pour les cellules neuronales 

et érythropoiétiques (Gonzalez-Garcia et al., 1995) et A1 pour les neutrophiles (Orlofsky et 
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al., 2002). La sous-famille BAX comporte uniquement trois membres BAX, BAK et 

MTD/BOK qui présentent chacun une séquence et une structure similaires à BCL-2 mais avec 

seulement les domaines BH1, BH2 et BH3 (Petros et al. 2004). BAX et BAK sont exprimés 

dans de nombreux tissus alors que BOK est uniquement exprimé dans les tissus de 

reproduction (Hsu et al., 1997). Ces protéines favorisent la survenue de l’apoptose (Knudson 

et al., 1995, Droin &Green ,2004). 

     La sous-famille BH3 est constituée de plus de huit membres chez les mammifères, dont 

BID, BAD, BIM, BIK, BMF, NOXA, PUMA, HRK, Les protéines de cette sous-famille sont 

caractérisées par la présence dans leur séquence d’un seul motif BH, le domaine central BH3, 

qui est essentiel pour leur fonction pro-apoptotique. Certaines interviennent dans l’initiation 

du processus apoptotique durant le développement (Bouillet & Strasser , 2002). En effet, les 

rôles physiologiques de BIM et de HRK ont été mis en évidence dans le développement et 

l’homéostasie tissulaire. BIM est essentiel pour l’élimination des lymphocytes auto-réactifs 

(Bouillet et al., 2002). Son absence induit une augmentation du nombre de leucocytes pouvant 

provoquer une maladie auto-immune. 

 

 
 

Figure 6: Membres de la famille BCL-2 (Strasser ., 2005). 

 Principaux mécanismes d’action 

La réponse cellulaire à un signal apoptotique dépend du ratio(%) entre les membres pro et 

anti-apoptotiques de la famille BCL-2. Toutes les protéines de la sous-famille BH3 se lient 

aux membres anti-apoptotiques et neutralisent ainsi leur fonction de survie. A l’exception de 

BID, cette possibilité de former des hétéro dimères représente le seul mécanisme d’action des 

membres BH3. 
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La sous-famille BAX présente aussi cette particularité mais elle possède aussi une 

activité cytotoxique indépendante. Lors de l’apoptose, BAX s’intègre dans la membrane 

mitochondriale et contribue avec BAK à la permeabilisation de la membrane externe de la 

mitochondrie, à la chute du potentiel mitochondrial et à la libération de protéines apoptogènes 

comme le cytochrome c dans le cytoplasme (Mikhailov et al., 2003). L’oligomérisation de 

BAX semble être nécessaire pour son activité (Antonsson et al., 2000). De plus, la protéine 

BID entraîne elle-aussi la libération du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytoplasme. 

Une fois clivée, tBID la forme active de BID interagit avec la membrane mitochondriale où il 

forme des homotrimères et induit le relargage de protéines de l’espace inter-membranaire par 

des mécanismes encore inconnus (Grinberg et al., 2002). BID pourrait former des canaux 

membranaires ou favoriser l’oligomérisation de BAX et de BAK (Eskes et al., 2000 ; 

Korsmeyer et al,. 2000). BAX et BAK sont également impliqués dans l’initiation de 

l’apoptose au niveau du réticulum endoplasmique où ils induisent la libération d’ions calcium 

qui peuvent conduire à l’activation des caspases (Zong et al., 2003). 

Les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 assurent la survie des cellules par 

différents mécanismes. Tout d’abord BCL-2 contrôle l’activation des caspases initiatrices, 

comme la caspase-2, probablement en séquestrant des activateurs ou adaptateurs de ces 

caspases. Cette protéine assure également le maintien de l’intégrité des organelles notamment 

la mitochondrie. En effet, elle empêche la libération de protéines pro-apoptotiques de la 

mitochondrie en inhibant l’oligomérisation de BAX et de BAK (Cory & Adams,  2002). Elle 

empêche aussi la chute du potentiel membranaire mitochondrial. 

 

  Régulation de la famille BCL-2 

Pour éviter une induction de l’apoptose dans les cellules normales, les protéines de la 

famille BH3, exprimées constitutivement, sont maintenues dans une forme inactive par divers 

mécanismes. Par exemple, BIM et BMF sont séquestrés au niveau du cytosquelette par 

interaction avec la dynéine et suite à un signal de mort, ils sont libérés dans le cytoplasme 

(Puthalakath et al., 1999). BAD, quant à lui, est phosphoryle et va être fixé par la protéine 14-

3-3 qui empêche son action. Un troisième mécanisme de régulation est l’expression d’un 

précurseur inactif qui nécessite pour son activation un clivage protéolytique. C’est le cas de 

BID, dont le clivage libère la forme active tBID. 

Certaines protéines de la famille BCL-2 sont aussi régulées transcriptionnellement. 

L’expression de BAX, NOXA et PUMA peut être induit par p53 (Villunger et al., 2003). De 
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même, HRK/DP5 est contrôlé transcriptionnellement suite à une absence de facteurs de 

croissance (Imaizumi et al., 1999). 

7.1. Le pore de perméabilité transitoire (PPT)  

L'ouverture de ce pore serait associée à la diminution du potentiel transmembranaire 

mitochondrial; (Zamzami et al., 2001) résultant en une entrée massive d'eau et d'ions, 

provoquant un gonflement suivi d'une rupture de la membrane externe mitochondriale et de la 

libération des protéines apoptogènes. L'ouverture et la fermeture de ce pore seraient, entre-

autres, régulées par les membres de la famille Bcl-2.  

7.2. La formation de canaux ioniques non spécifiques  

         Plusieurs hypothèses retenues à l'heure actuelle suggèrent que ces protéines subissent 

des réarrangements structuraux au niveau de la membrane mitochondriale pour former des 

hétéro-ou des homodimères capables de former des pores membranaires, soit seuls, après 

oligomérisation, soit en association avec d'autres protéines telles que la porine mitochondriale 

(connue également sous le nom de canal anionique voltage-dépendant VDAC) ou l'adénine 

nucléotide translocase (ANI). En effet, au cours de l'apoptose, suite à l’elivage de Bid, sa 

forme tronquée (tBID) est connue pour interagir avec Bax et le libère de son interaction avec 

Bcl-2 ou BcI-xL. Ceci induit un changement de conformation de Bax, sa translocation et son 

oligomérisation dans la membrane externe de la mitochondrie. tBid peut également 

transloquer à la mitochondrie et activer Bak, induisant son oligomérisation dans la membrane 

mitochondriale. Bax et Bak forment alors des canaux hétéro-tétramérique à travers lesquels le 

cytochrome c peut être relargué dans le cytosol. Les membres anti-apoptotiques de la famille 

Bcl-2, tels que Bcl-2 et BclxL, inhibent le changement de conformation et l'oligomérisation 

de Bax et de Bak. Les membres pro-apoptotiques à unique domaine BH3 tels que Bad, Bim, 

Bmf et Noxa interagissent avec Bcl-2 et Bcl-xL, inhibant leur fonction protectrice et pouvant 

même les convertir en membres pro-apoptotiques (Youle & Strasser,  2008). 

7.3. Phagocytose des cellules apoptotiques  

La clairance des corps apoptotiques est orchestrée par un ensemble de gènes pouvant 

être divisés en deux catégories. La première catégorie comprend les gènes nécessaires à la 

reconnaissance de la cellule apoptotique. La seconde classe de gènes intervient dans le 

remodelage du cytosquelette. Les phagocytes reconnaissent la surface de la cellule 

apoptotique par des signaux « mange-moi » émis par cette dernière. Le plus connu de ce 
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signal est la Phosphatidyl Serine (PS) à la surface de la membrane plasmatique dont  la 

distribution dans la membrane serait régulée par ABC-1. L’implication de nombreux 

récepteurs de phagocytose (CD91, CD14, CD36, les intégrines v3 et le récepteur 

phosphatidylsérine (PSR) a été démontrée. La nature non inflammatoire du processus est 

favorisée par la libération, par les macrophages impliqués dans la phagocytose, de facteurs 

anti-inflammatoires incluant TGF beta et IL-10  (Danial et al ., 2004).  

7.4 . Molécules d’origine mitochondriale : 

Parmi les molécules libérées, la plupart sont impliquées dans l’activation des caspases 

post-mitochondriales. La première à avoir été identifiée est le cytochrome c (cyt c). 

•Le cytochrome c : Le cyt c est une hémoprotéine liée à la à la cardiolipine (CL) qui 

intervient dans le transport des électrons de la chaine respiratoire et aussi dans l’inhibition de 

la formation des espèces réactives de l’oxygène , Lors de l’apoptose, la peroxydation de la CL 

conduisant à une perte d’affinité avec le cyt c expliquerait la libération massive et rapide du 

cyt c (garrido et al., 2006). le cyt c interagit, en présence d’ATP  avec Apaf-1 (« apoptosis 

protease activating factor-1 », modifiant sa conformation et favorisant son oligomérisation. 

réagit avec le domaine CARD de la procaspase 9 pour former l’apoptosome (Brenner & 

Kroemer , 2000). Au sein duquel la caspase-9 est activée. L’activation du caspase-9 conduit à 

l’activation en cascade des caspases-3 et -7 (Widlak & Garrard, 2005). 

• Smac/DIABLO : Smac/DIABLO est une protéine mitochondriale libérée lors de l’apoptose.  

Cette protéine, synthétisée sous la forme d'un précurseur de 29 Kda, transloque dans la 

mitochondrie par son domaine Nterminal qui possède un signal de localisation 

mitochondriale. Il est ensuite clivé pour donner naissance à une protéine mature de 23 Kda. 

En réponse à différents stimuli apoptotiques, la protéine Smac/DIABLO mature est relarguée 

dans le cytosol où elle agit comme un inhibiteur des IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins). 

Les IAPs cellulaires ont pour rôle de bloquer l'activation des pro-caspases et d'inhiber 

l'activité des caspases matures. Sous forme de dimères, Smac se lie aux IAPs, empêchant leur 

liaison aux caspases et ainsi leur inactivation (Ravagnan et al., 2002). 

• Omi/HtrA2 : Omi/HtrA2 a été identifié comme un nouvel inhibiteur des IAPs. Cette 

protéine est un précurseur de 49 Kda. elle migre vers la mitochondrie où son signal de 

localisation mitochondriale est clivé pour donner naissance à une protéine mature de 37 Kda. 

HtrA2 fait partie de la famille des protéases, Cette protéine est confinée dans l'espace 

intermembranaire mitochondrial et suite à l'action de facteurs comme la staurosporine, TRAIL 

(TNF-related apoptosis inducing ligand) ou les ultra-violets, elle est relarguée dans le 
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cytoplasme, où elle se lie aux IAPs comme Smac/DIABLO facilitant leur activation  

(Ravagnan et al ., 2002). 

•L'AIF : L'AIF a été identifié en 1996 par l'équipe de Susin. La protéine AIF est synthétisée 

sous la forme d'un précurseur de 67 Kda constitué de trois domaines protéiques . 

 Une fois le précurseur introduit dans la mitochondrie, il est clivé et libère son domaine N-

terminal donnant naissance à la protéine mature : une flavoprotéine de 57 Kda. Cette 

flavoprotéine à une fonction duale de NAD(P)H oxydase et monodéhydroascorbate réductase 

mitochondriales, et de facteur apoptogène. Son activité oxydoréductase n'est pas essentielle à 

sa fonction apoptotique (Ye et al., 2002).Après un stimulus apoptotique, l'AIF est libéré par la 

mitochondrie, transloque dans le noyau des cellules en apoptose et induit une condensation de 

la chromatine et un clivage de l'ADN en fragments de hauts poids moléculaires (50 Kpb) 

(Ravagnan et al., 2002). 

• Endo G : Durant l'apoptose de cellules de mammifères, elle est relarguée par la 

mitochondrie puis transloque dans le noyau. Elle digère l'ADN nucléaire en absence 

d'activation par les caspases (Widlak et al., 2000). .ont démontré que l'Endo G est 

responsable, d'une part du clivage internucléosomal aboutissant à la formation des « ladders » 

dans des noyaux isolés, et d'autre part de l'obtention de fragments d'acides nucléiques de hauts 

poids moléculaires. Dans le noyau, elle pourrait agir de concert avec la DNase I ou avec 

l'héxonucléase. Ainsi l'action combinée de l'Endo G et de l'AIF, tous deux relargués par la 

mitochondrie, est un mécanisme totalement indépendant des caspases (Van Gurp et al., 2003). 

• Les caspases-2, -3, -8 et -9 : Les caspases-2, -3, -8 et -9 sont aussi reconnues comme étant 

des protéines apoptogènes relarguées par la mitochondrie durant le processus apoptotique 

(Van Gurp et al., 2003). 

7.5. Rôle de p53 dans la voie intrinsèque :  

p53 subit des modifications post-transcriptionnelles en réponse à la voie de 

signalisation des oncogènes ou en réponse au stress génotoxique. Ceci permet une 

stabilisation de la protéine qui s’accumule dans le noyau et régule l’expression de gènes 

cibles. De nombreux gènes sont régulés par p53 en particulier ceux encodant pour certaines 

protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, Bax, Bid, Noxa et PUMA. Parallèlement, la 

protéine p53 a été trouvée dans le cytoplasme où elle peut activer Bax (Chipuk et al., 2005). 

p53 joue également un rôle inducteur pour Apaf-1 et un rôle répresseur pour Bcl-2 (Raab, 

2000).  
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1. Définition du stress oxydant : 

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systèmes de 

défenses antioxydants et la production des ERO (Pincemail., 2002), en faveur de ces 

dernières. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, tels que la surproduction endogène 

d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire (Durackova et al., 2008), un déficit 

nutritionnel en antioxydants ou même une exposition environnementale à des facteurs pro-

oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, 

amiante, métaux toxiques) (Abuja et al., 2001 ; Barouki, 2006 ; Jenkins et al., 2007).  

2. Radicaux libres biologiques 
 
2. 1. Définition 

Les radicaux libres (RL) sont des espèces chimiques (atomes ou molécules), ou leurs 

fragments (Durackova, 2008) qui possèdent un ou plusieurs électrons célibataires (Kehrer, 

1993 ; Delattre, 2005) sur leur couche externe et capables d’existence indépendante Plusieurs 

termes scientifique est utilisé pour désigner les RL : radicaux libres de l’oxygène, 

oxyradicaux et oxydants, (Baskin, 1994 ; Kocchilin-Ramonatxo, 2006). 

2.2. Nature et sources cellulaires des espèces réactives de l’oxygène : 

2.2.1 Le radical anion superoxyde 

Depuis la découverte de la superoxyde dismutase en 1969 par Mac Cord, il a été 

evident qu'il existait  une source de radicaux superoxydes. L'absorption d'un électron par 

l'oxygène moléculaire Entraîne la formation du radical anion superoxyde (Favier , 2003).    

                                            O2 + e -                                  O2●-  . 

L’O2•-
 peut également être formé dans certains organites cellulaires tels que les peroxysomes, 

et les mitochondries où 2% à 5% d’oxygène consommé est transformé en radicaux 

superoxydes (Favier, 2003).  

2.2.2 Le peroxyde d’hydrogène H2O2 ou eau oxygénée :  

L’H202 est un produit plus stable que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il 

diffuse trés facilement l'intérieur et a l'extérieur de la cellule. (Guaudable & favier , 1997) 

pour engendrer des dommages loin de son site de production , Il est généré dans le 

peroxysome, (Cord, 1993) les microsomes et les mitochondries (Nohl et al., 2004) par une 

réaction de dismutation (Ramirez et al., 2008).  

 

Réaction de dismutation                                               
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O2 
•-

 + O2 
•-

 + 2H+
                               H2O2 + O2 

La dismutation de O2
 •- spontanée ou catalysée par les superoxydes dismutases est la source 

majeur de l’ H2O2. L’H2O2 n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des 

radicaux hautement réactifs. En présence de métaux de transition (Maged, 1999),  

 

2.2.3  Le radical hydroxyle HO• 

Le radical hydroxyle, OH, est la forme neutre de L'ion hydroxyde (Valko et al., 2007) .il  peut 

être induit par la réduction de L’H2O2 selon la réaction d’Haber-Weiss engendrant alors un ion 

OH- inoffensif et un radical hydroxyle HO• (Comhair & Erzurum, 2002). 

                                  H2O2+ O2
•-

                                     HO•
 + O2 + OH 

en présence de métaux de transition (fer, cuivre), l’H2O2 donne naissance in vivo via la 

réaction de Fenton à un radical hydroxyle HO• hautement réactif (Goldstein et al.,1993 ; 

Liochev &  Fridovich, 2002). 

                                      O2 •- + Fe+3                              O2 + Fe+2 

                                      H2O2+ Fe+2                               OH- + HO• + Fe+3 

Avec une demi vie de l’ordre de la nanoseconde 10-9s (Pastor et al., 2000), le radical 

hydroxyle est le plus réactif de toutes les espèces dérivées de l’oxygène (Guetteridge, 1993),  

 

2.2.4  L’oxygène singulet : 1O2 

ces une Forme excitée de l’oxygène moléculaire, est souvent assimilée à un radical libre en 

raison de sa forte réactivité (Haton, 2005), La formation de l'oxygène singulet en biologie est 

généré pendant la phagocytose ou la biosynthèse de la prostaglandine (Maged, 1999). 

 

2.3 Origine des radicaux libres :  

2.3.1 Sources exogènes :  

Les sources exogènes peuvent être des facteurs environnementaux, pollutions diverses 

ou certaines carences nutritionnelles (Priyadarsini, 2005), aussi les radiations ionisantes 

capables de produire directement du radical hydroxyl (•OH) à partir de l’eau (Beckman 

&Ames, 1998)  

2.3.2  Sources endogènes : 
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 les constituants cellulaires solubles capables d’activer l’oxygène moléculaire comme la 

xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le réticulum endoplasmique, les peroxysomes 

(Lawrenc, 1987). Les sites de génération de radicaux libres englobent principalement : 

 

a- La mitochondrie :  

Les mitochondries sont les organites responsables de la plus grande partie de la 

production de l'énergie (ATP). Elles possèdent deux membranes délimitant un espace 

intermembranaire et un compartiment matriciel.  La membrane interne est le siège de la 

respiration qui correspond à un transfert d’électrons à travers la chaîne respiratoire jusqu’à un 

accepteur final  l’oxygène.  

b- Chaîne respiratoire mitochondriale :  

La phosphorylation oxydative est le processus de couplage entre le transfert 

d’électrons (oxydation) et la synthèse d’ATP à partir d’ADP et Pi (phoshorylation). La chaîne 

respiratoire est constituée de 4 complexes dont 3 s’avèrent être des pompes à protons 

(Beckman & Ames, 1998;  DiMauro & Schon, 2003) (fig7). 

Et il se trouve que les transporteur des électronique dans la chaîne respiratoire 

mitochandrial est inexact, ce qui provoque la géneration de L’O2 •-  apartire de l'O2. Et la 

formation de H2O2 en présence d'une source de protons (Schagger &Von Jagow, 1991) 

 

 

Figure 7 : Sites de production de ROS au niveau de la chaîne respiratoire (Cadenas, 2000). 

 

La production de ROS au niveau du complexe I a lieu uniquement dans la matrice 

alors que la production au niveau du complexe III a lieu dans l'espace matricielle ainsi que 

dans l'espace intermembranaire (fig11) (Chen et al, 2003 ; Han et al, 2003 ; St Pierre et al, 

2002, Turrens, 2003). L’O2 •- généré dans la matrice est éliminé dans ce compartiment par la 

superoxyde dimustase mitochondriale (Mn-SOD), l’H2O2 alors produit peut diffuser 
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rapidement à travers la membrane jusqu’au cytoplasme. L’O2 •- produit dans l’espace 

intermembranaire est soit : 1°) transformé par l'enzyme antioxydante superoxyde dismutase 

cytoplasmique (Cu/Zn-SOD) (Han et al, 2003), 2°) détoxifié par le cytochrome c, ou 3°) 

transféré dans la cytoplasme via un canal voltage dépendant , Expérimentalement, cette 

production est 1 à 4 % de l’oxygène consommé en condition basale est affecté à la production 

de radical super-oxyde (Chance & Sies ,1979). 

 c- Le Peroxysome :  

Une deuxième source de radicaux oxygène est la β-oxidation peroxysomale des acides 

gras (Kasai & Okada, 1989), qui génère H2O2 comme sous-produit (Ockner et al., 1993 ; 

Lake, 1995). Les peroxisomes possèdent des concentrations élevées de catalase, de sorte qu'il 

n'est pas clair si les fuites de H2O2 des peroxysomes contribuent de manière significative au 

stress oxydatif (Oikawa , 1995).  

d-  Les cellules phagocytaire :  

La plupart des études de phagocytose ont été effectuées sur Les neutrophiles, des 

monocytes, des éosinophiles et des macrophages (Halliwell Barry, 2006). Ces cellules 

répondent toutes à Stimuli appropriés par une augmentation marquée de l'absorption d'O2, 

Appelé «éclatement respiratoire». (Heyworth et al., 2003 ; Babior, 2004). Les cellules 

phagocytaires (polynucléaires et macrophages) possèdent une enzyme membranaire, la 

NADPH oxydase, qui est spécialisée dans la fabrication du radical superoxyde (•O2–), et de la 

synthèse de molécules comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Segal, 2005) ou 

l’hypochlorite (ClO –) (Daugherty et al., 1994 ; Winterbourn, 2002), indispensables à la 

destruction du matériel phagocyté (Sohal & Weindruch, 1996), l'oxyde nitrique (NO
.
) 

Habituellement à partir de nitrique Oxyde synthase (NOS) enzymes (Wheeler et al., 1997 ;Shi 

et al., 2005). 

e- la NAD(P) H oxydase :  

Essentiellement localisée au niveau de la membrane plasmique. cette orientation lui 

permet d’interagir avec le substrat intracellulaire (NADH,H+, ou NADPH,H+) et de libérer l’ion 

superoxyde à l’extérieur ou à l’intérieur de la cellule (Souza & coll, 2001; Beaudeux & 

Vasson, 2005). 

F- Les ions métalliques :comme le fer et le cuivre, sont de remarquables promoteurs de 

processus radicalaire in vitro : ils transforment H2O2 en radical hydroxyl (•OH), encore plus 

toxique, et accélèrent la peroxydation lipidique. (Fahn & Cohen, 1992).  

3 . Stress oxydant et ses Cibles biologiques: 
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Sous certaines conditions, il apparaît un déséquilibre provoqué soit par une production 

exagérée de radicaux libres soit par une diminution des défenses antioxydantes sous l’effet de 

certains stimuli (Sorg, 2004 ; Kocchilin-Ramonatxo, 2006). L’accumulation des EOR a pour 

conséquence l’apparition de dégâts cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les 

cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines les lipides et l’acide 

désoxyribonucléique (Halliwell & Whiteman 2004; Valko et al., 2006) . 

3.1. L’oxydation des lipides 

Les premières cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les 

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés 

(AGPI) sont très sensibles à l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 

2005 ; Pamplona et al, 2000). L'oxydation des lipides génère des peroxydes lipidiques qui 

sont eux-mêmes très réactifs. La peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, 

de la perméabilité et de l'excitabilité des membranes (Hong et al, 2004). Elle fournit 

également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et l'ADN 

(Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, l'isoprostane, le 

malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4- 

HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique. (Halliwell & gutteridge, 

1989).   

3.2 Oxydation des proteines 

Les protéines sont aussi susceptibles d'être oxydées par les ROS. Cette oxydation 

provoque l'introduction d'un groupe carbonyl dans la protéine (Levine, 2002 ; Peng et al., 

2000). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations métalliques comme 

le Cu2+ et le Fe2+,La modification des structures primaire, secondaire et tertiaire des 

protéines par les ROS est à la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés (Welch, 

1992 ; Essig & Nosek, 1997) et la perte de groupes sulfhydryl critiques (Levine, 2002). 

3.3 Dommage de l’ADN 

Les bases nucléiques sont susceptibles d’être directement oxydées par les ROS (Richter et al, 

1988), conduisant à la formation de 8-oxo-guanine, à l’origine de mutations géniques (Ames 

et al, 1993 ; Cann & Wilson, 1983 ; Cortopassi et al 1992 ; Richter et al, 1988).  pouvant 

conduire au développement du cancer (Cadet et al., 2002). Encore, Les aldéhydes issus de la 

peroxydation lipidique (4- HNE et l’MDA) sont des agents carcinogènes via la formation des 

adduits avec les bases nucléiques (Beckman & Ames, 1998 ; Wong & Cortopassi, 1997).  

4. Systèmes de défenses antioxydants 

4.1 Définition des antioxydants : 
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Une nouvelle vieille définition tente de définir un antioxydant comme « toute 

substance qui, une fois présentée à une concentration faible en comparaison avec celle d'un 

substrat oxydé, considérablement retarde ou empêche l'oxydation du substrat » (Heo et al., 

2007).  

4.2 Différents types d’antioxydants : 

Les antioxydants peuvent être classés en deux groupes principaux: les antioxydants 

enzymatiques et non enzymatiques. (Ratnam et al., 2006). 

4.3 Les antioxydants enzymatiques : 

4.3.1 La superoxyde dismutase (SOD) 

Cette enzyme et l'un des antioxydants enzymatiques intracellulaires les plus efficaces 

(Rahman, 2007), La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation 

cellulaire et par leur cofacteur métallique (Ratnam et al., 2006), une forme cytosolique et 

nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD) (Zelko et al., 2002), une forme 

mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD). Il a 

été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans l’espace 

intermembranaire (Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001 ; Sturtz et al., 2001). La SOD 

convertit le superoxyde en peroxyde d'hydrogène et oxygène moléculaire, selon la réaction 

suivante (Matès et al., 1999 ; Matès, 2000 ; Scheibmeir et al., 2005). 

SOD-Cu2+ +O2
. -             SOD-Cu+ +O2  

SOD-Cu+ + O2
.-+2H+              SOD -Cu2+ + H2O2 

Bilan: O2
. -+ O2

. -+2H +            O2 + H2O 

4.3.2 Glutathion peroxydase (GPx) et reductase (GR) 

La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un rôle très important 

dans la détoxification du peroxyde d’hydrogène, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de 

l’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec 

l’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH) (Gladyshef et al 1999 ; Arthur 

2000).                               GIGPx > PHGPx > pGPx = cGPx 

ROOH +GPx-Se-+ H+       ROH + GPx-SeOH  

GPx-SeOH +  GSH           GPx-Se-SG + H2O 

GPx-Se-SG +  GSH          GPx-Se- + GSSG + H+ 

Billan : ROOH +2GSH          GSSG + ROH + H2O 
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Le glutathion oxydé sera régénérée grâce à l’intervention de la glutathion réductase 

qui agit par oxydation du NADPH,H+, formé principalement par la voie des pentoses 

phosphates  (Meister & Anderson,1983 ; Deneke & Fanburg;1989). 

Les glutathions transférases possèdent aussi une activité peroxydasique vis-à-vis des 

peroxydes organiques mais pas vis-à-vis du peroxyde d’hydrogène (Fisher et al., 1999) La 

glutathion réductase, quant à elle, a pour rôle de régénérer le GSH à partir du GSSG grâce au 

NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons (Serdar et al., 2006),Ces deux enzymes 

sont présentes dans le cytosol et dans les mitochondries. Au total,  

4.3.3 La catalase : 

 La catalase est parmi les antioxydants puissants les plus connus dans la nature 

(Ratnam et al., 2006). Cette enzyme est localisée principalement dans les peroxysomes et les 

mitochondries (Deaton & Marlin, 2003), elle se produit dans le corps, avec la plus grande 

activité dans le foie, suivie par les érythrocytes, puis les poumons (Ratnam et al., 2006).  

Catalase- Fe3+ + H2O2     compowned I + H2O 

Compowned I + H2O2     Catalase- Fe3+ + H2O + O2  

Billon : 2 H2O2      2 H2O + O2 

 

4.4 Les antioxydants non enzymatiques :  

4.4.1 Le glutathion (GSH) :  

Il Est l'antioxydant cellulaire endogène majeur et est présent en quantités importantes 

dans les cellules (0,5- 10 mM) (Sugiyama, 1992 ; Rahman, 2007). Sa forme oxydée, GSSG, 

existe à 5 - 50 mM .  Le GSH est synthétisé à partir de L-glutamate, L-cysteine, et la glycine 

dans le  foie (Sies, 1999), il est également abondant dans le cytosol, les noyaux et les 

mitochondries. Il est le principal antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires (Ji et 

al., 1992 ; Rahman, 2007). 

 5.4.2 Thiorédoxine réductases :  

Ces un Sélénoprotéine dimérique récemment découverte, elle est située dans le 

cytoplasme des cellules humaines et catalyse la réduction NADPH dépendante de la 

thiorédoxine (Ducros et Favier, 2004). Au nombre de trois isoformes, elles jouent un rôle 

essentiel dans les processus antioxydants en catalysant la régénération de la forme réduite de 

substances telles que vitamine C et vitamine E. Elles interviennent également de façon 

critique dans la régulation des facteurs de transcription NF-kB, Ref-1 (Didier et al., 2001), 

P53, et dans l’expression des gènes (Berggren et al., 1996).  
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5.4.4 La vitamine E 

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des 

tocophérols et tocotriénols, la forme la plus active étant l’α-tocophérol (Traber et Atkinson, 

2007), De plus, les tocophérols et les tocotriénols ont les formes α, β, γ et δ, nommées sur la 

base du nombre et la position des groupements méthyles dans le cycle chromanol (Palozza et 

al., 2008 ; Masaki, 2010 ; Fusco, 2007)., l’α-tocophérol est capable, d’une part, de piéger 

chimiquement l’oxygène singuet (1O2) en s’oxydant en quinone (Deaton & Marlin, 2003), 

d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle (•OH). Mais son principal rôle biologique est 

de réagir avec les radicaux peroxyles (ROO•) pour former un radical tocophéryle (Van Stijn et 

al. , 2008)  

4.4.5 La vitamine C 
 

La vit C ou l'acide ascorbique (Sugiyama, 1992). Une vaste gamme de ROS sont 

éliminés par l'acide ascorbique anions Superoxydes (Hemila et al .,1985 ; nishikim,1975) , 

radicaux hydroxyles (bieleki et al.,1982) et Oxygène singulet (bodanne et al.,1979), radicaux 

peroxyles (Higson et al., 1988), acides hypochloreux (Samuni et al.,1983), les espèces 

réactives du nitrogène (peroxynitrite) et les radicaux dérivés des antioxydants (radicaux α-

tocopheroxyl et l'urate) (Halliwell et al., 1987).  

 

4.4.6 Les caroténoïdes : 

Les caroténoïdes sont des pigments naturels que l’on trouve en abondance dans les 

plantes et notamment les fruits et les légumes, les algues, certains types de champignons et 

certaines bactéries (Masaki, 2010), Les caroténoïdes sont des antioxydants liposolubles 

(Fusco et al., 2007) sont trouvé Dans les membranes cellulaires, et  compris celles des 

lysosomes .ils sont une source importante de la vitamine A. L'activité antioxydante, elle 

résulte de la capacité de la double liaison conjuguée à délocaliser les électrons non appariés 

(Polyakov et al., 2006 ;Van Stijn et al., 2008) , Le principal mécanismes d'action des 

caroténoïdes dans la réduction du risque des maladie cardiovasculaire( CVD ) incluent 

l'inhibition de La synthèse du cholestérol et une augmentation de la dégradation des 

lipoprotéines de basse densité (LDL) Par une amélioration de l'activité du récepteur de LDL 

des macrophages ,Là Est également une preuve que les caroténoïdes peuvent réduire le risque 

d'athérosclérose par inhibition Des dommages oxydatifs au LDL.  

 

1 O2 + β-carotène                3 O2 + β-carotène 
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5 Les flavonoides comme antioxydants  

5.1. Structure et classification des flavonoïdes  

Actuellement, plus de 8000 flavonoïdes ont été identifiés (Edenharder & Grünhage, 

2003). Ils ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possèdent tous un 

même squelette de base à quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; 

deux cycles en C6 (A et B) (Yao et al., 2004), reliés par un hétérocycle en C3 (Figure 8) 

(Bruneton, 1999; Pietta, 2000) Structuralement les flavonoïdes se répartissent en plusieurs 

classes de molécules ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines 

(Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006) (Tableau 1).  

 

Figure 8 : Structure générale du noyau des flavonoïdes (Heim et al., 2002) 
 

Tableau 1. Structure chimique de certains flavonoïdes (Heim et al., 2002) 

 



Revue bibliographique                                            Stress oxydant   
 

 

32 

5. 2. Effets biologiques des flavonoïdes 

5.2.1 Activités biologiques et pharmacologiques des flavonoïdes 

Actuellement, les flavonoïdes sont connus par de remarquables activités pharmaco 

biologiques comme entre autres des effets, antivirales, antimicrobiens et anticancéreux 

(Narayana et al., 2001 ; Seyoum et al., 2006) antiallergiques, anti-inflammatoires, anti-

thrombotiques, anti-tumoraux et hépatoprotecteurs (Middleton et al., 2000).  

5.2.2. Activité antioxydante des flavonoïdes  

Ces dernières années, un intérêt particulier a été accordée aux propriétés antioxydantes des 

flavonoïdes (Wang et al., 2010 ; Soo Cheon et al., 2013), qui seraient attribuées à: 

b.1. Piégeage direct de radicaux libres  

Les flavonoides possèdent une structure chimique aromatique permettant une 

délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires. À 

cause de leur faible potentiel redox (Figure 9) (Javanovic et al., 1994), les flavonoïdes (Flav-

OH) sont thermo dynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R
•

) 

comme le superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OH
• 

par transfert 

d’hydrogène . 

 
 

Figure 9. Réaction des flavonoïdes avec les EOR (Densiov & Afanas’ev, 2005) 
 

b.2. Chélation des ions métalliques  

Les ions du fer (Fe
2+

) et du cuivre (Cu
2+

) sont essentiels pour certaines fonctions 

physiologiques. Ils peuvent être, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs 

des différentes enzymes du système de défense antioxydant (par exemple, Fe pour la catalase, 

Cu pour la cerruloplasmine, Cu et Zn pour la superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi 

responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogène 

selon les réactions de Fenton et Haber Weiss (Cottelle, 2001). Les flavonoïdes sont considérés 

comme de bons chélateurs de ces ions métalliques (Morris, 1995 ; Brown, 1998). Les études 

menées par Van Acker et ses collaborateurs (1996) ont suggéré  que les groupes fonctionnels 

clés sur les Molécules de flavonoïdes  qui peuvent participer à la chélation du métal sont (i) le 
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catechol 3 ', 4'- Groupe dihydroxy dans le cycle B, (ii) structure 3-hydroxy, 4-céto dans le C 

ring, et (iii) la possibilité de la chélation à travers la structure 5-hydroxy, 4-keto Entre les 

anneaux A et C, comme représenté schématiquement pour la quercétine (Thompson et 

Williams, 1976; Afanas'ev et al., 1989) (Figure 10). 

 
 

Figure10. Flavonoïdes et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Pietta, 2000).  
 

b.3. Inhibition enzymatique  

Les flavonoïdes sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du O
2

●- 

et d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase, 

lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-Transferase. Les flavonoïdes 

ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH 

oxydase (Pietta, 2000 ; Densiov & Afanas’ev, 2005).  

 
5.2.4  Activité anti-tumorale 

Les propriétés biologiques et l'efficacité des polyphénols et des flavonoïdes  de thé 

vert ont largement étudiées dans le domaine de la prévention du cancer et l'induction de 

l'apoptose (Manthey et al.,2001 ;Galati et al., 2008). Les flavonols des choux de Bruxelles et 

les flavones favorisent la stimulation  des enzymes protectrices, telles que l'uridine 5'-

diphospho (UDP) -GT (enzymes  de conjugaison), la GST dans l'intestin et le foie. (Nijhoff et 

al .,1993 ; Vander et al.,2003) Ces enzymes inactivent les électrophiles, les radicaux libres et 

Des espèces réactifs d'oxygène (ROS) et les empêchant ainsi de devenir mutagènes. (Steele et 

al., 2000) ,Les flavonoïdes seraient impliqués dans la prévention des cancers, puisque ils 

limitent le développement de tumeurs expérimentale lorsqu’ils ont ajoutés au régime de divers 

animaux de laboratoire . Ils sont actifs contre de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, 

prostate, poumon, peau, vessie, etc.) à tous les stades de la cancérogenèse (Petti & Scully, 

2009). Au stade d'initiation, ils agissent comme agents bloquants en empêchant l'activation de 

procarcinogènes, en piégeant les mutagènes électrophiles ou en stimulant la réparation des 

ADNs mutés. Au stade de promotion et de progression, ils agissent comme agents 

suppresseurs de tumeurs (Ho et al., 2007).   
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La Doxorubicine 

1. Généralité   

En 1963, Di Marco détecte une activité anti tumorale d’une nouvelle classe 

d’antibiotiques sur certains modèles de tumeurs murines. Le nom d’anthracyclines leur été  

attribué. Ces molécules sont fluorescentes et de couleur rubis (suffixe –rubicine) (Donatiello 

et al., 2002). Elles ont été extraites à partir de cultures de différents streptomyces isolés 

d’échantillons de sol, en Italie près de la mer Adriatique (préfixe adria-) et en France (Pein et 

al.,1995). Elles combinent un noyau polyaromatique tétracyclique de type aminoglycoside et 

un sucre aminé, la daunosamine (Roben., 1992).   

2. Définition de la doxorubicine : 

La doxorubicine est le membre le plus connu et le plus utilisé des Anthracycline 

Produite tout naturellement par des actinobactéries de genre Streptomyces, elle a été isolée 

pour la première fois en 1960 et approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en 

1974 (Hande, 1998; Minotti et al., 2004). Depuis, c'est le meilleur antinéoplasique connu et le 

plus utilisé, entre autres dans le traitement de cancers tels que les leucémies et les tumeurs 

solides  (Weiss, 1992; Mizutani et al., 2005). Son administration se fait par voie intraveineuse 

afin d'atteindre rapidement la tumeur sans être trop dégradée (Hande, 1998). Les demi-vies de 

la doxorubicine sont: de 8 à 25 minutes, de 1h30 à 10h et de 24h à 48h. La présence de la 

deuxième phase de demi-vie serait due au métabolisme du médicament au niveau du foie, en 

doxorubicinol, et la troisième phase serait attribuable au relâchement du médicament des sites 

de liaison dans les tissus (Tannock & Hill, 1998). La doxorubicine ainsi que ses métabolites, 

Ils seraient excrétés majoritairement par la bile. Cependant, 5% serait excrété par les voies 

urinaires ce qui expliquerait la coloration rouge de l'urine, soit la couleur de ce médicament, 

quelques jours après le traitement. La doxorubicine agirait sur les cellules selon plusieurs 

modes d'action. Tout d'abord, près de 99.8% de son accumulation se ferait au niveau du noyau 

chez des cellules sensibles à cause de sa très grande affinité avec l'ADN (Cutts & Phillips, 

1995). Sa structure plane (fig11), lui permettrait de s'insérer entre deux paires de bases 

azotées au niveaù de la guanine du côté S' (S'-GCN) modifiant ainsi la structure de l'ADN 

(Cutts & Phillips, 1995; Iarussi et al., 2001). Cette modification inhiberait l'action de la 

topoisomérase II, qui est un enzyme nucléaire chargée de modifier l'ADN lors de la 

transcription (Barry et al., 2007), la réplication et la mitose (Potter et Rabinovitch, 2005). La 

stabilisation de l'enzyme par l'intercalation de la doxorubicine causerait l'arrêt du cycle 

cellulaire par activation de « check points », responsables d'activer la réparation de l'ADN ou 
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si les dommages sont trop importants, d'activer la mort de la cellule par apoptose 

et al., 2005 ; Potter & Rabinovitch, 2005)

doxorubicine entraîneraient la formation de radicaux libres tels que l'anion superoxyde (02 

le peroxyde d'hydrogène (H20

1997). Ces radicaux libres end

membranes cellulaires (Iarussi et al., 2001)

l’homme furent tentés. La toxicité cardiaque dose dépendante potentiellement fatale fut mise 

en évidence dès 1967. Les aspects cliniques de la cardiotoxicité liée à l’utilisation des 

anthracyclines sont bien connus depuis les années 70

3. Structure moléculaire

La doxorubicine est un antibiotique anthracyclinique possède la structure 

polyaromatique des tétracyclines avec un aminosucre, la daunosamine qui est attachée par une 

liaison glycosidique. Les agents cytotoxiques de cette classe ont tous une structure quinone et 

hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme accepteur et donneur d’él

(Bouma,1986) .  

 

Figue 11 : La structure chimique de la doxorubicine (

4. La pharmacocinétique de la Doxorubicine

4.1. L'absorption et distribution

-La doxorubicine est injectée par voie intraveineuse. 

-Liaisons aux protéines : 80 %. Tissulaire et rapide 

-Ce médicament est rapidement distribué aux divers tissus du corps où il est concentré dans 

les noyaux des cellules, la concentration est élevée dans le foie et le cœur, les poumons, les 

reins, la rate et l'intestin grêle, tandis qu'une faible concentration dans le cerveau.

de distribution initiale d'environ 5 minutes, tandis que son élimination est lente à partir des 

tissus qui se traduisent par une demi

traverse pas la barrière hémato
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si les dommages sont trop importants, d'activer la mort de la cellule par apoptose 

Rabinovitch, 2005). Finalement, les composés de dégradation de la 

doxorubicine entraîneraient la formation de radicaux libres tels que l'anion superoxyde (02 

le peroxyde d'hydrogène (H202), et le radical hydroxyl ('OH) (Voir fig

1997). Ces radicaux libres endommageraient l'ADN, les protéines et les constituants des 

membranes cellulaires (Iarussi et al., 2001), En 1964, les premiers essais cliniques sur 

l’homme furent tentés. La toxicité cardiaque dose dépendante potentiellement fatale fut mise 

1967. Les aspects cliniques de la cardiotoxicité liée à l’utilisation des 

anthracyclines sont bien connus depuis les années 70 (Pein et al.,1995). 

3. Structure moléculaire  

La doxorubicine est un antibiotique anthracyclinique possède la structure 

tique des tétracyclines avec un aminosucre, la daunosamine qui est attachée par une 

liaison glycosidique. Les agents cytotoxiques de cette classe ont tous une structure quinone et 

hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme accepteur et donneur d’él

La structure chimique de la doxorubicine (Sheela et al.,

 

. La pharmacocinétique de la Doxorubicine   

.1. L'absorption et distribution  

La doxorubicine est injectée par voie intraveineuse.  

Liaisons aux protéines : 80 %. Tissulaire et rapide  

Ce médicament est rapidement distribué aux divers tissus du corps où il est concentré dans 

les noyaux des cellules, la concentration est élevée dans le foie et le cœur, les poumons, les 

t l'intestin grêle, tandis qu'une faible concentration dans le cerveau.

de distribution initiale d'environ 5 minutes, tandis que son élimination est lente à partir des 

tissus qui se traduisent par une demi-vie terminale de 20 à 48 heures. La do

traverse pas la barrière hémato-encéphalique (Mross et al., 1990).  
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si les dommages sont trop importants, d'activer la mort de la cellule par apoptose (Koivusalo 

composés de dégradation de la 

doxorubicine entraîneraient la formation de radicaux libres tels que l'anion superoxyde (02 -), 

ical hydroxyl ('OH) (Voir fig15) (Singal et al., 

ommageraient l'ADN, les protéines et les constituants des 

En 1964, les premiers essais cliniques sur 

l’homme furent tentés. La toxicité cardiaque dose dépendante potentiellement fatale fut mise 

1967. Les aspects cliniques de la cardiotoxicité liée à l’utilisation des 

 

La doxorubicine est un antibiotique anthracyclinique possède la structure 

tique des tétracyclines avec un aminosucre, la daunosamine qui est attachée par une 

liaison glycosidique. Les agents cytotoxiques de cette classe ont tous une structure quinone et 

hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme accepteur et donneur d’électrons 

 

Sheela et al., 2005) . 

Ce médicament est rapidement distribué aux divers tissus du corps où il est concentré dans 

les noyaux des cellules, la concentration est élevée dans le foie et le cœur, les poumons, les 

t l'intestin grêle, tandis qu'une faible concentration dans le cerveau. La demi-vie 

de distribution initiale d'environ 5 minutes, tandis que son élimination est lente à partir des 

vie terminale de 20 à 48 heures. La doxorubicine ne 
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4.2. Métabolisme hépatique  

 Elle est extensivement métabolisée, majoritairement au niveau hépatique par 

hydroxylation catalysée par des monooxygénases à cytochrome P450 (principalement le 

CYP3A4 et le CYP2D6) en doxorubicinol, métabolite actif , et comprend plusieurs des 

interactions (Drugdex ,2016) :  

réduction de la Fonction carbonyle (C = O) de l’atome de carbone numéro 13 dans de la 

chaine latérale de la doxorubicine à un groupement alcoolique (OH) et cela par stimulation de 

l'enzyme cytoplasmique (NADPH-dépendent Aldo-céto réductase) et formation du métabolite 

hydroxy doxorubicine (figure 12), nommé doxorubicinol qui est le principal métabolite actif 

de ce médicament (Zhou, 2002).  

déglycosylation en activant l'enzyme cytochrome P450 réductase et formation de hydroxy 

aglycones ou déoxy aglycones. Ensuite la doxorubicine et ses métabolites sont excrétés par la 

bile sous forme de DOXO ou doxorubicinol après 24Heures d’absorption ou bien sous forme 

de sulfates et glucoronides après 48Heures. La réduction enzymatique et le clivage en sucre 

de daunosamine aglycone sont accompagnés par la formation des radicaux libres. 

 

 

Figure 12 : métabolisme hépatique de la Doxorubicine (Zhou, 2002).  
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4.3. L’élimination 

L’élimination biliaire. Environ 40% de la dose apparaît dans la bile en 5 jours, alors 

que seulement 5 à 12% du médicament et de ses métabolites apparaît au cours de la même 

période de temps dans l’urine (Zhou, 2002). le temps d’élimination est de 30 h Ces substances 

sont rapidement captées par différents organes : principalement le  cœur, Seraient excrétés 

majoritairement par la bile. Cependant, 5% serait excrété par les   voies urinaires ce qui 

expliquerait la coloration rouge de l'urine (Tannock ,1998).  

5. Mode d’action 

La doxorubicine agirait sur les cellules selon plusieurs modes d'action. Tout d'abord, 

près de 99.8% de son accumulation se ferait au niveau du noyau chez des cellules sensibles à 

cause de sa très grande affinité avec l'ADN (Cutts et al., 1995). 

5.1. L’interaction avec les bases azotées de l'ADN 

  La DOXO s'insère entre deux paires de bases azotées, modifiant ainsi la structure de 

l'ADN (Phillips et al.,1996), ce changement conduit à entraver la corrélation enzymatique, les 

enzymes de réplication de l'ADN polymérase, des enzymes de clonage ARN polymérase, les 

enzymes de réparation de l'ADN, et inhibent ainsi les processus de réplication (Outomuro et 

al.,2007).  

5.2. Inhibition de l’enzyme topo-isomérase II  

La doxorubicine se relie avec le topo-isomérase II par des liaisons covalentes stables 

(irréversibles) formant ainsi le complexe topo-isomérase II -ADN-DOXO qui inhibe l’enzyme 

topo-isomérase II ce qui conduit à la mort cellulaire (Andrieu-Abadie, 1990). 

5.3. Inhibition de l’enzyme helicase 

Une hélicase est une enzyme qui catalyse le désenroulèrent de la double hélice d'ADN 

pour permettre la réplication. Des nouvelles études estiment l’inhibition de cet enzyme par la 

doxorubicine (Hames et al., 1999).  

5.4. Production des radicaux libres 

La production des radicaux libres après fixation sur l’ADN entraîne de nouvelles 

lésions, de l’ADN, localement, mais aussi à distance (membranes, mitochondries) (Minotti, 

2004).  Les composés de dégradation de la Doxorubicine entraîneraient la formation des 

radicaux libres tels que l'anion superoxyde (O2•¯), le peroxyde d'hydrogène (H2O2), et le 

radical hydroxyle (OH•).Ces radicaux libres endommageraient l'ADN, les protéines et les 

constituants des membranes cellulaires (Iarussi et al.,2001). 
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5.5. Transport nucléaire  

 L’anthracycline pénètre la cellule par le récepteur pore MDR (Multi Drug 

Resistance), puis est transportée au noyau sur un protéasome. 

5.6. L’apoptose  

 L’action proapoptotique des anthracyclines est en partie initiée par les radicaux libres, 

qui activent la protéine p53 et sa fixation sur l’ADN. La p53 y active la transcription du gène 

Bax (médiateur 35 proapoptotique), inhibe celle du gène Bcl-XL (médiateur antiapoptotique). 

Bax induit la libération du cytochrome c par la mitochondrie, par ouverture du pore 

mitochondrial, tandis que Bcl-XL a l’effet inverse. Cette libération du cytochrome c entraîne 

la formation de l’apoptosome, complexe effecteur comprenant l’apoptosis activating factor-1 

(Apaf-1), le cytochrome c et la pro-caspase-9. La p53 interagit aussi avec la topoisomérase II, 

dont elle inhibe la fonction ligase (Minotti, 2004).  

 

7. voies de signalisation impliquées dans l’apoptose des myocytes 

cardiaques induite par la doxorubicine 

La doxorubicine induit l’altération d’une multitude de voies de signalisation dans le 

coeur dont les voies de signalisation impliquées dans la synthèse de la Matrice Extracellulaire 

(MEC), la signalisation calcique, les signalisations mitochondriales ainsi que les voies de 

mort cellulaire (.Apoptose).La doxorubicine stimule l’activation d’une sphingomyélinase, qui 

induit une hydrolyse de sphingomyéline et la production concomitante de céramide. la 

génération précoce de céramide induite par le TNF est médiée par une sphingomyélinase 

neutre dont l’activité est sous la dépendance de la protéine adaptatrice FAN, contrôlant ainsi 

l’activation des caspases et le processus apoptotique. Le métabolisme du céramide et de la 

sphingosine est considéré actuellement comme au cœur d'un ensemble de voies de 

signalisation régulant le devenir de la cellule. (Stěrba et al., 2013) 

 

Figure 13 : Schéma hypothétique des voies de signalisation impliquées dans l’apoptose des 
myocytes cardiaques induite par la doxorubicine (Salvayre & Jaffrézou, 1999). 
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La cardiotoxicité de la doxorubicine 

Le mécanisme de la cardiotoxicité des anthracyclines n'est pas parfaitement connu. 

Elle pourrait résulter d'une formation des radicaux libres superoxydes ou d'une toxicité 

cellulaire par lésions membranaires. Deux types de toxicité cardiaque sont individualisées 

aiguë et chronique (Walker et al., 1992). 

 

1. La cardiotoxicité aiguë et subaiguë  

 Elle survient immédiatement ou dans les heures et jours après l’injection et consiste 

en plusieurs types d’effets : troubles du rythme, de la conduction observés dans 1/3 des cas et 

disparaissant avant la cure suivante (Yeung et al.,1991) , syndrome péricardite et myocardite 

très rare mais létal dans 1/4 des cas, atteintes myocardiques transitoires pouvant aboutir à une 

incompétence myocardique chez certains patients fragilisés et être réversible, épisodes de 

vasoconstriction coronaire pouvant entraîner une nécrose myocardique mais exceptionnels 

(Bricker et al.,1993). 

 

2. Toxicité chronique 

La toxicité chronique des anthracyclines se manifeste entre quelques jours et 8 mois 

après la dernière injection (moyenne voisine de 1 mois). Elle est corrélée à la dose totale 

administrée (Raber et al.,1994). Son risque d’apparition est dépendant de la dose cumulée 

d’anthracycline (Wojtacki et al.,2000) . Les troubles les plus fréquents sont des troubles du 

rythme et  une cardiomyopathie (Walker et al.,1992). 

 

3. Aspects biochimiques de la cardiotoxicité des anthracyclines 

Il est classiquement admis que le mécanisme principal de cytotoxicité des 

anthracyclines envers les cellules tumorales est lié à l’intercalation du médicament au niveau 

de l’ADN, et à l’inhibition de l’enzyme nucléaire, la topoisomérase II. Cette enzyme est très 

peu exprimée dans les cellules cardiaques. Ont conduit à la recherche d’autres mécanismes 

susceptibles de rendre compte de la toxicité cardiaque des anthracyclines. Plusieurs 

hypothèses sont alors avancées (Delemasure, 2006).  

3.1. Inhibition de la topoisomérase II 

La topoisomérase II est une enzyme régulant l'état d'enroulement de l'ADN en 

générant des coupures double brin transitoires de l'ADN (Corbett &  Berger ,  2004). 
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Elles sont classées en deux types d'enzymes I et II.  Les changements topologiques de l'ADN 

nécessitent l'introduction de cassures double brin transitoires produites par les topoisomérases 

II sans générer de dommages à l'ADN. Ce mécanisme est décrit dans la fig14.  Les cassures 

de l'ADN par la doxorubicine sont principalement double-brins et s'effectuent par 

l'intermédiaire de complexes [ADN- doxorubicine -protéine] (Harkins et al.,1998). 

La doxorubicine s’intercalé entre des nucléotides adjacents le long de l'ADN formant une 

interaction étroite ADN-médicament. Cette interaction perturbe la synthèse et la transcription 

de l'ADN par la stabilisation du complexe transitoire de clivage [DNA-enzyme]. L'inhibition 

de cette enzyme provoque un arrêt du cycle cellulaire en G1/M (Moro et al., 2004) 

 

3.2. Induction d’un stress oxydant 

Le mécanisme de cardiotoxicité induite par la doxorubicine le plus largement étudié 

est la génération d’un stress oxydant. En effet, la doxorubicine produit des radicaux libres et 

plus particulièrement des espèces réactives de l’oxygène (ROS) via différents mécanismes 

(Keizer et al.,1990 ; Hrdina et al.,2000). 

La doxorubicine peut être réduite en un dérivé semi-quinone radicalaire par les 

flavoprotéines (telles que la NADH déshydrogénase ou la NADPH réductase mitochondriale) 

ou par la libération d’un électron suite à la liaison de la doxorubicine à l’ADN. Ce dérivé peut 

alors subir une deuxième réduction pour former une hydroquinone ou bien pour revenir à sa 

forme quinone grâce à une réaction d’oxydation catalysée par une NADPH oxydase. Cette 

réaction aboutit à la production de radicaux superoxydes (O2
•-

). La dismutation du O2
•-

 

conduit à la formation du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Cette réaction peut être catalysée par 

le superoxyde dismutase (SOD) ou peut se produire de façon spontanée (Stěrba et al., 2013). 

l’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène peuvent générer des radicaux hydroxyles, très 

réactifs et très toxiques par la réaction d’Haber-Weiss. Cette réaction, lente, peut être 

catalysée par certains métaux et plus particulièrement le fer (Halliwell, 2007). 

Le deuxième mécanisme d’induction de stress oxydant implique la formation de 

complexes DOXO-Fer. En effet, le complexe Dox-Fe3+ peut être réduit notamment par la 

NADH cytochrome P450 réductase en DOXO-Fe2+ qui peut réagir avec l’oxygène et former 

du O2
•-

. Sa dismutation entraîne la production d’H2O2 qui formera des radicaux hydroxyles 

par la réaction d’Haber-Weiss (Simůnek et al., 2009).  

 La doxorubicine peut également altérer le métabolisme du fer et ses protéines. La 

doxorubicine inactive les protéines IRP1 et 2 (Iron regulating protein) et augmente in vivo la 
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synthèse de ferritine (Protéine permettant le stockage du f

L’augmentation de la synthèse en ferritine serait ainsi un mécanisme de défense limitant 

l’accumulation de fer qui peut être délétère (

En effet, des études 

potentialise la cardiotoxicité ind

2003). Les patients atteints de cardiomyopathie induite

taux de fer mitochondrial élevé et participera

dépendante des ROS (Ichikawa

une production importante de ROS et de monoxyde d

arginine grâce à l’activation de la 

niveau des macrophages et des cellules vasculaires. De plus, les anthracyclines peuvent être 

réduites par le domaine réductase des NOS endothéliales (eNOS) en dérivé radicalaire semi

quinonique qui, en présence d’oxygène moléculaire, peut conduire à la

(Vasquez-Vivar et al., 1997). Il a été démontré que la production concomitante de grandes 

quantités d’O2  et de NO pouvait induire la formation de peroxynitrite (ONOO

lui-même générer le radical OH indépendamment de la mise en jeu des processus faisant 

intervenir le fer (Beckman et al.,

 Très récemment, le rôle de la dérégulation du NO, médié par les anthracyclines, a été 

décrit ainsi que différentes perspectives de mani

NO, afin de développer une nouvelle approche dans la prévention de la cardiotoxicité induite 

par les anthracyclines (Fogli et al.,

 

Figure 14: Production des radicaux libres 

fonction quinone des anthracyclines
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synthèse de ferritine (Protéine permettant le stockage du fer) (Minotti 

L’augmentation de la synthèse en ferritine serait ainsi un mécanisme de défense limitant 

l’accumulation de fer qui peut être délétère (Arosio et  Levi ., 2010).    

En effet, des études in vitro et in vivo ont montré que l’accumulation de fer 

tentialise la cardiotoxicité induit par la doxorubicine. (Link et al .,1996 ;Miranda et al.,

. Les patients atteints de cardiomyopathie induite par la doxorubicine ont également un 

taux de fer mitochondrial élevé et participerait à la voie apoptotique mitochondriale 

(Ichikawa et al., 2014). La doxorubicine peut également produire via 

une production importante de ROS et de monoxyde d’azote (NO.) est produite à partir de la L

arginine grâce à l’activation de la forme inductible des NO synthases (iNOS) présente au 

niveau des macrophages et des cellules vasculaires. De plus, les anthracyclines peuvent être 

réduites par le domaine réductase des NOS endothéliales (eNOS) en dérivé radicalaire semi

résence d’oxygène moléculaire, peut conduire à la

1997). Il a été démontré que la production concomitante de grandes 

quantités d’O2  et de NO pouvait induire la formation de peroxynitrite (ONOO

générer le radical OH indépendamment de la mise en jeu des processus faisant 

et al., 1990) . 

Très récemment, le rôle de la dérégulation du NO, médié par les anthracyclines, a été 

décrit ainsi que différentes perspectives de manipulation pharmacologique du métabolisme du 

NO, afin de développer une nouvelle approche dans la prévention de la cardiotoxicité induite 

par les anthracyclines (Fogli et al., 2004 ; Mukhopadhyay et al., 2009)  

Production des radicaux libres par réaction enzymatique d'oxydoréduction de la 

fonction quinone des anthracyclines (Delemasure, 2006). 
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(Minotti et al., 2004). 

L’augmentation de la synthèse en ferritine serait ainsi un mécanisme de défense limitant 

l’accumulation de fer 

et al .,1996 ;Miranda et al., 

par la doxorubicine ont également un 

apoptotique mitochondriale 

). La doxorubicine peut également produire via 

) est produite à partir de la L-

forme inductible des NO synthases (iNOS) présente au 

niveau des macrophages et des cellules vasculaires. De plus, les anthracyclines peuvent être 

réduites par le domaine réductase des NOS endothéliales (eNOS) en dérivé radicalaire semi-

résence d’oxygène moléculaire, peut conduire à la formation d’O2 

1997). Il a été démontré que la production concomitante de grandes 

quantités d’O2  et de NO pouvait induire la formation de peroxynitrite (ONOO–), qui pouvait 

générer le radical OH indépendamment de la mise en jeu des processus faisant 

Très récemment, le rôle de la dérégulation du NO, médié par les anthracyclines, a été 

pulation pharmacologique du métabolisme du 

NO, afin de développer une nouvelle approche dans la prévention de la cardiotoxicité induite 

 

 

par réaction enzymatique d'oxydoréduction de la 

, 2006).   
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3.3. Apoptose  

L'apoptose est un second mode physiologique de mort cellulaire programmée. Ce type 

de mort est impliqué dans des fonctions physiologiqu

l'homéostasie en programmant la destruction des cellules

anthracyclines pouvaient conduire à une perte de cellules cardiaques par apoptose qu’affecte 

moins de 1 % des myocytes cardiaque (

associée à une activation de la caspase 3 et à une augmentation du ratio BCl2/Bax

al.,2002).  

Figure 15: métabolites toxiques d’

 

4. Hypothése des métabolites 

La formation de radicaux libres est déterminante pour expliquer la toxicité cardiaque, 

et moins la cytotoxicité antitumorale. Elle aboutit à la peroxydation des lipides des 

membranes mitochondriales et du ré

diphosphatidyl-glycérol. Les cellules myocardiques sont très riches en mitochondries et très 

pauvres en enzymes protectrices des radicaux libres comme la catalase ou le superoxyde 

dismutase (Young et al., 1981).

liée  à  la  formation  de  métabolites  toxiques  directement  issus  du  métabolisme  de  ces  

substances. (Weinstein et al.,

formé  dans  le  cytosol  par  des  enzymes

dependantes (NADPH-dépendantes)  serait  moins  actif  sur  le  plan  tumoral  mais  plus  
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L'apoptose est un second mode physiologique de mort cellulaire programmée. Ce type 

de mort est impliqué dans des fonctions physiologiques contribuant au maintien de 

l'homéostasie en programmant la destruction des cellules (Kerr 

anthracyclines pouvaient conduire à une perte de cellules cardiaques par apoptose qu’affecte 

de 1 % des myocytes cardiaque (Deply et al., 1999) , cette apoptose induite était 

associée à une activation de la caspase 3 et à une augmentation du ratio BCl2/Bax

métabolites toxiques d’anthracyclines (Andrieu-Abadie 

4. Hypothése des métabolites toxiques issus du métabolisme de la doxorubicine

La formation de radicaux libres est déterminante pour expliquer la toxicité cardiaque, 

et moins la cytotoxicité antitumorale. Elle aboutit à la peroxydation des lipides des 

membranes mitochondriales et du réticulum sarcoplasmique par liaison avec le 

glycérol. Les cellules myocardiques sont très riches en mitochondries et très 

pauvres en enzymes protectrices des radicaux libres comme la catalase ou le superoxyde 

1981).  La cardiotoxicité  des  anthracyclines  pourrait  aussi  être  

liée  à  la  formation  de  métabolites  toxiques  directement  issus  du  métabolisme  de  ces  

substances. (Weinstein et al., 2000) Par  exemple l’épirubicinol,  métabolite  de  l’épirubicine

formé  dans  le  cytosol  par  des  enzymes Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

dépendantes)  serait  moins  actif  sur  le  plan  tumoral  mais  plus  
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L'apoptose est un second mode physiologique de mort cellulaire programmée. Ce type 

es contribuant au maintien de 

(Kerr et al., 1972). Les 

anthracyclines pouvaient conduire à une perte de cellules cardiaques par apoptose qu’affecte 

, cette apoptose induite était 

associée à une activation de la caspase 3 et à une augmentation du ratio BCl2/Bax (Childs et 

 

Abadie et al.,1990). 

toxiques issus du métabolisme de la doxorubicine 

La formation de radicaux libres est déterminante pour expliquer la toxicité cardiaque, 

et moins la cytotoxicité antitumorale. Elle aboutit à la peroxydation des lipides des 

ticulum sarcoplasmique par liaison avec le 

glycérol. Les cellules myocardiques sont très riches en mitochondries et très 

pauvres en enzymes protectrices des radicaux libres comme la catalase ou le superoxyde 

La cardiotoxicité  des  anthracyclines  pourrait  aussi  être  

liée  à  la  formation  de  métabolites  toxiques  directement  issus  du  métabolisme  de  ces  

2000) Par  exemple l’épirubicinol,  métabolite  de  l’épirubicine,  

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-

dépendantes)  serait  moins  actif  sur  le  plan  tumoral  mais  plus  
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toxique  sur  le  cœur  que  son  précurseur,  l’épirubicine (Weinstein et al., 2000) Ce  

métabolite  est  capable  d’inhiber  certaines adénosine three phosphatases  (ATPases)  Ca²⁺   

dépendantes  du  réticulum  sarcoplasmique (Doroshow, 1991)  .  Ces  métabolites,  une  fois  

formés  dans  les  cellules,  pourraient  par  leurs  actions  propres  membranaires  altérer  les  

mouvements  ioniques,  en  particulier  les  transferts  calciques (Menna et al., 2007)..  La  

cardiotoxicité  serait  alors  liée  à  des  spécificités  cellulaires  en  relation  avec  le  degré  de  

métabolisme  de  l’anthracycline (Weinstein et al., 2000). 

 

5. Aspects histologiques des lésions cardiaques induites par les anthracyclines  

Sur le plan physiopathologique, l’étude histologique de biopsies endomyocardiques de 

tissus atteints met en évidence des altérations caractéristiques (Berry et Jorden , 2005): 

Des anomalies quantitatives et qualitatives des cardiomyocytes ont été observées, les 

myocytes apparaissent petits, réfractés avec un cytoplasme présentant une accumulation 

lipidique, des lysosomes nombreux, une perte myofibrillaire ; déformation du réticulum  

sarcoplasmique, formation de vacuoles cytoplasmiques, distorsions myofibrillaires, 

raréfaction des myofibrilles associées à une nécrose myocardique, et une dégénérescence 

nucléaire surviennent, conduisant à la mort cellulaire (Bristow et al., 1978) , Il est important 

de souligner que les Anthracyclines ont une très grande affinité pour certains phospholipides, 

en particulier la cardiolipine. Ce phospholipide se trouve essentiellement dans la membrane 

interne de la mitochondrie. Les cellules myocardiques étant très riches en mitochondries, on 

assiste à une accumulation d’Anthracyclines du fait de cette affinité (Delemasure et al., 2006). 

 

6. Prévention de la cardiotoxicité des anthracyclines :  

pour prévenir les effets cardiotoxiques de la doxorubicine, différentes stratégies peuvent être 

employées :  

6.1. Diminution de la dose cumulée totale de la doxorubicine 

La diminution de la dose cumulée totale de doxorubicine chez l'adulte est à ce jour la 

prévention la plus efficace contre les complications cardiaques (Delemasure  et al., 2006).  

Une diminution significative de l’incidence de la cardiomyopathie aux anthracyclines si 

leur administration était hebdomadaire et non toutes les 3 semaines. Ainsi, une perfusion 

continue sur plusieurs jours plutôt qu'une injection en boulus permet de diminuer les risques 

de complications cardiaques (Omulokoli et al., 2000; Pelletier  et al., 20004).  
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6.2. Nouvelles Anthracyclines et formes galéniques 

Afin de limiter la cardiotoxicité de la Doxorubicine de nouvelles molécules de la 

famille des anthracyclines ont été développées (Minotti,  et al., 2004 ; Appel  et al., 2007). 

Certaines comme la Carminomycine, l’Esorubicin, la Quelamycine n’ont pas montré 

d’avantage par rapport à la Doxorubicine en termes d’altération de la fonction cardiaque 

(Wouters et al., 2005). D’autres, comme c’est le cas pour l’Epirubicine ont fait la preuve de 

leur intérêt et ont été commercialisées. En effet, l’Epirubicine possède une activité anti-

tumorale identique à celle de la Doxorubicine mais présente une toxicité cardiaque moindre 

(Appel et al., 2007).  

6.3. Protection pharmacologique 

Afin de réduire la cardiotoxicité des anthracyclines, différentes molécules n’interfèrent 

pas avec l’activité anti tumorale et l’efficacité des anthracyclines ont été testées (Horan et 

al.,2006 ; Monsuez  et al., 2010 ). le Dexrazoxane est La seule molécule dont l’utilisation soit 

actuellement reconnue (Speyer et al., 1992). 

  D’autres molécules ont été évaluées afin de limiter la cardiotoxicité des 

Anthracyclines ( tableau 2) (Wouters et al., 2005). Ces molécules antioxydantes peuvent être 

classées en 3 catégories: celles qui piègent les radicaux libres, celles qui empêchent leur 

formation ou encore celles qui augmentent le taux d’antioxydants. 

 

Tableau 2: Molécules testées dans la protection de la cardiotoxicité des Anthracyclines 
adapté  (Wouters  et al., 2005).  
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La plante médicinale Algérienne  Phlomisbovei De Noé, syn. Phlomis samia 
Desfontaines  

 
1- Description botanique 

 
La plante  Phlomis bovei De Noé, syn. Phlomis samia Desfontaines appartient à la 

famille Lamiaceae , qui comprend plus de 100 espèces végétales réparties sur le continent de 

l'Europe, l'Asie et l'Afrique du Nord (Demirci et a ., 2008), Le genre Phlomis (Lamiaceae) 

comprend quelque 250 espèces et sous-espèces largement Distribué en Chine (60 espèces), 

Ex-URSS (54 espèces) et en Turquie (45 espèces).Quatre espèces poussent dans le nord de 

l'Algérie: une espèce  méditerranéenne, Phlomis herba-venti et trois espèces endémiques, à 

savoir Phlomis bovei,  Phlomis caballeroi et P. crinita (Quezel et Santa, 1963) (Kabouche et 

al., 2005) P. bovei est une plante pérenne herbacée, qui Croît jusqu'à 0,8 m. Et développe 

souvent une solide base boisée. Toutes les pièces sont collantes, en raison de son dendroïde 

.Cheveux glandulaires stellés. (Liolios et al., 2007), Les feuilles de Phlomis sont entières, 

opposées et découpées et Veineux rugueux ou réticulé. Les bractées sont similaires ou 

différentes des feuilles inférieures. Toutes les pièces sont souvent recouvertes par des 

cheveux. Bracteoles Sont ovales, lancéolées ou linéaires. Les fleurs sont arrangées en Faire 

des tourbillons autour des tiges, qui sont habituellement en section carrée Coins arrondis, bien 

que tomentum sur les tiges puisse les faire Apparaissent circulaires. La couleur des fleurs 

varie de jaune à rose, Violet et blanc (Liu et al., 2008). Le calice est tubulaire ou campanulé 

avec 5 ou 10 Veines visibles. Il a cinq dents, soit toutes égales, soit les deux extérieures Plus 

long que les autres. La lèvre supérieure est en forme de capot et latéralement comprimé. La 

lèvre inférieure est trifide (Celika et al., 2005), le lobe central étant plus grand que Les 

latéraux. Il y a quatre étamines qui montent sous la haute lèvre. L'anthère a une extrémité 

fourchue, la fourchette supérieure étant plus courte que le plus bas. Les fruits sont à quatre ou 

trois côtés, des noisettes et parfois Surmonté de cheveux et parfois glabres (Pottier-Alapetite 

et al., 1981).  À ce jour, deux sous-espèces ont été enregistrées pour P. Bovei De Noé: P. 

bovei De Noé subsp. Bovei et P. bovei De Noé subsp. Maroccana Maire (Celika et al., 2005) 

.Alor  P. bovei De Noé est une  endémique algérienne rare, communément Connu sous le nom 

de Kayat El Adjarah  dans le dialecte algérien ou nommé Farseouan, Tarseouan, Iniji, R'ilef et 

Azaref dans tout le nord de l'Afrique et appelé sage jerusalem grec ou sage jerusalem collant 

(Trabut et al., 1935). C'est l'une des neuf plantes endémiques enregistrées dans Le Rapport 

national sur la diversité biologique (Quezel, & Santa, 1963) (Liolios , 2007). Cette plante 

endémique est distribuée dans ses différentes formes dans la Grèce et la Turquie, et le 
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continent de l'Asie, en Europe et en Afrique du Nord, elle 

température jusqu'à - 20 ° C comme il se distribue  dans les forêts et sur les routes en pierre 

des montagnes a hauteur moyenne, et la 

(Liolios et al. , 2007) . 

Figure 16 : Photos des feuilles et fleures de la plante 

2. Classification 

King dom : plantae      

Embrenchement  

Subembrenchement  

Division :                               

Class : Magnoliopidae     

Order : Lamiliales 
                                            
Genre : Phlomis    

  
Sub sp :   desfantaines   
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continent de l'Asie, en Europe et en Afrique du Nord, elle résiste à la séche

20 ° C comme il se distribue  dans les forêts et sur les routes en pierre 

des montagnes a hauteur moyenne, et la Date de floraison est du Mai à 

des feuilles et fleures de la plante Phlomis samia. 

antae            Subkingdom : Tracheobionta   

Embrenchement :              spermatophytes      

Subembrenchement :        Angiospermes    

                            Magnoliopsides                   

agnoliopidae       Subclass : Asteridae

: Lamiliales             Familly : Lamiliacea (Labiées)                  
                          

: Phlomis                 Espece : samia                                  

desfantaines         

(Quezel & Santa, 1963)       
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résiste à la sécheresse  et à faible 

20 ° C comme il se distribue  dans les forêts et sur les routes en pierre 

est du Mai à Juillet (Vivaces,2007) 

 

 

 

: Lamiliacea (Labiées)                  

: samia                                  
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3. Phytochimie : 

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés à partir des parties aériennes de la 

plante glucoside iridoïdes (yalcin et al., 2003) (demirci et al., 2008)  . tel que loganine et 

aucubine et verbenalin (Sarkhail et al., 2003) et ainsi que trois des glycosides phenylethanoid 

(Kabouche et al ., 2005; Demirci et al., 2008 ; Demirci,2008 ) tel que le composé martynosid 

(Alchukl17-1) et le composé 4oacetylmartynoside ( Figure 17 -2) et samioside (Figure 17-3) 

(yalcin et al., 2003). 

 

Figure17 : Certains composants chimiques de Phlomis .s 

 

En plus de lignane et phénylpropanoïdes composé phénolique simple sur la figure (18) 

1, le glucoside, 2,6-diméthoxy-4-hydroxyphényl-1-OD-glucopyranoside ,aussi le composé 

trouvé No. 2 megastigmaneglucoside tel que phlomuroside (= 3-hydroxy-5,6-epoxyionol-9O- 

Dglucopyranoside) et le composé 3 diabète de nucleotides d'uridine (yalcin et al., 2003) . 

 

Figure 18: les  formules chimiques des certains composants. 

 

Des Flavonoides les plus importants: chrysoeriol, apiginine, lutéoline (Kabouche et 

al., 2005) (Marin et al.,2007) iriodictyol, naringénine, flavanones (Marin et al., 2007) 

plusieurs  sucres (Saracoglua et al .,2003) L'huile essentielle a une couleur jaune clair et un 

parfum distinctif.  Il se compose de D germacrène par 21,45%  (Liolios et al., 2007) ( Sarkhail 

et al., 2006) et β-caryophyllène par 8,43 % et thymol en 7,05% (Celika et al., 2005) et de 

l'acétone de hexahydrofarnesyl 5,84% (Liolios et al., 2007) se  l'huile végétale pénètre dans la 

fabrication des parfums et des cosmétiques en raison des propriétés anti-microbiennes (Celika 

et al., 2005) (Liolios et al., 2007) (Demirci et al., 2008) et en raison de l'efficacité de l'huile 
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extraite de la plante dans l'élimination des bactérie , il est apte à et est commercialisé comme 

un pouvoir antiseptique qui nécessite plus de recherches et d'études (Liolios et al., 2007). 

 

4. Place des Phlomis .sp en phytothérapie : 

les gens utilisent  la plante Phlomis en médecine comme un boisson pour le traitement 

plusieurs cas  (Ben Amor et al., 2008; Demirci et al ., 2008) Certaines espèces de Phlomis 

sont utilisées comme stimulant, tonique (Sarkhail et al., 2003; Demirci et al ., 2008)  et pour 

la guérison des plaies (Saracoglu et al., 1998; Zhang et al., 2008). De nombreuses études ont 

montré diverses activités, telles que les anti-inflammatoires, Immunosuppresseur (Katagiri et 

al., 1994; Shin & Lee., 2003 ), balayage des radicaux libres (Kyriakopoulo et al., 2001) , 

antimicrobien (Kirmizibekmez et al., 2004), antiulcéreux (Katagiri et al.,1994) et Activités 

antimutagéniques (Liu et al., 2008) . Le genre Phlomis ou leur huiles essentielles sont 

utilisées dans les industries alimentaires et pharmaceutiques (Demirci et al., 2008) . Les huiles 

essentielles sont utilisées comme arôme pour les aliments et comme Parfum dans l'industrie 

des parfums et des cosmétiques. Ils Ont été proposés comme agents conservateurs naturels 

pour Préparations cosmétiques à cause de leurs antimicrobiens Activités , Des espèces de 

Phlomis sont utilisées dans la médecine folklorique comme analgésique (Sarkhail et al., 2003) 

,antidiabétique, antipyrétique, antidiarrhéique, Antiallergiques, antiulcériques et 

antiémorrhéroïdes (Kirmizibekmez et al., 2005 ; Harput et al., 2006). Il existe quelques études 

pharmacologiques et biologiques sur Phlomis Certaines études ont montré diverses activités 

telles que Antiinflammatoire, antinociceptive (Sarkhail et al.,2003 ; Mohajer et al.,2005), 

immunosuppresseur, Antimutagène (Saracoglu et al.,1995 ; Sokovic et al., 2002), 

antimicrobiens et contre les radicaux libres (Kyriakopoulo et al., 2001) et Des effets 

antipaludiques (Kirmizibekmez et al.,2004). 

 Les espèces Phlomis constituent Une source riche de différentes classes de glycosides 

comprenant Triterpénoïdes  (Calis et al.,2004), diterpénoïdes (Katagiri et al.,1994) , iridoïdes 

(Zhang et al.,1991) , flavonoïdes, Phénylpropanoïdes et autres composés phénoliques ( 

Sarkhail et al., 2006) (Saracoglu et al., 1998) certains Dont antioxydants, antiinflammatoires 

et immunosuppresseurs Activités (Ismailoglu et al., 2002) Phényl propanoïde acide caféique, 

alcool phényléthylique et Glycosides de phényléthylalcool isolés de Phlomis armeniaca Ont 

été trouvés pour montrer une activité cytotoxique contre plusieurs types de cancer cellules. 

Cependant, ils n'ont pas affecté la croissance et la viabilité de Hépatocytes de rat cultivés 

primaires (Saracoglu et al., 1995). Verbascoside, isoverbascoside, Forsythoside B et 3- Ester 
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méthylique d'acide O-caffeoylquinique isolé de Phlomis Brunneogaleata a montré une activité 

cytotoxique contre les lignées cellulaires L6 (Kirmizibekmez et al., 2004).  

il ont constaté que certaines espèces de Phlomis Comme Phlomis lychnitis ou Phlomis 

tourne, Phlomis purpurea possède Activités antihémorrhéroïdes et cardiotoniques, et favorise 

La circulation du sang et élimine la stase du sang. Bien que il ya un manque des étude 

détaillé, les travaux futurs vont probablement générer des effets intéressants (Ben Amor et al., 

2009) . De nombreuses espèces de Phlomis sont connues pour posséder des activités anti-

infectieuses. Ils réduisent la fièvre, traitent les infections de la gorge et Éliminer les parasites 

Ils sont riches en huiles essentielles Tel que reconnu par leur activité antimicrobienne. En 

conséquence, beaucoup Des études ont évalué les activités antimicrobiennes des huiles 

essentielles des Extrait d'espèces de Phlomis (Ben Amor et al., 2009) . 

 

les flavonoïdes connus pour sont activité anti-inflammatoires et anti allergique (Shin&  

Lee, 2003) anti-coagulation  et protecteur des  muqueuse gastro-intestinale  (Saracoglu I et 

al.,1998) (Katagiri et al., 1994) renvoie cette capacité des flavonoïdes a influencer la 

production des prostaglandine et des propriétés d'anti-oxydant (Sarkhail et al., 2003) .Certains 

phenylpropanoides mielleux connus pour leur capacité à empoisonnées les cellules et 

Démeunier leur croissance et leur capacité de guarder homéostasie et l'équilibre cellulaire , et 

leur effet immunosuppresseur et antimicrobien anti-inflammatoire (Liu et al., 2008) (Couldis 

et al., 2000) et anti-paludisme  ( Kirmizibekmez et al., 2004). De nombreux iridoïde ont des 

propriétés similaires sédatif nerveux et stimulant la sécrétion de la bile, ce qui rend plus facile 

pour l'élimination des déchets purgatif protéger le foie et les vaisseaux sanguins dilatés 

(Sarkhail et al., 2003)  analgésique pour la douleur, anti-inflammatoire et antimicrobienne , et 

ses racines est utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter le froid et le gonflement et le 

saignement de nez (Liu  et al., 2007) 

 une étude expérimentale a montré les capacité d'extrait méthanolique  d'une plante  

appartienne au genre phlomis a réduire le taux de glycémie chez les rats diabétiques (Sarkhail, 

et al., 2007), ainsi que la capacité de leur extrait méthanolique à augmenter l'activité des 

enzymes hépatiques anti-oxydant comme SOD, CAT, GPx lorsqu'il est administré a 

différentes doses chez des d'animaux (rats) (Sarkhail et al., 2007)  et ainsi que les 

caractéristiques Anti-oxydant comme piégeur des radicaux libre  (Sarkhail et al., 2003)   

(Kyriakopoulo et al., 2001).  
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Matériel et méthodes 

1- Matériel : 

I-1- Matériel végétal : 

L’espèce sélectionnée «Phlomis .samia »a été collectée dans son habit  naturel dans 

la chaine montagneuse de siguouss  le 19 Mars 2010 , au wilaya de Oum el bouaghi , la 

plante a été identifiée par Mm Khalfallah. N professeur botaniste au  laboratoire de 

Génétique, Biochimie et Biotechnologie Végétale à l’université Mentouri Constantine. La 

partie aérienne (feuilles, fleures et tiges) de la plante récoltée a ensuite été séchée à l’abri 

de la lumière du soleil pendant six semaines puis broyée en poudre pour qu’elle soit prête à 

l’utilisation. 

I-2- Les animaux : 

Cette étude a été réalisée sur des rats males adultes de souche Wistar albinos 

provenant de l’institut Pasteur d’Alger, âgés de 2.5 à 3 mois et dont le poids varie entre  

125 et 170 g . Ces animaux  ont été soumis à une période d’adaptation aux conditions de 

l’animalerie d’université les frères mentouri constantine , un mois d’environ à une 

température de 21±1 °C, une hygrométrie de 55±5 % et une photopériode  de 12 h/12 h. 

Les rats sont logés dans des cages métalliques  avec accès libre de nourriture et d’eau et à 

température ambiante avec un cycle naturel de lumière et d’obscurité. Des souris males 

albinos provenant de l’institue  de pharmacie à l’université  les frères Mentouri constantine 

3 , il sont utilisées pour des tests d’evaluation de la toxicité d’extrait . 
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II- Méthodes de travail : 

II-1- Préparation et étude du matériel végétal: 

II-1-1- Préparation de l’extrait méthanolique de «Phlomis samia bovie de Noé»: 

L’extrait méthanolique de «Phlomis samia » (PHSME) est préparé par macération 

de 1200 g de la poudre à température ambiante dans du méthanol 95° à raison de 25% 

(P/V) pendant 15 jours avec agitation de temps en temps. Après filtration sur de la 

mousseline et du coton, le filtrat est évaporé à 45°C en utilisant un évaporateur rotatif 

(Evaporateur E100). Cette opération est répétée trois fois puis le résidu final obtenu des 

trois macérations de la même poudre (Le filtrat) est ensuite mis dans des boites de pétries, 

congelé à -20°c puis lyophilisé a l’aide d’un lyophilisateur. A la fin l’extrait  PHSME Et 

conservé à -20°C dans un flacon hermétiquement  fermé après qu’il soit pesé pour calculer 

le rendement de l’extraction. 

II-1-2- Etude phytochimique : 

II-1-2-1- Tests phytochimiques : 

Les tests  phytochimiques  sont réalisés soit avec  la plante fraiche,  soit avec une solution 

de l’PHSME dissoutet dans du méthanol 

 Mise en évidence des tanins : 

A 2 ml de la solution à tester, ajouter 2 à 3 gouttes de solution de FeCl3 à 2%. Un test 

positif est révélé par l’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser 

reposer quelques minutes) (Karumi et al., 2004). 

 Mise en évidence des saponosides : 

Test 1 : 5 ml de la solution à tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 

min. La formation d’une mousse persistante après 15 min confirme la présence des 

saponosides (Karumi et al., 2004). 

Test 2 : Evaporer 10 ml d’extrait méthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de 

chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride 

acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser 

reposer. L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence 

des hétérosides stéroidiques (Benmahdi., 2000). 
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Test 3 : 5 ml de l’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide 

sulfurique concentré. Une couleur rouge-marron de la couche d’interface indique la 

présence des triterpènes hétérosidiques (Edeaga et al ., 2005).  

 

Mise en évidence des flavonoïdes : 

Traiter 5 ml de l’extrait avec quelques gouttes d’HCl concentré. Ajouter une quantité 

detournures de magnésium (laisser agir). La présence des flavones aglycone est confirmée 

par l’apparition d’une couleur rouge ou orange (Karumi et al., 2004). 

 Mise en évidence des composés réducteurs : 

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de l’extrait ajouter 5 ml 

d’acide acétique contenant des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des 

traces de FeCl3. La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de 

deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxième en bleu-vert (acide 

sulfurique) (Edeaga, 2005). 

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines, la mise en évidence de ces 

dernières se fait selon la méthode décrite par (Benmehdi,  2000). Placer 1 g d’échantillon 

de la plante humide dans un tube à essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé d’une 

solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter 0,5 

ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumière 

ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines. 

 Mise en évidence des alcaloïdes : 

Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés 

comme suit : 

Réactif de Mayer : 5g de KI et 1,358g de HgCl2 solubilisés dans 100 ml d’eau distillée. 

Réactif de Wagner : 2g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée. Ce test 

est fait pour révéler la présence ou l’absence des alcaloïdes sels. Evaporer 25 ml de 

l’PHSME à sec, ajouter 5 ml d’HCl 2N au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le 

mélange et réaliser les tests avec le réactif de Mayer et/ ou de Wagner. La présence de 

turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloïdes sels (Benmahdi,  2000). 
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II-1-2-2-Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes : 

 Dosage des polyphénols totaux :: 

Le dosage des polyphénols totaux de l’ PHSME a été effectué selon la méthode de bleu de 

Prusse [Price & Butler , 1977] modifiée par Graham [Graham, 1992]. Cette techniqueest 

basée sur le principe d’oxydation du ferricyanide de potassium (K3Fe[CN]6) par les 

polyphénols pour donner les ions ferreux (Fe2+), ces derniers réagissent avec le chlorure 

de fer (FeCl3) et donne le complexe bleu de Prusse qui absorbe à 700 nm. Brièvement, 0.1 

ml de l’PHSME (dilués dans du méthanol) a été ajouté à 3 ml de l’eau distillée. Après 

agitation, 1 ml du K3Fe [CN]6 (0.016 M) puis 1ml du FeCl3 (0.02M, dans le HCl 0.1N) 

ont été ajoutés  successivement avec un intervalle de temps d’une minute. Après 15 

minutes, 5 ml de la solution stabilisante (contenant 30 ml Gomme Arabique 1%, 30 ml  

acide phosphorique 85 % et 90 ml de l’eau distillée) ont été  ajoutés et l’absorbance a été 

lue à 700 nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée à partir de l’équation 

de régression de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique (figure 19) (0-200 μg / ml) et 

exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme du poids d’extrait (mg 

EAG / g E). 

 

 

 

Figure 19: Courbe d’étalonnage de l’acide gallique. Chaque point de la courbe représente 

la moyenne ± SEM (n = 3). 
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 Dosage des flavonoïdes 

Les flavonoïdes de l’PHSME ont été quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium 

[Bahorun et al., 1996]; 1ml d’un échantillon de l’PHSME (préparés dans du méthanol pour 

avoir des concentrations convenables) a été ajouté à 1ml de la solution d’AlCl3 (2 %, dans 

le méthanol). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance a été lue à 430 nm. La 

concentration des flavonoïdes dans chaque extrait a été calculée à partir des courbes 

d’étalonnage établies avec la quercétine et la rutine (figure 20). (0-40 μg/ml, chacune a été 

préparée dans le méthanol) et exprimée en milligrammes équivalents de quercétine ou de 

rutine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E) et (mg ER / g E). 

 

 

 

Figure 20 : Courbes d’étalonnage de la quercétine et de la rutine. Chaque point de la 

courbe représente la moyenne (n = 3). 
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 II-1-2-3- Analyse par HPLC  

 

L'analyse HPLC de l'extrait méthanolique de Ph.samia a été réalisée en utilisant le 

système Waters  HPLC (Waters Corporation) équipé de la pompe HPLC Waters 515, de 

l'échantillonneur automatique Waters 717 plus et du détecteur UV Waters 2487. La 

séparation a été effectuée  dans un  symétrie C18 250_4.6 mm ID; 5 mm (Waters, USA) en 

maintenant le débit isocratique  (1 ml / min) de la phase mobile (méthanol: eau: 70:30) et 

les pics ont été détectés à 280nm. 

 Les substances classiques, l’acide rosmarinique , catéchine  , l’acide chlorogénique  

, la rutin , les fractions d'acide gallique ont été analysées dans les mêmes conditions. Les 

pics ont été attribués aux échantillons avec des substances standard et en comparant le 

temps de rétention et le spectre UV. 

Le Tableau 3 concilie les différentes longueurs d’onde généralement utilisées dans 

le cas de l’étude des composés  phénoliques (Merken & Beecher, 2000; Stecher et al., 

2001; Robbins, 2003).  

 

Tableau 3 : Longueurs d’onde utilisées dans l’étude des composés phénoliques 
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Tableau 4 : Étude comparative des temps de rétention entre l’extrait brut de phlomis 

samia  et les mélanges qualitatifs 

 

 
 

II-1-3- Etude pharmacologique: 

II-1-3- 1- Etude de la toxicité (Test d’innocuité): 

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était 

nécessaire de réaliser des essais de toxicité. Pour cela, quatre doses de l’PHSME ont été 

testées sur  des lots de huit souries albinos de  même  poids . Les doses de 700, 1500, 2500 

et 5000mg/kg sont administrées per os deux fois : le premier jour et le troisième jour du 

traitement. Les lots ont été mis en observation pendant une semaine en notant les 

différentes perturbations et les décès dès le premier jour du traitement. Les animaux sont 

maintenus à température ambiante à raison de huit souries par cage avec accès libre en eau et en 

nourriture. 
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II-1-3-3- Propriétés antioxydantes d’extrait de Phlomis samia  

 Test de β-carotène / acide linoléique 

L’activité antioxydante de l’PHSME a été étudiée par le test au β-carotène / acide 

linoléique. Cette méthode est basée sur la capacité des extraits à inhiber la formation des 

hydroperoxydes diène conjugués durant l’oxydation de l’acide linoléique [Aslan et al., 

2006]. 

Une solution de β-carotène / acide linoléique a été préparée comme suit: 

premièrement, 0.5 mg de β-carotène a été dissous dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 μl 

d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés. Le chloroforme a été évaporé à 

40°C dans le rotavapor. 100 ml d’eau distillée saturée en oxygène (100 ml / min / 30 min) 

ont été ajoutées au mélange avec agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a été par la 

suite aliquoté (2.5 ml) dans des tubes à essai, et 350 μl de l’PHSME (2 mg / ml, dans le 

méthanol) ont été ajoutés. La même procédure a été répétée avec le BHT (2 mg/ml) comme 

un contrôle positif et avec le méthanol comme contrôle négatif. Les absorbances ont été 

lues à 490 nm, après 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24h et 48 h d’incubation à température 

ambiante à l’obscurité. Le pourcentage de l’activité antioxydante (AA %) a été calculé 

ainsi: 

AA % = (AE / AC) × 100 

AE : absorbance en présence de l’extrait 

AC : absorbance en présence du contrôle positif BHT 

 

Remarque: les valeurs de  AA % prises pour la comparaison sont ceux calculées à 24 h. 

 

II-1-3-3- Détermination de l’activité anti-radicalaire d’ extrait de Phlomis samia par la 

méthode de DPPH (effet scavenger) : 

L’activité anti-radicalaire de l’PHSME a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH. Cette 

méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur 

violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et se réduit en 

2,2'- diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendet et al., 1997; Burits & Bucar., 2000). Ceci permet de 

suivre la cinétique de décoloration à 517 nm. Pour cela, 50 μl de chacune des différentes 

concentrations de l’PHSME ont été incubés avec 5 ml d’une solution méthanolique de DPPH à 

0.004 %. Après une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances à 517 nm ont été 

enregistrées. Les résultats obtenus pour l’PHSME  ont été exprimés par rapport à ceux obtenus 

pour le BHT pris comme antioxydant de référence. 
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Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par l’PHSME a été calculé comme suit: 

I % = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC: absorbance en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif) 

AE: absorbance en présence de l’inhibiteur (échantillon) 

 

La concentration inhibitrice de 50 % de l’activité du DPPH (IC50) de l’EMZC a été par la 

suite calculée à partir de l’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la 

concentration de l’inhibiteur. Elle a été exprimée en μg / ml et comparée avec celle du BHT. 

 

 

 

 

Figure 21 : pourcentage d’inhibition de BHT . 
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II -1-3-4-Peroxydation des lipides  in vitro : 

-Test 1 : Inhibition de la peroxydation des lipides a été déterminé par dosage de 

l'acide thiobarbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant l’homogénat foie des 

rats comme une source riche en lipide avec quelques modifications. Brièvement, 1,0 ml 

d'échantillon d’PHSME a différentes concentrations (ont été mélangés avec 1,0 ml 

d'homogénat de foie; puis 0,2 ml FeSO4 (9 mmol/L) et 2,5 ml de l'eau distillée, plus 0,1 ml 

de H2O2 (60 mmol/L). Ont été ajoutes pour initier la peroxydation lipidique. Et après 

incubation à 37 °C pendant 60 min,1 ml de TCA (20%, p/v) et 1,0 ml d'une solution de 

TBA (0,7%, p/v) ont été ajoutes pour arrêter la réaction. Le mélange résultant a été chauffé 

à 95 °C pendant 15 min, puis centrifugé à 5000 tours pendant 10 min. L'absorbance de la 

surnageant a été mesurée à 532 nm. L'eau distillée a été utilisée comme contrôle. L'effet 

d'inhibition de la peroxydation lipidique a été calculé comme suit : 

Inhibition rate % = (DO control - DOsampl / DOcontrol) X 100 % 

DO control : est l'absorbance du controle (l'eau au lieu de l'echantillon). 

DO essai : est l'absorbance de l'echantillon. 

-Test 2 : Selon la méthode de (Wong et al., 1995) avec quelques modifications. Il a 

également été utilisé pour mesurer la capacité antioxydant potentielle de extrait 

Méthanolique Phlomis samia .L’homogénat de jaune d'œuf était utilisé comme source 

riche en lipide, le jaune d’œuf été compose à une concentration de 10% (p/v) dans le 

KCl(1,15%, p/v). puis l’extrait avec déférent [C] solubilise dans méthanol, on été  ajouté 

dans un tube à essai  qui est constitue d’ 1 ml de l'eau distillée, suivi par l'addition de 1,5 

ml d'acide acétique à 20% (pH 3,5) et 1,5 ml de 0,8% (p/v) de 2-thiobabituric acide (TBA) 

à 1,1% (p/v) de dodecylsulfate de sodium(SDS). Ce mélange a été agité dans un vortex, et 

chauffé à 95C° pendant 1h. Apres refroidissement à température ambiante, 5 ml de butanol 

a été ajouter à chaque tube. Apres une agitation  et centrifuguation  à 3000 tours pendant 

10 min. L'absorbance du surnageant  a été mesurée à 532nm en utilisant un 

spectrophotomètre (Wong JW et al .,1995). 

De l'eau distillée a été utilisée comme contrôle. L'effet d'inhibition sur la peroxydation, 

lipidique a été calculé comme suit : 

Antioxidant index% = [(A0 _ A1) / A0] × 100 

A0 :  valeur d'absorbance du contrôle totalement oxydé 

A1 : valeur de l'absorbance de l'échantillon à tester (Bounatirou Set al.,2007) 



Partie pratique                                                Materiel et methodes  
 

 

60 

 

II-1-3-5-Test du pouvoir réducteur (Reducing Power Assay) 

Ce test est basé principalement sur la capacité de l’extrait  à donner  un électron 

tout en convertissant  le fer de la forme Fe3+ à la  forme Fe2+, cette réaction se manifeste 

par l’apparition de la couleur bleue mesurable à 700 nm. Donc une absorbance élevée 

indique que l’extrait possède un grand pouvoir réducteur (Le et al., 2007). 

Le pouvoir  réducteur  a été déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986) ;avec quelques 

modifications dans une première étape, 2,5 ml d’une solution de phosphate buffer (0,2M- 

pH= 6,6) et 2,5 ml de 1% de potassium ferricyanide sont ajoutés à 2,5 ml des différentes 

concentrations des extraits. Après incubation de 20 minutes dans un bain marie à 50C°; on 

a ajouté 2,5 ml d’une solution aqueuse de TCA à 10% au milieu réactionnel. Après 

agitation  et centrifugation  à 3000 rpm pendant 10 min, on a ajouté 1,25 ml de l’eau et 

250μl de 0,1% FeCl3 à 1,25 ml du surnagent.  

Vit C a été utilisé comme contrôle positif. Les résultats sont exprimés en concentration 

IC50 qui se traduit par la concentration d’antioxydant utilisé pour obtenir une absorbance 

de 0,5. L’absorbance est déterminée à 700 nm. les résultats sont comparé avec l’ acide 

ascorbique (Liu et al., 2013). 

 

II-1-3-6-Piégeage du radical hydroxyle : 

La méthode de Piégeage du radical hydroxyle adoptée dans cette étude est celle de 

Zhong et al. (2010) ; avec peu modification. Le mélange réactionnel contient les réactifs 

suivants : 1 ml de (9 mM FeSO4) et 1 ml de 0.3% H2O2 , 0.5ml de 9mM acide salicylique 

acide-éthanol solution, 1 ml de l’extrait a différentes concentrations. Apres incubation de 

60 min à 37 C° la lecture est effectuée à une longueur d’onde de 510 nm. L’effet scavenger 

du radical hydroxyle est calcule selon l’équation suivants :  

Pourcentage d’inhibition OH. =(Abs control- Abs extrait)/Abs control X 100. 

La concentration inhibitrice d’OH d’extrait a été par la suite calculée a partir de 

L’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 

L’inhibiteur. Elle a été exprimée en mg/ml et comparée avec celle de l’acide ascorbique 

(Siddhuraju et  Becker., 2007) 
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II-2  Activités anti tumorales d’extrait PHSME sur des lignes cellulaire d’ 

HepG2 , et MDA-MB-468 (in vitro) 

 

Tableau 5 : Lignes cellulaires et médias utilisés pour leur croissance. 

 

Ligne  cellulaires Source media de Culture 

HepG2 cells ATCC (American 

Type Culture 

Collection) 

DMEM supplémenté avec10% FBS, 100units/ml de 

pénicilline,100 ug/ml de streptomycine ,1 mM 

sodium pyruvate, 2mM glutamine  

MDA-MB-468 

Human Breast 

Carcinoma 

ATCC (American 

Type Culture 

Collection) 

RPMI 1640 medium avec L-glutamine, vitamines, 

non-essential acides aminées, sodium pyruvate, 10% 

fatal sérum bovine  

 

L’effet inhibiteur de l’extrait PHSME sur la croissance des lignes cellulaire d’ 

HepG2 , et des cellules MDA-MB-468 Human Breast Carcinoma ,ont été évalués in vitro 

par MTT assai) (Sakagami et al.,2000 ; Mishra et al.,2008) .  

 

Le test  MTT est une  méthode colorimétrique permettant d’évaluer la viabilité 

des cellules au sein d’un échantillon. Par extension il permet de déterminer la mortalité 

cellulaire induite par un composé. Le principe du test repose sur l’utilisation d’un sel de 

térazolium qui est réduit en formazan  par des enzymes  mitochondriales succinate 

dehydrogénase intracellulaires des cellules vivantes . La quantité de formazan produite est 

proportionnelle à l’activité métabolique des cellules. Ce composé insoluble de couleur 

violette devra être solubilisé par du DMSO ou de l’isopropanol pour  permettre  son dosage 

spectrophotométrique à 570 nm 
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Les cellules dans leur phase de croissance exponentielle 

des plaques à 96 puits à fond plat à une densité de 1x10

pendant 24 h à 37 ° C dans un 

les quartiers, on a ajouté 200 uL de différentes concentrations de PHSME (4,5, 9, 18, 22,5, 

45 mg / mL), préparées en milieu de culture

Al-kaldah et al., 2010), Après 48,72 h d'exposition, le milieu contenant de la méthanoïne a 

été éliminé, lavé avec 0,10 ml de PBS et remplacé par du milieu frais. Les cellules de 

chaque  puits ont ensuite été incubées dans du milieu de culture avec 0,02 ml de solution 

5 mg / ml de MTT pendant 4 h. Une fois qu'ils ont été retirés, on a ajou

DMSO dans un puits pour solubiliser les cristaux de formazan violets insolubles dans l'eau. 

L'absorbance a été lue à 570 nm en utilisant 

d'inhibition des cellules traitées a été calculé a la base de la formule suivante

 

Pourcentage d'inhibition (%) = (1

témoins) × 100% (Mishra et al.,
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Figure 22 : Principe du test MTT. 

 

Les cellules dans leur phase de croissance exponentielle  ont été ensemencées dans 

des plaques à 96 puits à fond plat à une densité de 1x105 cellules  par puits et incubées 

pendant 24 h à 37 ° C dans un incubateur à CO2, puis lavées avec 0,10 ml de PBS. Après 

les quartiers, on a ajouté 200 uL de différentes concentrations de PHSME (4,5, 9, 18, 22,5, 

45 mg / mL), préparées en milieu de culture dans chaque puits. (Mishra et al.,

, Après 48,72 h d'exposition, le milieu contenant de la méthanoïne a 

été éliminé, lavé avec 0,10 ml de PBS et remplacé par du milieu frais. Les cellules de 

ont ensuite été incubées dans du milieu de culture avec 0,02 ml de solution 

5 mg / ml de MTT pendant 4 h. Une fois qu'ils ont été retirés, on a ajou

pour solubiliser les cristaux de formazan violets insolubles dans l'eau. 

L'absorbance a été lue à 570 nm en utilisant  microplaque  (Tian Z et al.

d'inhibition des cellules traitées a été calculé a la base de la formule suivante

Pourcentage d'inhibition (%) = (1-A570 des cellules traitées / A570 des cellules 

(Mishra et al., 2008). 
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ont été ensemencées dans 

par puits et incubées 

incubateur à CO2, puis lavées avec 0,10 ml de PBS. Après 

les quartiers, on a ajouté 200 uL de différentes concentrations de PHSME (4,5, 9, 18, 22,5, 

(Mishra et al., 2008 ; Jelnar 

, Après 48,72 h d'exposition, le milieu contenant de la méthanoïne a 

été éliminé, lavé avec 0,10 ml de PBS et remplacé par du milieu frais. Les cellules de 

ont ensuite été incubées dans du milieu de culture avec 0,02 ml de solution à 

5 mg / ml de MTT pendant 4 h. Une fois qu'ils ont été retirés, on a ajouté 0,15 ml de 

pour solubiliser les cristaux de formazan violets insolubles dans l'eau. 

et al.,2006). Le rapport 

d'inhibition des cellules traitées a été calculé a la base de la formule suivante 

A570 des cellules traitées / A570 des cellules 
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 II-3 - Détermination d’apoptose 

l'annexine V permet de détecter les cellules en premières et mi-phases d'apoptose. 

En effet, l'un des premiers évènements de l'entrée en apoptose  d'une cellule est l'exposition 

de  la  PS (phosphatidyl sérine ) au milieu  extracellulaire.  Dans des conditions normales, 

ce phospholipide présent dans la membrane plasmique n'est exposé qu'au milieu 

intracellulaire, mais il se retrouve exposé à l'extérieur durant l'apoptose. 

Ce test est complété par l'addition d'un agent intercalant (généralement l'iodure de 

propidium) qui ne pénètre dans les cellules que lorsque  la membrane plasmique est 

altérée, c'est-à-dire en phase tardive d'apoptose, ou lors de la nécrose. 

Les cellules d’HepG2 et d’MDA ont été incubées avec une dose de 45 mg/ml de 

PHSME pendant 48 h. Après incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 

froid, puis remises en suspension dans du PBS à une concentration de 1 à 106 cellules /ml. 

Cinq microlitres d'AnnexeinV-FITC et PI ont été ajoutés aux cellules. Après un vortex 

doux, les cellules ont été incubées pendant 15 min dans une chambre noire. ensuite  Cinq 

microlitres de PBS ont été ajoutés à chaque tube puis analysés (10 000 événements) par 

cytométrie en flux dans 1h (Tian et al., 2006). 

On peut dès lors distinguer les cellules en nécrose de celles en apoptose selon les 
critères suivants : 

 

 AnV- / PI- → cellule vivante ; 

 AnV- / PI+ → débris nucléaires ; 

 AnV+ / PI- → phase précoce d'apoptose ; 

 AnV+ / PI+ → phase tardive d'apoptose et ou nécrose. 
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II-4-  Investigation du cycle cellulaire  

Les cellules (1 x 105) ont été incubées dans un milieu RPMI additionné avec 10% 

de FCS avec ou sans PHSME 45 mg/ml pendant 48 heures après incubation subséquente, 

les cellules  ont  été  lavées deux fois avec du PBS et centrifugées  à 1200 tour/min pendant 

10 minutes. Le surnageant a été éliminé et 500 ul d'éthanol à 70% ont été ajoutés aux 

cellules et incubés  pendant 2 h. Après incubation. Les cellules ont été centrifugées à 1200 

tr / min pendant 10 minutes et lavées  deux  fois  avec du  PBS. Le surnageant  a été 

éliminé  et  500 ul  de PBS  avec  2 ul  de  RNaseA  ont été  ajoutés  au  calibre  aux 

cellules et incubés pendant 30 min. Les cellules ont été lavées avec du PBS par 

centrifugation à 1200 tr / min pendant 10 minutes. Le surnageant a été éliminé et les 

cellules ont été mises en suspension dans 500 ul de PBS avec 15 ul d'iodure de propedium 

(1 mg / ml). Les cellules (10 000 événements) ont été acquises en utilisant un cytomètre de 

flux (BD, calibre FAC) (Tian et al., 2006 ; Mishra et al., 2008) . 

 

II-5- Investigations expérimentales sur les animaux: 

 II-5-1- Le médicament anticancéreux : 

 la doxorubicine 

Le médicament anticancéreux que nous avons utilisé pour provoquer le stress oxydant 

et la cardiotoxicité , y associee, chez les rats et le  Doxorubicine 15 mg/kg ; nous a été fourni 

Gracieusement par le service de cancérologie de Centre Hospitalier Universitaire Ben Badis de 

Constantine (CHUC). 

 

II-5-2-  Protocole du traitement des rats: 

On a divisé les rats en 4 groupes de 7 rats chacun et qui sont tous gardé dans les mêmes 

conditions. Pour le début du traitement soit par, l’extrait Méthanolique de Phlomis samia à 200 

mg/kg pendant 15 jours , le DOX (15mg/kg). Et les restes sont des temoins qui recoivent l’eau 

distillee durent  15 jours (durée de traitement) 
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II-5-3- Les groupes des animaux : 

Groupe1 : control ou témoin {que reçoivent quotidiennement par gavage gastrique 10 

ml/kg d’eau distillée pendant 15 jours}. 

Groupe2 : traité par PHSME par gavage gastrique {ces rats recoivent chaqu’un une 

Concentration de [200mg/kg/jr] d’PHSME pendant 15 jours} 

Groupe3 : traité  par le Doxorubicine {ces rats reçoivent chaque jour par gavage gastrique 

10 ml/kg d’eau distille et une injection intra-péritonéale avant les deux derniers jours 

15mg/kg}. 

Groupe4 : traité par extrait Méthanolique et injecter par le Doxorubicine {ces rats 

reçoivent chaque jour l’PHSME à une concentration  de 200 mg/kg pendant 15 jour et 

avant les deux derniers jours  ils son injectés par le Doxorubicine par la voie intra-

péritonéale 15 mg/kg} 

 

II-5-4- Prélèvement sanguin et mesure du poids : 

Le sang est prélevé au niveau de l’œil par ponction dans le sinus retro-orbital et mis 

dans Des tubes contenant d’héparine pour prévenir la coagulation. Ces prélèvements sont 

effectues sur des rats a jeunes. Ces tubes héparinés et centrifugés à 6000 tours/minute 

pendant 15 minutes puis le sérum est récupéré et utilisé pour les dosages biochimiques de 

CPK, le LDH, les ASAT et le ALAT. 

La mesure du poids est effectuée sur des rats à jeun, de façon régulière, chaque jour 

et juste avant les prélèvements sanguins. 

 

II -5-5-Préparation de la fraction cytosolique de tissus 10% : 

Au moment du sacrifice les organes de cœur sont récupérés, rincé par l’eau 

physiologique Salin 0.9% froide, puis 1g d’organe est additionne a 9 ml (1v/10v) de 

solution tampon phosphate 0.1M PH 7.4 contenant du KCl 1.15M pour les homogénéisé 

par un homogénéisateur. L’homogénat obtenu est centrifugé à 4000 tours/minute pendant 

10 minutes pour éliminer les débris cellulaires. Ensuite, le surnageant est récupéré dans des 

tubes secs est stocké à -20°C jusqu’à l’utilisation pour les dosages tissulaires (dosages du 

taux de molonyl di aldehyde (MDA), la concentration de glutathion réduit (GSH), 

l’enzyme de GST, et d’enzyme de la catalase (CAT). 
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 � Préparation des échantillons des coupes histologiques : 

Pour l’étude histologique, des échantillons du cœur, de tous les lots sont prélevés. Les 

organes doivent être rapidement prélevés pour éviter son autolyse qui s’effectue après 

quelques instants de la mort de l’animal. Après le rinçage des échantillons avec l’eau 

physiologique froide, ils sont immédiatement fixés dans une solution de formol 10%. 

 

II-5-6-L’analyse histologique: 

Les coupes histologiques ont été réalisées à l’hôpital Universitaire Ben Badis de 

Constantine (CHUC), Service d’Anatomie Pathologique, suivant la technique décrite par 

(Holt ,1984).  

Les techniques histologiques passent par plusieurs opérations qui s’enchaînent. La 

méthode qu’on a utilisée, avec inclusion à la paraffine comporte sept étapes principales : 

-Prélèvement des pièces dont les conditions sont déjà mentionnées. 

-La fixation ; Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant 

leurs morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique 

histologique. Elle doit être réalisée rapidement après la décapitation des rats et prélèvement 

des organes. Des fragments de Cœur (surface 1 à 2 cm2 et épaisseur 2 mm) ont été alors 

mis dans le formol à 10 % qui se polymérase avec les polypeptides entraînant leur 

insolubilité sans l’abîmer .Après 48 heures de fixation les pièces d’organes sont retirées 

puis rincées à l’eau distillée. 

Les échantillons sont placés dans des cassettes spéciales à parois trouées afin de permettre 

le passage des liquides au cours des manipulations qui suivent. 

-Lavage, déshydratation et éclaircissement : Comme la paraffine n’est pas miscible à l’eau, 

les échantillons doivent être alors complètement déshydratés avant l’inclusion dans la 

paraffine. Cette dernière n'est pas non plus soluble dans l'alcool utilisé pour la 

déshydratation, on assiste donc à une substitution par le xylène. La déshydratation se fait 

grâce à un automate qui fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol à 

concentration croissante (70 %, 95 % et 100 %), puis dans des bains de xylène qui 

constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans 

l’étuve le xylène s’évapore des pièces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil 

appelé le circulateur. 

-L’inclusion : Les pièces sont inclues dans un bain de paraffine fondue pendant deux 

heures. 
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La paraffine va peu à peu pénétrer les tissus en remplaçant le solvant  

Cette opération fait appel à des appareils «dits à inclusion» refermant un réservoir de 

paraffine maintenue à l’état liquide par un système de chauffage, un petit robinet et une 

plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine 

contenant le tissu. La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 μm en 

moyenne) est possible grâce à des appareils spéciaux appelés «Microtomes». Ces coupes 

sont étalées sur des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par l’utilisation d’une 

eau gélatineuse chauffée. 

-Construction des blocs : Après la saturation des pièces par la paraffine fondue, on passe a 

l’inclusion définitive dans de petits moules à fond plat qui servent à donner la forme du 

bloc. 

Ce dernier peut se conserver pendant des années sans dommage. 

-Préparation des coupes, étalement sur lame: Le bloc de paraffine est collé au porte-objet 

puis débité en tranches minces de 4 à 5 μm. grâce à un microtome. Les rubans de paraffine 

obtenus sont étalés sur des lames porte objet, puis déplissés et fixés par une eau 

gélatineuse(liquide d’étalement).  chauffée à 40 °C. Les lames sont ensuite séchées dans 

une étuve à 100 °C pendant 1 heure.  

-La coloration : Les coupes sont colorées par la méthode d’éosine & ématoxilne. qui 

nécessite la présence de l’alcool acide (100 mL d’alcool éthylique à 70 % + 50 ml d’acide 

HCl), eau ammoniacale (100 mL d’eau distillée + 2 mL Ammoniaque) et solution d’Eosine 

(100 mL Eosine solution aqueuse à 3 %, 125 mL alcool éthylique à 95 %, 375 mL d’eau 

distillée et 2 gouttes d’acide acétique). La coloration suive les étapes suivantes : 

- Déparaffiner et hydrater les lames à l’eau du robinet puis rincer à l’eau distillée. 

- Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu 

violacée les structures basophiles (noyaux). 

- Différencier les coupes dans l’alcool acide (1 à 2 plongées) ; déposer ensuite les lames 

dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope. 

- Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale. 

- Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes à 2 minutes) qui colore en rose les 

structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages à l’eau du 

robinet. 

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique à différents 

grossissements  qui été connecté avec l’ordinateur pour les photographiées à l’aide d’un  

appareil  photo par un logicielle Leica Lasez. 
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II-5-7-L’analyse des paramètres biochimiques :

II-5-7-1- Analyse des paramètres sériques :

 L’analyse des paramètres sériques est effectuée suivant

enzymatiques et/ou colorimétriques par un auto

systems № de ref. T01-2801

II.5-7-1 a Les Aminotransférases 

            L’aspartate amino transférase (AST)

 L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate 

oxaloacétique (GOT) catalyse le tra

vers l’alpha-cétoglutarate  

produit est réduit en malate en présence de déshydrogénase

 

 

 

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, d

numériquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’AST dans 

l’échantillon (Murray et al .,1984

L’AST est une enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantités dans les 

muscles du cœur, les cellules du foie, les

quantités dans les autres tissus

   Bien qu’un niveau élevé d’AST dans le sérum ne soit pas caractéristique d’une 

maladie hépatique, elle s’emploie principalement pour les 

d’autres enzymes telles que l’ALT. Elle s’utilise également dans le cadre du contrôle post

infarctus, chez les patients souffrant de troubles musculaires du squelette et dans certains 

autres cas (Tietz et al.,1995). 

 

L’alanine aminotransférase (ALT) 

 L’alanine aminotransférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique 

pyruvique (TGP) catalyse le tran
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des paramètres biochimiques : 

Analyse des paramètres sériques : 

L’analyse des paramètres sériques est effectuée suivant

enzymatiques et/ou colorimétriques par un auto-analyseur de type (Technicon RA,

2801-56 

Les Aminotransférases  

L’aspartate amino transférase (AST) / TGO  

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate 

oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe amin

 pour la  formation de glutamate et d’oxalacétate. L’oxalacétate 

late en présence de déshydrogénase (MDH) et NADH

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, d

numériquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’AST dans 

Murray et al .,1984) .  

L’AST est une enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantités dans les 

muscles du cœur, les cellules du foie, les cellules du muscle squelettique et en plus faibles 

quantités dans les autres tissus (Burtis A et al .,1999). 

Bien qu’un niveau élevé d’AST dans le sérum ne soit pas caractéristique d’une 

maladie hépatique, elle s’emploie principalement pour les diagnostics et le suivi, avec 

d’autres enzymes telles que l’ALT. Elle s’utilise également dans le cadre du contrôle post

infarctus, chez les patients souffrant de troubles musculaires du squelette et dans certains 

Tietz et al.,1995).   

ne aminotransférase (ALT)  / TGP :  

L’alanine aminotransférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique 

pyruvique (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe amini
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L’analyse des paramètres sériques est effectuée suivant des méthodes 

analyseur de type (Technicon RA, Opera 

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate 

nsfert réversible d’un groupe aminique de l’aspartate 

formation de glutamate et d’oxalacétate. L’oxalacétate 

(MDH) et NADH :  

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée photo 

numériquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’AST dans 

L’AST est une enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantités dans les 

cellules du muscle squelettique et en plus faibles 

Bien qu’un niveau élevé d’AST dans le sérum ne soit pas caractéristique d’une 

diagnostics et le suivi, avec 

d’autres enzymes telles que l’ALT. Elle s’utilise également dans le cadre du contrôle post-

infarctus, chez les patients souffrant de troubles musculaires du squelette et dans certains 

L’alanine aminotransférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique 

nique d’alanine vers 
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l’alpha-cétoglutarate à formation de glutamate et de pyr

réduit en lactate en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH

 

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée 

photométriquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’ALT dans 

l’échantillon (Murray et al.,

  L’ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principal

cellules du foie et des reins.  Son meilleur avantage est le diagnostic de maladies du foie

(Burtis et al .,1999).  

   On l’observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques, telles que 

l’hépatite, les maladies du muscles et 

l’ALT reste dans les limites standards et augmente dans les niveaux de AST

al.,1995).  

II.5-7-1-b La créatine kinase(CK) ou créatine phosphokinase (CPK) 

La créatine kinase(CK) ou créatine phos

avec une large distribution tissulaire dans le corps 

physiologique est associé à la génération d'adénosine triphosphate (ATP) pour Contractile 

ou de transport (Burtis et al.,1999)

  La créatine kinase (CK) catalyse le transfert réversible d'un groupe phosphate de 

Phosphocréatine à l’ADP selon la réaction 

L’activité catalytique de la CK est déterminée en mesurant la vitesse 

NADPH+H+ à 340 nm. 

Il existe plusieurs isoenzymes de la CK. Principalement trois fractions sont connues

                                           Materiel et methodes

cétoglutarate à formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est 

réduit en lactate en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée 

photométriquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’ALT dans 

., 1984).  

L’ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principal

cellules du foie et des reins.  Son meilleur avantage est le diagnostic de maladies du foie

On l’observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques, telles que 

l’hépatite, les maladies du muscles et des infarctus du cœur, étant donné que la valeur de 

l’ALT reste dans les limites standards et augmente dans les niveaux de AST

La créatine kinase(CK) ou créatine phosphokinase (CPK) 

La créatine kinase(CK) ou créatine phosphokinase (CPK) est une enzyme cellulaire 

avec une large distribution tissulaire dans le corps (Abbot et al.,1984

physiologique est associé à la génération d'adénosine triphosphate (ATP) pour Contractile 

Burtis et al.,1999).  

La créatine kinase (CK) catalyse le transfert réversible d'un groupe phosphate de 

Phosphocréatine à l’ADP selon la réaction (Abbot et al.,1984)  :    

(Gerhardt et al., 1979). 

L’activité catalytique de la CK est déterminée en mesurant la vitesse 

Il existe plusieurs isoenzymes de la CK. Principalement trois fractions sont connues
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uvate. Le pyruvate produit est 

réduit en lactate en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH :  

 

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée 

photométriquement, est proportionnelle à la concentration catalytique d’ALT dans 

L’ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principalement dans les 

cellules du foie et des reins.  Son meilleur avantage est le diagnostic de maladies du foie 

On l’observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques, telles que 

des infarctus du cœur, étant donné que la valeur de 

l’ALT reste dans les limites standards et augmente dans les niveaux de AST (Tietz et 

La créatine kinase(CK) ou créatine phosphokinase (CPK)   

phokinase (CPK) est une enzyme cellulaire 

Abbot et al.,1984).   Leur rôle 

physiologique est associé à la génération d'adénosine triphosphate (ATP) pour Contractile 

La créatine kinase (CK) catalyse le transfert réversible d'un groupe phosphate de 

  

L’activité catalytique de la CK est déterminée en mesurant la vitesse d’apparition du 

Il existe plusieurs isoenzymes de la CK. Principalement trois fractions sont connues : 
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 CK-MM qui se trouve en majorité dans le tissu musculaire.

 CK-MB qui se trouve en majorité dans les cellules myocardiques.

 CK-BB qui se trouve en majorité dans le cerveau.

Des valeurs élevées de CK sont observées dans les maladies du muscle squelettique et 

après Infarctus du myocarde 

La CK-MB (ou CPK-MB) est libérée en cas d'infarctus du myocarde

s'élève à partir de la troisième ou quatrième heure après le début de l'infarctus et se 

normalise en deux à trois jours 

 

II-5-7-1 c  LDH : 

 Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme présente dans tout l’organisme 

humain. Les plus grandes concentrations de LDH se trouvent dans le foie, le cœur, les 

reins, le muscle squelettique et les érythrocytes

Le niveau de LDH dans le sérum est élevé chez les patients avec des maladies du 

foie, des infarctus du myocarde, des troubles rénaux, des dystrophies musculaires et des 

anémies (Young et al., 2001)

 Le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction d

selon la réaction suivante : 

La vitesse de diminution de la teneur en NADH dans le milieu déterminé par photométrie 

est proportionnelle à la concentration catalytique de LDH dans l’échantillon testé

al.,1984).  

II-5-8 Analyse des paramètres tissulaires :

II-5-8-1-Dosage des substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) 

une fraction cytosolique 10% de cœur 

La quantité des TBARS est exprimée en terme 

est le « Malonyl di aldéhyde MDA», un des produits terminaux formés lors de la 

péroxydation des acides gras

mesure du MDA à l’aide du TBA selon la

quantification de la pérox

oxydant. 
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MM qui se trouve en majorité dans le tissu musculaire. 

MB qui se trouve en majorité dans les cellules myocardiques. 

trouve en majorité dans le cerveau. 

Des valeurs élevées de CK sont observées dans les maladies du muscle squelettique et 

après Infarctus du myocarde (Tietz et al.,1995).  

MB) est libérée en cas d'infarctus du myocarde, le taux de CPK

'élève à partir de la troisième ou quatrième heure après le début de l'infarctus et se 

normalise en deux à trois jours (Morrow et al., 2007).  

Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme présente dans tout l’organisme 

humain. Les plus grandes concentrations de LDH se trouvent dans le foie, le cœur, les 

reins, le muscle squelettique et les érythrocytes (Pesce  et al., 1984). 

Le niveau de LDH dans le sérum est élevé chez les patients avec des maladies du 

foie, des infarctus du myocarde, des troubles rénaux, des dystrophies musculaires et des 

2001).  

Le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par le NADH, 

selon la réaction suivante :  

 

La vitesse de diminution de la teneur en NADH dans le milieu déterminé par photométrie 

est proportionnelle à la concentration catalytique de LDH dans l’échantillon testé

Analyse des paramètres tissulaires : 

Dosage des substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) 

une fraction cytosolique 10% de cœur :  

La quantité des TBARS est exprimée en terme  d’un équivalant

di aldéhyde MDA», un des produits terminaux formés lors de la 

péroxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) méditée par les radicaux libres. La 

MDA à l’aide du TBA selon la méthode de (Okhawa et al., 1979)

quantification de la péroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress 
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Des valeurs élevées de CK sont observées dans les maladies du muscle squelettique et 

le taux de CPK-MB 

'élève à partir de la troisième ou quatrième heure après le début de l'infarctus et se 

Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme présente dans tout l’organisme 

humain. Les plus grandes concentrations de LDH se trouvent dans le foie, le cœur, les 

Le niveau de LDH dans le sérum est élevé chez les patients avec des maladies du 

foie, des infarctus du myocarde, des troubles rénaux, des dystrophies musculaires et des 

u pyruvate par le NADH, 

 

La vitesse de diminution de la teneur en NADH dans le milieu déterminé par photométrie 

est proportionnelle à la concentration catalytique de LDH dans l’échantillon testé (Pesce et 

Dosage des substances réactives de l’acide thiobarbiturique (TBARS) dans 

d’un équivalant  biochimique qui 

di aldéhyde MDA», un des produits terminaux formés lors de la 

) méditée par les radicaux libres. La 

(Okhawa et al., 1979) permet la 

le marqueur majeur du stress 
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Principe: Le dosage de l’MDA repose sur la formation, en milieu acide et à chaud 

(100°C), entre une molécule d’ MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique d’un 

pigment coloré absorbant à 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le 

butanol. 

 

Figure 23 : Formation d’adduit MDA – TBA (1 :2) 

 

 

Réactifs et solvants : 

a- L’acide thiobarbiturique TBA 0.67 %. 

b- L’acide trichloroacétique TCA 20%. 

c- Le n-butanol. 

Procédure : La quantité de l’MDA est évaluée au niveau du coeurselon la méthode de 

[Okhawa et al., 1979]. A 0.5 ml de l’homogénat, nous avons ajouté 0.5ml de TCA 20% et 

1ml de TBA 0.67 %. Le mélange est chauffé à 100°C pendant 15 minutes, refroidis puis 

additionné de 4 ml de n-butanol. Après centrifugation de 15 minutes à 3000 tours /minutes, 

la densité optique est déterminée sur le surnageant au spectrophotomètre à 530 nm. Le 

MDA est exprimé en nmol/g de tissu de l’organe étudié et calculé à partir d’une gamme 

préparée sous les même conditions avec une solution de « 1,1,3,3-tetraetoxypropane » qui 

donne le MDA après son hydrolyse. 
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Figure 24 : courbe d’etalonnage d’MDA . 

 

II-5-8-2 Dosage du glutathion tissulaire : 

Le dosage de glutathion réduit est effectué selon la méthode de [ Ellman, 1959] au 

niveau du coeur. 

Principe :  

La méthode du dosage du  glutathion est basée sur l’évaluation de la réduction du réactif 

d’Ellman par les groupes (SH) en formant l’acide 2-nitro-5- mercaptobenzoïque ; ce 

dernier est caractérisé par une coloration jaune intense, ce qui permet sa quantification 

spectrophotométrique à 412 nm. 

 

Réactifs et solvants : 

a- L’acide trichloracétique 10%. 

b- Tampon phosphate de potassium pH8 (0.1M). 

c- Réactif d’Ellman ; 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoique) 0.396g/100ml de tampon. 

d- Glutathion réduit GSH . 
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Procédure : 

 Le dosage du glutathion réduit dans les tissus s'effectue selon les étapes suivantes : 

a- 0.5 ml de TCA à10% sont mélangés avec 0.5 ml d’échantillon. Le mélange est agité de 

temps en temps pendant 15 minutes. 

b- Après 15 minutes, les tubes sont centrifugés 5minutes à 2000 tpm. 

c- D’autres tubes sont préparés pour le mélange réactionnel : 100μl de réactif d’Ellman 

sont ajoutés à 1.7 ml de tampon, ensuite, 200 μl de surnageant sont additionnés et la lecture 

se fait après 5minutes à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions. Les 

concentrations du glutathion réduit sont exprimées en μmol par gramme de tissu. Elles sont 

déduites à partir d’une gamme étalon de glutathion préparée dans les mêmes conditions 

que le dosage. 

 

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de Glutathion réduit GSH. 

Méthode de calcule : La quantité de glutathion est calculée selon la formule suivante : 

Glutathion (μmol /g) = DO test × 2 × F × [standard] (μmol) 

DO standard × 0.2 × n 

Dont : 

2 : Volume total du milieu réactionnel 

F : Facteur de dilution de l’échantillon testé.. 

0.2: Volume utilisé de l’échantillon testé. 

n : La quantité estimée en gramme de tissu dans le volume utilisé de l’échantillon testé 

Concentration de glutathion en( μ/ml) 

y = 0,0617x + 0,0197

R2 = 0,9973
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II-5-8-3 Dosage de l’activité enzymatique de la  catalase : 

L’activité enzymatique de  catalase est déterminée dans le cœur selon la méthode 

de [Clairborne., 1985]. 

Principe: Le dosage de l’activité enzymatique du catalase est basé sur la diminution de 

l’absorbance à 240 nm qui est due à la décomposition du superoxyde d’hydrogène (H2O2) 

par la catalase. 

 

Réactifs et solvants : 

a- Tampon phosphate de potassium pH 7.4 (0.1M). 

b- Peroxyde d’hydrogène (H2O2) 19mmol/ml. 

 

Procédure : Dans une cuvette en quartz de 3 ml, 50μl de l’homogénat sont mélangés 

avec2.95 ml d’une solution de H2O2 à 19mmol/ml préparée dans le tampon phosphate de 

potassium pH 7.4 (0.1M). Le changement de l’absorbance est suivi pendant deux minutes 

en prenant les valeurs à t0 et après chaque minute. L’activité enzymatique du catalase est 

exprimée en constante de vitesse de la réaction d’ordre 0 par gramme de tissu. 

 

Méthode de calcul : L’activité enzymatique du catalase est calculée selon la formule 

suivante : 

K : Constante de vitesse de la réaction d’ordre 1. 

T : Interval de temps en minute. 

A1 : Absorbance à t0 

A2 : Absorbance à t1 

L’activité enzymatique du catalase = K/n (K/g) où n représente la quantité de tissu en 

gramme dans le volume utilisé de l’échantillon testé. 

K   = 
�.���

�
 x log (A1/A2) 

II-5-8-4 Dosage du Glutathion- S-transférase (GST) 

La GST c’est l’enzyme majeure de la détoxication enzymatique des xénobiotiques ou 

composés naturels souvent cytotoxiques de nature électrophile par conjugaison avec le 

glutathion (Anjum et al., 2012). 
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Principe du dosage 

La mesure de la glutathion S-transférase est effectuée selon la méthode de Habig and 

jakoby (Habig & jakoby, 1981) détaillée dans le Kit de SIGMA. Le principe est basé sur la 

mesure de l’absorbance à 340 nm du complexe Glutathion-2,4-Dinitrobenzene formé entre 

le GSH et le CDNB par l’action de la GST. 

 Réalisation du dosage 

Le mélange réactionnel contient 2,7 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5 (2,8 ml pour le 

blanc), 0,1 ml de glutathion 50 Mm (préparé dans le tampon phosphate pH 6,5) et 0,1ml de 

CDNB 40 Mm (préparé dans l’éthanol à 95%). 0,1ml de l’homogénat est ajouté au 

mélange placé dans la cuve et le tout est mixé par inversion. L’absorbance est mesuré 

chaque minute pendant 5 minutes. 

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante : 

Unités/ml enzyme = (A340/mn Test - A340/mn Blanc) (3) / (9,6)*(0,1) 

 3 : volume total (ml) 

 9,6 : coefficients d’extinction du CDNB conjugué. 

 0,1 volume de l’extrait enzymatique (ml). 

Une unité correspond à  la conjugaison de 1μmole de 1- chloro-2,4-dinitrobenzene avec le 

glutathion réduit par minute. 

III -L’étude statistique : 

L’étude statistique est réalisée à l’aide du système INSTAT2 MS-DOS en utilisant le test de 

variance univariéé (one-way ANOVA) suivie du test de Tukey. 

Pour l’étude phytochimique, les résultats on été exprimés en moyenne ± SD (déviation 

standard (n = 3). La comparaison est faite par rapport aux contrôles négatifs (en absence d’extrait) 

Pour l’étude expérimentale sur les animaux, les résultats sont exprimés en moyenne ± SD et en 

comparant les différents groupes où : 

a : Comparaison des différents lots avec le lot NC 

b : Comparaison des lots DT et DIS avec le lot DC. 

c : Comparaison du lot DT avec le lot DIS. 

Ce test nous donne le degré de signification P où on dit que la différence : 

-N’est pas significative si p > 0.05 (NS). 

-Est significative si 0.05 > p > 0.01 (*). 

-Est hautement significative si 0.05 > p > 0.01 (**). 

-Est très hautement significative si p < 0.001 (***)Bas du formulaire 
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Les résultats 

 

I- Préparation et étude du matériel végétal: 

I-1- Préparation de l’extrait métanolique de «Phlomis samia »: 

L’opération de l’extraction du matériel végétale à l’aide du méthanol a permis 

d’obtenir un résidu sec d’extrait brute de 127,8g avec un rendement de 12.78 %. 

 

I-2- Etude phytochimique : 

Les tests phytochimiques réalisés sur l’PHSME révèlent la présence de plusieurs 

familles de composés. Ces résultats montrent que la plante est très riche en Saponosides , 

des tanins, des flavonoïdes, des composés réducteurs (coumarines) et des alcaloïdes sels. 

 

Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques de la mise en évidence des 

quelques composés. 

 

Composées Résultats des tests ((+) : Résultat positif)  

 
Saponosides  
 

 
Test de détection (+). 
Tests de caractérisation : 
· Présence des hétérosides stéroidiques (+) 
· Présence des triterpènes hétérosidiques (+) 

Tanins  
 

Test de détection (+) : Apparition d’une coloration bleue noire et 
un précipité après 3 minutes 

Flavonoïdes  
 

Test (+) : Apparition d’une couleur rouge caractéristique 
des flavones aglycone 

Composés 
réducteurs 
 

(+) : Apparition de deux phases, une colorée en brun 
rouge et la deuxième phase en bleu-vert. 
Test caractéristique des coumarines (+). 

Alcaloïdes sels  
 

(+) : Résultat positif avec les deux réactifs (de Mayer et de Wagner) 
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I-2-2- Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes : 

Le dosage des polyphénols totaux effectué selon la méthode de bleu de Prusse 

modifiée par Graham (1992) montrent que la plante contient 73.14 ± 0.15 mgEAG/gE (mg 

équivalent acide gallique par gramme d’extrait), tandisque la détermination du taux des 

flavonoïdes par la méthode de trichlorure d’aluminium révèle la présence de 21.61± 

0.17mgEQ/gE (mg équivalent quercétine par gramme d’extrait) de flavonoïdes soit 46.97 

±0.29 mgER/gE (mg équivalent rutine par gramme d’extrait). 

 

Tableau7 : Résultats du dosage des Polyphénols totaux et des flavonoïdes 

 

 polyphénols Totaux  (TP)  flavonoïdes  Totaux (TF) 

 
73.14 ± 0.15 mg GAE/g extract. 

mg equivalent quercetin / g 
poids sec 

mg equivalen rutun / g 
poids sec  

21.61± 0.17mg 46.97 ±0.29 mg  

 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 

L'analyse des données obtenues à l'aide de l’HPLC confirme La présence d’acide 

chlorogénique ;ferulic acid ;luteolin ;Apigenin et α caumaric acid . (Figure 26) dans 

l’extrait  Méthanolique de  Phlomis .samia utilisé dans cette étude.  

Avec une valeure de 14mg/g de acide chlorogénique pour l’extrait méthanolique et 60mg/g 

pour le butanolique extrait . 
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Figue 26. Chromatogramme d'un extrait  Méthanolique de Phlomis .samia séparé par RP

HPLC. Colonne: symétrie C18, 5 mm

méthanol: eau (70:30) en  

nm; Volume d'échantillon 

l'extrait brut étaient: chlorogénique acid

I-3-Etude pharmacologique:

I-3- 1- Etude de la toxicité (Test d’innocuité) :

Selon les résultats obtenus du test d’innocuité, aucune changement ou perturbation 

n’a été observée et aucun cas de décès n’a été compté pour toutes les doses testées pendant 

une semaine d’observation ce qui prouve qu’il

jusqu’à la dose de 5000 mg/kg.

 

Méthanolique extrait 

                                                                          

Chromatogramme d'un extrait  Méthanolique de Phlomis .samia séparé par RP

LC. Colonne: symétrie C18, 5 mm Taille des particules, 4,6 à 250 mm; Phase mobile: 

méthanol: eau (70:30) en  60 min; Débit: 1,00 ml / min; Flux: isocratique; Détection 2

Volume d'échantillon injecté 20 ml; Température: 33 C°. Les pics identifiés dans 

chlorogénique acid ;ferulic acid ;luteolin ;Apigenin

Etude pharmacologique: 

de la toxicité (Test d’innocuité) : 

Selon les résultats obtenus du test d’innocuité, aucune changement ou perturbation 

n’a été observée et aucun cas de décès n’a été compté pour toutes les doses testées pendant 

une semaine d’observation ce qui prouve qu’il n’existe aucune toxicité remarquable 

mg/kg. 

hanolique extrait  
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Chromatogramme d'un extrait  Méthanolique de Phlomis .samia séparé par RP-

Taille des particules, 4,6 à 250 mm; Phase mobile: 

isocratique; Détection 280 

. Les pics identifiés dans 

;Apigenin et α caumaric acid  

Selon les résultats obtenus du test d’innocuité, aucune changement ou perturbation 

n’a été observée et aucun cas de décès n’a été compté pour toutes les doses testées pendant 

n’existe aucune toxicité remarquable 
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I-3-2- L’activité antioxydante :

1 . Détermination de l’activité anti

DPPH (effet scavenger) 

L'activité Anti radicalaire de

été déterminée par la méthode 

suivie à 517 nm après addition de 50 

PHSME,L’effet scavenger 

comparant avec le contrôle) e

présentés dans la fig 53 et

poucentage d’inhibition  de radical 

 

La Fig 27 représente la concentration

DPPH (IC50). C’est un paramètre utilisé pour estimer l’ac

concentration est faible plus l’effet antioxydant est très 

Les résultats montrent que l’extrait PHSME est un inhibiteur puissant avec un IC50% de 

34ug/ml  qui été 10 fois  inférieur 

Figure 27: Effet scavenger d’ extrait

représente la moyenne ± SD (n = 3). 
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L’activité antioxydante : 

l’activité anti-radicalaire d’extrait PHSME par la

L'activité Anti radicalaire des déférentes concentrations d’extrait méthanolique a 

été déterminée par la méthode DPPH, la cinétique de la décoloration de ce radicale a été 

suivie à 517 nm après addition de 50 μl de chacune des concentrations d’ extraits 

 d’extrait sur le radical DPPH est très significatif (p < 0.001, 

contrôle) et d’une manière dose-dépendante , et ces 

et le tableau 10. se dernier montre une comparaison entre

de radical DPPH  d’extrait et la molécule BHT 

concentration d’extrait et standard qui piègent 50 % du radical 

un paramètre utilisé pour estimer l’activité antioxydante. Plus cette 

concentration est faible plus l’effet antioxydant est très élevé. 

Les résultats montrent que l’extrait PHSME est un inhibiteur puissant avec un IC50% de 

inférieur de la BHT. 

 

 

Effet scavenger d’ extrait PHSME sur le radical DPPH. Chaque point 

représente la moyenne ± SD (n = 3). *0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le 

contrôle. 
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xtrait PHSME par la méthode de 

extrait méthanolique a 

la cinétique de la décoloration de ce radicale a été 

μl de chacune des concentrations d’ extraits 

radical DPPH est très significatif (p < 0.001, 

et ces  résultats sont 

se dernier montre une comparaison entre le 

’extrait et la molécule BHT . 

qui piègent 50 % du radical 

tivité antioxydante. Plus cette 

Les résultats montrent que l’extrait PHSME est un inhibiteur puissant avec un IC50% de 

 

sur le radical DPPH. Chaque point 

*0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le 

0,6 0,7
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Figure 28: La concentration d’extrait PHSME et 

 

Tableaux 8 : Pourcentage d

Concentration de PHSME 

(mg/ml) 

0,069 

0,057 

0,053 

0,046 

0,034 

0,026 

0,023 

0,015 

0,011 

0,001 
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concentration d’extrait PHSME et la molécule BHT qui inhibent 50% de 

DPPH (mg/ml). 

Pourcentage d’inhibition de DPPH par PHSME et le BHT .

PHSME % inhibition de DPPH 

par PHSME 

% inhibition de 

par 

93,65± 2,88 86,99 ±0,46

84,35±1,68 85,79±3,91

77,81 ±1,01 82,96±1,21

66,76±0,80 78,83±0,21

57,03±2,37 77,46±1,23

45,18±2,76 69,68±1,23

33,09±1,35 38,27±2,23

27,08±1,30 34,004±2,18

15,17±0,75 20,24±2,01

6,51±1,00 12,15±0,92

PHSME BHT

0,34±0,02

0,031±0,006
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la molécule BHT qui inhibent 50% de 

PHSME et le BHT . 

inhibition de DPPH  

par BHT 

86,99 ±0,46 

85,79±3,91 

82,96±1,21 

78,83±0,21 

77,46±1,23 

69,68±1,23 

38,27±2,23 

34,004±2,18 

20,24±2,01 

12,15±0,92 
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2. Test de β-carotène / acide linoléique 

L’activité antioxydante des différentes concentrations d’extrait PHSME a été 

évaluée par  spectrophotométrique  suivant la décoloration du β-carotène à 490 nm.  

Les résultats des pourcentages de l’activité antioxydante en fonction du temps sont 

représentés dans la Figures 29. 

 

 

 

 

Figure 29 : Activité antioxydante d’extrait PHSME  par rapport au BHT, MeOH et H2O 

par le test de β-carotène / acide linoléique. Chaque point représente la moyenne ± SEM (n 

= 3). *0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le contrôle. 

 

L’effet inhibiteur de la péroxydation lipidique a été déterminé par le test de β -

carotène / acide linoléique. Ce test mesure la capacité de l’extrait à inhiber  la formation 

des radicaux libres hydroperoxydes diene conjugués pendant l’oxydation de l’acide 

linoléique (Tepe et al., 2005). En absence des antioxydants, les radicaux libres formés 

provoquent l’oxydation du  β- carotène et donc sa décoloration. Par contre, la présence des 

antioxydants dans l’extrait minimise l’oxydation du β -carotène qui conserve sa couleur 

(Tepe et al., 2005). 
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Après 24 heures d’incubation, le pourcentage de l’activité antioxydante de 

l’PHSME était de 97.05 ± 0.94 %, résultat très hautement significatif (p < 0.001) 

comparant avec les contrôles négatifs, contre  99.97 ± 0.92 % pour le BHT utilisé comme 

molécule de référence présentant le contrôle positif (figure 30). 

 

 

 
Figure 30 : Activité antioxydante des l’PHSME, du BHT, du MeOH et H2O (à 24 h), par 

le test de β-carotène / acide linoléique. *** p < 0.001 comparé  avec le contrôle. 

 

3 . Peroxydation des lipides  in vitro :  

1- L’ inhibition de la lipides  peroxydation de foie provoqué par FeSO4 et H2O2 : 

L'effet d'inhibiteur de la peroxydation des lipidique a été déterminé par le dosage de 

l'acide Thio barbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant l’homogénat du foie 

des rats comme source riche en lipides. 

L’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique de PHSME a été augmenté avec 

l'augmentation des concentrations d'échantillon par un pourcentage d’inhibition de 20,24 ± 

0,02% à la concentration de 100 mg/ml et un pourcentage de 70,02±0,03% à 200 mg/ml , 

comme le montre la Fig.31. 
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Figure 31: Poucentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de foie par deux 

concentration d’PHSME.

*0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le contrôle.

 Test 2 : L'effet inhibiteur de la peroxydation lipidique a été déterminé par le dosage 

de l'acide Thio barbiturique

comme source riche en lipide

et mesurée par spectrophotométrie à 532 nm, la réaction de l'acide thiobarbiturique (TBA) 

avec le malonaldéhyde (MDA) donne une couleur rose, ce dernier (MDA) est l'un des 

produits secondaires de la peroxydation lipidique.

D’après les résultats présentés dans 

200mg/ml d’extrait PHSME

les valeurs suivantes 54,54 ± 0,01 % ; 65,86 ± 0,02 % respectivement.

 

Figure 32 : le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de l’extrait

Chaque point représente la moyenne ± SEM (n = 3).
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: Poucentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de foie par deux 

concentration d’PHSME. Chaque point représente la moyenne ± SEM (n = 3).

*0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le contrôle.

 

L'effet inhibiteur de la peroxydation lipidique a été déterminé par le dosage 

barbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant Le jaune d'

comme source riche en lipides. La Substance réactive de l'acide thiobarbiturique (TBARS) 

par spectrophotométrie à 532 nm, la réaction de l'acide thiobarbiturique (TBA) 

malonaldéhyde (MDA) donne une couleur rose, ce dernier (MDA) est l'un des 

produits secondaires de la peroxydation lipidique. 

D’après les résultats présentés dans la (figure 32) les concentration

extrait PHSME possèdent un effet inhibiteur de la peroxydation lipidique, 

54,54 ± 0,01 % ; 65,86 ± 0,02 % respectivement.  

le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de l’extrait

Chaque point représente la moyenne ± SEM (n = 3). *0.05>p>0.01, *** p < 0.001, 

comparant avec le contrôle. 
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: Poucentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de foie par deux 

Chaque point représente la moyenne ± SEM (n = 3). 

*0.05>p>0.01, *** p < 0.001, comparant avec le contrôle. 

L'effet inhibiteur de la peroxydation lipidique a été déterminé par le dosage 

substances réactives (TBARS) en utilisant Le jaune d'œuf 

obarbiturique (TBARS) 

par spectrophotométrie à 532 nm, la réaction de l'acide thiobarbiturique (TBA) 

malonaldéhyde (MDA) donne une couleur rose, ce dernier (MDA) est l'un des 

les concentrations 100mg/ml et 

inhibiteur de la peroxydation lipidique, avec 

 

le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique de l’extrait PHSME. 

*0.05>p>0.01, *** p < 0.001, 
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4. Test du pouvoir réducteur 

 La capacité de l’extrait à donner un électron tout en convertissant le fer de la forme 

Fe3+ à la forme Fe2+, cette réaction se manifeste par l’apparition de la couleur bleu

mesurable à 700 nm. Donc une absorbance élevée indique que l’extrait possède un grand 

pouvoir réducteur 

 La figure 33 montre les capacités réductrices de PHSME et de vitamin

pouvoir réducteur de l'extrait 

manière dépendante et il a été 

Le pouvoir réducteur de PHSME et V

 

Figure 33 : Le pouvoir réducteur des concentration

 

 5. Piégeage du radical hydroxyle :

 La figure 34 montre le pouvoire de piégeage de radical hydroxyle par l’extrait PHSME 

a différent concentrations  

augmenté avec l’augmentation de la concentration de manière dépendante et il a été  

montré une puissance réductrice approchant à ceux de Vc. Le pouvoir réducteur de 

PHSME et Vc est dose dépendante.
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Test du pouvoir réducteur ( Reducing Power Assay) : 

La capacité de l’extrait à donner un électron tout en convertissant le fer de la forme 

, cette réaction se manifeste par l’apparition de la couleur bleu

mesurable à 700 nm. Donc une absorbance élevée indique que l’extrait possède un grand 

montre les capacités réductrices de PHSME et de vitamin

pouvoir réducteur de l'extrait à augmenté avec l’augmentation de la concentration de 

été  montré une puissance réductrice approchant à ceux de V

Le pouvoir réducteur de PHSME et Vit c est dose dépendante.  

 

Le pouvoir réducteur des concentrations d’extrait PHSME comparer avec 

l’acide  ascorbique (Vit C) 

Piégeage du radical hydroxyle : 

montre le pouvoire de piégeage de radical hydroxyle par l’extrait PHSME 

  et de la vitamine C (Vit c). Le pouvoir réducteur de l'extrait à 

augmenté avec l’augmentation de la concentration de manière dépendante et il a été  

montré une puissance réductrice approchant à ceux de Vc. Le pouvoir réducteur de 

c est dose dépendante. a la concentration      , le pouvoir réducteur d’extrait 

une activité meilleure que la vitamine cette valeur significative (p < 0.01, comparant 

2 3 4 5

VC MEPHS

concentration (mg/ml)
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La capacité de l’extrait à donner un électron tout en convertissant le fer de la forme 

, cette réaction se manifeste par l’apparition de la couleur bleue 

mesurable à 700 nm. Donc une absorbance élevée indique que l’extrait possède un grand 

montre les capacités réductrices de PHSME et de vitamine c (Vit c). Le 

la concentration de 

montré une puissance réductrice approchant à ceux de Vit c. 

 

d’extrait PHSME comparer avec 

montre le pouvoire de piégeage de radical hydroxyle par l’extrait PHSME 

c). Le pouvoir réducteur de l'extrait à 

augmenté avec l’augmentation de la concentration de manière dépendante et il a été  

montré une puissance réductrice approchant à ceux de Vc. Le pouvoir réducteur de 

le pouvoir réducteur d’extrait 

(p < 0.01, comparant 

6 7
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Figure 34: pouvoire de piégeage de radical hydroxyle par l’extrait PHSME et de la 

vitamine c (Vc). 

 

6. L’Activité antiproliférative in vitro : 

La prolifération cellulaire a été évaluée en utilisant un dosage de MTT, après 

incubation avec l’extrait PHSME pendant 48h, 72h aux concentrations de 4,5 à 45 mg / 

mL. Les effets d'inhibiteurs  de la prolifération cellulaire des cellules  MDA, et des cellules 

HepG2 ont été observés et comparés avec le groupe témoin. Notre essai in vitro a montré 

que l'extrait à base d'herbes présentait d'importants effets anti-prolifératifs sur les deux 

lignées cellulaires cancéreuses. Ces effets ont été dépendants de la dose et du temps 

(figure35,36). Les resultats montrent qu Il a une diminution de 18% de viabilité des 

cellules  après 72 heures du traitement par rapport à celles de 48 heures. La IC50 (la 

concentration à laquelle l'herbe présente une inhibition de 50% de la croissance des 

cellules tumorales) pour les lignées cellulaires MDA, HepG2 était comprise entre 2,72-

5,47 mg / ml après 72 heures de traitement (tableau 11). Les cellules HepG2 étaient les 

plus sensibles aux extraits PHSME avec un IC50 de 2,7 mg / mL.  

Il est bien de noter que l'extrait à base d'herbes a exercé une inhibition 

significativement élevée (P <0,05) de la viabilité des cellules MDA , HepG2 entre 56 et 

71% à la concentration la plus élevée (45 mg / mL) respectivement (figure 35). 
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TABLE 9 : Les valeurs de IC50des lignées cellulaires. 

lignes cellulaires  IC 50   à  48h IC 50  à  72h 

Cellules HepG2  4,129 ± 0,063 2,729  ± 0,014 

Cellules MDA-MB-468 Human Breast 

Carcinoma 

5,06  ± 0,017 5,47 ± 0,023 

 

 

 Figure 35 : Effet du traitement par l’extrait PHSME sur  la viabilité des cellules 

HepG2 et MDA après 48 H. 

 

Figure 36 : Effet du traitement par l’extrait PHSME sur  la viabilité des cellules HepG2 et 

MDA après 72 H. 
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 7. Effet  d’extrait  PHSME sur l'apoptose

Les cellules HepG2, MDA ont été traitées avec PHSME (45 mg / ml) pendant 48 h 

pour étudier l’activité anti-

l'iodure de propidium. À-

l'annexine V-FTTC (FL1) et l'IP comme contrôle non 

des cellules traitées par PHSME ont été pos

présentant une augmentation marquée d'apoptose (

 

Figure 37 : L'effet d’extrait  PHSME

incubé avec une dose de 45 mg / ml pendant  48 heures les cellules ont été colorées avec 

l'annexine V

 (a comparer avec le control MDA), (b comparer avec control HepG2

résultats  sont on moyennes ± Ecartype 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

control MDA

1,56±0,1

                                                                          

d’extrait  PHSME sur l'apoptose : 

cellules HepG2, MDA ont été traitées avec PHSME (45 mg / ml) pendant 48 h 

-apoptotique  par coloration avec l'annexine V

-peu-près  20% à 36% des cellules ont été positives pour 

FTTC (FL1) et l'IP comme contrôle non traité, alors que environ 1,5

des cellules traitées par PHSME ont été positives pour la coloration , 

présentant une augmentation marquée d'apoptose (fig.37). 

L'effet d’extrait  PHSME sur l'apoptose des cellules MDA et HepG2 a été 

incubé avec une dose de 45 mg / ml pendant  48 heures les cellules ont été colorées avec 

l'annexine V-FTTC (FL1) et l'iodure de propidium FL2

(a comparer avec le control MDA), (b comparer avec control HepG2

résultats  sont on moyennes ± Ecartype De trois expériences indépendantes.

PHSME -MDA control HepG2 PHSME -HepG2

20,5±0,2

1,7±0,1

36±

Apoptosis %

a*

b**
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cellules HepG2, MDA ont été traitées avec PHSME (45 mg / ml) pendant 48 h 

apoptotique  par coloration avec l'annexine V-FTTC (FL1) et 

près  20% à 36% des cellules ont été positives pour 

alors que environ 1,5-1,7%. 

itives pour la coloration , ces cellules 

 

sur l'apoptose des cellules MDA et HepG2 a été 

incubé avec une dose de 45 mg / ml pendant  48 heures les cellules ont été colorées avec 

FTTC (FL1) et l'iodure de propidium FL2. 

(a comparer avec le control MDA), (b comparer avec control HepG2) les valeurs des 

De trois expériences indépendantes. 

HepG2

±0,2
b**
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8 . Effet d’extrait PHSME sur le cycle cellulaire

L'analyse du cycle cellulaire après le traitement des cellules HepG2 et MDA avec 

PHSME a montré que, le 

cellules à G1, S M a diminué. L’extrait  PHSME a entraîné une progression importante du 

cycle cellulaire dans la phase SG1 (

 

 

 

Figure 38: L’Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux: le pourcentage de 

cellules non traitées dans les phases SG1, G1, S, M du cycle cellulaire après le 

traitement 48h avec (45mg / ml) PHSME sur les cellules MDA et HepG2

avec le control HepG2), (b comparer avec control MDA) les valeurs des résultats  sont on 

moyennes ± Ecartype 
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. Effet d’extrait PHSME sur le cycle cellulaire : 

L'analyse du cycle cellulaire après le traitement des cellules HepG2 et MDA avec 

PHSME a montré que, le pourcentage de SG1 phase était augmenté, le pourcentage de 

cellules à G1, S M a diminué. L’extrait  PHSME a entraîné une progression importante du 

cycle cellulaire dans la phase SG1 (figure 38).  

L’Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux: le pourcentage de 

cellules non traitées dans les phases SG1, G1, S, M du cycle cellulaire après le 

traitement 48h avec (45mg / ml) PHSME sur les cellules MDA et HepG2

), (b comparer avec control MDA) les valeurs des résultats  sont on 

moyennes ± Ecartype De trois expériences indépendantes

G1 S

HepG2 Control HepG2 +PHSME MDA Control

a**

a*

b***

b**
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L'analyse du cycle cellulaire après le traitement des cellules HepG2 et MDA avec 

pourcentage de SG1 phase était augmenté, le pourcentage de 

cellules à G1, S M a diminué. L’extrait  PHSME a entraîné une progression importante du 

 

L’Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux: le pourcentage de 

cellules non traitées dans les phases SG1, G1, S, M du cycle cellulaire après le 

traitement 48h avec (45mg / ml) PHSME sur les cellules MDA et HepG2. (a comparer 

), (b comparer avec control MDA) les valeurs des résultats  sont on 

De trois expériences indépendantes. 

M

MDA+PHSME 

a**
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 II -1- Influences du traitement sur les paramètres biochimiques : 

1- Influence du traitement sur la concentration d’ASAT : 

Les résultats obtenus dans notre étude (figure 39) ont montré que la Doxo 

provoquait après 48 heures de son injection une augmentation significative de la ASAT 

chez les deux groupes de rats traité par 15 mg/ kg  de doxo  (lot Doxo et lot 

PHSME+Doxo), par rapport au groupe de rats sains témoins (P< 0.001) (207,43 ± 9.39 U/l 

et 164,38 ± 0,73 U/L)  contre 121,27±9,12 U/L. 

 les résultats montre aussi qu’ aucun changement significatif  de la concentration d’ ASAT 

(126,17±3,12 U/L) , n’ été remarqué chez le groupe de rat traité par l’extrait PHSME à une 

dose de 200 mg/kg.  Ces résultats montrent également le traitement préventif de group 

Doxo par extrait PHSME  a modifié et réduit la concentration d’ASAT avec une différance 

de 43,05 U/L hautement  significative par rapport au  groupe traité par la Doxo seule.  

. 

 

  
Figure 39 : Variation de la concentration d ‘ASAT sanguin (u/L) chez les rats témoins (T) 

et traités après  traitement.Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* 

0.05>p>0.01, (***) p < 0.001 (a : tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 
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  2- Influence du traitement sur le taux d’ AlAT : 

Les résultats de l’influence de l’extrait PHSME de la partie aérienne de Phlomis 

.samia  sur la concentration sérique d’ALAT chez des rats sains et des rats traité par la 

Doxo sont présentés dans la figure 40. 

Chez le groupe de rats traité par la Doxo, nous avons constaté que l’injection de la 

Doxo à provoqué, après 48 heures, une augmentation significative de la concentration 

sérique du ALAT (185,33± 1.08 U/l contre 106,9 ± 1.04 U/l) (P < 0.001) par rapport au 

groupe sain control, et aucun changement de cette concentration sérique d’ALAT 

(103,38±2,29U/L) chez le groupe de rats traité par l’extrait PHSME à une dose de 200 

mg/kg .par contre nous avons remarquer une démunissions  significative de ce taux sérique 

par un traitement préventive avec l’extrait PHSME 15 jours avant l’injection de la 

Doxorébucine avec une différance de 60,31U/L. comme le montre la figure . 

 

 

 

Figure 40 : Variation de la concentration d ‘ALAT sanguin (u/L) chez les rats témoins (T) 

et traités après  traitement.Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* 

0.05>p>0.01, (***) p < 0.001 (a : tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 
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3- Influence du traitement sur le taux d’LDH : 

Les résultats présentés sur la figure 41 montre que la concentrations plasmatiques 

du LDH est significativement élevés chez le lot Doxo par rapport au contrôle avec un 

pourcentages allont jusqu’à 58 %.Le traitement avec l’extrait à significativement amélioré 

ce paramètre en diminuant la concentrations d’LDH par  -38,85% Par rapport au group de 

rats traité par le Doxo seul. On constate qu’il y’a une différence significative de 27,08U/L 

de résultat entre le lot traité avec l’PHSME et le lot Témoin. 

 

 

 Figure 41 : Variation de la concentration de LDH sanguin (u/L) chez les rats 

témoins(T) et traités après  traitement.Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 

0.05,* 0.05>p>0.01, (***) p < 0.001 (a : tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 

 

4- Influence du traitement sur le taux d’LDH : 

D’après la figure 42, nous constatons qu’il n’y a aucun changement statistiquement 

significatif des niveaux du CPK sanguin chez les rats traités par extrait PHSME et le lot 

Témoin (669,545±2,54U/L et 614,59 ±1,84U/L) respectivement. 

Les résultats de la figure montre aussi une augmentation  très significative de taux de CPK 

,chez les rat traité par la Doxo par rapport au témoin avec une valeur de 1097,46 ± 5,28U/L 

contre 669,54 ± 2,54U/L dans le même ordre . 

nous constatons  aussi qu’il a une amélioration significative (P < 0.05) avec une valeur de 

775,30 ± 2,37U/L pour le lot préventive avec de l’extrait PHSME contre le traitement avec 

la Doxo seul.  
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Figure 42 : Variation de la concentration de CPK sanguin (u/L) chez les rats témoins (T) 

et traités. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* *P < 0.05 ; **P < 0.01; ***P 

< 0.001 (a : tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 

 

II-2-L’analyse des paramètres du stress oxydant: 

Les constituants chimiques pour cette plantes comprennent les flavonoïdes, les tanins, 

les alcaloïdes sont connus pour les propriétés antioxydantes et l'activité d'apoptose 

,Cependant, il n'existe que quelques études d'extraits de Ph.smia décrivant leurs activités 

biologiques qui pourraient confirmer leur utilisation traditionnelle En médecine 

folklorique. Dans ce sens, le but de la présente étude était d'étudier les effets  antioxydants 

et cardioprotecteur, d’extrait  méthanolique des parties aériennes de Ph. Samia (PHSME). 

1- Variation des concentrations en molonydialdéhyde (MDA) : 

Les concentrations en MDA ont été déterminées sur des fractions cytosoliques du cœur .La  

figure 43 représente la variation du taux cardiaque en MDA chez des rats sains et des rats 

traité par la Doxorébucine a une dose de 15 mg/kg et traité par l’extrait méthanolique de la 

plant Algérienne Phlomis .samia (PHSME) par rapport au témoins. 

Nous avant constaté une augmentation significative de taux d’MDA (P< 0.001) cardiaque 

chez des rats traité par anticancéreux Doxo par rapport aux rats sains témoins. Cette 

augmentation est à l’ordre de 139.65% (33.72 ± 1.26 contre 80 .81≠1.15) Par contre un 

traitement de deux semaines par l’extrait méthanolique lyophilisé de Phlomis.s a baissé le 
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taux du MDA de 50.69 % chez les rats traités par l’anticancéreux précédépar extrait par 

rapport aux rats traités par Doxo seul .  

Aucun changement n a’été remarqué (NS) en ce qui concerne lots PHSME lorsque en le 

compare avec lots témoin.  

 

 Figure 43 : Dosage de l’MDA tissulaire au niveau du coeur. 

. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* *P < 0.05 ; **P < 0.01; ***P < 0.001 (a 

: tous les groups vs temoin; b : PHSME+doxo vs DOXO). 

 

2-Variation des concentrations en GSH cardiaque : 

Le dosage de la forme réduite du glutathion tissulaire a montré qu’il a subit une baisse 

significative (p< 0.001) au niveau du cœur -56,74% , chez les rats de groupe Doxo par 

rapport au rats normaux contrôles (figure 44). Comparant le lot des rats traités par 

l’anticancereux avec le lots des rats Doxo+PHSME (lot préventive) , le traitement avec 

l’PHSME  semble avoir un effet significatif dont on a noté une augmentation remarquable 

du taux du glutathion réduit  du cœur +52.89% par rapport aux lots témoin .  

. D’après ces données, on constate que Le traitement des rats normaux avec l’PHSME a 

significativement augmenté le taux de GSH au niveau des cœurs par rapport au lot normale 

contrôle. 
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Figure 44 : Dosage de GSH  tissulaire au niveau du coeur. 

. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* *P < 0.05 ; **P < 0.01; ***P < 0.001 (a 

: tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 

 

3-Variation d’activité de l’enzyme de Catalase cardiaque : 

La catalase est l’une des enzymes antioxydantes les plus efficaces étant donné qu’elle 

n’est pas victime d’un phénomène d’inhibition aux fortes concentrations d’H2O2 , par ce 

qu’elle catalyse sa transformation en eau et en dioxygène. 

Dans notre étude, nous avons constaté une chute de l’activité de la catalase chez les rats 

recevant la DOXO (0.51± 0.014) par rapport au groupe témoin normal (1,7±0.031). Par 

contre, nous avons remarquée une augmentation de l’activité de catalase chez le groupe 

préventif (PHSME+doxo) (1, 910 ± 049) par rapport au groupe DOXO (0.51± 0.014). 
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Figure 45 :L’activité d’enzyme de Catatase au niveau du coeur. 

. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* *P < 0.05 ; **P < 0.01; ***P < 0.001 (a 

: tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 

 

4-Variation d’activité de l’enzyme GST cardiaque : 

L’activité de la GST a été déterminée sur une fraction cytosolique du coeur. La figure 46 

présente les résultats l’influence d’un traitement de deux semaine par l’extrait 

Methanolique  lyophilisé de Phlomis samia sur l’activité de l’enzyme de GST dans le cœur 

des rats sain et traité par le médicament anticancéreux la Doxorébucine . 

Dans notre étude nous avons constaté une réduction significative de l’activité de GST au 

niveau du cœur chez les rats traité par le médicament anticancéreux la Doxorébucine par 

rapport a celles des rats sains témoins (P< 0.001). Cette réduction est à l’ordre de 29,59 % 

(8,83±0,042 contre 12,54 ± 0,067) ; Par contre un traitement de deux semaines par l’extrait 

methanolique lyophilisé de Phlomis .s a provoqué une augmentation significative de 

l’activité de GST au niveau cardiaque chez le lot préventive  par rapport à celle enregistré 

chez les rats traité par la Doxorébucine  (P< 0.001) 14,63 ± 0,047contre 8,73 ± 0.042 

respectivement. 
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Aucun changement significative n’a été remarqué chez les rat traité par l’extrait PHSME 

par rapport au rats sain témoin (14,84 ± 0,054 contre 12,54 ± 0,067) .  

 
 

 
 

Figure 46 : L’activité d’enzyme de GST au niveau du coeur. 

. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n=7) (NS) p > 0.05,* *P < 0.05 ; **P < 0.01; ***P < 0.001 (a 

: tous les groups vs temoin; b :PHSME+doxo vs DOXO). 
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II -3 - Analyse des coupes histologiques : 

L’étude histologique du tissu myocardique a montré :  

Figure 47 : Les images A et B montrent des coupes histologiques de rats du groupe 

témoin. On observe dans le tissu que les cellules montrent une organisation tissulaire 

normale sans la présence de cellules anormales ou de défauts structurels. La présence des 

fibres musculaires cardiaques intactes sont séparées par un tissu conjonctif remplissant 

l’espace intracellulaire (TC). Toutefois, chaque cellule reste bien individualisée, elle 

contient un noyau centré (N), allongé dans le sens de l’axe de la cellule. 

Figure 48 : chez les animaux traités par doxorubicine seule, les images A et B montrent 

une anormalité au niveau de la structure des cellules myocardiques, principalement par la 

présence d’une dystrophie musculaire (DS) ,et une lyse des fibres musculaires cardiaque 

(LFMC) , et une apparition d’une nécrose .  

Figure 49 : Les images A et B montrent deux coupes histologiques du tissu cardiaque chez 

des rats ayant reçu d’PHSME seul. On observe dans le tissu que les cellules montrent une 

organisation tissulaire normale sans la présence de cellules anormales ou de défauts 

structurels, pas de dommage du tissu cardiaque. Son image rassemble à celui du groupe 

témoin.  

Figure 50 :L’étude histologique de biopsies endomyocardiques de tissu des rats du groupe 

préventif (prétraité par PHSME plus la doxo). Les images A et B met en évidence la 

présence des artères et des fibres musculaire cardiaque intacte et marqué par une légère 

lyse (image C). En effet, il ya une correction par l’extrait PHSME qui a diminué 

remarquablement les lésions éminents chez les rats traité par la doxo seule. 
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Figure 47 : Coupes longitudinales du myocarde du groupe Témoin Coloration 
hématoxyline éosine A (G×100) et B 
musculaire cardiaque intacte N : Noyau de cardiomyocyte CS : Capillaires Sanguins
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Coupes longitudinales du myocarde du groupe Témoin Coloration 
hématoxyline éosine A (G×100) et B (G×400) TC: Tissu conjonctif, FMCI : Fibre 
musculaire cardiaque intacte N : Noyau de cardiomyocyte CS : Capillaires Sanguins
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Coupes longitudinales du myocarde du groupe Témoin Coloration 
(G×400) TC: Tissu conjonctif, FMCI : Fibre 

musculaire cardiaque intacte N : Noyau de cardiomyocyte CS : Capillaires Sanguins 
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Figure 48 :Coupes longitudinales du myocarde du groupe (DOXO) 

Coloration hématoxyline éosine A(G×100) et B(G×400)   

LFMC : Lyse des fibres musculaire cardiaque  DS :  Dystrophie Musculaire 

TC: Tissu conjonctif  CD : Cardiomyocytes Déformées  
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 Figure 49 : Coupes longitudinales du myocarde du groupe

PHSME  .Coloration hématoxyline éosine A(G×100) et B(G×400)

: Fibre musculaire cardiaque intacte   N

Sanguins . 
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Coupes longitudinales du myocarde du groupe traité par 200 mg/kg de

Coloration hématoxyline éosine A(G×100) et B(G×400) TC: Tissu conjonctif, FMCI 

: Fibre musculaire cardiaque intacte   N :   Noyau de cardiomyocyte   CS : Capillaires 
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Figure 50:Coupes longitudinales du myocarde du groupe  Doxo+PHSME (Prév)

Coloration hématoxyline éosine A(G×100) ,B(G×400) et C(G×400)

 FMCI : Fibre musculaire cardiaque intacte , 

conjonctif , CS :capillaire sanguin . 
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Coupes longitudinales du myocarde du groupe  Doxo+PHSME (Prév)

Coloration hématoxyline éosine A(G×100) ,B(G×400) et C(G×400) 

FMCI : Fibre musculaire cardiaque intacte , N : Noyau de cardiomyocyte
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Discussion 

La doxorubicine est un antibiotique anthracycline très actif Utilisé largement dans 

le traitement des patients atteints un Cancer du sein, cancer des ovaires, sarcomes, 

leucémies et lymphomes. Il est l'un des antitumoraux le plus efficace (Singal PK et  

Iliskovic., 1998). 

Les antibiotiques appartenant à la classe des anthracyclines. Son utilisation est 

limitée par une forte incidence de cardiotoxicité (Kelishomi et al., 2008). Le principal 

mécanisme putatif pour la cardiotoxicité induite par la doxorubicine est la production 

d'espèces réactives d'oxygène (ROS) lors de son métabolisme intracellulaire. ROS 

Provoque divers dommages oxydatifs sur les composants cellulaires et les membranes 

attaqué en induisant la peroxydation lipidique À la perte irréversible de myofibrilles, à la 

dilatation du réticulum sarcoplasmique, à la vacuolisation cytoplasmique et au gonflement 

des mitochondries (Takemura & Fujiwara, 2007). Plutot sur la toxicité sélective Pour le 

doxorubicine  dans le tissu cardiaque plutôt que d'autres tissus tels que le foie est dû à de 

faibles niveaux de défenses antioxydants (Barry et al., 2007).  

Dans le temps récent, l'attention a été Concentré pour l'utilisation d'antioxydants 

naturels pour la Prévention des troubles médiés par le stress oxydatif tels que le diabète, le 

cancer, la toxicité cardiaque et la toxicité hépatique (Li et al., 2006).  

Les antioxydants Naturel obtenus à partir de plantes médicinales sont devenus 

Populaire en raison de leur faible coût, de leur facilité d'accès et de moins d'effets 

secondaires perçus. 

 Dans ce contexte Nous avons choisi Phlomis. samia, une plante médicinale 

Importante pour explorer son application thérapeutique potentielle dans la prévention de la 

cardiotoxicité induite par la doxorubicine. 

Certaines espèces de Phlomis ont été utilisées dans la médecine folklorique comme 

stimulants, toniques (Saracoglu et al., 1998), guérisseurs de plaies (Bucar et al., 1998) et 

analgésiques (Zhang et al.,1991). Il existe des preuves indiquant diverses activités telles 

que : anti-inflammatoire, immunosuppresseur, antimutagène (Saracoglu et al., 1995)  le 

balayage des radicaux libres (Kyriakopoulo et al., 2001) et l'antimicrobien (Couldis et 

al.,2000) pour Phlomis. Les plantes du genre Phlomis ont été démontré qu'elles contienent 

différentes classes de glycosides comprenant Iridoïdes, flavonoïdes, phénylpropanoïdes, 

phénylétoïnes Et diterpenoids. Le groupe de flavonoïdes est connu  pour sont effet anti-
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inflammatoire, anti-allergique, antithrombotique, Vasoprotecteur, inhibition de la 

promotion de la tumeur et Protégé la muqueuse gastrique. Ces propriétés ont été Attribué à 

l'influence des flavonoïdes sur la production des prostaglandines et leurs effets 

antioxydants (Couldis et al., 2000). Certains des glycosides phénylpropanoïdes sont connus 

pour posséder des Propriétés biologiques, y compris cytotoxiques, cytostatiques, Anti-

inflammatoire, antinociceptive, immunosuppresseur et Effets antimicrobiens (Kamel et al., 

2000 ; Ismailoglu et al., 2002) et beaucoup de glycosides iridoïdes Isolé des plantes a 

montré des activités biologiques significatives, par exemple. Choléré, purgatif, 

hépatoprotecteur, vasoconstricteur, Analgésique, sédatif, anti-inflammatoire et 

antimicrobien Activités (Ismailoglu et al., 2002 ). Récemment, les effets de balayage des 

radicaux libres de des glycosides phénylpropanoïdes et iridoïdes ont été rapportés De 

certaines espèces de Phlomis (Ismailoglu et al., 2002 ).Phlomis samia Desfontaines 

(Lamiaceae) est une plante endémique algérienne rare, communément Connu sous le nom 

de Kayat El Adjarah (Quezel, & Santa, 1968) Au meilleur de nos Connais  P. samia N'a 

fait l'objet d'aucune recherche pharmacologique En ce qui concerne l’effet cardioprotective 

et apoptotique . alors que des études antérieures n'ont montrés  que une fortte activité 

antimicrobienne des  huiles essentiels extraite de ceux espèce   

 

Tenant compte de ces données, notre étude a porté sur l’étude phytochimique et 

pharmacologique préliminaire de l’espèce Phlomis samia bovie de noé, ainsi que sur 

l’évaluation de l’activité cardioprotective , antioxydante et proapoptotique d’une part, la 

Doxorubicine et ses perturbations métaboliques et d’autre part, sur les biomarqueurs du 

stress oxydant associé au cardiotoxicité induite par l’anticancereux . 

 

Etude du matériel végétal: 

L’extrait méthanolique de la partie aérienne (feuilles, fleures et tiges) de Phlomis samia 

(avec un rendement de 12.78 %) a subi un screening phytochimique qualitatif et 

quantitatif. Ce qualitatif a révélé la présence de certains isoprénoïdes: les  alcaloïdes sels et 

les saponosides à génines stéroïdiques et triterpéniques, en plus d’autres composés 

phénoliques : flavonoïdes, tanins et coumarines. Selon (Newman et al., 1974 ; Markham et 

al.,1982) les composés que pourraient contenir un extrait brut sont des  flavonoïdes, des 

aminoacides, des terpènes, des cires et des tannins. Nos résultats sont en partie  
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comparables a ceux obtenus par (Sarkhail et al., 2003) qui ont montrer que L'analyse 

préliminaire phytochimique par Chromatographie sur couche mince en utilisant des réactifs 

spécifiques ont indiqué la présence de glycosides iridoïdes et les composés phénoliques 

tels que les glycosides flavonoïdes et phénylpropanoïdes dans des extraits totaux de 

Phlomis olivieri Benth., Phlomis anisodonta Boiss. Et Phlomis persica Boiss. Une autre 

etude de (Kabouche et al., 2005) a montrer la présence d’un glycoside phenylethanoid, 

verbascoside et trois connue flavonoïdes à savoir, la lutéoline, la lutéoline 7-b-D-

glucopyranoside et chrysoeriol dans l’extrait de Phlomis crinita (Cav.) qui été recueillies 

auprès djebel El-Ouahch, Constantine, Algérie. 

 

Le screening phytochimique quantitatif a montré que la plante contient 73.14 ± 0.15 

mgEAG/gE polyphénols totaux parmi les quels 21.61± 0.17mgEQ/gE flavonoïdes. Ces 

résultats nous donnent une bonne prévision concernant l’activité biologique de la plante, 

malgré qu’elle soit  générale et imprécise, elle reste encourageante surtout que ces 

composés phytochimiques dont on a prouvés la présence sont connus par leurs effets 

pharmacologiques et d’être impliqués dans de nombreuses activités biologiques . 

 

Investigations chromatographiques par HPLC d’extrait PHSME 

 

D‘une manière générale l‘HPLC, qui fait intervenir une phase stationnaire solide 

constituée de particules fines et une phase mobile liquide, demeure la technique la plus 

souvent utilisée car elle présente de nombreux avantages telles que sa simplicité de mise en 

oeuvre, sa reproductibilité, une gamme étendue de phases stationnaires commercialement 

disponibles permettant de moduler les interactions avec le soluté, et ses diverses 

possibilités de couplages avec d‘autres techniques chromatographiques et/ou des systèmes 

de détection. 

 les différents systèmes de détection pouvant être couplés avec l‘HPLC, les 

systèmes de détection les plus communément utilisés sont les détections par absorption 

dans l‘ultravioletvisible (UV-vis), fluorescence, diffusion de lumière (DEDL), 

électrochimie, spectrométrie de masse (MS, Mass Spectrometry) et résonnance magnétique 

nucléaire (RMN).  

L‘HPLC a majoritairement été utilisée pour l‘analyse des composés phénoliques de 

l’extrait PHSME. Il peut être remarqué que la séparation des polyphénols , et 

particulièrement celle des flavonols, 
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Les conditions expérimentales utilisées lors des analyses chromatographiques 

permettent d’envisager un ordre d’élution possible des composés polyphénoliques. Les 

composés les plus polaires sont moins retenus par la colonne C18. L’ordre d’élution des 

molécules étant aussi déterminé par la nature et le gradient des solvants utilisés.  

 

On peut donc envisager que pour un solvant d’élution tel que l’acétonitrile les 

premiers constituants à être élués soient : les acides hydroxybenzoïques, suivis des flavan-

3-ols, des acides hydoxycinnamiques, des coumarines, des flavanones, des 

dihydrochalcones, des flavonols et des flavones. Si les polyphénols devaient contenir des 

groupements apolaires (groupement méthoxy par exemple), ils seraient alors plus retenus 

par la phase stationnaire. S’ils devaient posséder des sucres, ils seraient alors élués avant 

leur forme aglycone. Et enfin, dans le cas d’une acétylation éventuelle du sucre, les temps 

de rétention seraient alors augmentés (Abad-Garcia et al., 2009).  

 

Le profil d’élution des composés issus de l’extrait a été suivi à 280 nm, longueur 

d’onde caractéristique des composés phénoliques. En effet, tous les phénols sont détectés 

dans la région des ultra-violets avec un pic d’absorption maximum à 280 nm du à la 

présence du cycle phénolique. Le cycle B présent dans les différentes classes de 

flavonoïdes est caractérisé généralement par un pic d’absorption qui se situe dans un 

intervalle de mesure compris entre 300 et 380 nm, exception faite pour les anthocyanes 

dont le cycle B présente un maximum d’absorption entre 460 et 560 nm. Le Tableau 4 

concilie les différentes longueurs d’onde généralement utilisées dans le cas de l’étude des 

composés phénoliques (Merken et Beecher, 2000; Stecher et al., 2001; Robbins, 2003).  

 

Cette première analyse qualitative a été affinée par surcharge de témoins 

commerciaux en utilisant plusieurs acides phénoliques et flavonoïdes de différentes 

natures. Les temps de rétention et les longueurs d’onde correspondant aux maxima sont 

consignés dans le Tableau4. La superposition des chromatogrammes à 280 nm illustrée 

dans le Tableau 3, et la comparaison du pic cible à celui du témoin, ne nous a permis que 

de suspecter la présence éventuelle dans l'extrait brut étaient: chlorogénique acide ferulic 

acide luteolin ; Apigenin et α caumarique acide  (Figure 26) 

Les résultats obtenus sont compatibles avec le travail de Zhang et Wang 

(2009) ,L'analyse par HPLC des composés phénoliques dans l'acétone et du methanol des 
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extraits de P. umbrosa et é ont montré que l'acide protocatéchique, l'acide chlorogénique, 

l'acide caféique, (-) - épicatéchine, l'acide benzoïque, la rutine, l'acide salicylique, et l'acide 

rosmarinique sont présents dans tous les échantillons. Aussi, des traces de l'acide gallique, 

l'acide vanillique, l'acide p-coumarique, et cinnamique ont été détectés acide. Y étaient des 

composés qui ne pouvaient pas être identifiés; Toutefois, en fonction de leurs 

comportements chromatographiques et spectres UV, leur classe chimique peut 

correspondre à l'inconnu des composés phénoliques. 

 

Plusieur études ont montré que Les flavonoïdes sont les principaux 

phytoconstituants Isolé du genre Phlomis. Ceux-ci inclus Apigenine, lutéoline, 

naringénine, érydiodicol, chryseriol , kaempferol et leurs glycosides . La majorité Des 

flavonoïdes identifiés dans le genre Phlomis sont les flavones, les flavonols Et 

fréquemment 7 ou 3-glycosylés. Luteolin 7-glucoside, luteolin-7-O -β - glucopyranoside, 

chrysoeriol-7-p-coumaroylglucoside Et le chrysoériol-7-glucoside constituent le plus 

souvent Flavonoïdes glycosylés fondés dans le genre Phlomis (El- Negoumy et al., 1986; 

Kyriakopoulou et al., 2001; Marin et al., 2007). 

D’après les résultats obtenus par le screening phytochimique et l’analyse par HPLC, il était 

utile de réaliser certains tests pharmacologiques. Commençant par le test de toxicité de la 

plante : le test d’innocuité. Ce test est appelé aussi essai de toxicité anormale. Il est surtout 

utilisé pour tester les produits nouveaux en industrie pharmaceutique. Il consiste à 

administrer à des souris une dose unique de la substance par la voie appropriée et la durée 

d’observation est de 72 heures. Les produits dont DL50 est inconnue, la plus grande 

quantité de produit est administrée afin que le rapport dose souris/dose humain soit le plus 

grand possible, et c’est le cas de notre extrait où aucune éventuelle toxicité n’a été 

observée avec les différentes doses testées jusqu’à 5g/kg d’PHSME. Dans notre étude la 

période d’observation était d’une semaine après administration unique pour le premier et le 

troisième jour, c’était juste pour s’assurer s’il y une toxicité après le métabolisme des 

constituants de l’PHSME. L’absence d’éventuelle toxicité peut nous conduire à penser à la 

faible teneur en alcaloïdes connus par leur toxicité à fortes doses. 

L’activité antioxydante in vitro  

L’évaluation de l’effet de  Phlomis samia est un objectif principal dans notre étude, 

raison pour laquelle il était indispensable de l’étudier in vitro avant de passer à l’étude in 

vivo. Pour cela plusieurs tests sont réalisés : L’activité antioxydante par le test au β-
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carotène / acide linoléique (Aslan et al., 2006), et L’effet scavenger par le test de DPPH 

(Cuendet et al., 1997; Burits & Bucar., 2000). 

 

Le test de β-carotène / acide linoléique a montré que le pourcentage de l’activité 

antioxydante de l’PHSME  était de de 97.05 ± 0.94 % contre  99.97 ± 0.92 % pour le BHT  

(composé antioxydant synthétique).La capacité antioxydante des plantes est principalement 

dûe à leur richesse en composés phénoliques, qui sont capables à donner des atomes 

d’hydrogènes pour inhiber la péroxydation lipidique (Amić et al., 2003). La présence et le 

nombre de groupements OH libres sont des facteurs déterminants de l’activité antioxydante 

des polyphénols (Sharififar et al., 2008).   

Nos resultats est en accord avec  Zhang et Wang (2009) qui ont montré que les 

extraits Méthanolique de P. umbrosa et  P. megalantha, a exercé des effets marqués sur 

l'inhibition De l'oxydation de l'acide linoléique par un  pourcentage de  82.4 ±0.07 % et 

87.8 ±0.10% respectivement , qui était aussi forte Comme références positives par rapport 

ou BHT et VitE . 

 

Le test de DPPH effectué sur l’PHSME pour évaluer son effet scavenger a montré 

qu’il a une IC50 de 34ug/ml  contre 32.92 ± 0. 62 μg /ml pour le BHT. Une étude pareille 

réalisée sur l’extrait méthanolique de P. megalantha, P. umbrosa a montré une forte 

hydrogénation Capacité et peut neutraliser  efficacement DPPH Radicaux. Les valeurs 

IC50 dans les capacités de balayage étaient de l'ordre de 15,7 et  20,2μg / mL  

respectivement. En ce qui concerne les  Composés phénoliques purs (protocatechique, 

chlorogène, benzoïque, L'acide rosmarinique et la rutine), l'acide protocatechique avaient 

La plus haute capacité de balayage des radicaux, suivie par le rosmarinic Acide, acide 

chlorogène et rutine (Zhang & Wang Zhe-zhi 2009). 

 

D’autre études ont montrer que Forsythoside B, acteoside (le principal alcool 

phényléthylique Glycoside dans le genre Phlomis) purifié de Phlomis caucasica Et le 

samioside préparé à partir de Phlomis samia s'est avéré être Des piégeurs puissants du 

radical 2,2-diphényl-1-picryl hydrazyle (DPPH) (Kyriakopoulou et al., 2001; Delazar et 

al., 2008). 

 

Par comparaison à cette étude, on peut dire que l’effet scavenger de l’PHSME est 

aussi très élevé. Les résultats obtenus par l’étude phytochimique et pharmacologique de 
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l’PHSME nous ont permis de conclure que cette plante est riche en composés phénoliques 

doués d’activités biologiques et pharmacologiques très importantes. En plus, la capacité 

puissante de la plante vis à vis les radicaux libres et l’oxydation donne un grand espoir 

concernant son effet contre le stress oxydant in vivo. 

 

Le teste de l’inhibition de la peroxydation lipidique a été effectuer par deux sources 

riches on lipides homogénat de foie et le jaune d’œuf ,D’après les résultats, nous avons 

trouvé que l’PHSME à la concentration de 200 mg a un effet inhibiteur plus puissant qu’à 

la concentration de 100 mg. Ces résultats sont relativement en accord avec les études de 

Bounatirou et al, 2007 qui ont montré que l’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique 

varie d’une plante médicinale à une autre et avec des concentrations élevées. d’autre 

résultats indiquent que les  flavonoides évidemment inhiber Le OH produit par le système 

Fe2 + -H2O2, inhibe encore la peroxydation lipidique Dans le microsome du foie de souris 

(Guang-Hong et al., 2014). 

L'activité de réduction de puissance est un bon indicateur d'antioxydant activité. La plante 

ayant une puissance réductrice élevée en général a également signalé un fort potentiel 

antioxydant.  

En outre, Les résultats montrent que l’PHSME contient des composés qui entrent 

en compétition avec la ferrozine pour chélater le fer ferreux (Fe+2). La capacité chélatrice 

d’un produit est très importante du fait qu’elle réduit la concentration des métaux de 

transition catalyseurs de la peroxydation lipidique in vivo. Les métaux de transition comme 

le fer ferreux (Fe+2), peuvent faciliter la production des espèces réactives de l’oxygène 

dans les systèmes biologiques. Ainsi, la capacité d’un produit à chélater le fer lui accorde 

une précieuse capacité antioxydante en retardant l’oxydation catalysée par les  métaux 

(Halliwell & Gutteridge, 1984). Le fer est connu comme le pro-oxydant le plus important 

des lipides en raison de sa grande réactivité. Ainsi, les produits chélateurs offrent une 

protection contre l’endommagement oxydatif des cellules en éliminant les ions Fe+2 qui 

participent dans la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler l’oxydation des 

lipides par la réaction de Fenton, et accélère également cette oxydation en décomposant les 

hydroperoxydes en radicaux pyroxyles et alcoxyles qui peuvent à leur tour entretenir la 

réaction de peroxydation lipidique (Demirtas et al., 2013). Plusieurs études ont montré que 

les flavonoïdes et les acides phénoliques possèdent une remarquable activité chélatrice 

envers les ions métalliques (Capecka et al., 2005). Ainsi, il a été rapporté par Verdan et ses 
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collaborateurs (2011) que l’effet chélateur de certains flavonols (quercétine, myricétine et 

morine) est dû en partie à leur pouvoir de fixer les différents métaux comme Fe+2, Fe+3, 

Cu+2 et Zn+2 via leurs groupements hydroxyles des trois cycles. Sachant que les deux 

groupes: 3-hydroxy-4-céto et 5-hydroxy-4-céto des cycles A et C sont les plus intéressants. 

L’aptitude d’un composé de donner des électrons lors d’une réaction 

d’oxydoréduction peut être exploitée pour mesurer son activité anti-oxydante. Cette 

capacité de donation d’électron est appelée pouvoir réducteur (Le et al., 2007). La mesure 

du pouvoir réducteur des composés purs ou sous forme d’extrait brut peut se faire par 

détection spectrophotométrique (à 700 nm) du complexe (Fe+3)4[Fe+2(CN-)6]3. Les 

résultats de ce travail montrent que l’PHSME a exercé un effet réducteur, qui pourrait être 

dû à sa richesse en composé polyphénoliques. Il est connu que ces molécules servent de 

bons donneurs d'électrons et d'hydrogènes qui sont dérivées principalement de leur cycle B 

En conséquence, ils peuvent mettre fin à la réaction radicalaire en chaîne par conversion 

des espèces réactives de l'oxygène à des produits plus stables (Le et al., 2007).  

 

La Réduction De Fe +2 par l'activité donatrice d'électrons des composés Reflète le 

mécanisme antioxydant possible des composés. Dans cette expérience, les ions ferriques 

sont réduits à Les ions ferreux avec la couleur du mélange réactionnel changent Du jaune 

au vert bleuâtre. Les résultats pour l’activité de la puissance réductrice ferrique de l'extrait  

PHSME est indique un pouvoir Potentiel de réduction dépendant de la dose. ces résultats 

on accord avec les étude de ( Zhang & Wang Zhe-zhi .,2009) qui  Montre La puissance 

réductrice des échantillons était proportionnelle Aux concentrations utilisées. Ils sont 

similaires À la concentration de 0,01 mg / mL et Divergeait avec l'augmentation de la 

concentration de réaction 0,5 mg / mL, et  les extraits de P. megalantha se sont  révélés 

meilleurs Réducteurs radicaux que les extraits de P. umbrosa Dans ce système, suggérant 

qu'ils ont une électronisation forte Capacités. Cependant, ils sont encore légèrement moins 

Efficace que BHT, et En ce qui concerne les cinq purs Composés phénoliques, 

protocatechiques , chlorogènes, rosmariniques L'acide et la rutine sont remarquablement 

puissants en faisant don Des électrons aux radicaux libres réactifs, en les transformant en 

Des espèces non réactives plus stables et terminant  La réaction en chaîne des radicaux 

libres, Les résultats ont bien corroboré avec le Test DPPH et aussi en accord avec  (Meir et 

al., 1995. Santiagu et al., 2013), qui montre que L'extrait d'acétate d'éthyle de T. asiatica a 

son potentiel antioxydant Activité par test pouvoir réducteur et cette activité et dose 

dépondent. 
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D’après les résultats l’PHSME possède un  pouvoir réducteur inferieur à celle du 

Vit C. Les résultats du ce travail sont relativement en accord avec d’autres études qui ont 

montré que le pouvoir réducteur varie d’une plante médicinale à une autre (Savoie et al., 

2008 ; Sridevi et al., 2013). 

 

Puis, Piégeage du radical hydroxyle d’extrait PHSME et Vit c.  

Le radical hydroxyle est le plus connu par sa réactivité, sur les bio-macromolécule des 

cellules vivantes et ces dommages biologiques caractérisés par sa capacité à stimuler la 

peroxydation des lipides, qui se produisent lors de l’attaque des phospholipides 

membranaires (Valko et al.,2007).  Notre extrait étudier à la concentration de 200 mg/ml  a 

montré une plus grande activité de piégeage des radicaux hydroxyles . lorsque On 

comparent notre résultats avec ces études (Miller, 1990 et Iliskovic, 1998) on peut 

démontrer que notre plante peut être considérée comme un bon piégeur de radical 

hydroxyle. 

L'activité de balayage de H2O2 a été détectée et comparée à l'acide ascorbique, le 

peroxyde d'hydrogène est un agent oxydant faible et peut inactiver quelques enzymes 

directement habituellement par oxydation du groupe thiol (-SH), qui la sépare rapidement 

de la membrane cellulaire, et une fois  la H2O2 à l'intérieur de la cellule. Il peut 

probablement réagir avec les Fe+2  et éventuellement des Cu+2 ions pour former un radical 

hydroxylique et cela peut être l'origine de plusieurs de ses effets toxiques (Bhatia et al., 

2011) 

Effet de PHSME sur la viabilité cellulaire  

La prolifération cellulaire a été évaluée en utilisant un dosage de MTT, après 

incubation avec PHSME pendant 48h, 72h aux concentrations de 4,5 à 45 mg / mL. 

Notre dosage in vitro a montré que l'extrait à base d'herbes présente d'importants effets 

anti-prolifératifs entre 56 et 71% d’inhibition à la concentration la plus élevée (45 mg / 

mL) , sur les lignes  cellulaires cancéreuses MDA, HepG2., c'est la première expérience  en 

termes d'influence de PHSME sur les cellules cancéreuses, ce qui est encourage pour 

vérifier d'autres effets et mécanismes impliqués.ses résultats sont en accord avec plusieurs 

expériences a base d’extrait des plants . 
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Phényl propanoïde acide caféique, alcool phényléthylique et Glycosides de 

phényléthylalcool isolés de Phlomis armeniaca Ont une activité cytotoxique contre 

plusieurs types des cellules cancéreux . Cependant, ils n'ont pas affecté la croissance et la 

viabilité de Hépatocytes primaires cultivés de rat (Saracoglu et al., 1995). Verbascoside, 

isoverbascoside, Forsythoside B et 3- Ester méthylique d'acide O-caffeoylquinique isolé de 

Phlomis Brunneogaleata a montré une activité cytotoxique contre les lignées cellulaires L6 

(Kirmizibekmez et al., 2004). 

l'extrait hydroalcoolique de propolis rouge brésilien a inhibé la croissance des cellules 

cancéreuses d'hépatite 2 (HepG2)  selon Les résultats de la cytométrie on flux  qui ont 

indiqué des effets partiellement médiés par la mort cellulaire programmée confirmée par 

l'externalisation de la phosphatidylsérine, l'analyse de clivage de l'ADN, l'augmentation de 

la phase SUB G1-G0 dans l'analyse du cycle cellulaire et la perte de potentiel membranaire 

mitochondrial (Olivier da silva et al., 2017). 

 Une autre étude a montré que  Le triterpénoïde, d'extrait éthanolique des graines 

d'avocat (Persea americana), a une activité cytotoxique avec une très faible valeur IC50 

12.03 μg/mL (Andi Nur Fitriani., 2017). 

 Les L'huile essentielle  de la plante Elsholtzia ciliata a prouver une activité 

antiproliférative sur trois lignées cellulaires cancéreuses (glioblastome humain (U87), 

cancer pancréatique (Panc-1) et cancer du sein triple négatif (MDA-MB 231) in vitro. Les 

valeurs EC50  de l'huile essentielle contre ces cellules se situaient dans la plage de 0,017-

0,021% et la viabilité des cellules MDA-MB231 (jusqu'à 76,4%) à la concentration la plus 

élevée de 10 mg / mL (Lauryna Rudziuvelyte et al .,2017). 

Effet de PHSME sur l'apoptose 

Les cellules HepG2, MDA ont été traitées avec PHSME (45 mg / ml) pendant 48 h 

pour étudier l'apoptose avec coloration on annexine V-FTTC (FL1) et l'iodure  propidium. 

20% à 36% des cellules sont positives pour l'annexine V-FTTC (FL1) et l'IP dans le 

contrôle non traité. Les cellules traitées par PHSME présente une augmentation marquée 

de l'apoptose. 

Selon les différents références publiées aucune étude n’a souligner l’effets 

proapoptotique de la plante Phlomis ,par contre d’autre étude  ont démontrés  que l’extrait 

Sho-saiko à  induit l'apoptose des Cellules HL60 par deux ingrédients actifs. 
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 Le wogon et des extraits de réglisse, pourrait agir comme un prooxydant 

provoquant ainsi Apoptose des cellules HL60. le Baicalein et l’acide glycyrrhétinique, 

Augmentent  la concentration intracellulaires des espèces réactif d'oxygène dans les 

cellules HL60 . 

les composents de Sho-saiko, baicalein (Un flavonoïde) et Acide glycyrrhetinic.  

Ces principaux constituants, a induit une apoptose et a stimulé La génération d'espèces 

réactives d'oxygène dans les cellules traité. il été expliquer que le Baicalein, agit comme un 

antioxydant typique, mais Réduit les métaux de transition par action de groupes 

phénoliques, Entraînant une réduction supplémentaire de la molécule d'oxygène pour 

former Radical superoxyde (Yoshino et al., 1999). Peroxyde d'hydrogène Et un autre 

radical hydroxyle peut être formé à partir de superoxyde radical, le piégeur d'espèces 

réactives d'oxygène, Suggère un rôle important des espèces réactives d'oxygène dans 

L'induction de l'apoptose des cellules HL60 (Toshiko Makino., 2006).  

les flavonoïdes comme la génistéine et la quercétine, ainsi que pour les mélanges 

flavonoïdiques ont une capacité d’une part d’altérer l'expression de quelques gènes 

spécifiques, qui peuvent promouvoir la carcinogénèse par leur deméthylation à des 

concentrations faibles, et d’autre part d’inhiber potentiellement les processus 

cancérogènes, par activation de la cascade pro-apoptotique à des concentrations élevées 

(King-Batoon et al., 2008 ; El Touny et Banerjee, 2009).  

 

Effet d’extrait PHSME sur le cycle cellulaire  

L'induction de l'apoptose dans les cellules cancéreuses a été démontrée comme une 

stratégie efficace pour la thérapie du cancer (Du &  Ho.,2001) (Ishiko , 2001). Une variété 

de stimuli sont connus pour pouvoir déclencher l'apoptose dans les cellules cancéreuses, ce 

qui inclut l'irradiation (Bishay ,2001 ;Naumann .,2001), Choc thermique (Kondo ,2000 ; 

Feng, 2001) , oxyde nitrique (Vouldoukis ,2000) Cependant, la plupart de ces stimuli sont 

souvent confrontés au problème de la spécificité médiocre, puisque les cellules normales 

sont également endommagées. Par conséquent, il a rendu ce traitement moins approprié 

pour une utilisation clinique. Trouver un médicament potentiel induisant l'apoptose avec 

une spécificité élevée pour les cellules cancéreuses devient l'objet de la recherche sur le 

cancer connexe. 
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 Les médicaments chimiothérapeutiques sont connus pour induire une cytotoxicité 

dans les cellules tumorales à travers divers mecchanismes, dans lesquels les événements de 

signalisation jouent un rôle important en fonction du type de cellule et des stumulus (Tian 

et al., 2006) il est nécessaire de trouver de nouveaux médicaments anticancéreux qui 

peuvent tuer des cellules cancéreuses avec Toxicité minimale, l'effet cytostatique des 

extraits de plantes entières sur les cellules cancéreuses est souvent bien meilleur que l'effet 

de leurs composés biologiquement actifs (yano et al., 1994). 

Les anthracyclines induisent des perturbations au niveau du cycle cellulaire. 

Chaque phase du cycle est associée à au moins un point de contrôle (checkpoint) qui 

autorise ou non le passage à la phase suivante. Le cycle cellulaire, d'une durée 

approximative de 24 heures (entre 10 et 40 heures), est une succession de phases de repos 

et de synthèse d'ADN. Toutes les étapes de la division cellulaire nécessitent des synthèses 

protéiques et donc l'activation de leur transcription au niveau de l'ADN. Un certain nombre 

de régulation sont dues à deux types de molécules : les cyclines et les cyclin dependent 

kinases d'une part, et d'autre part les facteurs de transcription (Albert et al., 1995).. 

Entre les différentes étapes du cycle cellulaire se situent des points de contrôle qui 

ont pour but de vérifier l'intégrité de la transmission de l'ADN de la cellule mère vers les 

cellules filles. De par leur position stratégique, les arrêts en OI/S et OzlM sont les mieux 

connus. Selon les rapports récents, l'utilisation d'extraits végétaux est très Efficace en 

thérapie anticancéreuse, en raison de la complémentarité ou Effet synergique de composés 

particuliers de l'extrait (Li Et al., 2000). L'effet cytostatique des extraits végétaux entiers 

Sur les cellules cancéreuses est souvent beaucoup mieux que l'effet de leur composés 

biologiquement actifs particuliers (Yano et al., 1994; Vickers, 2002). De ce point de vue, il 

est important d’Étudier le mécanisme des effets anticancéreux d' Extrait  PHSME .  

Il n'y a pas eu d'enquête sur l'effet d’ Extraits Phlomis samia sur la survie, l'indice 

mitotique, L'induction d'apoptose  ou le cycle cellulaire de cellules saines et cancéreuses. 

La diminution du nombre cellulaires pour les deux lignées cancéreuses étudiées 

suite à leur traitement par 450 μg/ml d’extrait pourrait être due soit à l’effet toxique, où les 

cellules éclatent et meurent par nécrose, ou à l’effet apoptotique où l’PHSME active la 

machinerie cellulaire responsable du déclenchement de l’apoptose. Afin d’éclaircir la 

nature de l’effet de l’PHSME  sur les lignées cancéreuses étudiées, une analyse de leur 

cycle cellulaire par cytométrie en flux a été réalisée. Les cellules sont analysées 

individuellement en utilisant un agent fluorochrome qui permet de quantifier leur teneur en 
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ADN (l’intensité de fluorescence est proportionnelle à la quantité d’ADN de chaque 

cellule). Toutefois, la cytométrie en flux ne permet pas de distinguer entre les phases G0 et 

G1, ni entre la phase G2 et la phase M. Donc, cette technique permet de diviser le cycle 

cellulaire en trois phases selon la teneur des cellules en ADN: i) La phase G0/G1, c’est la 

phase d’activation de la cellule où la quantité d’ADN =2n. ii) La phase S, c’est la phase de 

synthèse d’ADN où sa quantité passe de 2n à 4n. iii) La phase G2/M, c’est la phase de 

mitose ou de division cellulaire où la quantité d’ADN =4n. Par conséquent, Cette 

technique détecte également les cellules dont la quantité d’ADN est inferieure à 2n ou les 

cellules en phase sous-G1. Ces cellules correspondent aux cellules apoptotiques ou à leurs 

débris. En outre, les cellules à quantité d’ADN supérieure à 4n peuvent être détectées en 

fin de diagramme (cellules polyploïdes) et sont généralement les cellules cancéreuses qui 

présentent ce type d’aberration génétique (Givan, 2011).  

 
d‘âpres nos résultats L'analyse du cycle cellulaire après le traitement de HepG2, les 

cellules MDA avec PHSME a prouvé que, le pourcentage de SG1 phase a augmenté, le 

pourcentage des cellules à G1, S M a diminué. L’extrait PHSME a entraîné une 

progression importante du cycle cellulaire dans la phase SG1. 

Notre résultats sont pareil avec Les résultats de (Agnieszka Majewska et al.,2006) 

l’expérience a révélée les différents  Effets des concentrations faibles et élevées de l'extrait 

de Rhodiola Rosea  sur la survie des cellules HL-60 , L'indice de la prophase, et sa 

spécificité vis-à-vis du cycle cellulaire. Des concentrations plus faibles de se extrait (45 et 

90 g / ml) A causé une élimination beaucoup plus faible des cellules à la phase G2 / M Du 

cycle cellulaire, et une accumulation plus élevée de cellules à la Profase après 6 h 

d'incubation. Cependant, après 12 h, une Diminution marquée de l'indice de prophase, liée 

à la Réduction de l'indice mitotique et l’apparition simultanée d'une grande quantité de 

cellules dans l'apoptose, a été observé. Cela suggère que le traitement avec des 

concentrations inférieures arrêtent les cellules à la phase M et / ou à la frontière De la 

phase G2 / M, et rentrer dans l'apoptose.  

Une autre étude de Subramanian kaviarasan et al .,2006 a montré que l’Extrait 

polyphénolique des graines de fenugrec (FPEt) a fortement inhibé la viabilité des Cellules 

humaines du foie Chang (NCCS, Pune) Et cela a été une conséquence de l'induction de 

l'apoptose Comme déterminé par cytométrie de flux. ce traitement a provoqué 
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l'accumulation de cellules dans le pic Sub-G1, qui est la caractéristique De l'apoptose (Wu 

et Cederbaum, 1999).  

D’autre extrait de pomme de terre, y compris les acides phénoliques Et les 

anthocyanines. Induit une apoptose dans les LNCaP et PC-3 cellules;. Voies de mort 

cellulaires induites par l'extrait de pomme de terre sont associer à activer  la protéine 

kinase par des mitogènes Et l'activation kinase N-terminale, et ces kinases activées 

L’Apoptose indépendante de caspase (Lavanya Reddivari et al.,2007). 

Plusieurs études ont montré que les flavonoïdes, dérivés des plantes médicinales ou 

de l’alimentation, activent l’apoptose au niveau des différentes lignées cancéreuses via 

l’activation des caspases, notamment la caspase-3 suivie du clivage du PARP (Hu et al., 

2009). 

Plusieurs travaux ont également indiqué que les polyphénols dérivés des plantes 

médicinales, principalement les flavonoïdes, exercent un effet protecteur chez les êtres 

humains contre plusieurs pathologies dégénératives comme le cancer (Marino et al., 2011). 

En effet, il a été suggéré que les effets protecteurs des flavonoïdes d’origine alimentaires 

contre le cancer sont basés sur leur capacité d’empêcher l'insurrection de micro-tumeurs 

et/ou d'activer directement l'apoptose dans les cellules cancéreuses (Surh, 2003). Il a été 

montré que la quercétine et la naringénine possèdent une forte activité pro-apoptotique 

contre certaines lignées de cellules cancéreuses (Galluzzo et al., 2009). 

Il Est bien connu que les polyphénols dérivés de plantes induisent leur cytotoxicité 

aux cellules tumorales par des mécanismes médiés par ROS ,Aussi Leurs propriétés 

antioxydants et antiprolifératives légères(Yammamato et al., 2003), Nos résultat ont 

démontrer que l'extrait de Ph samia est riche en polyphénoles et flavonoïdes, qui peut être 

augmentent les ROS intracellulaires qui participent à un ensemble de réponses qui 

conduisent à l'apoptose dans les lignées cellulaires HepG2, MDA . 

L'acide chlorogénique (CGA) est l'un des polyphénols les plus abondants d’extrait 

PHSME . Il a été révélé que CGA était capable d'inhiber la prolifération inflammatoire des 

cellules RSC-364 médiée par l'IL-6 en induisant l'apoptose. CGA était également capable 

de supprimer l'expression des molécules clés dans les voies de signalisation JAK / STAT et 

NF-κB, et d'inhiber l'activation de ces voies de signalisation dans la réponse inflammatoire 

médiée par IL-6 ( lou  &  zhou  et al., 2016), diminué la prolifération cellulaire et réduise 

l'expression de BCL2 des cellules cancéreuses pulmonaires humaines A549 (Yamagata et 

al., 2018) 
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Aussi L'acide férulique a inhibé significativement la croissance cellulaire des 

cellules HepG2  d'une manière dépendante de la dose et ces cellules présentent des 

caractéristiques d'apoptose par une augmentation des dommages nucléaires et 

Fragmentation de l'ADN. il ont  également observé que  l'acide férulique a causé une 

génération en excès d'espèces réactives d'oxygène ( Prabhakar et al., 2015) 

 

L'effet de l'extrait de Phlomis samia souligne qu'il pourrait Être utilisé avec d'autres 

cytostatiques pour améliorer leurs Effets ,et réduire  la toxicité dans la  thérapie 

complémentaire du cancer.  

 

Evaluation du statut oxydatif au sein du tissu cardiaque  

D’après les résultats in vitro précédentes, nous pouvons dire que : L’extrait donne 

une bonne activité antioxydante soit une capacité de piégeage des radicaux libres et la 

réduction de fer est un excellent effet inhibiteur de la peroxydation lipidique et un puissant 

pouvoir réducteur. Nous a encouragés à évaluer cette dernière in vivo sur les rats comme 

deuxième étape. En effet, des analyses portant l’évaluation du statut oxydatif au sien du 

tissu cardiaque ont été réalisées. 

Tout d’abord, nous avons commencés  par les bio marqueurs CPK, LDH, ALT et 

AST étaient Significativement élevé 72 h après l'injection de DOXO 15 mg/kg par rapport 

à ces niveaux chez les rats témoins .L’administration de la doxorubicine a provoqué une 

augmentation des marqueurs biochimique de la fonction  du cœur  par induction du stress 

oxydant   qui provoque des lésions cardiaques comme l’infarctus cardiaque (Iarussi et al ., 

2001).  

L’augmentation de l’activité des enzymes hépatiques dans le sang peut être due 

pratiquement à des lésions tissulaires dans le foie, les reins et le cœur ou en raison de 

modifications de la perméabilité de la membrane cellulaire ou également une augmentation 

de la synthèse ou une diminution du catabolisme des aminotransférases (Farag et al., 

2010).  

En outre, l’ASAT, L’ALAT, La LDH et La CPK sont les biomarqueurs les plus 

sensibles, directement impliqués dans l'étendue des dommages cellulaires et de la toxicité, 

car ils sont cytoplasmiques et libérés dans la circulation après l’atteinte cellulaire (Soudani 

et al., 2011a) . 
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 D'après Kaczor et al. (2005), les niveaux élevés de la LDH dans le plasma peuvent 

être attribués à une augmentation généralisée de la perméabilité membranaire, cela est dû à 

l’hépatotoxicité induite par la Doxorébucine. Même les cellules nécrosées déversent leurs 

contenus cytosolique qui conduit à la fuite des enzymes des cellules, donc à la diminution 

des taux d'ALT et d'AST à l’intérieure des cellules et à l’augmentation de ces taux dans le 

sérum. La mesure de l’activité enzymatique (CPK, LDH et les transaminases) peut être un 

indicateur de lésions cardiaque (Walker DB, 2006). 

 

D’après notre étude, le groupe traité par DOXO a confirmé une atteinte 

significatives cardiaque Par contre, le groupe préventif a révélé une diminution 

significative des taux sérique (ASAT et ALAT). 

L’effet temporisant de l’extrait PHSME sur la toxicité de DOXO a régularisé les 

taux des biomarqures biochimiques et a permis de rétablir les activité normales de ces 

enzymes,notre recherche et comparable a celles présenté par : 

L’étude d’Andreadou et al 2007 qui a induit une cardiotoxicité avec la dose  20 mg 

/kg (Xuwan, 2002). 

AL-MAJED et al., 2002 a confirmée que DOXO en une seule dose de 15 mg kg-1 

(I.p.) induit une cardiotoxicité manifestée biochimiquement par Une augmentation 

significative de la CPK sérique et de la LDH après 48 h. Ces résultats sont en accord avec 

expérience antérieure de (Nagi & Mansour, 2000) . 

 

Le prétraitement des rats par l’extrait méthanolique de P.samia fait diminuer le taux 

de CPK et LDH Et a assurer la protection de l’intégrité cellulaire cardiaque contre les 

lésions provoquées par la doxorubucine.  

 Nous  pouvons  déduire que nos résultats corroborant avec d’autre études telles  

que les traitements suivants :  

En 2002 AL-MAJED A A et al :  l’Administration de ALPHA-LIPOIC ACID (LA 

)100 mg /kg par voie orale pendant 5 jours a créer une protection importante contre la 

cardiotoxicité induite Par DOX ; L'amélioration de la cardiotoxicité était évidente par des 

réductions significatives de la CPK sérique et LDH.  
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En 2010  Elberry et al : Le traitement par Cranberry [Vaccinium macrocarpon] 100 

mg/kg/day, p.o., pendant 10 jours a amélioré le Élévation de LDH, CK-MB et troponine-1 

Niveaux sériques - induite par DOX et inversé l'ECG changements . 

En 2012 Palani S et al : Le traitement avec l’extrait éthanolique de Flacourtia 

indica 250 mg / kg et 500 mg /Kg pendant 14 jours. améliore  les Défense antioxydante 

cardiaque des tissus et empêché Altération des paramètres du profil lipidique, tels que 

LDL, TAG et TC, ainsi que les enzymes sériques, Tels que ASAT, ALAT, CPK et LDH. 

les meme resultats en  2013 Uma Mahesh B et al : Le traitement par extrait 

Boswellia ovalifoliolata l’extrait éthanolique (BO) 250 et 400 mg / kg, p.o., Pendant neuf 

jours a augmenté le Activité antioxydante dans le tissu cardiaque, Les changements d'ECG 

inversés provoqués par DOXO et La réduction des taux sériques de ALT, AST, LDH et 

CK- MB. 

Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour la cardiotoxicité induite par DOXO, 

Tels que le stress oxydatif, dues au niveaux accrus Des radicaux libres (ROS), Fer 

intracellulaire (Myers, 1998 ; Ghibu, 2012) et une diminution des taux d'antioxydants 

comme exemple le Glutathion (GSH) (Troyano, 2001). 

Ce stress oxydatif augmente les niveaux du Calcium intracellulaire (Troyano, 

2001), et accélère la peroxydation lipidique Qui endommage la membrane cellulaire et 

d'autres composants cellulaires (Mimnaugh, 1985).  

Peut également induire une cardiotoxicité en modifiant le métabolisme des lipides. 

Abdel-aleem et al. A suggéré que la cardiotoxicité DOX Peut s'expliquer en partie, par 

l'inhibition de l'oxydation des acides gras cardiaques, Causant un déséquilibre énergétique 

et une insuffisance cardiaque congestive (Abdel-aleem, 1997).  

D’autre études ont prouvés que le traitement au DOXO augmente le  taux totale du 

total du cholestérol (TC) plasmatique , les triglycérides (TAG) et les lipoprotéines de basse 

densité (LDL), ce qui confirme que DOXO peut interférer avec le Biosynthèse (activation 

de l'adénosine monophosphatase cyclique) (Minotti, 1996) Ou l'absorption de lipides 

(inhibant la lipoprotéine lipase) (Thayer, 1985) . 
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Les lipides membranaires sont riches en acides gras poly-insaturés, principalement l’acide 

arachidonique et l’acide linoléique, qui sont la cible privilégiée des radicaux libres 

(Sharififar et al., 2008).  

Le radical libre est capable d’arracher un hydrogène sur les carbones situés entre 

deux doubles liaisons, former un radical diène conjugué, oxydé par la suite en radical 

peroxyle (Favier, 2003).  

Cette réaction est appelée péroxydation lipidique, elle forme une réaction en chaîne 

car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras 

qui forme un nouveau radical diène conjugué (Esterbauer et al., 1992). 

 Les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution: soit être réduits et 

neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer à s’oxyder et à se fragmenter en 

aldéhydes acides et en alcanes (éthane, éthylène, pentane) qui sont éliminés par voie 

pulmonaire à cause de leur volatilité (Favier, 2003).  

Après évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, le radical 

peroxyle peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malondialdéhyde (MDA) ou 

l’hydroxynonenal (Ahmad, 1995).  

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les 

phospholipides membranaires. L’attaque des lipides circulants aboutisse à l’oxydation des 

LDL (lipoprotéines de densité légère) captées par des macrophages en formant le dépôt 

lipidique de la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires (Peynet et al., 2005; 

Ramel et al., 2004).  

L’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane  et 

ainsi le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des 

signaux (Favier, 2003). 

La capacité antioxydante des plantes est principalement due à leur richesse en 

composés phénoliques, capables à donner des atomes d’hydrogènes pour inhiber la 

péroxydation lipidique (Amic et al., 2003). La présence et le nombre de groupements OH 

libres sont des facteurs déterminants de l’activité antioxydante des polyphénols (Sharififar 

et al.,  2008).  
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D’après nos résultats, l’augmentation du taux de MDA est significative concernant 

les rats traités par une seule dose 15 mg/kg du doxorubicine. Ce qui induit l’élévation de la 

peroxydation lipidique. 

 après l’administration précoce de l’PHSME nous avons  enregistré une diminution 

significative du taux de MDA, ces résultats prouvent  l’effet préventif de l’extrait sur la 

peroxydation lipidiques par sa propriété anti radicalaire et captation des radicaux libres 

d’autres études sont pareils a nos résultats : un traitement par (Allio stavium) 250 et 500 

mg / kg pour 30 jours a effectivement empêché  L'augmentation d'acide thiobarbiturique 

Substances réactives (TBARS) et diminué le statu Antioxydant endogène due a une dose 

unique de DOXO (30 mg/kg) (Mukherjee et al., 2003), aussi le  Traitement avec 

Calligonum comosum et Cordia 100 mg/kg(p.o) pendant 10 jours a augmenté le taux de 

GSH cardiaque et a réduit des taux sériques de MDA (Ashour et al., 2012). 

Le stress oxydant dans les cellules ou les tissus se réfère à renforcer la production 

d'espèces réactives  de l'oxygène et/ou la déplétion dans le système de défense 

antioxydante. Les ROS générés dans les tissus sont efficacement piégés par le système 

enzymatique antioxydant comme la GPx et la GR, ainsi que les antioxydants non 

enzymatiques comme le GSH, la vitamine A, C et E (Schlorff et al., 1999). Le glutathion 

est le plus abondant thiol de basse masse moléculaire, il agit comme un antioxydant 

physiologique de protection dans des systèmes biologiques (Fatima et Mahmood, 2007). 

De même, le GSH est un élément crucial du mécanisme de défense antioxydante 

(Sathishsekar, 2005), fonctionne comme un capteur de radicaux libres réactifs direct 

(Romão et al., 2006). La déplétion du GSH cardiaque est souvent associée à la 

cardiotoxicité de la DOXO (Vergely, 2007).  Cela est pareil aux résultats de nos recherches 

dans lequelle on a observé une  chute significative du GSH cardiaque chez les animaux 

traités  par la doxorubicine. Cette baisse est certainement due à l’action toxique des 

métabolites toxiques réactifs de la DOXO  qui sont neutralisé par le GSH provoquant son 

diminution (Li, 2007). 

 

Par contre, l’administration de l’extrait méthanolique PHSME a augmenté le taux 

du glutathion réduit (GSH) dans le groupe préventif par rapport au lot groupe traité par la 

DOXO. Ceci démontre le pouvoir protecteur anti radicalaire de l’extrait qui sont capable 

d’empêcher la chute du GSH et stimulant sa régénération. 
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les résultats de cela sont pareil a ceux obtenus dans l’étude de l’activité 

cardioprotecteur de Abdel-wahab,  2003. 

  Le traitement par Extrait de feuilles d'olives [Olea Europaea] 6 et 12 mL / L , en 

Eau potable, pour 12 journées  a augmenté les niveaux de GSH cardiaque (Kumral et al., 

2015) aussi un traitement par Cranberry 100 mg / kg / jour pour 10 jours consécutifs a 

amélioré le Élévation des Niveaux sériques LDH, CK-MB et troponine-1 et inversé l'ECG 

changements induite par DOX. Cela a empêché la réduction de la maladie cardiaque et les 

Niveaux tissulaires de GSH, CAT, SOD, glutathion réductase (GR) et la glutathion 

peroxydase (GPX) (Elberry et al., 2010) 

Nos résultats suggèrent que l’extrait Methanolique de Phlomis samia a pu soit : 

augmenter la biosynthèse du glutathion , réduire le stress oxydatif conduisant à une baisse 

de sa dégradation ou bien en influençant sur les deux mécanismes en même temps 

(Sathishsek & Subramanian, 2005). D’autre part, les composés polyphénoliques sont 

connus par leurs capacités de recycler la vitamine E et de piéger les radicaux libres cela 

peut donc participer directement dans la réduction de l’utilisation du GSH (Babu et al., 

2006). L’augmentation de la concentration du GSH dans le cœur chez les rats traités par la 

plante pourrait être un facteur responsable de la réduction de la concentration du MDA 

dans ces tissus (Pari & Latha, 2005). 

 
La cardiotoxicité est depuis longtemps reconnue comme une complication de  la 

chimiothérapie du cancer avec doxorubicine. Il y a Plusieurs hypothèses pour expliquer la 

cardiotoxicité par la doxorubicine. Parmi celles ci, l'hypothèse des radicaux libres est la 

plus complète A étudié. 

 La doxorubicine subit une réduction d'un électron Par une activation métabolique 

provoquée par le NADPH-cytochrome- P-450 réductase ou d'autres enzymes contenant de 

la flavine (Bachur et al., 1978) Cette réduction génère un radical libre de doxorubicine et 

semiquinone. dans La présence d'oxygène moléculaire, la semiquinone rapidement Réduit 

l'oxygène au superoxyde avec une régénération intacte Doxorubicine. Le superoxyde est 

rapidement transformé en peroxyde d'hydrogène Spontanément ou par la superoxyde 

dismutase. La doxorubicine semiquinone peut alors réagir avec le peroxyde d'hydrogène 

pour Donner un radical hydroxyle (Kalyanaraman et al., 1984). Cette espèce réactive 

d’oxygène est hautement toxique. Cet espèces réagissent avec des molécules cellulaires y 
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compris les acides nucléiques, Des protéines et des lipides ce qui provoque des dommages 

cellulaires.  

cette hypothèse de radicaux libres a été obtenue a partir d'études in vitro 

comprenant des rapports selon lesquels:  

1) doxorubicine Augmente la peroxydation lipidique et la production de radicaux 

libres dans Tissu cardiaque (Olson, 1981). 

 2) des piégeurs de radicaux libres tels que la N-acétylcystéine (Powell & McCay, 

1988), la vitamine E , la superoxyde dismutase (Hida, 1995) et La catalase  sont  

gravement diminués lors de l'oxydation induite par la doxorubicine. 

 3) les recherches in vitro sur des cellules cardiaques cultivées ont montré que la  

suppression des activités des systèmes antioxydantes augmente la Toxicité de la 

doxorubicine. Cependant, Des résultats contradictoires ont été rapportés  que les chasseurs 

de radicaux libres ont échoué de prévenir  la Cardiotoxicité cumulée de doxorubicine 

(.James Kang et al., 1996). 

Car la Doxorébucin est connu pour provoquer un stress oxydant dans les cellules , 

plusieurs paramètres indiquant le statut antioxydant ont également été examinés a savoir 

que : Le stress oxydant dans la cellule peut être induit soit par une production accrue de 

ROS ou l'inhibition du système de défense antioxydant. Cet équilibre entre la production et 

le catabolisme des oxydants est essentiel pour le maintien de l'intégrité biologique des 

tissus (Fatima et Mahmood, 2007).  

Les enzymes antioxydantes (SOD, GPx, GSTet CAT) limitent les effets des 

molécules oxydantes dans les tissus , jouent un rôle dans la défense contre les dommages 

oxydatifs cellulaires étant piégeurs de radicaux libres (Gutteridge, 1995). 

La glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase constituent mutuellement 

une équipe de soutien de défense contre les ROS (Ahmed et al., 2008 ; Soudani et al. , 

2011b).  

De petites déviations dans les concentrations physiologiques pourraient avoir des 

effets considérables sur la résistance des lipides cellulaires, des protéines et de l'ADN aux 

dommages oxydatifs (Bagchi et al., 2002).  

Nos résultats ont désignent une diminution de l’activité de la GST et la CAT 

cardiaque chez les rats traités par le Doxorébucin (15 mg/kg). cette diminution de l’activité 
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des enzymes antioxydantes ont été signalées dans différents tissus (Elberry A A et al ., 

2010 ; Nair CK et al .,2014 ; Khan G et al ., 2014). 

Étant donné que les enzymes citées ci-dessus  ont un rôle protecteur contre les 

dommages induits par les radicaux libres, leur induction pourrait être comprise comme une 

réponse adaptative au stress  oxydant (Soudani et al., 2011a). La diminution dans les 

activités de la GST et la CAT chez les rats traités par le Doxo suivant notre étude peut être 

due à l'accumulation intracellulaire des ROS( la même explication a été donnée par 

Kalayarasan et al. (2008). Selon Pigeolet et al. (1990). 

La diminution de l'activité enzymatique de la catalase peut être due a une 

augmentation massive de H2O2 ce qui augmente le stress oxydant au niveau cardiaque.  

Par contre une augmentation significative d’activité de catalase et de GST  a été remarquée 

chez les rats du groupe prétraité par PHSME.  

L’augmentation d’activité de ces enzymes indique le pouvoir protecteur antiradicalaire  

fourni par des extraits végétales ,  cela a été décrit auparavant par plusieurs études (Yilmaz 

et al.,2006;  Singh et al.,  2008 ; Patel et al., 2011). 

Nos constatations sont similaire avec plusieurs d’autres études : celle publiée par 

Nair et al., (2014) qui a constaté que le traitement par des Caroténoïdes a 50 et 100 mg / 

kg, démontré une Cardioprotection en empêchant des Dommage peroxydatif dans les 

lipides membranaires par Augmentation d'activité de SOD, CAT et GST. 

 De même, une autre étude de Zarei. et al (2013)  a démontré que par  traitement d’extrait 

des racines de Hemidesmus indicus 50-100 mg / kg pendant 14 journées a provoqué la 

normalisation des Marqueurs d'enzymes sériques, y compris LDH, CPK, AST, Et ALT et 

également amélioré le système antioxydant dans  le tissu cardiaque en augmentant la SOD, 

CAT et GST. 

De même La catéchine a pus réduire la  cardiotoxicité avec petite dose , ses  Activités  

Antioxydants peux être attribué à ces capacité de Chélation  de fer (Osman  Kozlucaaet al 

.,1996). 

Les différentes analyses histopathologiques ont été effectuées afin de confirmer si 

l’administration de la doxorubicine en une dose 15 mg/kg unique a induit les différents 
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changements normalement observés lors du développement d’une cardiotoxicité et si 

l’extrait   apparaisse être un agent protecteur efficace contre la cardiomyopathie.  

Chez les rats du groupe DOXO nous avons remarqué des dommages tissulaires, 

principalement par la présence d’une dystrophie musculaire (DS), et une lyse des fibres 

musculaires cardiaques (LFMC). Ces dommages morphologiques montrent une anormalité 

au niveau de la structure des cellules myocardiques . 

Par contre le lot prétraité par l’PHSME relate une diminution remarquable des 

lésions éminentes chez les rats traités par la DOXO seule.  

Le prétraitement protège de manière significative Le myocarde issu de la toxicité 

induite par la DOXO ceci est similaire a plusieurs travaux (Saad, 2001; Santos et al., 

2002). 

 

Barman et al., 2013 ont trouvés que  Examen histopathologique de différentes 

sections cardiaques A révélé que la doxorubicine a causé une anomalie histologique 

(Changements dans le tissu cardiaque), Cependant, le traitement  par extrait hydro  

ethanolique  de Urtica parviflora A empêché les changements et a maintenu la structure 

histologique Presque semblable à celui du contrôle normal.  

Dans une Autre experience de Vikas S. Warpe et al.,(2015)  L'administration de 

doxorubicine a montré une hyperémie (++), infiltration cellulaire (+++) et la nécrose (+++) 

qui signifie que l'hypermie S'est produite dans 25% du zone du coeur du rat, une 

infiltration cellulaire Et une nécrose s'est produite dans une zone de coeur de 75 a 

100%,Ces Infiltration et nécrose dans de grandes zones du cœur est confirmées la 

Cardiotoxicité chez le rat, aussi  Les résultats de l'analyse histopathologique ont donc 

indiqué que le coeur des rat  a été partiellement protégé par un prétraitement avec ellagic 

acid (200 mg / kg) aussi un prétraitement à 20 et 40 mg / kg avec de tannic acid a presque 

conservé le Architecture normale du myocarde (Jianping Zhanga et al .,2017). 

 

les flavonoïdes avec les groupes OH À 3’,4’-position dans le b-ring, et une double 

liaison entre C-2 et C-3 a marquer un rôle important pour leurs effets protecteurs contre 

Cardiotoxicité induite par DOXO.  

Dans l'ensemble, l'agent le plus efficace : le luteolin, Le 7-O-b-D glucopyranoside 

qui a montré un effet cardioprotectif par Inhibition des niveaux intracellulaire des ROS et 

[Ca2 +]  induit par le DOXO (Shu-Qi Wang et al .,2010) . 
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Selon la littérature. Beaucoup d’extraits ont un double mécanisme d'action 

cardioprotective, tel que  l’Activités antioxydantes et antiapoptotiques, 

Certains extraits phytochimiques ont reçu plus d'attention par les chercheurs que d'autres, 

comme l'extrait garlic, le resvératrol, l'extrait de safran, Et l'extrait de Ginkgo biloba.  

Parmis les Mécanismes cardioprotecteurs des extrait phytochimiques on cite : 

1. Amélioration du profil lipidique plasmatique et la réduction des niveaux de TAG Et 

LDL): Barman et al. A constaté que l'extrait de Urtica Parviflora Feuilles (400 mg / kg par 

jour pendant 3 semaines) fait  diminuer significativement le taux  plasmatique de  TAG   et 

LDL chez les rats traité par la DOX (Barman et al., 2013), des résultats Similaires ont été 

signalés avec les extraits chimiques de Flacourtia Indica (Palani et al., 2012), Curcuma 

longa (Mohamad et al., 2009) et lipistat polyherbal Combinaison (Koti et al.,2009). 

2. la Modification de l'expression des gènes: Choi et al. A constaté que le prétraitement des 

Cellules du muscle cardiaque H9c2 exposées au DOXO avec l’extrait Schisandra fructus 

(SFE) a une concentration de 1500 ug/mL a induit l'expression  de Glutathion S-transférase 

(GST) enzyme.dans ces cellules, a régler l'expression des gènes impliqué dans Le 

métabolisme du glutathion et sa désintoxication (Choi et al., 2008).  

Arafa et al, a rapporté que le traitement par le resvératrol chez des souris injectées par 

DOXO avec 20 mg / kg,  a amélioré L'expression du gène du TGF-B1 (Arafa et al., 2014).  

 

3. Modulation du calcium intracellulaire et amélioration de la Fonction contractile 

ventriculaire gauche (LV): Liu et al. A constaté que Traitement de souris intoxiquées par 

DOX tous les jours avec 100 mg / kg de saponines [Extrait de Panax notoginseng] pendant 

5 jours a amélioré  la Contraction de muscle LV par la régulation de l'afflux de Ca + 2 dans 

la cellule du myocarde (Liu et al., 2008).  

des résultats Similaire ont été signalés pour les saponines au bas Dosages (10-40 mg / kg) 

par Wang et al.,(2015).  Chez des Patients qui présente un cancer du sein, Yi et al, a 

constaté que l'ajout d'extrait de Ginkgo biloba (EGB 761) à DOX amélioré le diamètre 

systolique ventriculaire gauche (LVSd), Diamètre diastolique du ventricule gauche 

(LVDd), Vitesse d'écoulement (E / A) et fractionnaire Raccourcissement (FS) (Yi et 

al.,2008).  
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Periplogenine, un extrait de A. marmelos, A montré une action similaire à celle du 

glycoside sur des rats Wister albinos intoxiqué par DOX a augmenté les niveaux 

intracellulaires de Ca + 2 et amélioré la Contractilité myocardique (Panda et al.,2009). 

D'autres extraits végétaux et produits phytochimiques Comprennent EGB-761 (Agha et 

al.,2001), Berberis vulgaris (Lv X et al.,2012), Rhodiola rosea (Salidroside) (Zhang H et 

al.,2012), Ixora coccinea (Momin et al,2011) et Vaccinium myrtillus (Ashour et al.,2011). 

ont démontrer l inversion des changements d'ECG induit par le DOXO. 

 

4. L'extrait de Berberis vulgaris (à 50-200 mg / kg / jour) a été Prouvé pour améliorer la 

cardiotoxicité DOXO en limitant son Transformation en doxorubicinol (un métabolite 

actif) dans Le cytoplasme des cellules cardiaques de rat (Hao et al.,2015).  

Les résultats positifs prouvés par notre extrait PHSME sur l’effet cardioprotecteur dans la 

cardiotoxicité induite par la doxorubicine. suggère  une utilité possible d'PHSME  en tant 

que agent  cardioprotecteur. 
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Conclusion et perspectives: 

 

A notre connaissance, cette étude a été la première à évaluer l’effet protecteur d’extrait 

methanolique de la plante médicinale algérienne Phlomis samia  sur la cardiotoxicité 

induite par  la Doxorubicine. L’administration du Doxo  à 15 mg/kg aux rats pendant 15 

jours a provoqué une perturbation métabolique révélée par l’apparition des atteintes de la 

fonction cardiaque, des paramètres sérique , ainsi que le profil lipidique. Cette perturbation 

est associée à une altération structurale du cœur. De plus, le statut antioxydant a été 

affecté,nous suggérons ainsi un stress oxydant généré par le Doxo , qui pus troublé la 

capacité défensive de l’organisme. 

Le traitement associatif du PHSME avec le Doxorubicine a fait diminuer le niveau de la 

toxicité, en modulant les niveaux des bio marqueurs de stress oxydant, et en régulant 

l’activité des enzymes antioxydantes. Cette combinaison a aussi révélé une amélioration du 

métabolisme biochimique et histologique.  

D’autre part l’étude de l’effet de l’extrait PHSME sur l’activité apoptotique sur des lignes 

cellulaire MDA et HepG2 a montré une activité cytotoxique et un blocage de cycle 

cellulaire  a la phase SG1. Les résultats obtenus peuvent être résumés dans les points 

suivants : 

L’importance des antioxydants (PHSME) dans la réduction des effets toxiques induits par 

le Doxorubicine chez les rats 

1 

_ Une perturbation du métabolisme biochimique après le traitement par le Doxo a été 

révélée par l’augmentation des taux sériques en :CPK ,  LDH ,ASAT ,ALAT . 

 _ La supplémentassions du PHSME a considérablement réduit cette perturbation, ce qui  

prouve son effet protecteur. 

_ Le dosage des bio marqueurs du stress oxydant (GSH, MDA) et des enzymes anti 

oxydantes (GPX, GST, CAT) a permis une meilleure caractérisation de l’effet antioxydant 

d’ PHSME vis-à-vis la toxicité de la Doxorubicine . 

_ Une altération structurale du tissu cardiaque a été observée après le traitement des rats 

par la Doxo , une  association avec l’PHSME  a protégé la structure tissulaire du cœur , ce 

qui certifie l’effet protecteur de Phlomis samia . 

  D’après les résultats de nos travaux nous  avons aboutis les constatations suivantes: 
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 L’extrait Methanolique de Phlomis samia a prouve une activité antioxydante  

puissante dans les tests in vitro,  

 A normalisé les taux des différents paramètres dosés in vivo,  

 Les différents analyses histologique ont  confirmé l’effet préventif et la correction 

de la toxicité de la doxorubicine. 

 nous avons découvert un nouvel usage thérapeutique potentiel de la plante Phlomis 

samia  cequi nous donne un grand espoir d’une action préventive chez l’être 

humane  dans le domaine de la chimiothérapie  

  L’extrait PHSME a une activité anti-prolifération avec l’essai MTT sur deux type 

de ligne cellulaires HepG2 et MDA. 

 l’extrait PHSME  l’émette la progression du cycle cellulaire dans la phase SG1, ce 

qui implique son effet anticancéreux très   puissant et utile dans le traitement de 

cancer du foie et du sein. 

Cette recherche nécessite d’autres études approfondies pour mieux renforcer nos donner 

sur les effets révélés. Il serait souhaitable de développer cette étude en mesurant d’autres 

paramètres du statut antioxydant (SOD, Vitamine E, Vitamine C,…). Il serait intéressant 

aussi que de déterminer d’autres marqueurs d’apoptose  pour mieux comprendre les 

mécanismes impliquer.  

. Des études à l’échelle moléculaire sont nécessaires pour déterminer d’une part les 

composés actifs de PHSME et d’autre part le mécanisme par lequel ses composés 

accomplissent leur rôle. 
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      Résumé 



Abstract: 

The aim of this work was to investigate the effect of the aerial parts Méthanolic extract of 
Phlomis samia , witch is known in traditional medicine . 

The present study, which to our knowledge has never been studied of itis  
cardioprotectif effect against doxorubicin-induced cardiotoxicity and  apoptotic activity 
before. 
The analytical chemical study (identification tests, estimation of flavonoids content and total 
phenolic compound, The HPLCof  the methanolic solution for this plant showed that : 
Quantitative determination of total phenolics and total flavonoids was carried out using 
colorimetric methods. The total phenolic content was found to be73,14 mg of gallic acid 
equivalent per gram of extract, while the content of flavonoid show a value o f 21,61 ; 46,97 
mg of quercetin , ritin  equivalent per gram of extract. The antioxidant activity was evaluated 
in vitro with the use of free radical scavenging activity method by DPPH assay, Linoleic acid 
peroxidation inhibition, Estimation of total reducing power,Estimation of _OH. scavenging, 
Lipid peroxidation inhibition assay, results indicated that dose depend % reduction againts the 
previous experiments mentioned  

the anticancer activity was evaluated by anti proliferation activity with MTT assay on tow 
kind of cells line HepG2 and MDA . The proliferation of HepG2 , MDA was significantly 
decreased after 48h,72h incubation with PHSME at 450 ug/ml . also apoptosis and celle cycle 
activity  were evaluated by flow cytometry methods .Apoptosis observed in Annexin V- 
FTTC and propidium iodide (PI) staining of cells treated with  PHSME for 48h in HepG2 
MDA cells Morover PHSME arrest cell cycle progression in G1 phase ,The anticancer 
activity of PHSME has very potent anticancer activities ,which might be useful in liver and 
breast cancer .  

The results indicate that PHSME extract exhibited significant protection against DOXO 
induced cardiac toxicity, where the pretreatment with the extract at a dose of 250 mg/kg for a 
15 days resulted in a decrease in the plasma enzymatic cardiac injury (CPK, LDH and AST), 
reduction in cardiac cytosolic MDAand maintenance of cardiac cytosolic GSH level and 
catalase ,GST enzyms  as compared to DOXO treated animals at a dose of 15 mg/kg 
intraperitoneall. The biochemical study were confirmed with histological study; The results 
showed that doxorubicin alone produced evident histological alterations (edema, areas of 
necrosis, prominent inflammatory cells, Condensed Nuclei and other alterations)  
Its concluded that Methanolic extract of Phlomis samia treatment can protect against acute 
doxorubicin-induced cardiotoxicity. PHSME may be a useful candidate in the combination 
therapy with doxorubicin to limit free-radical-mediated cardiac injury and can  activate 
apoptosis in two  kind of celle line (HepG2, MDA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Résumé : 

Le but de ce travail est d'étudier l'effet des parties aériennes d’extrait méthanolique de 
Phlomis samia, connu dans la médecine traditionnelle. 
La présente étude, qui à notre connaissance n'a jamais été étudiée sur l'effet cardioprotecteur 
auparavant induite par la doxorubicine et l'activité apoptotique . 
L'étude analytique chimique  (tests d'identification, estimation de la teneur en flavonoïdes et 
composé phénolique total, HPLC ) d’extrait PHSME  a indiqué que: La détermination 
quantitative des phénoliques totaux et des flavonoïdes totaux réalisée à l'aide de méthodes 
colorimétriques, La teneur phénolique totale a été de 73,14 mg d'équivalent d'acide gallique 
par gramme d'extrait, tandis que la teneur en flavonoïdes présente une valeur de 21,61; 46,97 
mg de quercétine, équivalent de ritine par gramme d'extrait.  
L'activité antioxydante a été évaluée in vitro avec l'utilisation de la méthode d'activité de 
balayage des radicaux libres par dosage DPPH, inhibition de la peroxydation de l'acide 
linoléique, estimation de la puissance réductrice totale, estimation de _OH. Balayage, dosage 
d'inhibition de la peroxydation des lipides, les résultats indiquent que le taux d’inhibition est  
dose dépend lors les des expériences précédentes mentionnées. 
L'activité anticancéreuse a été évaluée par une test anti-prolifération MTT sur deux types de 
ligne cellulaires HepG2 et MDA. La prolifération de HepG2, MDA a été significativement 
diminuée après 48h, 72h d'incubation avec PHSME à 450 ug / ml.  
L'apoptose et l'activité sur le cycle cellulaire  ont également été évaluées par des méthodes de 
cytométrie en flux. L'apoptose observée dans les cellules HepG2 et MDA traitées avec 
PHSME pendant 48h avec une coloration par l'Annexeine V-FTTC et l’iodure de propidium 
(PI). l’extrait PHSME limite la progression du cycle cellulaire dans la phase SG1, L'activité 
anticancéreux de PHSME est très   puissantes, et pourrait être utile dans le traitement de 
cancer du foie et du sein.  
Les résultats expliquent que l'extrait PHSME présente une protection significative contre la 
toxicité cardiaque induite par DOXO, le prétraitement avec l'extrait à une dose de 250 mg / kg 
pendant 15 jours a causé une diminution des lésions cardiaques enzymatiques plasmatiques 
(CPK, LDH et AST) , La réduction de la MDA cytosolique cardiaque et le maintien du niveau 
GSH cytosolique cardiaque , des enzymes cardiaque  de la catalase, GST par rapport aux 
animaux traités avec DOXO à une dose de 15 mg / kg par voie intrapéritonéale.  
L'étude biochimique a été confirmée lors des études histologiques; Les résultats indiquent 
quele traitement par la doxorubicine seule , a crées des altérations histologiques évidentes 
(œdème, zones de nécrose, cellules inflammatoires proéminentes, Noyaux condensés et autres 
altérations) .On conclu que  un traitement par l'extrait méthanolique du Phlomis samia peut se 
protéger contre la cardiotoxicité aiguë induite par la doxorubicine. L’PHSME peut être un 
candidat utile dans la thérapie combinée avec doxorubicine pour limiter les lésions cardiaques 
médiées par les radicaux libres et peut activer l'apoptose dans deux types de lignes cellulaires  
(HepG2, MDA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



:الملخص  

 Phlomisنبتة  لأجزاء الھوائیة، منلالمستخلص المیثانولي الھدف من ھذا العمل ھو دراسة تأثیر 
samia  یة للقلب ضد ئالتأثیرات الواق ةلم یتم دراس، و التى وفق معلوماتنا  .في الطب التقلیدي ةالمعروف 
ھا على الموت المبرمج للخلایا والنشاط Doxorébucineمضاد السرطان المعاجة ب عن ةالناجمالسمیة 

ة الكیمیائیة الدراسة التحلیلیو  HPLC  ـلكا لھذا النباتانولى ثیالمللمستخلص  اجریت اختبارات  .قبل من 
                           :) المركبات الفینولیة ةمحتوى الفلافونوید ومجموعقدیر اختبارات ت(

وكان محتوى . باستخدام أسالیب اللونیة یةالكل اتالكلي والفلافونویدعدیدات الفینول ل  تحدید الكميالوقد تم 
ملغ من حمض الغالیك لكل غرام من المستخلص، في حین أن محتوى  73.14 ما یعادل  الفینول الكلي

المستخلص على  لكل غرام من الریتینو رسیتین، ملغ من ك 46.97؛ 21.61كان ما یعادل  ات الفلافونوید
جذور الحرة للسح امالتم تقییم النشاط المضاد للأكسدة في المختبر باستخدام أسلوب النشاط كما  .التوالى 

تقدیر قوة  ر قوة الإرجاع الكلى ،حمض اللینولیك، تقدیفوق اكسدة ، وتثبیط DPPHعن طریق فحص 
 على عتمدیتثبیط ال، تشیر النتائج إلى أن معدل اللیبیدات فحص تثبیط فوق أكسدة و ، -°OHتثبیط جذر 

 عن طریقیة سرطانال لنمو الخلایا مضادالنشاط التم تقییم كما   في التجارب المذكورة أعلاهالجرعة 
تضاعف  وقد انخفض. MDA و HepG2 ویةخلالسلالات ال نشاط نوعین منعلى  MTTاختبار الـ 

مع  ھذه الخلایا  حضانة سا بعد 72ساعة و 48، بشكل ملحوظ بعد  كلتا  السلالات للخلایا الورمیة
 وىموت الخلال تاثیر المستخلص النباتى على كما تم تقییم. مل/ میكروغرام  450مستخلص النبتة بتركیز 

الخلایا ب  وسم حیث اظھرت نتائج  .ة عن طریق طرق التدفق الخلويویدورة الخلالالمبرمج ونشاط 
Annexeine V-FTTC وpropidium ) (PI 48المعالجة لمدة بعد موت الخلایا المبرمج  ارتفاع نسبة 

بالحد من تطور   PHSMEكما قام المستخلص.  MDA وHepG2في خلایا   PHSME  بـ ساعة
نشاط مضاد للسرطان قوي  PHSMEو بذلك یكون للـ   SG1في المرحلة  ھاتقدمالدورة الخلویة و وقف 

  .كون مفید في علاج سرطان الكبد وسرطان الثديییمكن أن  ذىجدا، وال
 DOXOالناجمة عن  یةأظھر حمایة كبیرة ضد سمیة القلب PHSMEمستخلص وتشیر النتائج إلى أن 

المؤشرات  مستوى أدت إلى انخفاض مایا 15كغ لمدة / ملغ  250بجرعة بالمستخلص المعالجة  ان حیث
القلب  یاخلافى  MDAتركیز  خفظ ، و)ASTو CPK ،LDH(البلازما ة للقلب فى راالضالانزیمیة 

 و  كاتلاز،ب كالمستوى انزیمات القل و GSHلكل من القلب  ة فى نسیج خلویمستویات الوالحفاظ على 
GST ـالتى  عوملت ب بالمقارنة مع الحیوانات DOXO  البریتونىعبر الغشاء  كغ / ملغ  15بجرعة. 
معاملة حیوانات أظھرت النتائج أن اذ .عن طریق الدراسة النسیجیة یائیةالدراسة البیوكیم نتائج وأكدت

، خلایا النكرزة  النخروذمة، ومناطق (واضحة نسیجیة تعدیلات وحدھا  تنتج DOXO  ـالتجارب ب
تحافظ على النسیج القلبي في حالتھ  صوان المعاملة بالمستخل )أخرى تعدیلاتومكثفة التھابیة بارزة، نوى 

حمي ضد ییمكن أن  Phlomis samia لنبتة ىالمیثانولیعزز ھذا البحث كون المستخلص  الطبیعیة 
یمكن أن یكون  كماو. دوكسوروبیسینالمعالجة ب عن ةالناجم cardiotoxicityة الحاد السمیة القلبیة

و  الجذور الحرةالتى تسببھا  ر القلباضرشتراك مع دوكسوروبیسین للحد من امرشحا مفید لعلاج بالا
 ).HepG2 ،MDA(السلالتین الخلویة  الخلایا في كلا ثبیط نموتكذلك 
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Le but de ce travail est d'étudier l'effet des parties aériennes d’extrait méthanolique de Phlomis 
samia, connu dans la médecine traditionnelle. 
La présente étude, qui à notre connaissance n'a jamais été étudiée sur l'effet cardioprotecteur 
auparavant induite par la doxorubicine et l'activité apoptotique . 
L'étude analytique chimique  (tests d'identification, estimation de la teneur en flavonoïdes et 
composé phénolique total, HPLC ) d’extrait PHSME  a indiqué que: La détermination 
quantitative des phénoliques totaux et des flavonoïdes totaux réalisée à l'aide de méthodes 
colorimétriques, La teneur phénolique totale a été de 73,14 mg d'équivalent d'acide gallique par 
gramme d'extrait, tandis que la teneur en flavonoïdes présente une valeur de 21,61; 46,97 mg de 
quercétine, équivalent de ritine par gramme d'extrait.  
L'activité antioxydante a été évaluée in vitro avec l'utilisation de la méthode d'activité de 
balayage des radicaux libres par dosage DPPH, inhibition de la peroxydation de l'acide 
linoléique, estimation de la puissance réductrice totale, estimation de _OH. Balayage, dosage 
d'inhibition de la peroxydation des lipides, les résultats indiquent que le taux d’inhibition est  
dose dépend lors les des expériences précédentes mentionnées. 
L'activité anticancéreuse a été évaluée par une test anti-prolifération MTT sur deux types de ligne 
cellulaires HepG2 et MDA. La prolifération de HepG2, MDA a été significativement diminuée 
après 48h, 72h d'incubation avec PHSME à 450 ug / ml.  
L'apoptose et l'activité sur le cycle cellulaire  ont également été évaluées par des méthodes de 
cytométrie en flux. L'apoptose observée dans les cellules HepG2 et MDA traitées avec PHSME 
pendant 48h avec une coloration par l'Annexeine V-FTTC et l’iodure de propidium (PI). l’extrait 
PHSME limite la progression du cycle cellulaire dans la phase SG1, L'activité anticancéreux de 
PHSME est très   puissantes, et pourrait être utile dans le traitement de cancer du foie et du sein.  
Les résultats expliquent que l'extrait PHSME présente une protection significative contre la 
toxicité cardiaque induite par DOXO, le prétraitement avec l'extrait à une dose de 250 mg / kg 
pendant 10 jours a causé une diminution des lésions cardiaques enzymatiques plasmatiques 
(CPK, LDH et AST) , La réduction de la MDA cytosolique cardiaque et le maintien du niveau 
GSH cytosolique cardiaque , des enzymes cardiaque  de la catalase, GST par rapport aux 
animaux traités avec DOXO à une dose de 15 mg / kg par voie intrapéritonéale.  L'étude 
biochimique a été confirmée lors des études histologiques; Les résultats indiquent quele 
traitement par la doxorubicine seule , a crées des altérations histologiques évidentes (œdème, 
zones de nécrose, cellules inflammatoires proéminentes, Noyaux condensés et autres 
altérations) .On conclu que  un traitement par l'extrait méthanolique du Phlomis samia peut se 
protéger contre la cardiotoxicité aiguë induite par la doxorubicine. L’PHSME peut être un 
candidat utile dans la thérapie combinée avec doxorubicine pour limiter les lésions cardiaques 
médiées par les radicaux libres et peut activer l'apoptose dans deux types de lignes cellulaires  
(HepG2, MDA). 
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