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RESUMES



Résumé :

La Nifédipine est un antagoniste calcique de lailfandes Dihydropyridines, principalement
utilisée pour le traitement des maladies cardioviases. Cette molécule peut étre utilisée dans un
autre registre thérapeutique a titre préventif rettgrteur contre le stress oxydatif grace a son
potentiel antioxydant. Cependant, son effet restgroversé et paradoxal en raison de ses capacités

prooxydantes puisqu’elle est également a I'origineléclenchement d’un stress oxydant.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressédei tefla Nifedipine sur le stress oxydant et ae pa
le suivi des difféerents biomarqueurs induits parROS. Pour notre approche, nous avons utilisé un

organisme alternatiSaccharomyces cerevisiae.

Plusieurs concentrations de Nifedipine ont été sihei (0.01mM, 0.05mM, 0.5mM et 1mM) et
différents parameétres physiologiques (croissancep@ircentage de réponse), biochimiques
(protéines totales, lipides et glucides totauxgrgatiques (respiration) et les biomarqueurs asstr
oxydant (NCPR, GST, GSH, TBARS, CAT, APX, GPX, SOB&Ps, ROMs) sont mesurés apres
1h, 2h, 3h, 4h et 24h de traitement.

Les résultats obtenus montrent une inhibition derdééssance cellulaire, de la respiration cell@air
ainsi qu'une diminution des taux des lipides etcglas totaux. Nous avons également mis en
évidence une diminution du taux du GSH et une d#tion des enzymes de la
métabolisation/détoxification comme la GST, CAT ARSPX, SODs, en plus d’une augmentation
du taux des protéines totales et des TBARS. Casdals indiquent clairement le déclenchement
d'un stress oxydatif. Cependant le suivi de I'éRgdox cellulaire a mis en évidence une
augmentation des métabolites réactifs de I'oxyg@®Ms) parallélement & une stimulation du
potentiel antioxydant biologique (BAPS), indiquaatcaractere passif de ce stress oxydant induit

par la Nifedipine.

Mots clés :Saccharomyces cerevisjagat Redox, stress oxydant, Nifedipine



Abstract :

Nifedipine is a Dihydropyridine calcium channel ¢her -currently employed like an
antihypertensive drug- induces specific pharmaco#édgeffects by binding to L-type calcium
channels. However it can be used as another thdrapgption due to its inhibitory effects of
oxidative stress and ROS increases. Neverthelesgra studies reported that Nifedipine can

induce a strong and protracted stress response.

In this present work, we sought to investigatedfiect of this Dihydropyridine on oxidative stress,
and for this, we have chosen a stress bioindicatganism Saccharomyces cerevisjakke an
alternative model to animal testing. The choosethid model was dictated not only for its
organization highly similar to higher eukaryotidlsat both macromolecules and organelles levels,
but especially, by the presence of the protein Cttelhomolog ofil/Cav subunits of voltage gate
calcium channels in mammals, pharmacologically Isinto L-type calcium channels, and thereby
Cchl is sensible to the dihydropiridines actions.

Therefore, a culture @accharomyces cerevisiagas treated with different concentrations of
Nifedipine. In our approach to assess the effettthis molecule, we measured the yeast cell
growth, the respiration activity and the rate pids, proteins and carbohydrates. In addition & th
levels of some stress biomarker (TBARS levels, GGHT, NCPR, CAT, APX, GPX, SODs). We
also measured the cellular Redox state (BAPs and$30

As a result of this research, Nifedipine have aregse on cell proliferation &accharomyces
cerevisiag this inhibitory effect was dose-dependent ang@ronal to increasing concentrations
of Nifedipine. The same result was found aboutréspiration activity, the lipids and carbohydrates
rates, when the results of proteins rate shown rnemnease of this parameter. We have also
demonstrated an increase of both TBARS levelsdfiipperoxidation) and all antioxidant enzymes
measured after exposure to Nifedipine, togetheh witdecrease of non enzymatic antioxidants
(GSH levels). Our results indicate clearly an opence of oxidative stress, however, the condition
of the cellular Redox state characterized by tleesise of the levels of reactive oxygen metabolites
(ROMs) counterbalanced by a stimulation of biolagiantioxidant potential (BAPs) and
antioxidant defense system, can be defined thesstas "passive oxidative stress”. Finally, it

emerge thaBaccharomyces cerevisiaan be used as an optimal “model drug”.

Key words: Saccharomyces cerevisjdRedox state, oxidative stress, Nifedipine
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Chapitre 1. Introduction

Préambule

Les espéces réactives de l'oxygene (ROS), despsodaits naturels formées lors des activités
métaboliqgues normales, jouent un rdle importansdarsignalisation cellulaire, quand ils sont sous
contrble Gerviddio et al.,2013 / Winterbourn, 2015) Cependant a des concentrations élevées, ces
ROS sont préjudiciables pour la survie cellulgivialko et al., 2007).La cellule est dotée d’un
certain nombre de mécanismes de défense qui pengetraliser les radicaux libres et prévenir les
dommages intracellulaires, en réduisant les effetsfs des ROS. Mais quand les cellules sont
dépassees et le systeme de détoxification subnpargka surproduction des oxydants, ne pouvant
plus se débarrasser de ces ROS, un stress oxydetale (Kirschvink et al, 2008 / Massart
2011D).

Ce stress oxydatif est définie comme un déséqaikdmtre, d’'un coté les processus biochimiques de
production des dérivés reactifs de I'oxygeéne, dtaldre, la capacité des défenses antioxydantes a
neutraliser et éliminer ces composeés toxiques ayalils occasionnent des IésiorBr¢wne et al,
2008 / Sayreet al, 2008/ Lushchak, 2014).

Ce déséquilibre de la balance antioxydants/ oxygdeanid la cellule vulnérable aux attaques des
ROS et conduit a des altérations des macromolébiddsgiques indispensable au fonctionnement
cellulaire, ainsi les membranes sont oxydées, keg€ipes dénaturées, 'TADN endommagée,
causant des dommages cellulaires et défaillancestibmnelles diversesvalko et al., 2005 /
Stadtman, 2006 / Ferreira et Reid 2008 / Santivaragkna et al, 2008§.

A ce titre, le stress oxydatif, est de plus en plesonnu comme un facteur causal dans le
développement d'un large éventail de maladies, gpcs les maladies malignes (cancer), les
maladies neurodégénératives ou il joue un réle tansaladie de Parkinson et dans I'Alzheimer,
les maladies cardiovasculaires a l'instar de l'aibélérose, les accidents cérébro-vasculaires, le
diabéte, les maladies hépatiques, en plus de ffisance rénale, I'arthrite rhumatoide, la catagact
etc. Oroge, 2002).

Le stress oxydatif va perturber les voies normalegsiologiques et provoquer la mort cellulaire.
Ces perturbations sont médiées largement par taalsgglcique Amar, 2010). En effet plusieurs
études en mis en avant l'étroite relation entresigmalisation calcique et celle des ROS ou le
calcium et les oxydants interagissent de faconrgyaee (figure 1). Dans des conditions normales,
ces interactions réciproques entre la signalisatanique et la signalisation des ROS permettent
une régulation homéostatique tres fine de chagse&emsye, en plus de la régulation des divers

fonctions physiologique@Mazars et al.,2010).
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Figure 1. La diaphonie entre la signalisation calcique aidmalisation des ROYén et al.,2006).

Le calcium est essentiel a la formation des RO%udmentation de la concentration calcique

intracellulaire ([C&']i) est & l'origine de l'activation de certaineszgmes génératrices de ROS

(NADPH-oxydase, peroxysomes, cytochrome P450, xamthoxydase, cyclooxygenase et

lipooxygenase), et de la formation de radicauxebbrau niveau de la chaine respiratoire

mitochondriale. L'un des réles majeurs du calciumoahondriale est la modulation de l'activité

de différentes enzymes importantes pour le fonogoment de cet organite ou il stimule par

exemple le cycle de Krebs et régule des composdinksts du systéme de phosphorylation

oxydative, tels que les complexes de transferiedtébn, par conséquent, en augmentant I'activité

respiratoire et de ce fait la consommation d’oxygda CA * pourrait accroitre la génération des

ROS conduisant au déclenchement d’un stress oxyW¥ain et al.,2006).

D’un autre coté, I'augmentation de la f(Japeut étre stimulée par les ROS, qui vont engmim

influx calcique au niveau des cellules. Dans deslitmns physiopathologiques, le stress oxydant

va accroitre les flux cellulaires de calciuperturbant le métabolisme normal et causant une

dépolarisation membranaire des mitochondries, imgdtion du cytochrome c, une peroxydation

lipidique, une dénaturation des protéines, ainsi dgs dommages au niveau de ’ADN, aboutissant

au final a la mort cellulaire.
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Chapitre 1. Introduction

Le peroxyde d’hydrogéne, par exemple, augmenteleant entrant de calcium dans les cellules
granulaires dentés en accélérant le processus aftomg des CCVD. Cette augmentation est
inhibée par le Glutathion et par la Nifedipine, inhibiteur des canaux calcique voltage dépendant
de type L, laissant suggérer que le stress oxyohhtit par le peroxyde d’hydrogéne module
I'entrée des ions Gapar la régulation de I'activité des CCVD de typéAkaishi et al.,2004 a).ll

en est de méme pour les travauxFdmg et al., (2013) qui ont aussi conclu que le;®, module
l'augmentation du [C&]i par le biais des CCVD.

D’autres études ont également montré le pouvoirutadeur des ROS sur I'ouverture des CCVD.
Ainsi une exposition prolongé des neurones a urdytrode la peroxydation lipidique, le
4-hydroxy-2,3-nonenal, est a l'origine de la naetiulaire. Cette toxicité peut étre atténuée par |
glutathion et les antagonistes calciques (Nimodigh Nifedipine) Akaishi et al.,2004 b / Luet
al., 2002).

Nous avons pu constater I'étroite relation entredécium et les ROS, puisque le stress
oxydatif fait intervenir les flux cellulaires de Icam, qui a leur tour, sont a l'origine de la
formation de ROS. Partant de cela, il est possibl@révenir et diminuer le stress oxydant grace a
I'utilisation des antagonistes calciques, agenésagpeutiques destinés généralement au traitement
de diverses maladies cardio-vasculaires, hypedermpris. Effectivement, plusieurs recherches
se sont focalisées sur cet axe, mettant en lurtéguetentiel pouvoir antioxydant de ces molécules
(Cominacini et al.,2003/ Berkelset al.,2005/ Schildet al.,2006/ Matsubaraet al.,2008).

La Nifedipine, un inhibiteur calcique de la famitles Dihydropyridines, a déja été proposée en tant
gu’option thérapeutique a titre préventif et progeic contre le stress oxydant, on peut citer a titr
d’exemple, son utilisation pour diminuer la toxéctubulaire rénale causée par la gentamiciire (

Li et al.,2009) contre ledésions de I'endothélium via I'inhibition des ioagperoxydegAllanore

et al., 2004, ou encore contre le potentiel cataractogéniquedthnge de sodiunfFarghaly et al.,
2014).Ce role protecteur de la Nifedipine est d0 a cgmaiges antioxydantes et inhibitrices des
ROS Sung et Choi, 2012)

Ironiquement, ce méme inhibiteur des canaux caésdents peut étre a I'origine du déclenchement
et/ou de I'accentuation d’un stred&tCheva et al.,2009/ Morakinyo et al, 2009/ 2010).
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Chapitre 1. Introduction

Objectif du travail :

Les effets du stress oxydant sont bien connus reduwsent a des dommages cellulaires et des
défaillances fonctionnelles diverses et parfodversibles. En effet, Il est admis maintenant cgie c

état de stress est a I'origine d’'une multitude ahplogies chroniques.

Face a ce constat, la recherche scientifique, Besalisée sur les études des différentes molécules
pouvant potentiellement prévenir les effets néfasta stress oxydant. Ainsi la Nifedipine, un
antagoniste calcique de la famille des Dihydropged, ayant des propriétés antioxydantes a été
proposée comme une solution thérapeutique a cexliaalstress-résultantedlanore et al., 2005

/ Wang et al., 2011/ Saidaet al., 2013. Cependant, cette molécule pourrait avoir unteffe
controversé et paradoxal puisqu’elle est égalengerbrigine du déclenchement d'un stress
oxydatif entrainant des actions déléterddorakinyo et al, 2010) Quand les travaux de
Cominacini et al.,(2003) et Daschil et Humpel, (2014)e lui ont trouvés aucune influence notable

sur ce stress.

De ce paradoxe de l'effet de la Nifedipine surtless oxydant émerge la problématique de notre
travail ou nous avons cherché a éclaircir le r@ecdtte DHP sur la génération/élimination des
ROS.

Deés lors, il nous a semblé judicieux de mesurerdifférents biomarqueurs du stress oxydatif
englobant les divers cibles cellulaires et systedeesliéfense. Et pour cela, nous avons opté pour
I'utilisation de la levureSaccharomyces cerevisisemme modeéle biologique alternatif, mettant au
passage en lumiere la robustesse de ce matériériegntal comme outils d’évaluation des

toxicités des xénobiotiques.

Le choix de cette espéce, est due, a son orgamsedilulaire tres similaire a celle des cellules
eucaryotes supérieures, mais surtout, a la présentaprotéine Cchl de la levusaccharomyces
cerevisiaequi est un homologue de la sous-unit#/Cav des canaux calciques voltage-dépendants
des mammiféresTeng et al.,2008), pharmacologiquement similaires aux canaux calsigigetype

L, les rendant de ce fait sensibles a I'action Ddsydropyridines \\Valker, 1998 / De Souza
Pereira et al.,2001/ 2003).

La démarche choisie consiste, en premier lieu, trenen évidence I'implication des enzymes de la
meétabolisation du xénobiotique particulierementieselde la phase | et Il, puis de confirmer
'induction des ROS et leur role dans la maniféestati’'une toxicité potentielle et ce a travers le
suivi de I'état Redox cellulaire et de certaineivités enzymatiques ciblées et considérées comme
biomarqueurs des ROS.
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La premiere partie de ce travail, comprenant uh ceapitre, fera I'objet d’une introduction
bibliographique sur I'état des connaissances desjetl’'un coté, dans le domaine des échanges
ioniques particulierement ceux concernant les canzalciques voltages dépendants et leurs
antagonistes, et d'un autre coté, sur les levimesargumentant au passage le choix de ce modele

biologique alternatif pour les études en toxicatogkpérimentale.

La seconde partie de ce travail articulée autourale chapitres, est consacrée aux différentssessa
expérimentaux que nous avons effectués, avec sweigkion de toutes les techniques utilisées, en
plus d’'une exposition et une discussion des résulfatenus et pour finir une conclusion générale et

un ensemble de perspectives viendront cléturee tieése.
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|. Les canaux calciques et leurs antagonistes

1. Le Calcium

Les ions calcium sont des facteurs de signalisab@miogique primordiaux, polyvalents et
universels qui régulent de nombreux processus lagts (Hill-Eubanks et al, 2011;
Verkhratsky et Parpura, 2014) telles que la fécondatiofBerridge et al, 2000),la division, la
prolifération et la régulation du volume cellug{Munaron et al, 2004, ¢,/ Roderick et Cook.,
2008 / Fermini et al., 2008 / Borowiecet al, 2014) la modulation de l'activité et I'activation de
diverses enzymes et protéines kina@desdry et Gies, 2009),I'activation et la prolifération des
lymphocyteqLewis et Cahalan, 1995/ Fesket al.,2001/ Racioppi et Means, 2008} régulation

de I'expression de genégBito, 1998 / Carrascoet al., 2004/ Batutet al, 2005)et la transcription
(Coulon et Blanchard, 2001/ Alonso et Garcia-Sancha@011). Outre ses roles clés dans les
fonctions nerveuses et dans la mémdRerisse, 2009 / Seoanst al., 2009/ Wanget Mattson,
2014) ainsi que dans I'exocytog¢&iancippoli et al, 2006 ; Gustavssort al, 2012).

lls jouent aussi un rble important en tant que Rrédir dans la contraction, la conduction et
I'excitabilité au niveau des muscl¢se Chevoir, 2008 / Kovacet al., 2008 / Dissaux, 2010 /
Menezes-Rodrigueset al, 2013), notamment celles des muscles vasculaires et camba
contribuant au maintient normale de la tensionriaité et protégeant, de cette maniéere, le systeme
cardiovasculair¢Cappuccioet al, 2000).Le C&* est également un messager ubiquitaire impliqué
dans la régulation des fonctions mitochondrialedagts la mort cellulairéBrookes et al, 2004 /
Shouetal., 2004 ; Bernadi et Rasola, 2007 / Cavalét al., 2013),et de bien d’autres processus

biologiques.

Pour que toutes ces fonctions dépendante du cakdient exécutées correctement, une régulation
précise est nécessaire et tout échec ou pertunbp#@at entrainer de nombreux troubles multi-
systemes complexes &ire pencher la balance d'un signal pour la vienasignal de mort
(Berridge, 1998 / Lorenzoret al, 2000 / Chakroborty et Stutzmann2014).

Le calcium malgré le rdle gu'il joue dans une niutte de fonctions physiologiques, reste

spécifiqgue envers chacune d’entres elles. Celdwestu fait que la signalisation calcique est tres
finement modulée dans le temps, I'espace et enimm@lconférant ainsi une réponse spécifique a
chaque entrée calciquigglure 2) (Berridge et al, 1998 / El Boustany, 2009).
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Regulation spatio-temporelle de la signalisation calcique
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Figure 2. Régulation spatio-temporelle de la signalisatidoigae (Prevarskaet al.,2007)

La signalisation calcique est aussi tres étroitémgre aux variations de la concentration
intracellulaire en calcium et plus précisément eadgnt électrochimique résultant du fait que la
majeure partie du Gase concentre dans le milieu extracellulaire [daaentration en calcium &
I'intérieur d'une cellule a I'état de repos estlaedre de 10 a 100 nM, alors que la concentration
extracellulaire se situe entre 1 et 2 m{@apham, 1995/ Pion et Brown, 1995/ Simons, 1988/
Landry et Gies, 2009),par conséquent, le bon fonctionnement des diftéreystemes impliqués
dans 'homéostasie calcique est cruciale, permeti@maintenir cet équilibre entre influx, efflux e

stockage des ions &gBerridge et al, 2003).

Parmi ces systéemes de régulation du calcium, leswpa calciques sont primordiaux dans de
nombreux processus physiologiques et font partge dileles préférentielles de nombreux agents
thérapeutiques développés pour le traitement dérdiftes maladies, tels que les antagonistes du

calcium.

2. Les canaux calciques membranaires

Les échanges de calcium au travers de la membiasmigue sont effectués grace a différents
mécanismes tels que la pompe*igat* qui régule les mouvements calciques en fonction du
gradient de concentration sodique, la pompe catcjlP-dépendante qui permet I'extrusion du

calcium intracellulaire et les canaux calciquespprmettent une modulation de I'entrée du calcium

dans la cellule sous I'impulsion de différents stinphysiologiques.

25



Chapitre 1. Introduction

Les canaux calciques sont donc un des mécanismésquel la cellule répond a une information
donnée, ou sous certaines conditions physiologidlsesrdonnent I'entrée des ions au travers de la
membrane et contribuent au processus de signalisaéllulaire et a I’'homéostasie calcique. Ces
protéines membranaires forment des pores qui agserpassage rapide et sélectif d’ions'Gan
fonction du gradient électrochimique créant, auspge, un courant calcique. Ce flux d'ions
participe a la dépolarisation membranaire de laleelL’activation d’'un canal ionique résulte en un
changement de conformation de la protéine qui ¢immufie les transitions entre I'état fermé et I'état

ouvert du canalferouiche, 2012).

Les canaux calciques sont classés en deux gramdpey : les canaux activés par un ligand
(extracellulaire ou intracellulaire) et les canaativés par le voltage (voltage-dépenda(fsjrves
et al, 1999 / Jentsctet al.,2004).

2.1. Les canaux calcium activés par un ligand

Les canaux calcium activés par un ligand, commerem l'indique, sont des canaux activeés apres
interaction avec différentes molécules (ligand) cefies intracellulaires ou extracellulaires
(GABA, acétylcholine, glycine, nicotine ...), stitant de cette facon I'entrée du calcium dans la
cellule, sans modification du potentiel membranésteuyker et al, 1990 / Pivettiet al.,2003.

Ainsi, la liaison de certaines hormones et nearsmetteurs comme la noradrénaline ou
'angiotensine Il a leurs récepteurs spécifiquesia@ne une modification de conformation du canal

et donc I'entrée du calcium dans la cellul@yillez, 1998.

Ces canaux calciques jouent un réle important tlanentraction musculairelans le contréle de la
transmission synaptique, la plasticité et l'intécac des cellules gliales neuron@ankratov et
Lalo, 2013).

2.2. Les canaux de calcium voltage-dépendants :

Les canaux calciques voltage-dépendants CCVD, Idessiaux variations du potentiel

membranaire, représentent une des voies majewgesék du calcium dans la cellule.
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Cette famille traduit les dépolarisations membnasaén un influx calcique, induisant par la suate |
régulation de fonctions physiologiques tres vargesein de la cellule. Leur activité est essdatiel
pour coupler les signaux électriques de la surfeeulaire aux événements physiologiques,

notamment la transmission synaptique et le coupgageation-contractiofiradmouri, 2007).

Ce sont des complexes multipeptidiques constitugsedsous unité principatel/Ca, qui forme le
pore ionique sélectif du calcium et sensible adagd Dulhunty, 2006 / Harisseh, 201 dont la
structure est composée de 4 domaines hydrophobasniembranaires (DI a V) comportant
chacun 6 hélices (segments S1-F&)yssetet al.,2005 / Rossi et Dirksen 2006/ Lacolley, 2007)
La sous unit&l représente la cible principale des agents phaogiques et des toxines
(Catterall, 2005).

Plusieurs sous-unités annexes sont associégs & sous-unité§ cytosolique, la sous-unite
transmembranaire, et la sous-urittansmembranaire associée par un pont disulfuneeasous-
unité a2 extracellulaire (figure 3jSchwartz, 1992. Elles sont impliquées dans I'assemblage, le
ciblage et 'ancrage des canaux a la membranenétaegponsables de la modulation des parametres
biophysiques des CCVDDpatowski et al.,2004/ Richards et al, 2004 / Fablet, 2011

Chacune de ces sous-unités provient de diversaieamultigéniques. Les génes sont épissés de
manieres différentes, donnant une grande hétéragéme protéines (une multitude d’isoformes).
Cette hétérogénéité apporterait une spécialisdtoitionnelle et/ou tissulair¢Dunlap et al.,
1995 / Censet al., 2005 / Doering et Zamponi, 2006)Ainsi 10 génes codent pour la sous-unité
al/Ca et 16 genes pour les autres sous-unités réguatice! et al.,2000 / Lacolley, 2007).

La régulation de l'ouverture des canaux calciqusis principalement dépendante du potentiel
membranaire et de la nature des sous-unités assati@ sous-unitél (Catterall, 2000 / Landry
et Gies, 2009).
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Figure 3. Structure du canal calciqRandall et Benham, 1999 / Yue, 2004).

Les canaux calciqgues CCVD sont classés selon lpwopriétés biophysiques, biochimiques,
électrophysiologiques, pharmacologiques, génétigusslon leurs conductances (voire tableau 01)
(Spedding et Paoletti, 1992 / Weiss et De Waard, Z0Lory et al, 2009.

Sur la base de leurs propriétés électrophysiol@&ggb types de canaux calciques subdivisés en 2

classes selon leur seuil d’activation ont été ifiéstet caractérisés :

* Les canaux calciques a haut seuil d’activation KHipltage-Activated), s’activant pour des
potentiels fortement dépolarisants (> -30mV) avee lente inactivation, regroupe la famille
Ca/1 qui contient les canaux de type L et la familleZqui englobe les canaux de type N,
P/Q et R.

* Les canaux calciques a bas seuil d’activation (\Mpltage-Activated), qui s’'activent pour
des potentiels faiblement dépolarisant proche dei ce repos : > -70mV et s’inactivent
rapidement. Cette famille G& ne compte qu’'un seul type de canal, le typdlLlinas &
Yarom, 1981 / Perez-Reyeet al.,1995/ Ertelet al.,2000).

La nomenclature des canaux calciques rend comptéa dbversité des sous-unités, avec des

localisations tissulaires privilégiées et des iitbilrs sélectifs d’une classe par rapport a I'autre
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Les canaux calcium voltage-dépendants ne sontedsmsent intermédiaires de I'entrée des ions
Cd" dans les cellules, ils jouent aussi un role prédpoant dans de nombreux processus dépendants
du calcium comme la contraction musculaire, larbtién d'hormone ou de neurotransmetteur, la
plasticité synaptique, I'expression génique, I'eixose, la division cellulaire, etcRéndall et al.,
1999).

2.2.1. Les canaux de la famille G4 (les canaux de type L)

Cette nomination est en allusion a leur cinétiqueuvkerture et de fermeture (activation et
inactivation) lente «long lasting / Low inactivatior». lls sont aussi appelés récepteurs aux
Dihydropyridines (DHPr pour Dihydropyridine receptoCe sont les canaux calciques les mieux
caractérisés et les plus étudiées aussi bien glartestructural, fonctionnel, que pharmacologique.
lls sont activés par une forte dépolarisation (sdiactivation aux alentours de -20mV), ont une
forte conductanceDunlap et al., 1995/ Guiaet al., 2001 / Landry et Gies, 2009t sont peu
affectés par un potentiel maintefdMcDonald et al, 1994 / Georgeon-Chartier, 2012).

On les retrouve dans pratiquement toutes les esllekcitables, mais plus particulierement dans le
tissu musculaire (aussi bien lisse que strié, sqiglie et myocardique)Benitah et al., 2010 /
Fearnley et al., 201]) et au niveau du systéme nerveux central et périgue(Mc Rory et al.,
2004 / Wang et Poo, 2005/ Calin-Jageman et Led)08/ Tuckwell, 2012).0On les retrouve
également sur des cellules non excitables commébesblastes, les ostéoblastes et les cellules
endocrines telles que ldgspancréatiques ou ils jouent un réle important diesocytose de
linsuline (Taylor et al, 2005/ Adisakwattanaet al., 2011 / Kappelet al, 2013) lls assurent,
subséguemment, certains aspects des fonctionsydeam&s nerveux centrale et cardiaque, la
contractilité du muscle lisse, la régulation neadmrine et plusieurs autres processtsi€ssnig

et Koschak, 2008/ Rosenberg et Spitzer, 2011/ Hofmaet al.,2014)

lls sont les cibles privilégiés de nombreux médieats largement utilisés pour le traitement de
différentes maladies cardiovasculaires mais aussr peurs implications dans d’autres troubles
incluant les pathologies neuronales a linstar dertige et I'Alzheimer Chakroborty et
Stutzmann, 2014 / Gomez-Sanchez al.,2014 / Wang et Mattson, 2014)lls sont trés sensibles

a l'action des antagonistes calciques tels queDibgdropyridines (Nifedipine) -ce qui a aidé a
identifier et purifier ces canaux-, les Benzothmmnes (Diltiazem) et les Phénylalkylamines
(Verapamil) Huber et al., 2000 / Stanford, 2011 Ces inhibiteurs vont s'attacher a trois sites
couplés allostériquement de la sous-unifé Leur ouverture peut aussi étre modifiée par des

neuromédiateurs tels que la noradrénaline et lamope Gtruyker-Boudier et al, 1992.
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Les études en biologie moléculaire ont permis dectériser les déterminants structuraux
gouvernant les propriétés pharmacologiques et pgighes. Ainsi le quatrieme segment S4 de
chaque domaine tres riche en acides aminés chpogésrement représente le senseur de voltage
responsable de I'activation du canal. Alors qubdacle extracellulaire entre S5 et S6 détermine la
sélectivité ionique du canal (figure 4egiorskia et Greenberg, 2006 / Caterall et Fue, P8). De
plus, la boucle S5-S6 et le segment S6 du troisidomeaine répété ont été identifiés comme étant
des sites de fixation des tétrodoxines et des Ddpydidines Catterall et Striessnig, 1992

Les autres sous-unités participent a la régulateta fonctionnalité du candflcher et al, 2005 /
Jamet, 2012.
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Figure 4. Représentation schématique de la structure desixa@aiciques voltage-dépendant
de type L(Tanadeet al.,1987).

Il existe 4 isoformes, codées par des genes differfles isoformes 1S, C, D et F codées
respectivement par les genes CACNALS, C, D eRiBus$setet al, 2005, avec des localisations
tissulaires préférentiellesG(ibkoff et Kaczmarek, 2009. Les canaux d’'une méme famille

montrent une homologie de séquence de I'ordre && 3800% [acinova, 2005).

30



Chapitre 1. Introduction

Cayl.1 @1S) : Présent dans les muscles squelettiques (S), détecte potentiel mis en jeu lors de
l'activation nicotinique et participant a l'activah du récepteur de la ryanodine, un canal du
réticulum (dont le C& est le principal modulateuZucchi et Ronca-Testoni, 1997 Il est

nécessaire pour la contraction, I'hnomeéostasie gaéciainsi que pour la régulation de I'expression

génique.

Cayl.2 @1C) : Exprimé dans le muscle cardiaque (C), les musiesd vasculaires, les cellules
endocrines, les neurones et la plupart des tidkest la cible majeure des inhibiteurs calciques
utilisés en thérapeutique. Il a comme fonctiondatraction, la sécrétion hormonale et la régulation

de I'expression génique.

Cayl.3 (@1D) : Présent au niveau des neurones et des cellulecremefil permet la sécrétion

hormonale et la régulation des génes.

Cayl.4 @1F) : S’exprimant spécifiqguement sur la rétine ainsi teille, il génere un courant aux
propriétés atypiques assurant le relargage de tmansmetteursGatterall, 2000 / Djata Cabral,
2008 / Landry et Gie, 2009).

2.2.2. Les canaux de la famill€ay2

* Les canaux de type P/Q (C&.1)

Les courants de type P/Q sont issus du méme geélamicpour le canal Ga.1, mais la régulation
par épissage alternatif de ce gene est a l'oridendifférents isoformes générant ces deux courants,
P pour Purkinje, les cellules ou ils ont été ideddj et Q par ordre alphabétique (apres P)
(Bourinet et al, 2001/ Gribkoff et Kaczmarek, 2009. lls sont sensibles a des toxines
multipeptidiques issues du venin d’'araignées etadiegot Adamset al.,1993 / Yanet al.,2002)

On retrouve les courants de type P/Q dans toutsigme nerveux, ce sont d'ailleurs la population
de canaux calciques la plus représentée dansveaerlls participent a I'induction de la libératio

de neurotransmetteur€4tterall, 2011).
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* Les canaux de type N (Cg2.2)

Les canaux de type N ne sont ni de type T, ni ge ty Neither Transient, Nor Long Lastihdls
sont spécifiquement bloqués par une toxine peptaligolée a partir d'un mollusque ma@onus
geographicus I’ ® -conotoxine GVIA et par le cadmiurMi¢Donough, 2004.

Dans les cellules neuronales, les courants calsidadype N sont impliqués dans la libération des
neurotransmetteurs et dans la sécrétion d’hormdaes les cellules endocrinegakahashi et
Momiyama, 1993 / Artalejoet al.,1994).

* Les canaux calciques de type R ou ¢a.3 (@1E)

Les canaux de types R pourResistantou Residual», sont mis en évidence dans les cellules
granulaires du cervelet correspondent aux coucaitgques résiduels enregistrés aprés blocage des
courants de type T, N, L et P/Q par leurs antagesisespectifs. lls sont bloqués par les iorf§' Ni
Cd?* et par lan-Agatoxine llIA une toxine extraite de I'araign&gelenopsis apertdde méme que

la toxine SNX-482 issu du venin d’'une tarentHlgsterocrates giga@/Nang et al, 1999 / Tottene

et al, 2000 /Bourinet et al, 2001).

2.2.1. Les canaux de la famille G&8 (les canaux de type T)

Les CCVD de type T possedent des courants entransitoires «ransientou Tiny» une
cinétique d'inactivation rapide et une faible cartdnce du canal unitair®©@nlap et al, 1995/
Nargeot, 2000. Il existe trois sous-types du canal T, a savoay3.1, Cav3.2 et Cav3.810nteil

et al, 2000 / Perez-Reyes, 2003 / Bourinet al.,2005)

lls sont bloqués par un ensemble de molécules éxgass ldableau (01)qui résume I'ensemble
des données sur les CCVD rapportées précédemment.

On les retrouve dans difféerents types cellulainesiuant les neuronesN{konenko et al., 2005 /
Liao et al., 201J), les cellules musculaire®©fo et lijima, 2010) et les cellules sécrétrice$ (
pancréatiques, corticosurrénaleslicroft et al, 1990/ Sala et Matteson, 1990).

Certains travaux ont mis en évidence l'implicatides canaux T dans les mécanismes de
nociception Todorovic et al.,2004/ Dogrul et al.,2003 / Bourinetet al.,2005 / Francois, 2013
ainsi que dans le stade précoce du traitement idorthation au niveau des neurones

thalamocorticaux@eleuzeet al.,2012).
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Tableau 01. Classification moléculaire, pharmacologique et lisaéion tissulaire des canaux
calciques dépendants du voltdiiéeiss et De Waard, 2006/ Striessnigf al.,2014).

Sous-Unité  Cav| Courant Pharmacologie Localisation
(al)
Cavl.l ¢1S) Muscle squelettique
Cavl.2 ¢1C) Type L Dihydropiridines (pan Neurones, cceur, muscles lisses
exemple, Nifedipine) | vasculaire/cardiaque, cellules
Phénylalkylamines endocrines
Cavl.3 ¢1D) Benzothiazépines Neurones, cceur, cellules
51; endocrines, cellules
y sensorielles
S Cavl.4 ¢l1F) Rétine, oreille, cellules
§ immunitaires
B o-Agatoxine VA Neurones, cellules endocrings
g Cav2.1 ¢1A) Type P/Q | o-Agatoxine llIA (cellules pancréatiqués
'g o-Conotoxine MVIIC
wn
g Cav2.2 41B) o-Agatoxine IlIA
Type N o-Conotoxine GVIA | Neurones, cellules endocrines
o-Conotoxine MVIIA
Nickel, Neurones, cellules endocrines,
Cav2.3 ¢1E) Type R Cadmium muscle lisse vasculaire/
w-Agatoxine 1A cardiaque,
SNX-482
Neurones, coeur, muscles
E‘; Cav3.1 ¢1G) Benzamidazoles (parlisses, cellules endocrines,
= exemple, mibéradil) | spermatozoides
-% Type T Amiloride, Neurones, cceur, foierein,
% Cav3.2 ¢1H) Anandamide muscles lisses  vasculairg/
g Ethosuximide cardiaque, cellules endocrines
% Kurtoxine
a Cav3.3 (11) Nickel Neurones, spermatozoides
o
m
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1.3. Les Antagonistes calciques

Initialement définie par Fleckenstein, en 1964,datagonistes du calcium représentent un groupe
chimiquement, pharmacologiquement et thérapeutignémmétérogéne d’'agents thérapeutiques qui
ont pour cible principale les CCVD et plus précis@inles canaux calciques de type L
(McDonough, 2004. On utilise aussi les termes anticalciques, itdifss calciques, inhibiteurs des

canaux calciques lents ou calcium-bloqueurs.

Les antagonistes calciques représentent I'une desigales classes pharmacologiques largement
utilisées dans le traitement des troubles cardmuases (I'hypertension artérielle, l'insuffisance
coronaire, I'angine de poitrine, I'agor stable @sespastique, la tachycardie supraventriculaire,
etc.). De par leur mécanisme d’action, ils influsmide couplage excitation-contraction des cellules
musculaires cardiaques et vasculairekdkenstein, 1977 / Laurentet al., 2002) Des études
associent le rythme artériel anormal dans le camel hypertension a une augmentation
d’expression des canaux calciques dépendants diageolde type L au niveau vasculaire.

(Sonkusareet al, 2006).

On distingue trois classes d’inhibiteurs calciq(tableau 02). Les classes | et Ill, en I'occurrence

les Phenylalkylamines et Benzothiazépines, sontésemtés respectivement par une seule
substance, le Verapamil et le Diltiazem. Alors tpuelasse I, celle des Dihydropyridines, est trés
largement représentée, et comporte le plus gramtbreo de médicaments commercialisés, avec
comme chef de file la Nifédipine. Les nouvellesnies galéniques a libération prolongée mieux
adaptées au traitement de I'hypertension artérsell@ venues enrichir I'arsenal thérapeutique des
antagonistes calciques. Le Mibérafil est aussi ntagbniste calcique mais son action reste
spécifique pour les canaux de typeL@yrent et al, 2001).
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Tableau 02.Les différents antagonistes calciques et leungsgmtants

inhibiteurs calciques

Classe Représentants

Class¢ | :Phénylalkilamine | Le Verapamil

La Nifédipine, L’Amlodipine, L’Azelnidipine, La
Classell :Dihydropyridines | Nicardipine, La Nimodipine, La Barnidipine, La Fdipine,
L’Isradipine, La Lacidipine, La Lercanidipine, Laavidipine,

La Nisoldipine, La Nitrendipine

Class¢ Il :Benzothiazépine | Le Diltiazem

1.3.1. Les Dihydropyridines

Les Dihydropyridines sont des antihypertenseurs¢ an puissant effet vasodilatatédamamoto

et al., 2015) Ces antagonistes calciques sont dotés d’'une grastectivité vasculaire due a
I'épissage alternatif de la sous unité,CHs inhibent de facon dose-dépendante I'entréeides
calcium via les canaux calciques de type L et gltécisément ceux des Cavl.l et Cav 1.2.
Néanmoins cette action reste réversible en présateefortes concentrations de a
extracellulaires. Cette grandes sélectivité des DpH#Pmet d'éviter certaines complications
cardiaques tels que la conduction auriculo-venaicel et fonction sinusale, elle évite aussi la
réduction de la contractilité et limite le risquerd de I'association aux bétabloquants ou lors
d’altération de la fonction ventriculair@dlbert et al.,2009).La Nifedipine est la moins sélective
des DHP.

Les DHP inhibent aussi, a des concentrations un gleuées, les canaux voltage-dépendant
sodiques Naet potassiques 'KGotoh et al, 1991 / Avdonin et al, 1997/ Teramoto et Brading,
1998). La Nifedipine est capable cependant de diminuerolerant calcique d’environ 80 a 90%

avant de modifier le courant sodique.

Comme on a pu le voiles ions calcium sont impliqués dans la contraaties fibres myocardiques

et des fibres lisses des vaisseaux et dans I'eztndrmale du nceud sinusal et du nceud auriculo-
ventriculaire. Les inhibiteurs calciques jouentsainn rdle protecteur a la fois, au niveau du

myocarde aussi bien dans la cas d’'une ischémie angioie, en assurant une augmentation des
apports en oxygéne du myocarde et en diminuantosaommation par le cceur, grace a une
diminution des résistances périphériques et dedssppn artérielle, ce qui en découle une réduction
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du travail du coeur. Mais également dans le casedlypertension artérielle, en diminuant
I'hypertrophie du ventricule gauche facteur de nuité et mortalité cardiovasculaires. Ils ont aussi
un effet protecteur rénal, en augmentant le déagnpatique de cet organe et abaissant sa résistance
vasculaire. Talbert et al.,2009).

Outre leur réle dans le traitement des maladiedi@aasculaires, les DHP sont aussi utilisées
comme agents neuroprotecteuragami et al, 2004 / Anekonda et Quinn, 2011/ Tentet al,

2013)

1.3.2. La Nifedipine

Introduite en médecine clinique en 1975, la Nif@tk#pest devenue un outil indispensable pour le
traitement des maladies cardiovasculaires tel targgihe de poitrine, I'arythmie cardiaque, et
I'hypertension De Souza Parreiraet al., 2003 / Poole-wilsoret al., 2006 / Matsuiet al., 2010 /
Qing-Ri Caoaet al, 2010 / Tetsuro Ageet al, 2010),bien que de nombreuses autres indications y
aient été rajoutées tels la maladie de RaynKimivski et al.,1990).Elle peut aussi étre utilisé en
tant qu'option thérapeutiquen cas de menaces d'accouchement prématuré aveweceffet une
diminution des contractions utérines grace a sfat &fcolytique Bekkari et al.,2005 / Yamasato

et al., 2015/ Padovaniet al., 2015) ou encore pour le traitement des cedemes pulmoneires
cérébraux causeés par l'altitud®aftsch et al., 1991 / Deshwakt al.,2012/ Zafren, 2014)en plus

de son utilisation dans le traitement des troublEsronauxSinnegger-Braunset al, 2009) Elle
représente, également, une solution contre leséraugrace a son large spectre antiémétiques
(Darmani et al.,2014).

3.2.1. Pharmacocinétiques

La Nifédipine est absorbée rapidement et complatémeelong du tractus gastro-intestinal malgré
sa faible solubilité dans I'eau (<10 mg/l), sa demai est courte de l'ordre de quelques heures
(2 a 7 h selon sa forme)lfrahamssonet al., 1998).

Une fois absorbée la Nifédipine est métabolisédeaystéeme enzymatique du cytochrome P450 et
principalement par lisoenzyme CYP3Ad&ilvers et al., 1992/ Frackiewicz et al., 2002/
Anzenbacher and Zanger, 2012)connu également sous le nom de Nifedipine oxyeasgii est
responsable de la biotransformation d’environ 6@% miédicaments commercialisés.

Elle est également métabolisée par les isoenzyn&sL B2 et CYP2A6. Cette DHP est de la sorte

transformeée, pour une grande partie, en métabatisesifs hautement solubles, lesquels forment de
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60 a 80 % de la dose éliminée dans l'urine. Leerdstla dose est éliminé dans les feces sous forme
métabolisée, trés probablement a cause de ['élinimailiaire. Le principal métabolite est le
dérivé de lacide hydroxycarboxylique, l'acide 2,6diméthyl-4- (2- nitrophényl) -5-
meéthoxycarbonyl- pyridine-3 -carboxylique et I'autest la lactone correspondante a savoir I'acide
2-hydroxyméthyl- pyridinecarboxylique. Des tracesNifédipine inchangée peuvent étre décelées
dans l'urine. Raemsch et Sommer, 1983 / Churgf al.,1987).

Cependant, des études sur les interactions meédntanses avec les antagonistes calciques ont
montrés que la Nifedipine et la Nicardipine avaieme capacité inhibitrice de I'activité du
cytochrome P450 et surtout du CYP 3A, CYP2C9 et 2D® dans les cellules hépatocytes
humaines et les microsomes de fdiéa(et al., 2000 / Pichardet al., 1990 et chez les animaux
(Maenpaa et al., 1989/ Murray et Butler, 1996). Paradoxalement d’autres travaux ont mis en
lumiére une capacité stimulante de ces deux anistgsncalciques sur 'activité enzymatique des
familles CYP3A et du CYP 2B par différentes voi€sqcourt et al., 2001 / Willson et Kliewer,
2002 / Konnoet al.,2004).

3.2.2. Mécanisme d’action

Les Dihydropyridines sont caractérisées par leudand’interaction état-dépendant du canal
calcique de type L. Ces agents thérapeutiques pepvésenter une affinité préférentielle a un état
donné ou/et I'acces a leur site de fixations estlitmnné par cette état du cansig et al.,2004 /

Mc Donough et Bean, 2006 / 20)0Cette Transitions entre ces états est détermiaéedes
changements chimiques et électriques du potertprda cinétique d’ouverture et de fermeture du
canal. Les médicaments interagissent préférentiele avec I'état ouvert ou inactif du canal et
affichent donc une affinité apparente pour I'é&atplus disponible et prédominant sous certaines
conditions physiologiques ou pathologiques. En fdustructure des médicaments ainsi que ces
propriétés physicochimiques (hydrophobes ou hydleghchargé ou non) peuvent conditionner la

fixation de ces molécules a leur récepteur.

La Nifédipine, comme tout antagoniste du calciupaafenant a la famille des DHP, inhibe
sélectivement, et a trés faibles concentratioesirée des ions calcium au niveau des CCVD de
type L ou elle se lie directement au canal a I'éattif et stabilise cette conformatiokalant et

al., 1998 / 2007/ Souzat al.,2003) L'inhibition de I'entrée des ions &aentrainent le blocage des
processus contractiles des cellules musculairegdjsprovoquant la vasodilatation des arteres

coronaires et systémiques, une augmentation dpolam'oxygéne au tissu myocardique, une
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réduction de la résistance périphérique totaleguiece traduit par une diminution de la pression
artérielle globale(Saida et van Breemen, 1983/ Zanchetti, 1987 ette action s'exerce
essentiellement sur le muscle lisse vasculaire rmbiadre degré au niveau du muscle cardiaque.
Cette sélectivité vasculaire s’explique par le fmie les canaux inactifs sont plus fréquents dess |
cellules musculaires lisses vasculaires, étant élgue la dépolarisation du muscle lisse artériel es
plus longue que celle du cardiaqUeiggle et al.,2006 / Gribkoff et Kaczmarek, 2009).

3.2.3. Nifedipine et stress oxydatif

Depuis sa mise sur le marché la Nifedipine a faibjét d’'une multitude de recherches,
certaines d’entre elles ont mis en lumiere potentiel antioxydan{Berkels et al.,2001 / Mak et
al., 2002 / Yamagishiet al.,2006 / Rojas-Riveraet al.,2009)

Ainsi, la Nifedipine diminuent les marqueurs deess oxydatif dans le plasma et améliorent les
dommages de l'endothélium causé par le stress okylez les patients atteints de sclérose
systémique(Allanore et al, 2004b) Cet antagoniste calcique inhibe la productionl’deion
superoxyde @ par les monocytes saiitsvitro, une propriété associée a l'inhibition de 'attide

la protéine kinase C (PKCAlanore et al, 2004a ; Allanoreet al, 2005)et a la diminution de
I'activité de la NADPH oxydase responsable de ladpction des ¢ (Iwai et al, 2011),atténuant

de la sorte le stress oxydatif. Elle diminue égealet les dommages oxydatifs des membranes
cellulaires causés par la peroxydation lipidigGel{al et al, 2001 / Rayet al, 2012)et protéege
contre la néphrotoxicité due a un stress oxydatiate induit par la cyclosporin€ljander et
Chopra, 2005)

Les ROS jouent un rdle critique dans la pathogedasdysfonctionnement endothéliale qui
peut se développer en problémes cardiovasculdaesathingeret al.,2000 et dans un certain
nombre de maladies cardio-vasculaires, y commibkdrosclérose, I'hypertension, mais aussi dans

le diabéte sucré et l'insuffisance cardiag@Gai(et Harrison, 2000.

La Nifedipine améliore les fonctions endothéliafgamamoto et al.,2010) et préserve l'intégrité

de l'endothélium chez les patients souffrant d'hgpsion, par I'amélioration du nombre et de
l'activité des cellules progénitrices endothélialagsi que les fonctions liées a l'angiogenése
(néovascularisation) et empéche la progressiotattetosclérose chez les patients souffrant ou pas
d'hypertension et/ou d'une maladie de l'arterer@ire Henry, 1990 / Pitt, 1997 / Verhaaret al.,
1999 / Encore Investigators, 2003).Toutes ces actions sont liés a la libération dndliaie de

38



Chapitre 1. Introduction

'oxyde nitrique (NO) (il exerce des effets bifoimetnels sur la survie des cellules ou il sert a la
signalisation cellulaires endothéliales et neuremait favorise la cytoprotection, restant néanmoins
cytotoxique a forte dose) et a une diminution d€3SRdans et autour des parois vasculaires
(Brovkovych et al.,2001) En effet, aprés exposition des cellules endatedia 500uM bD,, une
augmentation significative des ROS et une dimimutle la viabilité des cultures sont observées, le
traitement par la Nifedipine inhibe le stress oxydat contribue a protéger ces cellules de
I'apoptose induite par ces ROSugiura et al.,2008).

Le mécanisme sous-jacent par lequel les antagerdstealcium normalisent le dysfonctionnement
endothélial est mal connu, parce que ces celluted pas de récepteurs pour les antagonistes du

calcium, malgreé leur possible propriété antioxydgRtkuo et al.,2003)

L’augmentation de I'anion superoxyde peut jouer réte critique dans le dysfonctionnement
endothéliale et cardiovasculaire, comme c’est I8 dans I'’hypertension qui est associée a
l'inhibition de la signalisation NO par cet anidormant un métabolite hautement toxique, le
peroxynitrite T'schudi et al.,1996/ Vergnaniet al.,2000) La Nifedipine améliore la fonction de
'oxyde nitrigue en augmentant sa libération enélale suite a une augmentation de I'activité
enzymatique de I'oxyde nitrique synthagey( et al.,2002 / Forstermann et Munzel, 2006 Elle
régule aussi indirectement I'expression et l'atdivde la superoxide dismutase (SOD) dans les
cellules endothéliales via la stimulation de laétdtion du facteur de croissance vasculaire
endothélial (VEGF) Rukuo et al.,2002 / Miura et al.,2005).C’est par le biais de I'activation du
récepteur B2 de la bradykinine que cette DHP se&mih libération du VEGFdes
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) eeliges, régulant ainsi I'expression et 'activité
des SODs des cellules endothéliales et améliopantconséquent, la production de NkuKai et

al., 2000 / Fukuoet al.,2003 / Passacqualet al.,2008).

La Nifedipine protége également contre la progogssie I'athérosclérose, en inhibant les
lipoprotéines de basse densité oxydées (ox-LDLpamesable de I'accumulation de corps gras

('athérome) au niveau de l'intima des artéf&sang et al.,2015)

La Nifédipine est connue pour étre photosensibléhissant une photolyse par des
mécanismes intra-moléculaires, aprés expositiorul&ralviolet et la lumiére visible, formant
principalement des analogues nitro et nitroso-pryedinarvand et al., 2006) Quelques produits
secondaires mineurs sont également formés paaatiens inter-moléculaires entre les produits de
dégradation primaire et leurs intermédiairekyase et al., 1994 / Handa et Singha, 2014).

Récemmentles travaux démanishi et al., (2014)sur I'un de ces produits de photodégradation, le
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nitronifedipine (NO-NIF), ont montré que ce dernigui sera convertis en un radical NO-NIF,
acquiert un fort potentiel antioxydant, réduispat exemple la cytotoxicité d’hydroperoxyde du
cumene et protégeant de cette maniere I'intégagrmembranes cellulaires endothéliales du stress
oxydant. Cependant, sa capacité pour bloquer lesuzacalciques est trés faible par rapport a celle
de la Nifédipine, ce qui nous laisse suggérer qumotentiel antioxydant de la Nifedipine n’est pas

di qu’'a ses propriétés d’antagoniste calcique, peis aussi étre lié a sa structure.

Il est bien connu que le diabéte accélére l'atioérosse et I'hypertension suite a un
dysfonctionnement endothéliale vasculaire, ce cumdait a l'augmentation du risque de la
morbidité et de la mortalité cardiovasculair€ai et Harrison 2000 / Lerman et Zeiher, 2005 /
Kahn et al.,2006 / Van Gaakt al.,2006)

Des études ont rapporté que la Nifédipine prot@&geckllulesp pancréatiques, dans le cas de
diabéte, contre le stress oxydatif, le stress tloulém endoplasmique (RE), et I'apoptogéafg et

al.,, 2011/ Syedaet al, 2013)[un stress du RE intense et prolongé induit un ramogne de mort
cellulaire par apoptose initiée dans le RE parédiifits mécanismes-qugeray et al., 2011/
Fougeray, 2012)].

Le diabéte de type 2 est caractérisé par uneaasesta I'insuline et une hyperglycémie. Il estlétab
gu’une exposition chronique des cellufepancréatiques a des concentrations élevées desgluc
conduit a un dysfonctionnement métabolique de edlsles et leur mortKederici et al., 2001 /
Poitout et Robertson, 2008 / Campos, 2012 lusieurs événements de signalisation intracatiil
ont été identifiés comme causes de ce déreglemétatomlique(Pirlo et al.,2002 / Laybuttet al.,
2007) Ceux-ci comprennent le stress du réticulum eradopiqueset le stress oxydatiZzhang et

al., 2010 / Thomaset al.,2011 / Mooradian et Haas, 2011 / Tanet al.,2012).Ces deux types de
stress provoquent une apoptose des celfupncréatiguedMaedler et al., 2001 / Leonardiet al.,
2003/ Kim et al, 2005/ Feiet al, 2008), suite a un dysfonctionnement mitochondrial et la

libération de cytochrome C, entrainant I'activatotes caspases et CHQIfaset al, 2009).

Le C&* est un régulateur clé non seulement dans la suelielaire, mais aussi dans la libération
d'insuline. Le glucose pourrait activer les canpatassiques ATP-dépendan&einoet al.,2011)

ce qui conduit a la dépolarisation membranaireoetcd I'activation des canaux calciques voltage-
dépendants de type L, stimulant, de cette manlarejibération du C4 emmagasiné dans le
réticulum endoplasmique et déclenchant ainsi l&réiton d'insuline. L’hyperglycémie va
provoquer une libération accrue de “CaCette augmentation de la concentration calcique

cytosolique déclenche différent signaux apoptoticieés que la caspase 3, menant a la mort
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cellulaire Wang et al, 1999 / Xuet al, 2005 / Marchettiet al.,2007).Des études sur les cellules
des ilots de Langerhans de rat type « insulinoi&k#dmSF » montrent que la production de ROS
joue un role dans le développement du dysfonctimmeme de ces cellules chez le diabétique. Le
stress oxydatif entraine une libération de la s$@aréd’insuline par dépolarisation et entrée
subséquente de calcium a travers des canaux cadciqitage dépendanté/éhl et al.,1998) La
Nifedipine protége les cellulgs pancréatiques en inhibant la libération dé*Cde méme que la
libération de la sécrétion glucose-dépendante mhsuline, protégeant de ce fait la viabilité
cellulaire Orecnaet al, 2010 / Wanget al, 2011 / Xuet al, 2012) L’effet anti-apoptotique de la

Nifedipine a été confirmé par les travauxS#esakiet al.,(2007)etArora et al.,(2013).

Paradoxalement, la Nifedipine et d’'autres antagesislu calcium sont a l'origine d’'une
hyperglycémie caractérisée par une résistancesaline avec altération de la tolérance au glucose
(Horl et al.,1987 /Iversenet al.,1990 / Foot et Leighton, 1994 / Al Qahtaret al.,2001).

Cette DHP accentue également la toxicité causée’patres molécules telles que I'anthracycline
et les D- amphétamineSdntostasiet al., 1991/ Vitchevaet al.2009 et déclenche une réponse au

stress forte et prolongé®l¢rakinyo et al, 2009/ 2010).

A doses thérapeutiques les antagonistes calciqaes ld Nifedipine, diminuent le nombre de
spermatozoides, leur motilité et le poids de liéyiche, Benoff et al, 1994 / Hershlaget al,
1995/ Waghmareet al.,2011).Le blocage des canaux calciques chez les spernidészpar la
Nifedipine réduit l'influx des ions calcium, qui mstituent un facteur de signalisation important
dans la mobilité des spermatozoides, la capacitatéo réaction acrosomique et la fertilisation
(Ahamd et al, 1995/ Ho et Suarez, 2001 / Fengt al, 2007) La Nifedipine perturbe aussi
I'équilibre entre la production et I'élimination IROS, déclenchant un stress oxydatif. Ces ROS
provoquent une peroxydation des lipides et donc dématuration de la membrane ainsi qu’une
réduction de [lactivité des enzymes membranaires des canaux ioniques, perturbant

conséquemment la fertilitdlorakinyo et al, 2010/ Waghmareet al, 2011)

D'un autre coté, la Nifédipine est a l'origine daurhepatotoxicité imputable a une stéatose
macrovasculaire Russmann et Lauterburg, 2009), provoguée par une accumulation de
triglycérides dans la cellule hépatique sous fodiume grosse vacuole déplacant le noyau a la
périphérie de la cellule, suite a une stimulatienlal lipogenese, elle-méme causée par l'activation
du facteur de transcription pregnane X receptorRRXun récepteur nucléaire dont la fonction

principale est I'expression des genes impliqués des phénomenes de détoxification cellulaire
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(Ekins et Erickson, 2000)et dans leprocessus de lipogenése hépatigMeréau et al., 2009 /
Fromenty, 2010 / Bergricheet al, 2017).

Récemment les travaux d&ufkes et al, 2014)ont mis en évidence l'effet inhibiteur de la
Nifedipine et d’autres Dihydropyridines sur l'agtév du paraoxonase-1 (PON-1) une enzyme
calcium-dépendante qui hydrolyse les esters atdiindes organophosphorés et lactone. Au cours
des derniéres années, cette enzyme a pris uneegirapdrtance dans la recherche scientifiqgue en
raison de ses effets antioxydaffssiram et Rosenblat, 2004 / Aliciet al., 2008 / Guptaet al.,
2009) Cette enzyme PON-1 protege les LDL, HDL et lescnmphages du stress oxydative
(Fuhrman et al., 2010) en neutralisant les radicaux libres de l'oxygenepmpris le peroxyde
d'hydrogéne Ates et al., 2009) et inhibant la peroxydation des lipides par I'hygse des lipides
peroxydés a l'instar de I'hydroperoxydes de chélgstlinoléate ce qui indique un effet protecteur
des membranes cellulairedvfram et al., 2000/ Rosenblatet al., 2006) Elle est également
impliqguée dans la réaction inflammatoire et la délgtion des signaux de quorum sensing

bactériens, qui coordonnent le début de I'infec{l@ampset al.,2011).

Trois génes codant des paraoxonases ont été identifes PON-1, PON-2 et PONHarel et al.,
2004 ; Jaouadet al.,2006), chacune des PON est dotée d’un fort potentiebaydiant Quillen et

al., 2012). Cependant, leurs substrats physiologiques et ifomctbiologiques restent a éclaircir.
PON-1 est de loin la plus étudiée des trois, ajoies la littérature est beaucoup moins abondante en
ce qui a trait a PON-2 et PON-3, en raison de iiidieation beaucoup plus récente des deux
dernieres, qui n'a eu lieu qu’en 199Brifmo-Parmo et al., 1996) comparé a celle des PON-1
identifiées pour la premiére fois en 19%3dridge, 1953 a et b)

Plusieurs études ont noté une diminution de l'@étides PON lors de difféerentes maladies telles
gue le diabéte, les maladies cardiovasculairegdittholestérolémie, le cancer de I'estomac et du
pancréas, les maladies inflammatoires de l'intesiimsuffisance rénale aigué, mais aussi dans le
tabagisme, le vieillissement, I'obésité, la ménspaetc. Akcay et al.,2003, ¢/ Zhang et al.,
2010/ Précourt, 2011/ Turke=t al, 2014)

La Nifedipine de par sa structure peut interagecale site actif de PON-1 ce qui pourrait expliquer
son effet inhibiteur sur ce dernier, il est aussibpble, qu’'étant un antagoniste calcique, elle
influence l'activité de ces enzymes calcium-dépeteta Néanmoins le mécanisme inhibiteur de la

Nifedipine sur les paraoxonases nécessite de piptea recherches.
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Il. LES LEVURES

Utilisée depuis des millénaires par 'Homma levure est I'une des espéces leus
importantes aussi bien @mdustrie agr-alimentaire qu’en pharmaadimique ou elle participe la
fabrication de nombreux prodt : brasserie, boulangerie, cidrerie, vinification,nfi@geri« pour la
premiere, Yan Maris et al, 2006 / Vargaset al., 2010 /Kocharin, 201%/ Aceituno, 2013 ;
production desrotéines, vitamines et criblage des médicampour la seconc (Porro et al.,
2005 / Bacha, 2008 Gervasio, 2008. Elle participe aussi a la valorisation des déchgticoles e
industriels(Nehme, 2008)

Outre son intérét industridh levure est un excellent modele expérimentalepast une place ¢
choix au sein de la communauté scientificopour la recherche fondamentale et applic en

biologie moléculaire et génétique, en biochimiereioxicologie.

Cette partie de ce chapitre sera consacré a celenagigaryote tres pris

1. Généralités sur Led_evures (Saccharomyces cerevisiae)

L'origine du terme levure provient du mot latinevare » qui veut dire « lever(Oteng et
Gyang, 1984)maisn’est pas forcement synonyme de fermentation gexiste que chez certain
espéces a l'instar de la plus con, la levure de bier8accharomyces cerevis (figure 5). Le nom
de cette derniérfait référence au fait que c’est un champigi« myces »qui se nourrit d sucre
saccharose « sacchar@by est utilisé dans la fabrication de la biéraetvin icerevisiaepour

cervoisenom qu’on donnait autrefois a la bi).

Figure 5. Vue microscopique de la levuSaccharomyces cerevisiae.
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On désigne sous le nom de levures les champignocary®tes immobiles, microscopiques et
unicellulaires ou qui représentent, au cours dedéueloppement, une phase unicellulaireyal

et Vierling, 2007 /Guiraud et Galzy, 1998) Elles furent reconnues comme des Champignons par
De Bary en 1866orsqu’il détecta des ascospores chez les levueediere. Elles sont tres
répandues, on peut les trouver dans différentemilsucrés (fruits, nectar de fleurs...) mais aussi
en sel (salaisons), a la surface ou a l'intéricautdes étres vivants (dans le tube digestif des
animaux et des insectes), elles peuvent persitt@slidans les sols, les eaux et I'atmosphere
(Scriban, 1993 / Bacha, 2008 Cette large abondance dans I'environnement ast @ une
production rapide, par bourgeonnement ou par fugiaeger-van Rij, 1984), et a une grande
capacité d’adaptation métabolique a des sourcegives trés variées due en majeure partie a une

large gamme d’enzymes extra et intracellulaires.

Les levures possedent une grande tolérance enwelarge spectre de types environnementaux
pouvant survivre a des conditions assez extrémkm des especes. Ainsi elles tolérent des
températures allant de 0° a 55°C, la ou leur teaipér optimale de croissance se situe entre 25° —
30° C. Elles préferent les milieux acides mais afaent aussi a tous les pH excepter les extrémes
pouvant croitre a des pH de l'ordre de 2.8 @&yral et Vierling, 2007). Elles ont une tolérance
presque compléte vis a vis de la dessiccation {digatation des levures) et peuvent résister a une
pression osmotique de I'ordre de 3M, en plus d’forte tolérance alcoolique, atteignant les 20%

(Michel et al, 1990 / Jackson, 1994 / Panon, 1997 / Van Masdsal, 2006).

Il existe environ 80 genres de levures avec apprativement 600 especes connu&avenet al.,
2003) appartenant a trois classes de Champignlass Ascomycetes, les Basidiomycegeses

Deutéromycetes.

2. Caractéristiques structurales

Les levures ont des formes variées, caractérisgtiquegenre mais la forme peut se modifier assez
largement selon les étapes du cycle biologiquendbection des conditions du miligBocquet,
1993.

La cellule de levure est typiqguement eucaryoteaatérisée par une paroi cellulaire rigide entourant
une membrane plasmique, un noyau limité par unebreme nucléaire, un cytoplasme contenant

divers organites dont les mitochondries et unedgamcuole (figure 6)Thuriaux, 2004).
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Figure 6. Représentation schématique d’une cellule de lef@udfant, 2008).

3. Cycle de croissance

La croissance d’'un microorganisme correspond giisntation des constituants cellulaires et peut
se traduire par une augmentation de la taille deérgbvidus, de leur nombre ou des deux a la fois.
La croissance des levures est relativement len2® ¢hinutes) par rapport aux bactéries (20

minutes)(Rose et Harrison, 1987)

La courbe de croissance est constituée généraleteedtphases distinctes, 3 phases principales

précédées par une phase de latence.

La phase de latence peut étre définie comme unedeéd’adaptation caractérisée par I'absence
d’augmentation immédiate de masse/ nombre celylaimais au cours de laquelle la cellule
synthétise certaines de ses enzymes et autresutesdd@/right et al, 1995 / Jawich, 2006 Cette
phase est nécessaire pour diverses raisons (celgiées, endommagées, dépourvues d’ATP, de
ribosomes ou de cofacteurs essentiels, besoinsydthésiser de nouveaux enzymes pour
I'utilisation des nutriments...) permettant au fireix cellules de se réorganiser, répliquer leur
ADN et donc d’entamer leur processus de croissaheedurée de cette phase varie selon plusieurs
facteurs tels que la nature du milieu et des mmcganismes. Cette phase peut étre longue si
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inoculum de la culture est agée ou refroidie,adors si le milieu est nouveau et de composition
différente, comme elle peut étre courte voire atesesi une culture jeune en pleine phase

exponentielle est transférée dans un milieu famileeméme composition.

La phase exponentielle se caractérise par un dgweteent et une division cellulaires a intervalles

de temps réguliers avec une vitesse de croissaag@nale et constante, suite a des conditions
génetiques et de culture favorables. La populaéishquasi uniforme en termes de propriétés
chimiques et physiologiques. C’est au cours deegdtase logarithmique que sont menées sur les

cultures les différentes études et recherchestgjemes.

La croissance de la population finit par s’arréelda courbe de croissance devient horizontale.
Pendant cette phase stationnaire le hombre totaceldules cultivées viables reste constant, ceci
peut étre d0 a un équilibre entre division et nugfulaire, ou tout simplement au fait que la

population a cesser de se diviser tout en restatabuoliguement active. Cette phase résulte du

manque voire de I'’épuisement des éléments nuteititie 'accumulation de déchets toxiques.

Ces changements nuisibles de I'environnement cerdtia la diminution du nombre de cellules
viables et donc a la mort de la population. Celtasp de mortalité appelée aussi phase de déclin
est, comme la phase exponentielle, logarithmigest-a-dire une proportion constante de cellules
meurtchaque heureléckson, 1994 / Prescott al.,2003 / Djekoun 201}

La croissance des levures comme tout autre miganisme est considérablement influencée non
seulement par les variations de concentration émnments mais aussi par la présence de composé
inhibiteurs, les mécanismes génétiqgues et plusidacteurs environnementaux physiques et
chimigues comme la disponibilité en eau, la tenpéea la concentration en oxygene, le pH, la
pression, les radiations, etd/de et al., 2005 / Fullerton et al, 2006 / Aldiguier et al., 2006 /
Valverde et al.,2008 / 2010).

4. Cycle cellulaire

La reproduction des levures est complexe, refléiamdi I'nétérogénéité de leur mode de vie. Elle
peut étre sexuée (sporulation), par laquelle |#sles haploides de sexe opposé se conjuguent pour
former des cellules diploides tandis que les adluiploides sporulent pour former des cellules
haploides. Comme elle peut étre asexuée (bourgewmmik et par laquelle une cellule donne

naissance a une autre cellule essentiellementagent
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Le cycle cellulaire d&accharomyces cerevisiaemprend ces 2 modes reproductifs illustrés dans
la figure 7(Nesteretal., 1998 / Bourgeois et Larpent, 1996 / Murragt al.,2008).C’est au début

de la phase G1 et selon les conditions environn&tesnexternes que les cellules favorisent un
mode par apport a I'autre. En présence d'un mi@orable assez riche en nutriments, les cellules
de Saccharomyces cerevisiae reproduisent par bourgeonnemefdarckowitz, 1988. Lorsque les

conditions du milieu sont défavorables et en présete phéromones, les levures se conduisent
comme des bactéries et favorisent la reproductaynsporulation, en attendant que les conditions

redeviennent favorables (retour a une reprodug@rbourgeonnement).
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Figure 7. Représentation schématique du cycle cellulairBat&Eharomyces cerevisiae
(Madigan et al.,2000).

47



Chapitre I. Introduction

5. Métabolisme levurien :

Le meétabolisme du glucose chez les levugsskcharomyces cerevisiaemprend 2 types de

catabolisme énergétique, la voie respiratoire evdee fermentaire (figure 8). Ces deux voies

peuvent se déclencher selon plusieurs facteurdigéas, environnementaux et nutritifs. Mais c’est

la concentration du substrat (glucose) et I'aératfiboxygene) qui déterminent principalement

'orientation du métabolisme et jouant un réle impot dans les mécanismes de régulation et

d’activation des voies meétaboliques ch®accharomyces cerevisig€aure, 2005) Ainsi en

présence d'oxygéne et de source de carbone, €sgtHosphorylations oxydatives, satisfont les

besoins de l'organisme en ATP, qui sont privilégideffet Pasteur). Mais en hypoxie c’'est la

glycolyse qui est stimulée entrainant une consonamadccrue en glucose pour fournir I'ATP

nécessaireMoet et al., 2005). Cependant, dépassant un certain seuil de contientde glucose,

méme en présence d’oxygene, le métabolisme levurastule vers le catabolisme respiro-

fermentaire (effet Crabtree).
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Figure 8. Métabolisme respiratoire et fermentaire cBezcharomyces cerevisiae

(Gervasio, 2008).
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5.1. L'Effet Pasteur

Il a été découvert en 18@hrLouis Pasteur qua constaté une diminution de la consommation de
substrat et de la production d’alcool accompagnéeedaugmentation de la quantité de biomasse

formée en aérobios®&¢et et al.,2005)

Parmi les hypothéses émises pour expliquer linioibide la fermentation par la respiration, on
peut retenir celle de la compétition des enzyméaysant soit la respiration ou la fermentation du
pyruvate, ou la constante d’affinité est un paraendécisif pour I'orientation du flux métabolique
vers I'une de ces voies. Le principal mécanisméad#iminution du taux de glycolyse, est dd a la
présence d’'oxygene et a l'augmentation de la ptaud'ATP qui agissent en tant qu'inhibiteur
allostérique sur cette voie métaboliq(kerebs, 1972) Il faut noter aussi le réle jouer par le
transport du glucose dans la capacité métabolidoet I'inactivation progressive provoque une
diminution de la fermentation avec une certaineluerice des niveaux des hexokinases,
phosphofructokinases, aldolase et enolasgynaset al.,1982 / Petitet al., 2000 / Rosselét al.,
2002 / Alberset al.,2007).

Un exemple de ce mécanisme se situe au niveau rigsnes situées au carrefour entre le
meétabolisme oxydatif et fermentaire. L'affinité tHacétaldéhyde déshydrogénaselNg est 100
fois plus faible que celle de l'alcool déshydroggm£0.61mM), I'acétaldéhyde, une fois formé par
le pyruvate, est majoritairement oxydée en aceéthée.métabolisme de la levure est alors
respiratoire et la formation de biomasse devietinme (agunaset al.,1986 /Postmaet al,
1989 / Djekoun, 201D

5.2. Effet Crabtree

Découvert en 1929, I'effet Crabtree a été décritrne un processus fermentaire avec inhibition de
la respiration en présence d'oxygéne quand la carateon en glucose atteint un certain seuil
Ainsi la levure passe d'un métabolisme purementdaiff a un métabolisme oxydo-réductif
(Crabtree, 1929 / Diaz-Ruiz 2010).

Les événements régulateurs que pourraient expliqmenment la respiration est réprimée

immédiatement par l'addition de fortes concentretide glucose (I'effet Crabtree) restent encore
inconnus. Il peut étre la conséquence de différprisessus qui agissent a court et a long termes.
Ces derniers, en particulier, impliguent la répgmssles genes qui codent pour les protéines de la

chaine respiratoire. Il y a aussi I'hypothése de tapacité respiratoire limité K&ppelli, 1986) ou
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la levure sera au maximum de ses capacités oxgdafie substrat ne pourra pas étre completement
oxydé) et se trouve obligée d’accumuler le pyruyaiar une dégradation ultérieure par les voies
fermentaires. Cette limitation impliquant les vométaboliques responsables du catabolisme
respiratoire du pyruvate peut étre située au nivieanceud du pyruvate, du transport de métabolites
intra ou extracellulaires ou au niveau de la chaw@spiratoire. Cependant Cette hypothese est
remise en cause par plusieurs études. AiMain Urk et al., (1989) ont étudié la capacité
respiratoire des mitochondries isolées de levureabtfee positives et Crabtree négatives, en
I'occurrenceSaccharomyces cerevisiat Candida utilis Ils ne constatent aucune différence au
niveau des capacités respiratoires des 2 souchesortluent que l'effet Crabtree chez
Saccharomycegerevisiaen’est pas di a un goulot détranglement au nivdaula chaine
respiratoire.

Derniérement, il a été rapporté que linhibition dux respiratoire est concomitante avec
'accumulation cytoplasmique des hexoses phosphat@senant de la glycolyse. Le glucose 6-
phosphate (G6P) et le fructose 6-phosphate (Féfulsnt cette respiration alors que le fructose
1,6-biphosphate (F16bP) l'inhibe en agissant aeanivdes complexes Ill et IV de la chaine
respiratoire. De plus, ce dernier composé inhibstilmulation induite par le G6PLors de la
transition vers le métabolisme fermentaire, il &xisne accumulation des hexoses phosphates dans
le cytoplasme avec majoritairement du F16bP. Cealbodte pourrait donc jouer un réle
déterminant dans la régulation de la répressionmdtiabolisme oxydatif induite par glucose.
(Diderich et al.,2002 / Rui etHahn, 2007/ Diazet al.,2010).

6. La levure comme modéle eucaryote

La recherche scientifique a toujours eu comme duwoimpréhension du mode de fonctionnement
de la cellule, et afin d’arriver a cette connaissades processus biologique, le choix du modele
expérimental est primordial, nécessitant la prisecempte de plusieurs facteurs (rentabilité,
faisabilité, éthique...). Parmi ces organismes majdéelevureSaccharomyces cerevisiaecupe
une place de choix. Ces levures offrent l'intér&tré des microorganismes développement
rapide, utilisés de longue date dans l'industrimalimentaire comme agents de fermentation, dont
la culture est maitrisée. Le génome simple [16mlaspmes, 13 millions de paires de bases et
6 275 genes (base de donnée http://yeastgenong.etgtés étudié, fut le premier d’'un eucaryote
a étre intégralement séquencé en 1996ffeau et al, 1996, et par lequel I'analyse génétique a

atteint au cours des cinquante dernieres annéeguisgance inégalée par rapport aux autres grands
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modéles biologiquesOswald, 2006 / Dolinski et Botstein, 2006 / Wet al.,2010, offrant de ce
fait, d'énormes possibilités pour des tests detoyicité et génotoxicitéRallatori et Villalobos,
2002 / Gomest al.,2005) En plus en tant qu’eucaryotes leur organisatetulaire est proche de
celle des organismes supérieurs ou on note un@yaole similarités avec les cellules de
mammiféres au niveau macromoléculaire et des amg(fichagger, 2002 / Fang et Beattie, 2003
/ Hiraga et al, 2005/ Mustacchiet al, 2006/ Henry et al, 2012, ajoutons a cela une
conservation élevée de I'évolution des voies desst Des lorsSaccharomyces cerevisigeut
servir de modele approprié pour la caractérisatlies réponses au stress chez des organismes plus
complexes. C’est un modele simplifié des cellulas @mposent I'étre humain. On estime que
I'Homme partage 23 % de ses génes avec les leubeeplus environ 45% de protéines de levure
partage au moins une partie de leur séquence aawgide- primaire avec une protéine humaine
(Hughes, 2002

La levureSaccharomyces cerevisiast donc un modele eucaryote optimal pour étldeeffets
toxiques et les réponses biologiques lors de I'siXipo aux perturbations exogénes et endogenes
(Birch et al.,2000/ Estruch, 200D

D'importants avantages découlent de ['utilisatien Shkccharomyceserevisiaecomme modele
eucaryote, on cite par exemple sa non-pathogénigitéant ainsi tous risques pour les
manipulateursWatson et al., 1987) Elle a un systéme simple et facile d'acces peamieti'obvier

a tout problemes d’éthiques et de sécurité décowlan'utilisation des cellules eucaryotes plus
complexes, limitant de ce fait l'utilisation desimaux et assurant le développement et la mise au
point de tests rapides, efficaces, et peu colteRar conséquent, elle représente une alternative

appropriée et rentable a I'expérimentation animale.

En méme temps, la réponse obtenue est plus tadéhiffrer et, une fois extrapolée a I'Homme,
elle pourrait produire une meilleure compréhengi@s mécanismes moléculaires de la toxicité
(Braconi et al., 2006/ 201).

Il n'est donc pas surprenant l'utilisation de cetipece trés largement répondue, aussi bien dans
industrie que dans la recherche scientifigue, c@mmodéle pour la compréhension des
mécanismes et caractérisation du stress oxydatiifi stysteme de détoxificatiqRRodriguez et al,

2004 / Peiteret al.,2005 /Guiffant, 2008 / Roussel, 2009Kanwal et al, 2017

A titre d’exemple, les cellules de levure ont cdmié ces dernieres années a la clarification des

réles des especes réactives de l'oxygene (ROS) ldanmaladies comme la sclérose latérale
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amyotrophique ou l'ataxie de Friedereicogta et Moradas-Ferreira, 200}, ou encore dans la
compréhension des mécanismes de toxicité desetitiexénobiotiquesléwich, 2006 / Adamiset
al., 2007/ Djekoun, 2012).

Ellesont servi a I'étude plus approfondie du fonctioneeiet dysfonctionnement mitochondriale
(Rintala et al., 2009 / Raabet al.,2010/ Gutiérrez-Aguilar et al.,2010 / Zampolet al.,2010 /
Fréchin, 2010 / Meunier et al., 2013) et du programme apoptotigu®rjault et al., 2003 /
Trancikova et al, 2004 / Kissoveet al, 2006 / Guérinet al., 2008).Saccharomyceserevisiaea
egalement servia l'identification et la caractérisation de nombregenes humains, animaux et
appartenant a d’autres microorganismes, ainsi ffte&rehts systemes enzymatiques appartenant a
la superfamille des Cytochromes P450s (CYP 1A1l, 286, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2D6, 2E1 et
3A4), la NADPH-cytochrome P450 oxydoréductase etcgtochrome oxydasdniaoka et al.,
1996/ Murray et Correia, 2001 / Barros et Tzagoloff, 2002 Hanioka et al.,2010 )

Les études sur I'évaluation des médicaments déperateore largement de I'utilisation des
animaux, mais ces derniéres années plusieurs ptiblis ont porté sur le développement et la
pertinence des méthodes alternatives pour leuuatrah, qui ne dépendent pas de l'utilisation des
animaux, mais explorent l'utilisation de solutiates rechange rapides et rentalRgeiro et al.,
2000 / Sepulvedaet al.,2013).Ainsi Saccharomyceserevisiaea déja joué un role important dans
le criblage de nouveaux médicamergg(on et Yen, 2003 Smith et al, 2010 / Qaddouriet al.,
2011/ Hoet al, 2011) Ces cellules de levures ont également été preposémme outil de
compréhension des mécanismes d’action des adentpeutiques, de leur cible cellulaire, et par
surcroit, comme modéle pour I'évaluation de la ¢dgi médicamenteuséturgeon et al., 2006/
Stepanovet al.,2008/ van Leeuweret al.,2010/ Matuoet al,2012) on peut citer comme exemple
leurs utilisation pour I'évaluation de la cytotoxéc et la génotoxicité des medicaments
anticancereuxRuschini et al., 2003/ Leeet al., 2005/ Menacho-Marquez et Murguia, 2007/
Guiffant, 2008),ou encore de I'Ebselen (utilisé comme nouveau agetitinflammatoire) et son
potentiel réle dans l'induction des RO&ufnar Azad et al.,2014).
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Notre étude expérimentale a été effectuée au nigadiaboratoire de Toxicologie Cellulaire
du Département de Biologie a I'Université Badji Nidkr d’Annaba-Algérie.

1. Matériel

1. 1. Matériel biologique

Le matériel biologigue utilisé dans notre travail en champignon eucaryote unicellulaire, la levure
Saccharomyces cerevisiae.
La Classification systématique de la lev@&ccharomyces cerevisiagans le monde des vivants

est décrite comme syitarpent, 1992) :

Domaine: Eucaryotes

Régne Fungi
EmbranchementMyceétes
Division : Ascomycota
Sous-division Saccharomycotina,
Classe Saccharomycetes

Ordre: Saccharomycetales
Famille: Saccharomycetaceae
Genre: Saccharomyces

Espece Saccharomyces cerevisiae

1.2. Matériel Chimique

Le matériel chimique utilisé est un inhibiteur ¢qiee de la famille des dihydropyridines :
la Nifédipine (figure 8), chimiqguement connu soustemd’Ester 2,6-dimethyl- 4-(2-nitrophenyl)-
1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxyla{€17/H1sN>06) (Tulasamma et Venkateswarlu, 2012).
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Figure 9. Structure chimique de la Nifedipirfelecqet al.,2005).

Quatre concentrations ont été choisies pour narement :0,01mM, 0,05mM, 0,5mM et 1mM.
Nous avons utilisé comme solvant de I'acétone pimerconcentration finale de I'ordre de 1% d’ou

la présence d’'un témoin acétone.

Afin d’éviter toute dénaturation/ photodégradatan la molécule, nous avons pris les précautions
nécessaires, étant donné que la Nifédipine esbplnsible et instable a I'ultra-violet et la luraiér

visible.
2. Méthodes

2.1. Culture des Levures

Avant nos essais expérimentaux, nous avons pracénelavage des levures afin d’éliminer toute
trace de substrat dans le miligtol, 1994).

2.1.1. Protocole de lavage et mise en culture

» Préparer une suspension de levure puis rajoutdiede physiologique (Solution NaCl a
9g/l), passer au vortex/ agitatenagnétique.

e Centrifuger la suspension (3000 tours / 5 min)igtiger le surnageant.

« Recommencer deux fois les étapes précédemmentedéeti mettre ensuite les levures en

suspension dans le milieu désiré.

2.1.2. Le milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est un milieu sélegqidur la respiration composé de 10 g d’extrait de

levure, 0.25g de glucose, 25 ml glycérol et 94@entampon phosphate pH = 6.2.
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2.2. Cinétique de croissance cellulaire

La cinétique de croissance des levures s’effecarela mesure de la densité optique DO a la
longueur d’ondé. = 660nm en fonction du tempBd], 1994, aussi bien pour les témoins que pour
les traitées et chaque aliquote est observé auosaiope photonique (Leica DL.1000) au

grossissement x40 et x 100.

2.3. Calcul du pourcentage de réponse :

Le pourcentage de réponse est un parametre d'éwaludes effets des différentes concentrations

de Nifedipine sur les cellules &accharomyces cerevisiae

Le pourcentage de réponse a été obtenu selon lodetieNong et al.,(1999)grace a la formule
suivante :100*(Nt - Npc) / Nt ou

Nt : représente la DO du témoin,
Npc : représente les cellules traitées par la Nifedigipe» a la concentration e».

Les valeurs négatives indiquent une stimulatioraderoissance, tandis que les valeurs positives

traduisent une inhibition de la prolifération.

2.4. Dosage des métabolites

2.4.1. Dosage des protéines totales :

Les protéines totales sont dosées selon la méthmleBradford, (1976), grace a un
spectrophotometre (JENWAY 6300) et dont la lecsledfectue a une longueur d’'onde de 595nm,

en utilisant I'Albumine Sérum bovine (BSA) commarsiard.

2.4.2. Dosage des lipides

Le taux de lipides est déterminé selon la méthad&aldsworthyet al. (1972) selon le protocole

suivant :
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0.5mL de suspension de levure + 1 ml TCA 20%

\

Broyge a l'ultrasons

l

2 x Centifugations (5000 tr/ 10min)

!

Surnageant Il ( Aliquote 100ul) + 1ml d’acide suifue

!

Agitation

l

Chauffage 100°C, 10 min

!

Aliquote 200ul + 2.5ml Vanilline
(Laisser 30 min a I'obscurité)

!

Lire les DO a 530 nm

Figure 10.Dosage des lipides selon la méthodesddédsworthy et al.,(1972)

2.4.3. Dosage des glucides totaux :

Le dosage des glucides pour les différents traitgsn@insi que pour les témoins est réalisé d'aprés

le procédé de Duchateau et Florkin (1959) sel@tiema suivant :
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0.5 ml Suspenen de Levure
+

1 mlI TCA 20%

|

Broyge a l'ultrasons

!

Centifugations
(5000tr/min, 10min)

!

Surnageant | ( Aliquote 100ul) +
4ml d’Anthrone

!

Chauffage 80°C, 10 min

!

Lire les DO a 620 nm

Figure 11.Principales étapes d’extraction et du dosage desdgs totaux.

2.5. Mesure de I'activité respiratoire

La consommation cellulaire d’'oxygéne liée a l'oxjda des substrats respiratoires est
mesurée avec un oxygraphe a l'aide d'une électaoaeygene de Clarck (HANSATECH) couplée

a un micro-ordinateuBoulaassel, 2014).

58



Chapitre 1l. Matériel et Méthodes

2.6. Dosages des biomarqueurs du stress oxydant

2.6.1. Préparation de 'extrait enzymatique

Les dosages enzymatiques (relatifs au suivi de d&iqueurs de stress oxydant) nécessitent une
homogénéisation et un fractionnement subcelluldes échantillons. De ce fait, une culture de
levure est arrétée en phase exponentielle parftgatiion (1500 g x 10 min).

S’ensuit, une homogénéisation par broyage a l'sdinades cellules dans un bac de glace pour éviter
toute dénaturation. L’homogénat est ensuite degiia 10 00Qy x 30 min x 4 °C en vue de
I'obtention de la fraction “S9”, qui contient leezaymes microsomales et cytosoliques et qui sera
congelée pour de futures utilisations. L’ensemldecds procédures se déroulent dans un tampon
phosphate 100 mM a pH 7,5.

2.6.2. Dosage de I'activité Catalase :

La Catalase est une enzyme de détoxification ptéséans toutes les cellules aérobies,
impliquée dans la défense contre les concentraéteeees de peroxyde d’hydrogéne@p) ou

elle le catalyse en eau et oxygene gazeux par thsion selon la réaction suivante :

Catalase
2H,0, _—— 2H,0+0,

L'activité catalase est mesurée selon la méthodRedeli et Principato, (1995)par suivi de la
guantité d'HO, décomposée, directement proportionnelle a la euret®on en enzyme. C’est une
réaction du premier ordre. Le milieu réactionneht@nt 50 mM de tampon phosphate (pH 7.5),
ainsi que 50 mM kD, et 0,02 ml d'extrait enzymatique (fraction S9aadmpérature d'incubation

de 25°C La lecture est effectuée a une longueur d’ondéodere de 240 nm.
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2.6.3. Mesure de I'activité Peroxydase

Les peroxydases a l'instar de la catalase sonedegmes de détoxications qui catalysent le
peroxyde d’hydrogéne en faible concentration enégwde d’eau et en oxygéene, mais en présence

d’un substrat déterminé.

Peroxydase
H,0, + RH, , —, 2H,0+ R
Donneur
d’electron

Pour suivre l'activité Peroxydase, nous avons peep@ mélange contenant 50 mmol/l de
tampon phosphate (pH 7,5), 20 mmol/ | d’un substieterminé comme donneur d’électron, le
Guaiacol ou I'Ascorbate, pour respectivement leagesdu Gaiacol-peroxydase (GPX) et de
I’Ascorbate peroxydase (APX) et 0,1 ml d'extraizymatique. La réaction est initiée par I'addition
de 40 mmol/l de BD, et le changement d'absorbance est suivi par speetre UV/ Vis (JENWAY
3605) a 470 nm pour la GPX et 290 nm pour 'APX.

2.64. Dosage de l'activité du superoxyde dismutase (BQ

Le superoxyde dismutase est une métalloprotéirtiification impliquée dans le mécanisme de
défense contre les radicaux libres. Cette enzymaiesi responsable de la dismutation de I'anion

superoxyde (€)) en dioxygene () et peroxyde d'’hydrogéne {6h).

La méthode spectrophotométrique de détection aivie de la SOD est indirecte en raison de
linstabilité de I'anion superoxyde. Le dosage permine mesure de l'activité de la SOD en
utilisant I'auto-oxydation d3-mercaptoéthanol en présence d’EDTA/Ma&mme générateur des
anions superoxyde (ORdans le milieu réactionnel. Ces anions vont pgoen I'oxydation du

NADH. La SOD entre en compétition pour l'utilisatiodlu OZ, ceci tend a diminuer la quantité de
02" dans le milieu provoquant ainsi I'inhibition dexydation du NADH. On estime alors que 50

% d’inhibition correspond & une unité d’enzyme.
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Pour la réalisation du dosage nous avons utiligadthodeServais (2004t Barillet (2007) que
nous avons adaptées a notre trawaihsi nous prélevons 0,1ml de I'extrait enzymaticaequel
nous ajoutons 1,3 ml d’une solution dont la comjpmsiest la suivante : 0.8 ml d’une solution de
NADH (7,5 mM), 0.5ml d’un mélange volume a volum&MdTA (200 mM) et de MnGl (100
mM) préalablement préparé et 16ml de Tampon phosph@H= 7,4. La réaction est déclenchée
par I'ajout rapide de 0,1ml df-mercaptoéthanol (10 mM). L’absorbance est mesages

0 et 20 min d’incubation a température ambiantd@rgn pendant 5 min (SOD totale).

L’activité de la Mn SOD (SOD mitochondriale) seekt mesurée en inhibant la Cu/Zn SOD (SOD
cytosolique) en présence de KCN a 2mM. L’activigela Cu/zZn SOD est déduite directement des
deux mesures précédentes. L’activité des difféser@®Ds sont exprimées en Unité/mg de

protéines.

2.65. Dosage du NADPH Cytochrome P450 réductase (NCPR)

La NADPH cytochrome P450 réductase appelé aussi RAQytochrome ¢ réductase est une
flovoproteine située dans le réticulum endoplasmitisse. Elle catalyse le transfert des électrons
du NADPH a au moins trois types d'accepteurs, aisées accepteurs anaérobiques (Cytochrome
C, le 2,6-dichloro-indophénol et ménadione), I'cdyg moléculaire, mais surtout vers divers
oxygénases dont le cytochrome P450 (CYP450), regmbe de la métabolisation des

xénobiotiques$hen et Kasper, 1993/ Guengerich, 2003/ MastersMarohnic, 2006).

Le dosage de l'activité enzymatique spécifiqueéarétlisé a I'aide du Cytochrome ¢ Reductase
(NADPH) Assay Kit- sigma. C’est un dosage coloringete qui mesure la réduction du
cytochrome c par la NCPR en présence du NADPH.dodtmnce est mesurée a 550 nm. Mais pour
cela, nous avons tout d’abord procédé a la réctiparae la fraction post mitochondrial qui

contient les microsomes du réticulum endoplasmique.

* Isolement des microsomes du réticulum endoplasmiquebruts (fraction post

mitochondrial)

Nous avons, dans un premier temps, procédé a titbtedes sphéroplastes selon la méthode de
Rey, (2009).Ainsi, la culture deSaccharomyces cerevisiast arrétée en phase exponentielle de

croissance par centrifugation a 1500g x 15min xC20°
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Le culot cellulaire subit ensuite un lavage aWed une nouvelle centrifugation dans les mémes
conditions, puis il est traité pendant 30 minut&®2C par un milieu réducteur, afin de fragiliser |
paroi cellulaire, contenant 100 mM Tris-HCI, 10 nw¥hiothréitol, pH 9,4 a raison de 0,5 g de

cellules/ml de milieu.

Apres centrifugation (10 min x 1500 g x 20°C), tdlules sont lavées dans 1,2 M sorbitol puis
centrifugées dans les mémes conditions. Les cellsémt ensuite resuspendues dans un milieu

contenant 1,2 M sorbitol, 20 mM KRQy, pH 7,3 a raison de 0,3 g de cellules/ ml de mnilie

Les cellules vont subir ensuite une lyse a l'aidelal Lyticase (sigma) qui va digérer a 37°C les
parois cellulaires des levures a raison d’'une cotnaion de 625 unités de Lyticase par gramme de
cellules humides. La cinétique de digestion estisi@n mesurant la densité optique (DO) a 600 nm
d’'une prise d’essai de 20 diluée dans 2 ml d’eau distillée et pendant 2utes. Lorsque la valeur
de la DO atteint 20 % de la valeur initiale, ladyasst arrétée par centrifugation (1500 g, 15 min,
20°C). Les sphéroplastes obtenus aprés digestite prroi cellulaire sont lavés deux fois dans un
milieu sorbitol 1,2 M et centrifugés (1500 g, 10notes, 20°C), afin de supprimer le maximum de
phosphate et de Lyticase.

Les sphéroplastes sont resuspendus dans un aliga ountenant 0,6 M mannitol, 10 mM Tris-
HCI, 1 mM acide éthylene diamine tétra acétique TBR 0,1 % (p/v) BSA, 1 mM fluorure de
phényl méthanesulfonyle (PMSF) et rompus mécanignéempar dix aller-retours de piston dans un

homogénéisateur de Dounce.

Une centrifugation a basse vitesse s’ensuit (1080L§ min x 4°C), le surnageant récupéré subira
une autre centrifugation (12000 g x 15 min x 4°Cg surnageant obtenue (fraction post

mitochondrial contenant les microsomes) servira @dosage de la NCPR ou 20 ul de I'inhibiteur

de la Cytochrome ¢ Oxydase sont ajoutés afin ddéuibute interférence de l'activité de cette

derniére avec la NCPR.

2.66. Mesure de l'activité Glutathion S-transférase (GT)

La mesure de l'activité glutathion S-transféras8Tgestdéterminée selon la méthodedabig et
al., (1974. Elle est basée sur la réaction de conjugaistre éan GST et un substrat, le CDNB (1-

chloro 2, 4 dinitrobenzene) en présence d’un cetade glutathion (GSH) :
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GST
GSH +CDNB » G5-DNB conjuguee + HCI

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml dpaarphosphate (0,1 M, pH 6). L’homogénat

est centrifugé a 14000 tr x 30 mn x 4°C et le syeaat récupéré servira comme source d’enzyme.

Le dosage consiste a faire réagir 0,2 ml de I'éxémrazymatique avec 1,2 ml du mélange CDNB. La
lecture des absorbances est effectuée toutes heganipendant 5 minutes a une longueur d’onde de
340 nm grace a un spectrophotometre UV/VisENWAY 6305) contre un blanc contenant

0,2 ml d’eau distillée remplacant la quantité dinageant.

2.6.7. Dosage du glutathion total (GSH)

Le glutathion, un tripeptide de thiol intracellukaicomposé de I'acide glutamique, la cystéine et la
glycine, est un acteur clé des mécanismes de pimniecellulaires contre les dommages des
radicaux libres en agissant comme un antioxydant.

Il assure aussi le maintien des autres antioxydaragenes tels que les vitamines E ePGwer et
Lennon, 1999 / Packeet al.,1997 Deponte, 2013

La diminution du glutathion est un signe de st@sglant et le rapport glutathion réduit/glutathion
oxydé (GSH/GSSG) est considéré comme un marqueustrdss oxydif Garait, 2006/ Circu et
Aw, 2010.

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selomiéhode dé&Veckberker et Cory, (1988),dont

le principe repose sur I'oxydation du GSH par ci5-5'-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB)
pour formé un dérivé jaunatre, I'acide 2-nitro Sroapturique (TNB), mesurable a une longueur
d’'onde de 412 nmRahmanet al.,2007)

2.68. Suivi de la peroxydation lipidique (TBARS test)

Le MDA est un produit secondaire de la peroxydalipigique ou plus précisément de I'action des
especes oxygénées réactives (ROS) sur les acidsspgtyinsaturés possédant au moins trois
doubles liaisons. Il peut également étre formé réirpde composés non lipidiques tels que l'acide
ascorbique, les acides aminés, le désoxyribose sadcharose lorsqu'ils sont exposés a l'action des
radicaux hydroxyles, en présence de métaux par gee@@anero, 1990).Ce sous produit de la
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peroxidation etmarqueur du stress oxydatif peut toer et endommag les macromolécules

comme les protéines, les lipoprotéines et I'Al

La détermination des TBAR$%ubstances réagissaavec l'acide thiobarbituriqu, considérée
comme un marqueur da peroxydation lipidiqut est basésur la réaction d'un réactif TBA avec
malondialdéhyde (MDA)f(gure 12). Ce testdonnant des résultats globi, permet une premiere

approche de la lipoperoxydation

Le procédéd’aprés la méthode (Draper et Hadley, (1990),implique un chauffage dans un b
d'eau bouillante des échantillons biologiques aalgjon ajoute du TCA (20%) pendant 15 1

Apres refroidissement sur glace, la solution estrdfagée a 10000 g x 10 min et le surnage
récupéré est addinné au réactif TBA avant de subir un autre chas-refroidissement, suivi
d’'une centrifugation dans les mémes conditionsgaémment décrites. L'extractibilité du comp:
TBA-MDA est réalisée a I'aide d'un solvant organiqueblganol. Le surnageant ntenant notre
composé sera récupéré et son absorbance déterm@enm. La concentration de la peroxyda

lipidique est exprimée en ug de MDA par mg de pnet&

Le résultat du dosage du malondialdéhycar I'acide thiobarbiturique ¢ donc la somme non
seulement du MDApréexistant lié ou non aux molécules biologigumais aussdes peroxydes
lipidiques, des produits d'autoeydation des acides gras et autres substance®gaoent naissanc
soit a du malondialdéhyde, soit a des moléculegiséan avec l'acide thiobarbitique en milieu
acide et a chaudLéfevre et al.,1998.

T . o
2 | i Ne_cH,—c?
2 N S o 2 ~
H H H
OH
TBA Malondialdehyde

2 HO
‘%;CE:H CH=CH

OH

Chromogen
Figure 12.La réaction entre le TBA et le MDA
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2.69. Mesure de I'état Redox cellulaire

L'état redox de I'environnement cellulaire est wattéur métabolique essentiel pour diverses
fonctions cellulaires, comme le repliement, la comfation et la dégradation des protéines, la
signalisation cellulaire, la prolifération et laffdrenciation cellulaire, I'apoptose, etSahafer et
Buettner, 2001 / 2003).

La mesure de cet état comporte deux test celucdegposés prooxidants (d-ROM test) qui nous
permet de mesurer le stress oxydant, et celui oepasés antioxidants (BAP test) pour la mesure
des réponses antioxydantes biologiques. Il esiseéapectrophotométriquement a I'aide de (FRAS
Evolvo System (H&D srl-Parma lItaly) diagnostic @tasquiniet al.,2008),que nous avons adapté

a nos conditions de travail.

Ainsi la mesure de I'état Redox cellulaire (ROMsSB#PSs) nécessite au préalable, un arrét de la
culture, en phase exponentielle, par centrifugaaid®00g x 15min x 20°C afin d’éliminer le milieu

de culture. S’ensuit, une homogénéisation par ly®yal'ultrason des cellules dans un bac de glace
pour éviter toute dénaturation. Cette procédureéseule dans un tampon phosphate 100 mM a

pH 7,2. L’homogénat obtenue nous servira pouéddisation des deux tests.

* Mesure des métabolites réactifs d’'oxygene (ROMs)

Le principe de ce test est basé sur la réactionRigsls (ROS) avec un tampon chromogene
spécifiqgue N,N-diethylparaphenylendiamine (DEPPDjrthnt ainsi une coloration rouge qui sera
mesuré par spectrophotométrie a une absorbancerde2lde 505 nm. Le résultat sera directement
proportionnel a la concentration des ROMs selolvilale Lambert-Beer (une relation empirique

reliant I'absorption de la lumiére aux propriétés thilieux qu'elle traverse).

» Dosage du potentiel antioxydant biologique (BAPS)

Le potentiel antioxydant biologique de nos échkmt#l est proportionnel a la capacité de réduction
de I'ion ferrique F& en ion ferreux Fé en suivant par spectrophotométrie (505 nm) liiste de

la décoloration par les antioxydants cellulairedadmixture FeGl avec un substrat chromogénique
spécifique le thiocyanate [SCNjui donne une coloration rouge sang en présernicesdF€* par

la formation de complexes [Fe(NCS)®)s]*".
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3. Analyses statistiques

L’analyse statistique des données est effectuégilgant le test de Student et le test d’analyse de
la variance a deux criteres (ANOVA/Dagnelie, 2008

Ces tests sont réalisés grace a un logiciel d'apatle traitement statistique des données : Minitab

13. Les données sont représentées par la moyé&melpmoins I'écart type (m + s).

Les différences sont considérées comme signifieatlersque *p 8,05 ; hautement significatives

lorsque ** p 0,01 ; et trés hautement significatives lorsque (5*40,001.
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Chapitre lll. Résultats

1. Effet de la Nifedipine sur la croissance cellulee :

60 -
50 -
E
S5
X 40 - —_—T
9 Tac
F]
T 30 - —8—0,01mM
(7]
s ——0,05mM
E 20 .
g —8—0,5mM
g == 1MmM
10 -
0
0 1h 2h 3h 4h 24h

Figure 13.La cinétique de croissance 8accharomyces cerevisiaa présence des concentrations
croissantes de Nifédipine et en fonction du temps.

La figue (13) illustre I'effet des concentrationsoissantes de Nifedipine sur la cinétique de
croissance des levures témoins et traitées. Nomarggions que chez les cellules témoins la
croissance est normale. Chez les cellules traiesievanche, nous constatons une inhibition
significative (*p < 0.05)de la croissance cellulaire et ce pour toutes @scentrations de

Nifedipine testées. Cette inhibition est respeatigst de I'ordre de 50%, 72%, 78% et 79% chez

les cellules traitées par les concentrations coies de Nifedipine apres 4h de traitement.
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2. Effet de la Nifedipine sur I'évolution du Pourcentaye de Réponse

o0 pourcentage de réponse

80%
70%
60%

50%

40%
30%
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0,01mM 0,05mM 0,5mM
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Figure 14.Evolution du pourcentage de réponse chazcharomyces cerevisiaa présence des
concentrations croissantes de Nifédipine aprées3naitement.

La figure (14) représente I'évolution du pourcemtate réponse chegaccharomyces cerevisiae
traitées par les concentrations croissantes daligifee aprés 3h de traitement. Ce pourcentage est
respectivement de l'ordre de 49%, 68%, 77% et 79%r ges concentrations croissantes de
Nifedipine, ces valeurs positives confirment l'inition de la croissance chez les cellules traitées.

Concernant le témoin acétone, le pourcentage amsépest presque nul (de I'ordre de 2%) mettant

ainsi en évidence une croissance normale des kevure
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3. Effet de la Nifedipine sur I'évolution du taux s protéines totales :

Proteines totales

mT
HTac

®0,01lmM

pg/mli

m0,05mM
m0,5mM
m1imM
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Figure 15.Evolution du taux de protéines totales en fonctinriemps et des concentrations
Croissantes de Nifédipine chBaccharomyces cerevisiae

La figure (15) illustre les effets des différentemncentrations de la Nifedipine sur le taux des
protéines totales chegaccharomyces cerevisia€e parametre est indispensable dans I'étude des
mécanismes enzymatiques.

On observe ainsi une augmentation significative<(*p5) du taux des protéines chez les traitées
par rapport aux cellules témoins. Cette augmemtatsh maximale apres 3h et 4h de traitement.
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4. Effet de la Nifedipine sur I'évolution dutaux des lipides totaux :

mT
HTac

® 0,01mM nif

pg/mli

H 0,05mM nif
® 0,5 mM nif

® 1mM nif

1h 2h 3h 4h 24h

Figure 16.Evolution du taux des lipides totaux en présensecdacentrations croissantes de
Nifédipine et en fonction du temps cheaccharomyces cerevisiae.

La figure (16) montre I'évolution du taux des lipgltotaux chefSaccharomyces cerevisiam
fonction du temps et des concentrations croissatgd@ntagoniste calcique. Nous constatons dans
un premier temps une augmentation du taux deselpidtaux au court de la 1ére et 2eme heure de
traitement en comparaison aux témoins, mais arpadetila 3eme heure nous remarquons une
diminution trés hautement significative (**40.000) du taux des lipides totaux. En effet, a@#és
heures de traitement, par exemple, ce taux passe dghoyenne de 7,07 pg/ml chez le témoin a
4,77 pg/ml chez les traités avec une concentralgod,05mM de Nifedipine.
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5. Effet de la Nifedipine sur I'évolution du taux & Glucides Totaux
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Figure 17.Effet des concentrations croissantes de Nifedipurde taux des glucides totaux en
fonction du temps che2accharomyces cerevisiae

La figure (17) montre une diminution des taux diegiges en fonction du temps et des différentes
concentrations de Nifedipine ch8accharomyces cerevisiae

Cette diminution, plus distinctepartir de la 3éme heure de traitement, est hautesigmificative
pour le facteur temps (***P = 0,001) mais non sfgiaitif pour le facteur concentration (P=0,409)

et I'interaction (concentration temps) (p=0,473)rés analyse statistique, et ce pour I'ensemble des
heures de traitement.
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6. Effet de la Nifedipine sur le métabolisme respatoire (consommation d’'Qy)

350
E
< 300
£
<
© 250
€
£ —_—T
c 200
g’o Tac
>
3 150 ——0,01mM
-]
c =i—0,05mM
2 100
g =h—0,5mM
§ 50 —0—1mM
o
[S)

0

0 2 4 6 8 10
Temps (min)

Figure 18.Evolution de I'activité respiratoire en présences deéférentes concentrations de
Nifédipine chezSaccharomyces cerevisiapres 3h de traitement &B.05).

Les résultats présentés dans la figure (18) medrnévidence I'évolution de la consommation
d'oxygéne chezSaccharomyces cerevisiaen présence des concentrations croissantes du

xénobiotique, aprés 3h de traitement.

Nos résultats illustrent une augmentation de laseommation d’'Q chez les levures témoins qui
passe de 320nmoles/min/ml ¢'@ 35nmoles/min/ml d’O2. Cependant, chez les |levtraitées,

nous constatons un ralentissement (inhibition) detalmolisme respiratoire. En effet, la
consommation d’oxygene passe de 320nmoles/min/@} d’ seulement 186nmoles/min/ml ¢'O

pour les cellules traitées avec la concentratioh®@M de Nifedipine.
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7. Effet de la Nifedipine sur I'évolution de I'actvité Catalase :
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Figure 19.Evolution de l'activité catalase en présence deseotrations croissantes de Nifédipine
chezSaccharomyces cerevisiaeen fonction du temps.

La figure (19) est représentative de I'évolutionl@etivité catalase pour les cellules de levures
témoins et traitées par les concentrations croigsatie Nifedipine en fonction du temps. Nous
notons une stimulation tres hautement significaf#®®p <0.000) de l'activité enzymatique qui
passe de 5,06 + 0,25 nmol/min/mg prot chez le téraoi9,26 + 1,61 nmol/min/mg prot pour la
concentration la plus élevée du xénobiotique agnede traitement.
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8. Effet de la Nifedipine sur I'évolution de I'actvité de Peroxidase

8.1. L’activité de I'ascorbate peroxidase (APX):
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Figure 20.Evolution de I'activité Ascorbate-Peroxydase erspriee des concentrations croissantes
de Nifédipine, en fonction du temps ct&ccharomyces cerevisiae.

La figure (20) met en évidence I'évolution de ligité APX en présence des concentrations
croissantes de Nifédipine, en fonction du tempszcBaccharomyces cerevisiadinsi nous
constatons une stimulation tres hautement sigtifieg***p <0,000)de I'activité APX. Mais apres
24h de traitement une diminution de cette derregteenregistrée.
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8. 2. L'Activité Gaiacol Peroxydase (GPX) :
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Figure 21.Evolution de l'activité Gaiacol-Peroxydases en famcdes concentrations croissantes
de Nifédipine et du temps ch8accharomyces cerevisiae.

La figure (21) est représentative de I'évaluatian ldctivité GPX en fonction du temps et en
présence des concentrations croissantes de Nifiedipiés 2h de traitement, nous observons une
stimulation hautement significative (**39,001) de l'activité enzymatique GPX pour toutes le
concentrations testées par apport aux témoinsctisféenent, aprés 24h de traitement, I'activité
GPX est de l'ordre de 0,055 + 0,0065 nmol/min/mgt@ors que chez le témoin elle ne dépasse
pas les 0,0227 + 0,0038 nmol/min/mg prot.
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9. Effet de la Nifedipine sur I'évolution de I'actvité de la Superoxide Dismutase

La Figure (22) ci-dessous, est représentativea@mlution, en fonction du temps, des activités des

Mn SOD, Cu/Zn SOD et la SODt sur les cellules témait traitées par la Nifedipine.

Nous constatons une stimulation trées hautemenffisigive (***p=0,000) des différentes SODs
exprimée par I'augmentation de l'activité de la S@iyure 26 a). Cependant cette stimulation se
stabilise apres 24h de traitement chez la MNnSOgui@ 26 b) au méme niveau que les témoins.

Alors que l'activité Cu/Zn SOD (figure 26 c) n'‘augnte qu’a partir de la deuxieme heure de

traitement.
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Figure 22 (a,b,c) Linfluence des concentrations croissantes de fadidine sur I'activité des différentes SODs (MnI3@Cu/Zn SOD et SODt) en
fonction du temps che2accharomyces cerevisiae
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10. Evolution de I'activité de la NADPH CytochromeP450 Réductase
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Figure 23.Evolution de I'activité de la NADPH Cytochrome P4&@luctase en fonction du
temps et en présence des différentes concentrat@hiéfédipine cheBaccharomyces
cerevisiae

La figure (23) représente l'effet des concentratiomissantes de I'antagoniste calcique en
fonction du temps sur l'activitt  NCPR. Ainsi nousnstatons une augmentation tres
hautement significative de cette activité pourdetéur temps (***P = 0,000), significative
pour le facteur concentration (*P=0,033) et nom#icative pour I'interaction (concentration

temps) (p=0,474).

Nous constatons également que l'activité NCPR ratt®dn apogée apres 4h de traitement
pour la plus forte concentration de Nifedipine 48+ 0,0115 U/ml alors qu’elle n’était que
0,0837 + 0,00069 pour le témoin). Cependant apdésd2 traitement, nous remarguons une

diminution de I'activité NCPR.
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11. Effet de la Nifedipine sur I'évolution de I'Acivité du GST
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Figure 24. Evolution de l'activité Glutathion S transférase famction du temps et en
présence des concentrations croissantes de NifédghieZSaccharomyces cerevisiae.

La figure (24), qui représente I'évolution en fdantdu temps de l'activité GST chez les
levures témoins et traitées par la Nifedipine, qoei clairement une stimulation tres
hautement significative (***g0.000) de l'activité GST. Cette augmentation essan
maximum apres 4h de traitement, passant de 6,28k mol/mg protéine chez le témoin a
11,75 £ 0,89 umol/mg protéine chez les traitées lpaconcentration la plus élevée de
Nifedipine. Celle ci diminue nettement, tout entaes équivalente a celle des témoins, apres

24h de traitement.
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12. Effet de la Nifedipine sur I'évolution du tauxGSH
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Figure 25. Evolution du taux de GSH en fonction du tempsgpr@sence des concentrations

croissantes de Nifédipine ch8accharomyces cerevisiae

La figure (25) qui illustre I'évolution du taux d&SH en fonction du temps et en présence des
concentrations croissantes de Nifédipine chez Jar&eSaccharomyces cerevisiaget en
évidence une diminution significative (*@005) du taux de GSH en présence des différentes
concentrations de Nifedipine. Cette diminution st prononcée aprés 4h de traitement ou
le taux passe de 2,89 + 0,28 pumol/mg de protéiee ttémoin a 0,84 + 0,06 pmol/mg de
protéine chez les cellules traitées par une coratort de 1mM Nifedipine. Cependant le
taux de GSH tend a se stabiliser apres 24h derraiit.
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13. Effet de la Nifedipine sur I'évolution du tauxdes TBARS :
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Figure 26.Evolution du taux des TBARS en fonction du tempsreprésence des
concentrations croissantes de Nifédipine chaecharomyces cerevisiae.

La figure (26) illustre les effets de la Nifedipi@edifférentes concentrations sur le taux des
TBARS en fonction du temps ch&accharomyces cerevisidgos résultats montrent qu’en
présence de concentrations croissantes du xérmmotie taux des TBARS tend a augmenter
de maniére hautement significative (*40,007) et ce pour tous les temps de traitement. En
effet, apres 4 h de traitement cette augmentatiom@tait que de 0,0615+ 0,019M/mg
protéine chez le témoin, atteint les 0,258 + 0,0MImg protéine chez les levures traitées par
la plus forte concentration de I'antagoniste caleiq
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14. Influence de la Nifedipine sur’état Redox cellulaire

14.1. Effet sur les radicaux libres(ROMs)
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Figure 27.Effet de la Nfedipine sur la production des RO aprées 3h de traiteme chez
Saccharomyces cerevisiae

La figure (27) illustre I'éfet de la Nifedipine sur la production des ROMs aprés 3t
traitement chezSaccharomyces cerevis. Nous constatons clairement une augment:
significative & tres hautement significativ(0.042>P<0.001) des ®Ms en présence d
différentes concentrations 8&fedipine.
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14.2. Effet sur le potentielntioxydant biologique (BAPs
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Figure 28.Effet de la Nfedipine suille BAPs apres 3h de traitemeitezSaccharomyces
cerevisiae

La figure (28) illustre I'éfet de la Nfedipine sur 'augmentation dBAPs apres 3h de
traitement par la Nifedipinehe: les levuresSaccharomyces cerevisidgous remarquons ut
augmentation significative a hautement significat (0.856>P<0.00¢ des capacités
réductrices descellules traitées avec la Nifedip, grace aux ifférentes molécule
antioxydantes cellulaireCette stimulation u potentiel antioxydant biologiq! atteint son
maximum a la plus foe concentration dla DHP oule taux qui est de I'ordre de 6093 um
chez le témoin et de 6070 chez le témoin acétamgmante jusqu’a atteindre 6676 um

chez les traitées aveette concentratic.
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Chapitre 1V. Discussion

Chez tous les organismes vivants, il existe unliégeifragile entre la production des
especes réactives de l'oxygene et leur éliminaties. cellules possédent un ensemble, tres
complexe et tres coordonné de systemes de défense des ROS, a la fois enzymatiques
incluant les oxygénases de la phase | de détotidicéle systeme des cytochromes P450), les
enzymes antioxydantes (catalase, SOD, Peroxydaseasai3 également non enzymatiques
tels que le glutathion et l'acide ascorbique, quissent dans le but de protéger les

constituants cellulaires et de maintenir un étdbxestable.

La surproduction de ROS peut entrainer un déborderdes défenses antioxydantes se
traduisant par ce qu'on appelle le stress oxydatif, est, donc, un état caractérisé par un
déséquilibre entre la production des prooxydants efapacité antioxydante de lI'organisme
(systemes antioxydants enzymatique et non enzyogtien faveur des premiei3dlattre et

al.,, 2005/ Barouki, 2006/ Jenkinset al., 2007). Ce débalancement est observé
physiologiquement dans de nombreuses patholodles tpie le diabéte, I'athérosclérose, les
maladies cardiovasculaires et neurodégénératitegBeaudeux et Duran, 2011) La perte

de 'homéostasie dans la défense antioxydante getwainer de nombreux dommages, les
radicaux libres pouvant réagir avec les macromddécielles que les lipides, les protéines et
’ADN, provoquant leur dégradation. Par conséquéévaluation du stress oxydatif peut
étre effectuée par le suivi de ses biomarqueursifapées tels les produits d’oxydation des
biomolécules (TBARS), les macromolécules cellesiflipides, protéines et glucides) et les
principaux systemes de défense cellulaires enzgoegi et non enzymatiques, en plus de la
cinétique de croissance et le métabolisme respieat@€es parametres nous permettent
d’apprécier de facon fiable la réponse des celluiesa-vis de concentrations croissantes de
Nifedipine et d’expliquer les mécanismes d’actiom cktte molécule aux concentrations
thérapeutiques et/ou toxiques.

Dans ce travail nous avons évalué l'effet de laedlifine, sur le stress oxydant. Cette
antagoniste calcique est connu pour avoir a launigffet antioxydantAllanore et al., 2005

/ Sugiuraet al.,2008 / Sung et Choi, 2012yais aussi pro-oxydangirmagul et al.,2006 /
Waghmare et al.,2011 / Morakinyo et al,, 2011).Pour celanous nous sommes fixés comme
objectif la mise en évidence du réle potentiel jpaé la Nifedipine sur la production de ROS
chez des microorganismes choisis comme modélesodijpies alternatifs : la levure

Saccharomyces cerevisiae
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Pour une premiere appréciation de l'effet d’un »#atique, le suivi de la cinétique
de croissance est un excellent bioindicateur d'é@wentuelle toxicité. En effet toute
perturbation de la croissance (inhibition ou stiatioin) reflete I'état du métabolisme
cellulaire. Plusieurs travaux ont mis l'accent $eirrble de la croissance cellulaire dans
'appréciation et le screening de divers xénobistg] Ainsi, Azzouz et al., (2011),
Bouaricha et al., (2012), ou encoreSaib et al., (2014) ont démontré un lien direct entre
l'effet d’'un xénobiotique sur les activites méthfpoes d’un modele cellulaire alternatif
Paramecium spet sa cinétique de croissance. En effet le prepagametre affecté semble
étre la croissance cellulaire. Nous I'avons condirdans ce travaipuisque nous avons mis
en évidence une inhibition dose-dépendante de lagdifération des cellules traitées par la
Nifedipine. Des résultats similaires ont été observés aweamtagonistes calciques sur des
culture non-myocytes de rats nouveau-rfégang et al, 1997), des cellules aortiques
(Herembert et al.,1995) et des muscles vasculaires lisses (CMVL). Chet &fologique de
la Nifedipine peut étre une option thérapeutiquetienl’épaississement des vaisseaux sanguin
chez les sujets hypertendus comme le suggétieata et al., (2000), Wu et al., (2009),ou
encore Clunn et al., (2010. Cependantotchkiss et al., (2014 ont trouvé que cet effet
inhibiteur de la Nifedipine sur la proliférationeellules souches cardiaques est a 'origine

de l'inefficacité des thérapies a base de cellutdisée pour la réparation du myocarde.

Cette action antiproliférative des antagonistésigqaes peut étre expliquée par le fait que ces
derniers soient a l'origine d’'une réduction de yathése de 'ADN et d’'une altération du
cycle cellulaire au niveau de la transition de leage G1 vers la phase Sufg et Choi,
2012) En effet, le cycle de division cellulaire est stiué de plusieurs étapes hautement
régulées et synchronisées, ou les protéines kimkgesndantes des cyclines (CDK) jouent un
réle prépondérant dans le déclenchement, le dénauieet le couplage des différentes phases
de ce cycleNieijer, 2003 / Morgan et David, 2007 / Satyanarayaail et Kaldis, 2009).

La Nifedipine active le géne P®2™“") un inhibiteur de la CDK qui joue un réle crucial

dans l'arrét de la croissance cellulaire en répansedifférents stimuli de stress lorsque les
cellules sont exposées a des agents pouvant endgnm@ADN (Coqueret, 2003/
Rodriguez et Meuth, 2006).L'expression de ces génes est étroitement coetnidd la

protéine de suppression tumorale p&aitel et Radhakrishnan, 2005)

87



Chapitre 1V. Discussion

Cette protéine fonctionne comme un régulateur ddecyellulaire en s'associant aux
complexes cycline-CDK1 (phase M), cycline-CDK2 fsdion G1/S, phase S et G2) et
cycline-CDK4 et cycline-CDK 6 (phase G1) inhibaatii activité kinase, ce qui provogue un
arrét de la progression du cycle cellulaire enttephase G1 et la phase (Gartel et
Radhakrishnan, 2005) La surexpression de la protéine B3¥CP! est dépendante de
I'activation simultanée du facteur de transcriptiGfEBP+« (responsable de I'activation de
I'expression du géne PYI/“PY et du récepteur glucocorticoide (CRugliger et al, 2002 /
Ziesche etal, 2004).

De plus, il est maintenant admis que la Nifedipaotive également TAMPK, une protéine
kinase activée par le systeme AMP qui fonctionnmroe un suppresseur de la prolifération
cellulaire aussi bien chez les cellules normales tgmorales $hackelford et Shaw, 2009 /
Kim et Choi, 2010. Cette serine—thréonine kinase ubiquitaire pu@gua retrouve aussi
bien chez 'Homme quechez les levuresagit comme un senseur meétabolique chez les
cellules eucaryotes, assurant I'homéostasie éngugétellulaire en contrdlant I'activité de
certaines enzymes et I'expression de certains géneiqués majoritairement dans le

meétabolisme énergétiquEdretz et al.,2005/ Hardieet al, 2012).

L’activité de 'AMPK est modulée de facon allostgre par I'AMP (stimulation) et 'ATP
(inhibition) de maniére compétitive. Ainsi lorsgiaebalance énergétique stable (caractérisée
par un rapport des concentrations [ATP/ADP] égalm &atio de 10/1), est perturbée par un
facteur environnemental, un stress énergétiquestalle circonstancié par une chute de la
production d’ATP ce qui va provoquer une modifioatautomatique des rapports ATP/ADP
et ATP/AMP via l'adénylate kinase en faveur du @ernC’est 'augmentation du rapport
AMP/ATP qui détermine I'activation de 'AMPK en répse aux épisodes du stress
énergétique. Une fois activé, 'AMPK stimule lesie® cataboliques impliquées dans la
synthese d’ATP (oxydation des acides gras, glye&jlyst inhibe celles anaboliques
consommatrices d’ATP (synthese des protéines, dees gras) permettant I'ajustement
précis des besoins et disponibilités énergétiqudisilaires Foretz et al., 2006/ Hardie,
2011).

Cependant, I'activation de cette kinase requies phosphorylation du résidu Thréonine
(Thr*’® localisée dans la boucle d'activation du domairtalgéique de la sous unité, par le

biais de deux protéines, la protéine kinase CafKKa2+/calmodulin-dependent protein
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kinase kinasef) dont le mécanisme d'activation est dépendant uskement de
'augmentation intracellulaire de Ca2(Hurley et al., 2005 / Hawleyet al., 2005 / wood<t
al., 2005),en plus de la protéine kinase suppresseur de tubidBl qui est constamment
active dans les cellulesMpods et al., 2003/ Shawet al., 2004) La phosphorylation et
l'activation de 'AMPK par la LKB1 nécessite donneuaugmentation de 'AMP qui va se
fixer au complexe AMPK modifiant sa structure (chaments de conformation de la sous-
unité catalytique) permettant I'accessibilité au site actif Thret donc sa phosphorylation
par LKB1 Hawley et al., 1995/ Neumannet al., 2007) La liaison AMP-AMPK protége
egalement TAMPK d’une éventuelle déphosphorylatpmar les phosphatasdst c’est par
'activation de cette voie LBK1-AMPK que la Nifedipine inhibe la prolifération
cellulaire (Sung et Choi, 2012).

Le pourcentage de réponse que nous avons calculditngue confirmer cette
inhibition de la croissance cellulaire aprés tragat par la Nifedipine, puisque toutes ses

valeurs sont positives.

Cet effet sur la cinétique de croissance nousitgéiamous intéresser au métabolisme
cellulaire en général et aux mécanismes de défansieadicalaires et antioxydants des
levures.En effet, toute variation du métabolisme $Slgccharomyces cerevisjaend compte
d'une éventuelle toxicité sachant que les ROS etdastités radicalaires ont pour cible
cellulaire les macromolécules telles les protéines,lipides, ou encore les glucides et les
acides nucléiques. La perturbation du taux de casromolécules est considéré comme un
biomarqueur précoce permettant la mise en éviddhgeétat de stress chez les organismes
vivants(Mohammadkhani et Heidari, 2008 / Djekoun, 2012).

Ainsi nous avons constaté que l'addition de Nifedipine aumilieu induisait une
stimulation du taux des protéines totales Ces résultats sont en accord avec ceux de
Benbouzid (2012) et Boulaassel (2014)qui ont respectivement mis en évidence une
stimulation du taux de protéines totales chearamecium spen présence d’agents
thérapeutiques de synthese et des AINS. Cette augtiomn du taux de protéines totales est
due a linduction du pool d’enzymes impliquées densnétabolisation/détoxification telles
gue les Monoxygénases, GST, Catalase, SOD, mdsnégiat des protéines impliquées dans
la défense cellulaire contre le stress telles qaeCKl, les inhibiteurs de la CDK, 'AMPK et
certains facteurs de transcriptions telles que YARtte autres.
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Nous avons également mis en évidence une diminutialu taux des sucres totaux en
présence de Nifedipingce qui est en accords avec les travauRje&oun et al., (2010) qui

ont étudié l'effet d’'un traitement combiné de (Cd2€a2+ / Zn2+) suiSaccharomyces
cerevisiae Cette diminution du taux des sucres totaux paet@tpliquée par I'activation de
'AMPK qui va stimuler les voies cataboliques etiimer les voies anaboliquesdretz et al.,
2006, mais aussi par leur hydrolyse afin de produedaines molécules clés dans la défense
antioxydantes cellulaires telles que la NADPH et spront utilisé dans diverses réactions

réductrices comme celle impliquant le systeme CYP45

Concernant le taux des lipides totaux, nous avonsigen évidence une diminution de ces
macromolécules. Ce résultat est en accord avec les travauxBdabouzid (2012) et
Amamra et al., (2015),). Cette diminution des taux des lipides totaux résptbbablement
de leur peroxydation par les ROS et dont la cormgrpidirecte estaugmentation du taux

de TBARS que nous avons également confirmé dans metravail . En effet selorChen et
al., (2005) 'accumulation des produits de la peroxydationdigue constitue le marqueur
biochimique le plus commun du stress oxydatif. Kesultats concernant 'augmentation du
taux des TBARS, sont en accord avec ceukldeakinyo et al.,(2010/ 2011et Waghmare

et al., (2011) qui ont testé la Nifedipine sur les spermatozoidesatie ainsi que ceux de
Sirmagul et al., (2006) sur des hépatocytes de rats de type « septic shumiel ».
Cependant]es travaux deSobal et al., (2001) et Rayet al., (2012) ont montré que le
traitement de rats avec la Nifédipine, semble gblavoir un effet antioxydantjui serait a
I'origine de la diminution des dommages oxydatifisréveau des membranes cellulaires suite

a la peroxydation lipidique.

Cet effet contradictoire de la Nifedipine nous aai a investiguer vers le
métabolisme vital pour la cellule et qui fait appel différentes macromolécules cellulaires

gue nous avons citées précédemment, en 'occurrEnoeétabolisme respiratoire.

En effet,la respiration cellulaire, par mesure de I'oxygene dissous dans le milistug
excellent indicateur du fonctionnement du systeespiratoire mitochondrial et un bon outil
d’évaluation de la cytotoxicitéHaubenstrickeret al, 1990). Ainsi un des mécanismes
majeurs de la toxicité médicamenteuse est l'altimatdes fonctions mitochondriales.
Plusieurs travaux ont mis en évidence une pertiarbate la consommation dXinduite par

des xénobiotiques chez des cellules en cultureestetjue la paramécie ou encore
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Saccharomyceserevisiae(Boulasselet al., 2013/Sbartai, 2009/ Djekoun, 2012/ Amamra
et al., 2015,). Ces auteurs ont conclu que cette perturbation d®riation respiratoire
pourrait étre liée a la fois a un effet toxiqueedirsur la mitochondrie mais également a
induction des enzymes de la métabolisation palitfcement ceux de la phase | comme le
systeme monoxygenase a CYP450 ou alors ceux dgdaification telles que les catalases et
les peroxydases. Nos résultats sont en accord @getravaux puisqueéans notre travail,
nous avons mis en évidence une inhibition de la cesmmation d’oxygéne chez les

cellules traitées avec la Nifédipine

En raison de I'étroite relation entre la structdhgne molécule et son activité, il est possible
que cet effet inhibiteur soit du aux propriétésagonistes calciques de la Nifédipine
(Hugtenburg et al., 1990) En effet Iion C& joue un role clé dans la régulation des
fonctions mitochondriales, agissant a divers nixedel cette organiteBfookeset al., 2004),
mais aussi dans la transmission des signaux trémsmondriaux $edovaet al, 2008.
Outre la modulation de la béta oxydation des acgtas, le calcium module I'activité de
différentes enzymes importantes pour le fonctiorsr@mmitochondrial, stimulant par
exemple le cycle de Krebs en régulant le cycleatade citrique via l'activation d’enzymes
indispensables a son fonctionnement telles queylavpte déshydrogénase, la NAD+-
isocitrate deshydrogénase et la 2-cétoglutaratehydésgénase conduisant a une
augmentation de la concentration en NADH qui seilegsé par la chaine respiratoire pour
synthétiser de I’ATP modulant de ce fait les ratios gotentiel redox du NAD+/NADH et
ADP/ATP (Denton et McCormack, 1985 /1990 /1993 / Pepe,020 Traasethet al.,2004).
Les augmentations de calcium mitochondrial régulenmssi des composants directs du
systeme de phosphorylation oxydative tels que I'A3ynthase(Territo et al., 2000),
I’Adenosine Nucleotide Translocase (ANT), une piré mitochondriale qui facilite
'échange de I'ADP et de I'ATP a travers la meméramtochondriale interneMoreno-
Sanchezet al., 1995/ Chevrollier et al., 2011), en plus des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale tel que le complexe (Murphy et al., 1990. Les ions C&
stimulent également I'activation de plusieurs kesms®t déshydrogénases et régulent le
fonctionnement de différents transporteude® la membrane interne mitochondriale
(Satrustegui et al., 2007 / Desquiret, 2008).Tous ces phénomenes vommduire une
augmentation de la fréquence respiratoire, I'eikdrudes protons H +, et la production d'ATP
(Patergnaniet al.,2011).
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Les xénobiotiques peuvent avoir un effet toxique sues mitochondries en interférant
avec les différentes fonctions mitochondrialeAinsi, Thompsonet al.,(1996) ont mis en
évidence un effet inhibiteur de la Dihydropyridisigr la synthese de I'ATP, quan&@anish

et al.,(2010),ils ont trouvé que la Nifedipine inhibait I'actieidu complexe | mitochondrial
confirmant ainsi nos résultats sur I'impact de eatiolécule sur la respiration cellulaire. De
plus, la Nifedipine induit une perte de la capadé&la mitochondrie a stocker le calcium
(Brink, 2008). Giorgi et al (2008)suggérent queoute augmentation prolongée de la
concentration en G& mitochondrial conduit & l'ouverture du pore densiton de
perméabilité mitochondriale (PTP), un événemertigae entrainant la mort cellulaire par
apoptose. Plusieurs travaux mettent en avant t'gfradoxal de la Nifedipine. Cette
molécule est dotée a la fois d’un effet inhibitéRabkin et Kong, 2000 / Schmidt-Mendest
al., 2006 /Sayedaet al.,2013/ Avanzatoet al.,2014) et stimulateur@eBloiset al.,1997 /
Steadet al.,2000)sur la mort cellulaire programmée. Qudbdaschil et Humpel, (2014ne

lui ont trouvés aucune influence sur I'activité pase-3.

Le processus de métabolisation des xénobiotiquepagtculierement performant
comme systeme de détoxification impliquant unevatibn des systémes enzymatiques de
fonctionnalisation (NADPH cytochrome P450 réductasgtochrome P450, etc.) et de
conjugaison (glutathion-S-transférases, le compesdogene GSH)(Bouraoui, 2009).
De ce fait, nous nous sommes intéressés a cemsEp biochimigques en tant que

biomarqueurs de toxicité.

Les cytochromes P450 (CYP450) et la NADPH-cytoched®50 réductase (NCPR) sont les
principaux acteurs du métabolisme des composésgends et differents xénobiotiques,
médicaments inclus Guengerich, 2008/ Zanger et Schwab, 2013Rasmussen et
Zamaratskaia, 2014.

Dans notre travail nous avons mis en évidence unémsulation de I'activitt NCPR en
présence de NifédipineCes résultats sont en accords avec ceuRidmva et al., (994),
Koleva et Dimova, (2000 et 2001qui ont mis en évidence une augmentation de I'nétole
cette flavoproteine chez les rats et des myocytescudture traités par la Nifedipine.
Kastelova et al., (2000), Drocourt et al., (2001) ont mis en lumiére I'implication de la
Nifedipine dans la stimulation de l'activité et Afgession des CYP450 via le récepteur

nucléaire pregnane X receptor (PXR), dont la famcirincipale est I'expression des géenes
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impliqués dans les phénomeénes de détoxificatidnlaeke (Ekins et Erickson, 2000 /
Fromenty, 2010).

L’induction de ce partenaire redox de la CYP450 RRY par la Nifedipine est due au réle
central joué par ce complexe dans les activitésyreatiques de la phasel de la
biotransformation, dont la fonction primaire est cialyser le métabolisme oxydatif des
xénobiotiqgues en assurant le transport d’électuans tous les CYP450 eucaryo{@anger

et al.,2008).

La NCPR est une protéine multidomaines, forméeaix dlomaines catalytiques comprenant
les cofacteurs flavines adénine dinucléotide (FADYflavine mononucléotide (FMN) reliés
par un domaine de connexion, en plus d’'un domaeéaison NADPH(Xia et al., 2011).
Grace aux propriétés redox de ses deux grouperperdgthéetiques, la NCPR est capable de
scinder le flux diélectronique du NADPH en deuxnsferts monoélectroniques vers les
CYP450, dans lequel le composant oxydoréducteuregsésenté par la FAD qui accepte les
électrons de la NADPH, les transfere de facon m&terers le domaine FMN qui assurera a
son tour le transfert externe des électrons ve@YIB450 Aigrain, 2010). Ce processus est
essentiel au fonctionnement des CYP4®&lengerich, 2001 / 2002/ 20)3et va leur
permettre d'utiliser les deux électrons de NADPIh afe cliver par réduction I'oxygéne
moléculaire, oxydant ainsi le substrat, via le fzigé d’'un atome d’oxygéne. Le second atome

d’oxygéne meéne a la formation d’ed(afzung, 2004.

Apres la formation du site réactif, la phase llrenén scéene. Elle comprend les
réactions de conjugaison au niveau du groupemeffégParmi ces réactions de conjugaison,
on dénote la glucuronidation, la sulfation, I'adatipn, la méthylation, ainsi que des réactions

de conjugaison aux acides aminés et au glutati@&H] Allain, 2000).

Quantitativement, la conjugaison au GSH, métabel la glutathion-S-transférase (GST),

est la principale réaction de phase Il chez de meundes especeSHeeharet al.,2001).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence ungugmentation significative de
l'activité GST apres traitement par la Nifedipine. Ce résultat est en accord avec celui de
(Dimovaet al., (L994)et Koleva et Dimova, (2000 / 2001 ette augmentation de I'activité
GST est simultanée ane diminution du taux de GSH Néanmoins linfluence de la

Nifedipine sur le taux de GSH est assez contradetéinsi, siMorakinyo et al., (2011)ont
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mis en évidence une diminution du taux de GSH deszspermatozoides de rats apres
traitement par la Nifedipine,yang and Hill, (2001) et Ray et al, (2012 ont trouvé une
augmentation de ce tripeptide au niveau des hégatae rat apres traitement par la
Nifedipine, contrairement aux travaux détcheva et al.(2009)qui ont démontré le fait que

la Nifedipine seule n’avait aucune influence notafilir ce parameétre toujours au niveau des
hépatocytes de rat, cependant un traitement comNifédipine-Cocaine induisait une

augmentation du taux GSH

La diminution du taux de GSH accompagnée d'une dtidn de l'activité GST rendent
comptent du réle important joué par ces deux patr@séans la détoxication et I'élimination
des composés électrophiles toxiques. Le GSH sadi ale cofacteur pour plusieurs autres
enzymes impliquées dans la défense antioxydante squé les glutathion peroxydases,
glutathion réductase, en plus de la glutathion aBdsfiérase. Sa capacité biologique
oxydoreductrice est principalement liée au groupgraalfhydryle libre du résidu de cystéine
qui lui confére ses propriétés redox et nucléophileiquesRocsiet al.,2004).Cependant en
interceptant un radical hydroxyle, le glutathiom@e un radical superoxyde qui doit étre pris
en charge par une SO@Barillet, 2007 / Zerriri, 2014). De plus, outre son rble dans la
défense contre les ROS, le GSH participe a la afignl du métabolisme cellulaire ou il prend
part & des réactions de synthése de protéinesoslie€s nucléiques et peut également servir de
source de soufre et d'azote pour la croissanc&adbeharomyces cerevisigBenninckx,
2002).Ceci a été confirmé pa&@rant et al., (1996)sur des mutants de levures dépourvues du
géne GSH1, incapables de croitre en l'absence e ebSqui sont plus sensibles au stress

oxydatif provoqué par le traitement pag®4 et divers hydroperoxydes d'alkyle.

Concernant les glutathion S-transférases (GST®,famille multigéne d'isoenzymes, elles
sont impliquées dans la détoxication de certainsdyits du stress oxydatif et des
électrophiles qui peuvent réagir avec divers coraptsscellulaires conduisant a la réduction
du stress oxydant et la peroxydation lipidique sgbente(Todorova, 2007) Ces GSTs

peuvent efficacement réduire les peroxydes exogemediminer les lipides endogenes et les

peroxydes d'acide gré8wasthi et al.,2004/ Garceraet al.,2006).

Au cours de la métabolisation et plus précisémantcaurs de la phase | de
fonctionnalisation, des ROS peuvent étre généréekesystéme CYP45Wélko et al., 2007
/ Dostalek et al., 2007/ 2008/ Cederbaum, 2013)et afin de pallier a tout dommage que
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causeraient ces especes réactives d’'oxygene, llakesdont appel aux differentes enzymes

de défense contre le stress oxydatif.

L'une des premieres lignes de défense est repisgatr les métallo-enzymes superoxydes
dismutases (SOD). La SOD cytosolique (SOD a cuétr@a zinc : Cu/Zn SOD) et la SOD
mitochondriale (SOD a manganese : Mn SOD) sontoresgbles de la détoxification de
'anion superoxyde (8-) en le convertissant en peroxyde d’hydrogeneOgi Elles sont
indispensables pour le maintien de la vie des asgaes erprotégeant les cellules du stress
oxydant et des dommages structurels des radicareslau niveau des mitochondries, des
membranes, de I'’ADN, etc.

Nos résultats ont mis en évidence une forte stimulan des activités des différentes
SODs (Cu/zn SOD, Mn SOD et la SOD totale) chez lesellules traitées par les
concentrations croissantes de Nifedipine.

Cette induction des SODs par la Nifedipine a dégarépportée paFukuo et al., (2002 /
2003), Passacqualet al.,(2008) et Iwaiet al.,(2011),qui expliquent cette induction par le
fait que la Nifedipine influence indirectement lgrssion des genes SODs.

Dans notre travail, nous avons mis en évidencelu@tion de la MnSOD (mitochondriale)
des la premiére heure de traitement. En effet,forlmation des ROS a lieu dans un premier
temps au niveau des mitochondries, ce qui est dggiEgie vu que cet organite est le siége

principal de la formation des radicaux libres akeau de la chaine respiratoire.

La dismutation des radicaux libres oxygénés peB@ produit du peroxyde d'hydrogéne,
qui est plus stable que I'anion superoxyde maisresiie potentiellement nocif. En présence
de métaux tels que le ¥ele peroxyde d’hydrogérest transformé, par la réaction de Fenton,
en radical hydroxyle (¢OH) extrémement réactif gaioxyder tres rapidement les molécules
voisines, formant parfois d’autres radicaux libfeane, 2003 / Gardes-Albert et Jore,
2005)

Le peroxyde d'hydrogéne sera pris en charge pademe&éme ligne de défense, qui travaille
de concert avec la premiere, représentée par ledaSas (CAT), les Peroxyrédoxines et les
Peroxydases (GSH peroxidase, APX, GPX...), qui sapables de convertir le2B2 en eau.

La Catalase, contrairement aux autres peroxyda&ss,pas substrat dépendante et ne produit
pas de radicaux libre®éby et Deby-Dupont, 2009)
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Dans notre travail, nous avons mis en évidence uireduction de I'activité Catalase chez
les cellules traitéesCette enzyme, au méme titre que la SOD est d'vaedg importance
pour la défense contre le stress oxydant. Cependianakinyo et al., (2011 ont montré une
diminution de l'activité CAT chez les spermatozaid¥e rats traités par la Nifedipine, les
auteurs expliquent cette diminution par un foressr oxydatif. Sirmagul et al., (2009 ont
guant a eux, au contraire, trouvé que la Nifedipiaait aucun effet sur I'activité CAT chez
des rats de type « rat septic shock model ».

Parallelement, nous avons démontré, également, unaugmentation des activités
Peroxydases (APX et GPX)Certains auteurs ont rapportés que I'augmentateohactivité
peroxydases pouvait étre une réponse a linstafat’un stress oxydanKhaldi et al.,
(2009),par exemple ont trouvé une augmentation de I'aétixPX chez les licherRamalina
farinaceatraitées par des engrais, le méme résultat esnabparMediouni et al., (2009)
chez les feuilles de tomat€dlanum lycopresicirtraitées par le Cadmium et le cuivre. Nos
résultats sont en accords avec ces derniers aimsicqux deMisiewicz et al., (1997) et
Mestrovié et al., (2014) qui ont démontré que la Nifedipine augmenter latés des
peroxydases et plus précisément celles du glutatperoxydase chez les granulocytes
provenant de patients traités avec 30 mg de Niieelipour les premiers et chez les rats
souffrant de torsion-détorsion des testicules pesiseconds, augmentant par ce fait I'activité
antioxydante. Paradoxalement les résultatgvdeg et al., 011) chez les végétaux (radis
rouge de chinepnt quand a eux mis en évidence une inhibition at#wités Peroxydases
suite a la perturbation de la signalisation caleig@ausée par la Nifedipine, parce que le
systemes de défense des plantes se fondent em gartine interaction « crosstalk» finement
régulée entre le Calcium et le,®} et la Nifédipine inhibe I'expression du gradient de
Calcium, induisant une diminution des activitésopgdases.

Nous constatons, d’apres nos résultats, que la €ATa premiére peroxydase a étre sollicitée
en réponse a un déséquilibre de la balance redisqu®e c’est 'une des enzymes majeures
de détoxification des #D;.

Enfin, nous nous sommes intéressés a I'état Redalalaire, un fragile équilibre
entre la production des ROS et leur élimination, etqui est indispensable pour le
maintien de la vie cellulaire pour cela, nous avons procédé a la mesure dedagtion des

métabolites réactifs d’oxygenes (ROMSs) et du paeeantioxydant biologique (BAPS).
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Nos résultats ont démontré que la Nifedipine étaig I'origine d’'une augmentation des
ROMs. Cette augmentation peut résulter de l'induction’aetivité des systemes CYP450,
'une des source principale de formation R@&E et Cederbaum, 2004/ Zangaet al.,
2004) mais aussi au dysfonctionnement de la chairgregsire mitochondriale considérée a
juste titre comme le siege principal de la génénmatles ROS et qui fait suite a une inhibition
de la respiration due a la présence de l'antagonisicique testé. D’un autre c6té,
'augmentation de I'activité des Peroxydases sabstEpendantes peut également générer des
radicaux libresDeby et Deby-Dupont, 2009)ou encore le GSKEerriri, 2014).

Les travaux ddllanore et al.,(2004), Sugiuraet al.,(2008) et Sung et Choi, (2012nt mis

en évidence un effet antioxydant de la Nifedipiratipulierement chez des organismes
préalablement stressés. En revanche, les travaBamestasiet al.,(1991) ont montré que la
toxicité de I'Anthracycline est exacerbée apragdment simultané avec la Nifedipine. Il en
est de méme concernant les travaux\Viteheva et al., (2009) qui ont également mis
'accent sur la potentialisation de la toxicité des D-amphétamines en présence de
Nifedipine au niveau des hépatocytes de rats eaiméi une diminution de la viabilité
cellulaire et surtout une déplétion de plus de &iPtaux du GSH et une augmentation plus
ou moins similaire de l'activité de la Lactate dghtlogénase (LDH), réfutant de ce fait sa
capacité atténuante du stress oxydant. D’un adtés€Cominacini et al.,(2003),qui ont testé
'activité antioxydante de différentes DHR  (Lagitlie, Lercanidipine, Amlodipine,
Nimodopine et Nifedipine),ont trouvé que la Nifédipine n’avait aucune infiue notable
sur la production des ROS, causée par des LDL @sydér le Ctf , au niveau des cellules
endothéliales aortiques bovines, de méme que p@uniddipine et la Nimodopine.
Contrairement a la Lacidipine, et & moindre eféet.ércanidipine, qui avaient, quant a eux,

un effet inhibiteur sur la formation des ROS.

Nos résultats ont également mis en évidence une awgntation du potentiel antioxydant
biologique en présence de la NifedipineCe résultat est en accord avec les travaux de
Ghiadoni et al., (2003 qui ont enregistré eux aussi une amélioratiopatentiel antioxydant
plasmatique des patients souffrant d’hypertensigrésa traitement avec différents

hypotenseurs dont la Nifedipine.

Cette action inductrice du BAPs, peut étre exg@uwar l'activation du facteur de
transcription Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-deztv 2)-related factor 2) qui existe chez la

majorité des organismes métazoaires et qui joudlerimportant dans I'homéostasie redox et
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dans la défense contre les électrophiles et ledamtg, en activant I'expression de plusieurs
enzymes impliquées dans la défense contre le stsggtant et en stimulant la production
d'antioxydantsBaird et Dinkova-Kostova, 2011 / Kovaet al.,2015.

Ce facteur de transcription est responsable dégialation de I'expression de plus de 90% des
genes antioxydants (environ 200 gendsk et al., 2012 / Yanget al., 2013/ Zimmermann

et al.,2015. Parmi les génes cibles de Nrf2, ceux codant ptas enzymes de la phase Il de
la  biotransformation (GST, UDP-glucuronyl transtgs, NAD(P)H quinone
oxidoreductase...), les enzymes et molécules de détomn des ROS et de réduction de
thiols (les peroxyredoxines, les SOD, CAT, GSHhiaredoxine 1, la thioredoxine réductase
1, la glutathion réductase...), les transporteurs bramaires impliqués dans les phénomenes
de résistances multiples aux drogues, les prot@haperons du stress et les sous-unités du
protéasome 26@-ourquet, 2008 / Kimet al, 2011/ Sirotaet al,2015).

En effet selonlisk et al., (2013),la Nifedipine active le Nrf2 des cellules endothéliales
microvasculaires cérébrales des rats Sprague-Daildeyprocessus par lequel la
Dihydropyridine influence I'activation du Nrf2 restnéanmoins a éclaircir, bien que la
structure de la molécule puisse avoir un réle négligeable sans lien avec son effet
d’antagoniste calcique. En effet les autemstesté 'influence de différents médicaments sur
I'activation du Nrf2, dont les antagonistes cal@sguparticulierement ceux de la classe des
Dihydropyridines (Nifedipine et Amlodipine) et d&henylalkylamines (Verapamil), et ont
déemontré que le Verapamil (antagoniste calciquayait aucun effet sur I'activation du Nrf2

contrairement a la Nifedipine et I'’'Amlodipine.

Plusieurs travaux ont mis en évidence l'augmentatie la biodisponibilité de I'oxyde
nitrigue (NO) en présence de NifedipinBe(kels et al., 2001 / Zou et al., 2002 /
Forstermann et Munzel, 2006 parallelement a lactivation du Nrf2 par le NO
(Dhakshinamoorthy, 2004 /Liu, 2007 / Um et al., 2011), nous laissant suggeérer que
I'activation du Nrf2 par la Nifédipine s’effectuenarobablement par 'augmentation du taux
de NO. Elle peut aussi résulter de I'activation’ddPK par la Nifedipine. Les travaux de
Mo et al., (2014)et Zimmermann et al.,(2015) ont mis en lumiere la diaphonie (crosstalk)
entre les voies de signalisation AMPK et Nrf2, raetti’accent sur le role jouer par TAMPK

dans l'activation et 'amélioration de la signatisa Nrf2.

98



Chapitre 1V. Discussion

Il est a noter qu&accharomyces cerevisipessede un transactivateur, jouant un réle majeur
dans la réponse et la tolérance au stress oxystatiins 'homéostasie Redox, 'homologue
levurien du Nrf2, a savoir I'AP-1 transcription fac YAP1(Toone et Jones, 1999/ Ménager

et al.,2009 / Liet al.,2010).

Le suivi de l'état redox, des cellules, nous anpe de montrer que la production des
ROS est contrebalancée par une induction du sysastiexydant et ce dans le but de faire
face a tout dommage cellulaire que peut causestéillation de ce qu’on peut appeler un

« stress oxydatif passif ».
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Hypothese

L’ensemble de nos résultats indique que dans ledittons de traitement utilisées dans
ce travail, la Nifedipine était a l'origine du dénthement d’'un stress oxydatif passif
(figure 29).

Tout d’abord, la Nifedipine en tant qu’inhibiteualcique va bloquer I'entrée des ions
C&* provoquant une diminution de la concentration igale cytosolique, en se fixant au
niveau de la protéine Cchl (homologue levurien@@¥D de type L), ce qui en découle une
perturbation de toutes les fonctions modulées patalcium et parmi eux la prolifération

cellulaire.

Elle va ensuite traverser la membrane cellulaieeptésence de ce xénobiotique dans

le cytosol va induire une cascade de réactions.

Dans un premier ordre, cette molécule sera pnseharge par le processus de
meétabolisation des xénobiotiques, qui est paréceinent performant comme systeme de
détoxification. La Nifedipine va ainsi subir uneotsensformation par le biais du systeme
CYP450 (NADPH cytochrome P450 réductase, cytochr®#&0, etc.) via le greffage d’'un
atome d’oxygene. Aprées la formation du site réatdiphase de conjugaison intervient, par le
biais de la glutathion S transférase qui va corgudel métabolite avec le glutathion, afin de

favoriser son élimination.

Au cours de cette métabolisation et plus précisénaencours de la phase | de
fonctionnalisation, des ROS peuvent étre généréesepsysteme CYP450. La formation de
ces ROS est accrue par la surexpression du sysi2rRel50 causée par la Nifedipine,
conduisant a l'induction du systeme de défensegydiant, afin de pallier a tout dommage
gue causeraient ces espéeces réactives d’'oxygenee Ides premieres lignes de défense est
représentée par les superoxydes dismutases (SGpynsables de la détoxification de
I'anion superoxyde (&) en le convertissant en peroxyde d’hydrogengOéHqui sera a son
tour pris en charge par une deuxieme ligne de défequi travaille en harmonie avec la
premiére, représentée par les catalases et lesypases, qui vont le convertir en molécule

d'eau.
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Parallelement, cet antagoniste calciqgue va aussiaagniveau des mitochondries,
perturbant leur bon fonctionnement a travers lititon du métabolisme respiratoire
cellulaire, déréglant ainsi le bon fonctionnemeat ld chaine respiratoire mitochondriale,
conduisant a la génération des ROS. Une partieseut de ces ROS seront prises en charge
par les enzymes antioxydantes mitochondrialesstgllee les Mn SOD. Tandis que la majorité
se retrouvera au niveau du cytosol, s’addition@amt ROS formés par le systeme CYP450,
provoquant ainsi un stress oxydatif. Ces ROS vdmitagjuer aux différents constituants
cellulaires tels que les lipides, provoquant parséguent leur peroxydation et conduisant a la
formation des produits de lipoperoxydation a trav&ugmentation du taux des TBARS.

La Nifedipine active également 'AMPK, une protéikenase qui fonctionne comme un
suppresseur de la prolifération cellulaire en casstless énergétique et qui va inhiber les
voies anaboliques consommatrices d’ATP et stimigsr voies cataboliques productrice
d’ATP et par la suite, déclencher I'hydrolyse desres totaux d’ou leur diminution.

Elle va aussi inhiber I'activité des protéinesddas dépendantes des cyclines (CDK) qui sont
responsable du déclenchement, du déroulementaiuplage des différentes phases du cycle

de croissance expliquant par ailleurs son effapeoiifératif.

D’une autre part cette Dihydropyridine va actives facteurs de transcriptions tels que
YAP1 qui vont se fixer sur le brin d’ADN, induisade fagon spécifique la transcription
génetique d’élément de réponse antioxydant. Cetierase traduira par une augmentation
des capacités antioxydantes cellulaire a travarggthentation du BAPs, rééquilibrant par ce
fait la balance Redox cellulaire et conduisant dimainution de ce stress oxydant.
Ce contrebalancement entre génération des ROS (R@Mseur élimination (systeme
antioxydant globale) est a l'origine de la natumesgive du stress oxydant induit par la

Nifedipine.
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Figure 29.Schéma illustrant I'action de la Nifedipine sudiclenchement d’un stress

oxydatif passif cheBSaccharomyces cerevisi@@alisé paCherait et Djebar).
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Conclusion générale

L'impact de la Nifedipine sur le stress oxydatift @ssez contradictoire. Certains
auteurs rapportent que cet antagoniste calcigealstle stress oxydatif et la production des
ROS qui en découlent, alors que d’'autres pensenicgtiantagoniste calcique, au contraire,
induit le déclenchement de ce type de stress, oarermgue ce xénobiotique n'a aucun effet

sur ce dernier.

Dans ce présent travail, nous nous sommes donmessts a I'effet de la Nifedipine
vis-a-vis du stress oxydant induit chez un modeddulaire bioindicateur de stress,

Saccharomyces cerevisiae

Dans un premier temps, nous nous sommes intérasgésibles biologiques des ROS, que
peuvent constituer les protéines, glucides et dipiét nous avons mis en évidence une
stimulation du taux de protéines et une diminutles taux des lipides et glucides. A partir de
ces données, nous nous sommes focalisés versoégitgrd’oxydation des biomolécules et
plus précisément, ceux de la peroxydation lipidiquenous avons mis en évidence une

augmentation du taux des TBARS.

Parallelement, nous avons évalué l'effet de la dNjfime, sur la cinétique de croissance
cellulaire et nous avons démontré une inhibitionlalg@rolifération. D’un autre coté, nous
avons enregistré une inhibition de la consommati@, chez les cellules traitées par la
Nifédipine.

A partir de ces résultats, notre intérét s’estéarn systeme de défense antioxydant, couvrant
un large panel d’enzymes de détoxication, que BsnNCPR, GST, CAT, APX, GPX et les
différentes SODs. Nos résultats démontrent I'inductde ces enzymes de détoxification
parallelement a la diminution du taux de GSH coméint, ainsi, le déclenchement du
processus de détoxification.

Nonobstant, toutes ces données qui tendent a oarfliinstallation d’'un stress oxydatif chez
les levures apres traitement par la Nifedipinesulévi de la balance redox, a révélé une

augmentation paralléle des ROMs et des BAPs, coafit la nature passive de ce stress.
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En effet, le maintien de la cellule dans un étalorestable est primordial pour son bon
fonctionnement et pour cela le rble des differentesnzymes de Ia
métabolisation/détoxification est crucial. Le sys¢ede défense antioxydant endogéene doit
donc répondre aux attaques radicalaires de mam@oedonnée, de fagcon a maintenir
I'équilibre oxydatif, ou chaque membre de la dééeastioxydante a un rble précis a jouer. La
perte ou la surexpression d'un élément et une gerteoordination dans la réponse peuvent
avoir des conséquences sur le bon fonctionnemeria d=llule avec pour répercussion

I'apparition de pathologies chroniques.

La Nifedipine, en induisant la surexpression ddaies genes impligués dans la défense
antioxydante (SOD, CYP,...) va provoquer un déreghande cette activité harmonieuse
entre les différents protagonistes du systeme densgé, s’ensuit alors une cascade de
réactions résultant de ce déséquilibre, conduisantdéclenchement d'un état de stress

oxydatif passif.

Cette étude, nous a également permis, de souligregrtinence de l'utilisation du systeme
expérimental levurien comme outil et modele altéfpeur la définition des bases cellulaires
et moléculaires du stress oxydant du aux xénohieigmédicaments inclus, et comprendre
par suite leurs mécanismes d'actions. Ainsi le &yst levurien peut servir a la
compréhension de la fonction cellulaire et leséldhts processus biologiques de bases.
De ce fait, il peut étre utilisé comme modele dalhe in vitro pour I'évaluation des effets des
différents xénobiotiques telles que les nouveawentgthérapeutiqgues permettant, a moindre
codt, la compréhension de leurs mécanismes d’aebr’identification de leurs cibles, en

plus de I'évaluation de leur toxicité, une impottaétape de la recherche médicamenteuse.
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Perspectives

Tout au long de ce travail, nous avons essayé mndée a plusieurs interrogations,
concernant l'effet de la Nifedipine sur le stresydant, mais chaque réponse apportée, a
ouvert la portes a d’autres interrogations nécasside plus amples recherches, afin
d’éclaircir plusieurs autres points concernant litation de cette molécule sur le stress

oxydant. Ainsi il serait judicieux de poursuivredgpprofondir les recherches sur :

» L’Effet de la Nifedipine sur dautres enzymes axyidantes tels que les
peroxyrédoxines, une famille de thiol peroxydasesaesulfiredoxine, une cysteine
sulfinyl reductase qui maintient les peroxyrédoginactives et contribue a

’lhoméostasie redox, ainsi que sur les thioredoxeteglutaredoxines.

* Le mécanisme par lequel la Nifedipine inhibe I'eité de PON-1, ainsi que son effet

sur les autres paraoxonases (PON-2 et PON-3).

* L’impact de cette DHR sur le dysfonctionnement wtitondriale.

+ L'effet de la Nifedipine au niveau du Bach2 un &gtde transcription, a l'instar de
Nrf2, contrélant I'expression de génes des élémeletsréponse antioxydante, et

surtout au niveau de la protéine regulatrice Ke#Elch-like ECH-associated protein

1), qui régule I'activité de Nrf2 et Bach2.
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