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Résumé

Le stress oxydant est impliqué dans la pathogenéese de I’ischémie-reperfusion (I-R) qui
peut se produire au cours de la transplantation myocardique. Par conséquent, I’utilisation des
antioxydants peut minimiser les effets délétéres de I’ischémie et encore plus de la
reperfusion. La propolis est une substance naturelle riche en polyphénols ayant une activité
antioxydante importante.

L’effet protecteur de la propolis au cours d’un épisode d’ischémie cardiaque a ét¢ étudié
en utilisant deux mode¢les expérimentaux différents. Le premier est un modele ex vivo d’I-R
normothermique (30-60 minutes) sur cceurs de rats isolés et prefusés, la supplémentation de
la propolis a été effectué avant la période d’ischémie et pendant la période de reperfusion.
Le deuxiéme modele est une ischémie hypothermique sur cceurs de souris isolés et préservés
a4 °C pendant 8 et 24 heures dans la solution de Krebs—Henseleit supplémentée de propolis.
Les niveaux de libération des marqueurs cardiaques lactate déshydrogénase (LDH), créatine
phosphokinase (CPK) et troponine I (Trop I) suivie d’étude histopathologique ont été
évalués. Les biomarqueurs de stress oxydant, le malondialdéhyde (MDA) et les produits
avancés de protéines d’oxydation (AOPP) ainsi que le statut antioxydant, superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathion (GSH) et glutathion S-transférase (GS-T) ont
été évalués dans le tissu cardiaque. Les parametres mitochondriaux, respiration
mitochondriale, capacité de rétention calcique et la production des especes réactives de
I’oxygene (ERO) ont été également déterminés.

Dans les deux modéles d’ischémie, la supplémentation en propolis a protégé
efficacement le cceur en réduisant les niveaux de lipides et de protéines oxydés, en restaurant
I’activité des enzymes antioxydantes et en préservant I’intégrité du tissu myocardique altérée
par I’ischémie. Dans toutes les conditions de la respiration mitochondriale, la propolis réduit
significativement le taux de production des ERO. La propolis a faible concentration améliore
la synthése mitochondriale de ’ATP et protége le systéme de phosphorylation des
dommages ischémiques. Elle diminue également 1’ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondriale lors d’une surcharge calcique.

La propolis algérienne est un antioxydant non sensible a la température qui protege le
cceur des dommages oxydatifs induits par une ischémie cardiaque.

Mots clés : Propolis ; Ischémie-reperfusion ; Ischémie hypothermique ; Stress oxydant ;

Mitochondrie ; Coeur ; Souris ; Rat.



Abstract

Oxidative stress is involved in the pathogenesis of ischemia-reperfusion (I-R) that may
occur during myocardial transplantation. Therefore, the use of antioxidants can minimize the
deleterious effects of ischemia and even more of reperfusion. Propolis is a natural substance

rich in polyphenols having an important antioxidant activity.

The protective effect of propolis during cardiac ischemia was studied using two
experimental models. First, an ex vivo model of normothermic I-R (30-60 minutes) was
applied on isolated and perfused rat hearts, propolis was supplemented before the ischemic
period and during the reperfusion phase. Secondly, a model of hypothermic ischemia was
applied on isolated and preserved mice hearts at 4 °C for 8 and 24 hours in the Krebs-
Henseleit solution supplemented with propolis. Release levels cardiac markers lactate
dehydrogenase (LDH), creatine phosphokinase (CPK) and troponin I (Trop I) followed by
histopathological study were evaluated. Oxidative stress biomarkers, malondialdehyde
(MDA) and advanced oxidation protein products (AOPP) as well as antioxidant status,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH) and glutathione S-
transferase (GS-T) were evaluated in the heart tissue. Mitochondrial parameters like
mitochondrial respiration, calcium retention capacity and production of reactive oxygen

species (ROS) were also determined.

In both models of ischemia, propolis supplementation protected effectively the heart by
reducing oxidized lipid and protein levels, restoring the activity of antioxidant enzymes and
preserving the myocardial tissue integrity altered by ischemia. In all conditions of
mitochondrial respiration, propolis significantly reduces the rate of ROS production. Low
concentration propolis improves the mitochondrial synthesis of ATP and protects the
phosphorylation system from ischemic damage. It also decreases the opening of

mitochondrial permeability transition pore mPTP during a calcium overload.

Algerian propolis is a non-temperature-sensitive antioxidant that protects the heart from

oxidative damage induced by myocardial ischemia.

Key words: Propolis; Ischemia-reperfusion; Hypothermic ischemia; Oxidative stress;

Mitochondria; Heart; Mouse; Rat.
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L’ischémie est classiquement définie par une réduction ou par I’interruption du débit
sanguin dans un territoire vasculaire donné, responsable d’une inadéquation entre les apports
en oxygene et en substrats énergétiques, et les besoins de la cellule pour son fonctionnement

et sa survie (Cour et Argaud, 2010).

L’ischémie myocardique résulte d’une déficience grave de I’apport sanguin coronaire,
généralement provoquée par une thrombose ou une athérosclérose. Cette ischémie est a
I’origine de nombreuses situations cliniques. Elle peut étre secondaire a une interruption
complete du flux sanguin comme dans I’infarctus du myocarde (IDM) qui demeure au début
du XXIeme siecle la principale cause de déces dans le monde. Elle peut également étre lice
a une diminution de la perfusion tissulaire en dessous d’un seuil critique comme cela

s’observe dans 1’angine de poitrine (Argaud et al., 2006).

La principale option thérapeutique offerte aux cliniciens, actuellement, est la
reperfusion qui consiste a restaurer le flux sanguin le plus rapidement possible dans les
organes ischémiés. Ces interventions cliniques sont I’angioplastie coronaire, la thrombolyse

ou le pontage coronarien (Brophy et Bogaty, 2004 ; Buja, 2005 ; Grothusen et al., 2017).

Si la reperfusion reste le seul moyen de sauver les organes ischémiques, il est également
admis qu’elle peut aussi engendrer par elle-méme et de fagon paradoxale d’autres 1ésions
cellulaires pouvant méme aboutir a la mort cellulaire par nécrose ou par apoptose. En effet,
la récupération fonctionnelle apres reperfusion dépend en grande partie de la durée de la
période ischémique : plus la période est longue, plus le cceur est susceptible de subir des

dommages irréversibles (Suleiman et al., 2001).

A Déchelle cellulaire, I’hypoxie prolongée est a l'origine d’un déséquilibre de
I’homéostasie métabolique et ioniques secondaire a une acidose et une surcharge calcique
cellulaire. Par conséquent, une perte de la polarité membranaire, un gonflement cellulaire et
une désorganisation du cytosquelette peuvent aboutir a une nécrose cellulaire (Cour et
Argaud, 2010). Suite a une réoxygénation cellulaire, correspondant & une réintroduction
brutale et massive de I’oxygene, la chaine respiratoire mitochondriale, fonctionnellement
endommagée par 1’état d’hypoxie, produit excessivement des especes réactives de I’oxygene

(ERO) ayant des effets déléteres pour le fonctionnement cellulaire. Une activation des voies
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de signalisation de I’apoptose conduit ainsi des cellules irrémédiablement 1ésées par

I’ischémie vers la mort cellulaire par apoptose (Monassier, 2008).

Des progrés importants dans la compréhension des mécanismes cytoprotecteurs des
dommages liés a I’ischémie-reperfusion (I-R) ont eu lieu ces derniéres années mettant en
exergue le role essentiel de la mitochondrie au coeur de ces voies de signalisation (Morin et
al., 2001). En effet, au niveau des myocytes, les mitochondries sont la principale source
d’énergie ainsi que la génération des ERO via la chaine respiratoire mitochondriale (CRM).
Elles occupent plus de 30% du volume cellulaire. En conséquence, tout dommage affectant
I’intégrité des mitochondries au cours de I’ischémie, influence le taux de production des
ERO en phase de reperfusion (Wiedemann et al., 2013 ; Pei et al., 2016). En outre, il est
important de préciser que la production des ERO a toujours été liée a la période de
reperfusion, mais des études ont montré que la génération des ERO commence en phase
d’ischémie et s’accentue dans les premiers moments de reperfusion sanguine (Becker et al.,

1999 ; Paradies et al., 1999 ; Charniot et al., 2010)

Des niveaux élevés d’ERO ont des effets cytotoxiques sur le cceur. Ils initient des
réactions d’oxydation ciblant essentiellement les lipides. Par conséquent, les ERO peuvent
induire une perte de perméabilité membranaire et particuliecrement celle de la membrane
mitochondriale. De telles conséquences néfastes peuvent étre évitées lorsque la capacité
antioxydante de la cellule est maintenue. Dans I’I-R, la génération des ERO dépassent la
capacité antioxydante cellulaire. En conséquence, le déséquilibre qui en résulte conduit a un
¢tat de stress oxydant se manifestant par une perte d’intégrité cellulaire pouvant conduire a
une lésion irréversible des cellules myocardiques (Trachtenberg et Hare, 2009 ; Douglas et

Sawyer, 2011).

D’autre part, I’ischémie, séquence incontournable dans la transplantation cardiaque, est
a D’origine de processus physiopathologiques contribuant aux Iésions du greffon. Ces
derniéres sont aggravées par la reperfusion du greffon lors de son implantation chez le

receveur.

Par ailleurs, le succés de la transplantation cardiaque a toujours impliqué le
développement de nouvelles méthodes de conservation du ceeur. Depuis la premiére solution
de préservation de greffon rénal formulée par Belzer en 1967, plusieurs stratégies de

conservation, telles que I’hypothermie (Belzer et al., 1967 ; Minasian et al., 2015), la
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perfusion continue du cceur arrété avec de I’oxygene gazeux (Suszynski et al., 2012) et le
pré- et post-conditionnement (Galagudza et al., 2008) ont vu le jour visant & minimiser le
dysfonctionnement du greffon. En raison de la complexité de 1’application clinique des
techniques avancées, la conservation statique a froid dans des solutions spécifiques de
préservation reste le procédé standard pour la préservation du cceur (Yuan et al., 2010).
Cependant, ce stockage du cceur est limité dans le temps ; il ne peut pas assurer une
récupération efficace de la greffe cardiaque apres plus de 4 & 6 heures de conservation

statique a froid (Jahania et al., 1999).

L’utilisation de I’hypothermie pour protéger le cceur n’est pas suffisante. Les solutions
de préservation comprennent des substrats métaboliques, des agents osmotiques, des
tampons organiques pour protéger I’cedéme tissulaire et maintenir la viabilité cellulaire aussi
longtemps que possible (Cobert et al., 2010). Depuis la mise en évidence de I’implication du
stress oxydant dans la pathogenése de I’I-R, les solutions de conservation du cceur standard
sont améliorées par des suppléments en antioxydants et piégeurs de radicaux libres
(Kalogeris et al., 2012 ; Minasian et al., 2015; Zhou et al., 2015). Ces solutions sont la
solution de I’University Wisconsin (UW) et la solution Celsior qui sont enrichies en
glutathion piégeant les ERO lors de la reperfusion (Menasche et al., 1991 ; Kajihara et al.,
2006).

Puisque I’intégrit¢ mitochondriale et la génération des ERO sont les facteurs
fondamentaux de la 1ésion ischémique, I'utilisation de piégeurs d’ERO efficaces peut
augmenter la résistance myocardique a I’ischémie pour mieux affronter les conséquences de
la reperfusion (Aldakkak et al., 2012). Plusieurs études expérimentales ainsi que des essais
cliniques ont démontré les effets cardioprotecteurs des antioxydants au cours de I’I-R
(Lassnigg et al., 2003 ; Rodrigo et al., 2013). L’hypothese selon laquelle les ERO jouent un
role dans les 1ésions d’I-R a été initialement développée a partir d’études montrant que la
superoxyde dismutase, premiére enzyme pié¢geuse de I’anion superoxyde, pouvait réduire les

1ésions de reperfusion dans les intestins de chat ischémiques (Granger et al., 1981).

L’utilisation des extraits de plantes médicinales pourvues de propriétés antioxydantes et
riches en polyphénols et particulierement les flavonoides, ont été appliqués dans de
nombreux modeles d’I-R myocardique (Zucchi et al., 2007 ; Akhlaghi et Bandy, 2009 ; Dare

etal., 2015) et s’aveére une voie prometteuse pour la cardioprotection.
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La propolis, connue comme étant un produit de la ruche, est un mélange résineux
aromatique de substances naturelles collectées par les abeilles sur les bourgeons et I’écorce
des plantes et des arbres (Bankova, 2005). La composition de la propolis varie en fonction
de son origine botanique, mais les flavonoides sont les composants bioactifs dominants de
la propolis a laquelle ils conférent un large spectre d’activités biologiques (Barbari¢ et al.,
2011 ; Sforcin et Bankova, 2011) ; la plus reconnue est 1’activité antioxydante (Ahn et al.,
2007; Kalogeropoulos et al., 2009). En effet, la propolis algérienne riche en flavonoides
comme la pinostrobine-chalcone, la tectochrysine et la pinocembrine a déja démontré son
efficacité contre le stress oxydant au niveau du cceur, foie et rein induit par les agents
anticancéreux (Lahouel et al., 2004 ; Alyane et al., 2008 ; Benguedouar et al., 2008 ; Lahouel
etal., 2011). De plus, des études utilisant la propolis provenant d’autres pays ont montré un
effet protecteur important dans les mode¢les in vivo d’I-R cérébrale et rénale (Shimazawa et

al., 2005; da Costa et al., 2015 ; Bazmandegan et al., 2017).

A notre connaissance, aucune étude de 1’effet de la propolis n’a été effectuée sur I'I-R
myocardique. En outre, la majorité des recherches se sont concentrées sur les 1ésions générés
lors de la reperfusion aprés une ischémie myocardique alors que les événements cellulaires
survenant pendant la phase ischémique restent mal compris. Dans ce contexte, la présente
étude vise a déterminer si la propolis algérienne peut protéger le coeur contre les dommages

oxydatifs au cours d’un épisode d’ischémie myocardique.

Notre approche consiste d’abord a induire une ischémie cardiaque selon deux mod¢les
expérimentaux différents. Le premier est un modéle d’ischémie globale normothermique de
30 minutes réalisée selon le dispositif de Langendorff sur des cceurs perfusés de rats.
L’ischémie est ensuite suivie de reperfusion normothermique pendant 60 minutes. Le
deuxieme modele expérimental testé est celui d’une ischémie hypothermique correspondant

a une préservation a froid, statique et prolongée de cceurs de souris.

Dans une deuxieéme étape de 1’approche adoptée, le traitement des cceurs ischémiées par
la propolis se fait par la supplémentation, par la propolis, de la solution de perfusion, pour
le modéle ex vivo d’I-R, ou de la solution de préservation, pour le modele in vitro d’ischémie

hypothermique.
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L’effet cardioprotecteur de la propolis a été déterminé par :

- L’évaluation du statut oxydant et antioxydant de la cellule cardiaque,

- L’évaluation de I’intégrité cellulaire en quantifiant le taux de libération des marqueurs
cardiaques dans la solution de perfusion ou de préservation, ainsi qu’en effectuant une

analyse histopathologique.

- La compréhension du mécanisme d’action de la propolis en mesurant certains

parametres mitochondriaux ayant un rdle clé dans les 1ésions d’I-R.

Le manuscrit est structuré en deux parties expérimentales précédées d’une mise au point
bibliographique apportant des détails sur I’I-R, I’implication de la mitochondrie et du stress
oxydant dans sa physiopathologie, les principes fondamentaux de la préservation d’organes

et enfin sur la propolis considérée comme la substance polyphénolique de notre étude.

La premiére partie expérimentale, concernant I’[-R normothermique réalisée sur un
modele de cceur perfusé de rat, est divisée en trois sous-parties décrivant respectivement le
matériel biologique étudié, les méthodes utilisées, les résultats obtenus, leur interprétation et

leur discussion.

La deuxiéme partie, relative a I’ischémie hypothermique suit le méme enchainement qui
commence par le matériel biologique ainsi que les méthodes utilisées puis la représentation
des résultats suivie de leur interprétation. Une discussion expliquant I’ensemble des résultats

obtenus et leurs comparaisons avec ceux de la littérature vient cloturer cette partie.

Le travail de thése est achevé par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Mitochondrie et Stress oxydant

I.1. Mitochondrie

I.1.1. Structure et composition de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite intracellulaire indispensable a la vie des cellules
eucaryotes car elle représente le si¢ge principal de la production de I’énergie. Le nombre de
mitochondries par cellule est approximativement li¢ aux besoins énergétiques de la cellule.
Les organes tres actifs métaboliquement, tels que le cceur contiennent le plus grand nombre
de mitochondries (Szewczyk, 2002). Ces dernieres occupent 30 % du volume total de chaque
cardiomyocyte (Pei et al., 2016) et sont situées entre les myofibrilles et juste en dessous du
sarcolemme. Le positionnement stratégique et 1’abondance des mitochondries garantissent
un systéme d’administration d’ATP localisé hautement efficace pour soutenir la contraction,

le métabolisme et I’homéostasie des ions des cardiomyocytes (Gustafsson et Gottlieb, 2007).

La mitochondrie est un organite cellulaire d’environ 2 a 10 pm de longueur et de 0,5 a
1 um de largeur. Elle se compose de deux membranes, une externe et une interne, qui
délimitent trois milieux qui sont le milieu extramitochondrial (cytoplasme de la cellule),

I’espace intermembranaire et la matrice (figure 1).

Matrice

Crétes Membrane externe

Membrane interne

Espace intermembranaire

Figure 1: Structure de la mitochondrie (Paulis, 2011).
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1.1.2. Fonctions de la mitochondrie

Les mitochondries ont des fonctions multiples qui dépendent du type cellulaire
considéré. Elles jouent un rdle dans la synthése d’énergie, I’homéostasie calcique, la
production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO), la synthése d’hormones stéroides et de
I’héme (Neviere, 2008). Les mitochondries sont également d’importants régulateurs de la
mort cellulaire, répondant & une grande variété de signaux de stress, notamment la perte de
facteurs de croissance, I’hypoxie, le stress oxydant et les dommages a I’ADN (Gustafsson et

Gottlieb, 2007).

1.1.2.1. Phosphorylation oxydative

La particularité de la mitochondrie est de pouvoir convertir une partie de 1’énergie des
oxydations en une forme chimique : D’ATP. Schématiquement, les réactions de
phosphorylation oxydative, assimilées a une respiration mitochondriale, se déroulent en trois

¢étapes :

« formation d’acétyl-CoA a partir de la dégradation des glucides et des lipides ;

* intégration de I’acétyl-CoA dans le cycle de Krebs et constitution d’un pool matriciel

de coenzymes réduits (NADH et FADH>), donneurs d’électrons ;

 transfert des ¢électrons des coenzymes réduits a 1’oxygéne moléculaire par
I’intermédiaire des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) et couplage

de I’oxydation a la synthése d’ATP (Argaud et al., 2006; Neviere, 2008).

La CRM est composée de quatre complexes hétéropolymériques localisés dans la
membrane interne mitochondriale (figure 2). Ces complexes catalysent une suite de réactions
d’oxydoréduction permettant le passage des ¢lectrons a partir des complexes I ou II. A ce
niveau, les électrons sont véhiculés par I'ubiquinone (le coenzyme Q ou CoQ) qui sera
réduits en ubiquinol. Ce dernier est réoxydé par le complexe III, qui transfert a son tour les
¢lectrons au cytochrome c, puis a la cytochrome oxydase (complexe V) et enfin a I’oxygene,

générant ainsi de I’H20.

Le transfert des ¢lectrons induit par les différences de potentiels d’oxydoréduction des

complexes est couplé a des modifications allostériques des protéines des complexes I, I1I et
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IV associées a I’expulsion de protons de la matrice mitochondriale vers [’espace
intermembranaire. Ce mouvement de protons permet la création d’un gradient de pH (ApH)
a travers la membrane mitochondriale interne avec une concentration matricielle de protons
plus faible que celle de I’espace intermembranaire. Il permet également de générer un
potentiel membranaire (Ay de —180mV) a travers la membrane mitochondriale interne.
L’¢énergie emmagasinée dans le gradient électrochimique de protons (positif a 1’extérieur)
est utilisée par le complexe V (Fi- Fo ATP synthase) pour phosphoryler I’ADP en ATP
(Figure 2) (McFalls et al., 2003 ; Murphy, 2009).

Il est important de noter que le coenzyme Q porteur d’électrons est commun aux
complexes I, II et III. Ce qui permet a ces complexes d’exister dans de multiples
configurations, de sorte que les €lectrons puissent circuler du complexe I au II1, du complexe

IT au III, du complexe I au II et du complexe II au I (figure 2) (Pell et al., 2016).

Intermembrane
space

Mitochondrial
matrix

ADP + Pi ATP
Ht H-r

Figure 2: Schéma illustrant la phosphorylation oxydative mitochondriale (Pell et al., 2016).

Complexes I : NADH ubiquinone oxydoréductase. Complexe Il : succinate déshydrogénase. Complexe III :
ubiquinol cytochrome c oxydoréductase. Complexe 1V : cytochrome ¢ oxydase. Complexe V : FI1- FO ATP
synthase. Coenzyme Q : ubiquinone. C : cytochrome c. TCA : acide tricarboxylique. Les fleches en pointillés

indiquent le chemin des électrons.
1.1.2.2. Production des espéces réactives de I’oxygeéne

Les mitochondries sont une source majeure d’ERO. Prés de 0,2 a 2 % de 1’oxygene
consommé par les mitochondries pendant la respiration est converti en anion superoxyde

(O27). En plus, la densité des mitochondries dans les cardiomyocytes et le taux élevé de
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phosphorylation oxydative peuvent y entrainer une production de quantités importantes

d’O2" (Gustafsson et Gottlieb, 2007).

a. Production des ERO au niveau du complexe 1

Le complexe I est une source majeure de fuite d’électrons entrainant la production des
ERO dans la CRM. Le site de génération des ERO sur le complexe I semble étre le domaine
de liaison a 1’ubiquinone ou se produit également le transfert reverse d’électrons (RET
reverse electron tranfert) dirigé par le succinate du complexe II (Lo lacono et al., 2011). Ce
site est également le méme site ou la roténone bloque le transfert d’électrons vers le CoQ
(figure 3) (Pell et al., 2016). La production des ERO a partir du complexe I dépend plus du
ApH que du Ay et est donc moins dépendante de 1’activation des mitochondries (Lambert et

Brand, 2004).

b. Production des ERO au niveau du complexe 11

Le complexe II influence la production des ERO au niveau du complexe I (via le RET)
et au complexe I (figure 3) (Murphy, 2009). Bien que certaines preuves suggerent que le
complexe II représente une source de production des ERO dans certaines conditions
(Quinlan et al., 2012), seuls les complexes I et III sont globalement acceptés comme
générateurs principaux. En effet, une application de roténone au complexe I résulte a une
diminution des ERO induites par le succinate ce qui correspond a une perte de RET au

complexe [ (Madungwe et al., 2016).

¢. Production des ERO au niveau du complexe I11

Le complexe III posséde deux sites connus de production des ERO, I’un libérant 1’O2™
dans I’espace intermembranaire et 1’autre dans la matrice (figure 3) (Murphy, 2009). Le
complexe III fonctionne en transférant des ¢électrons de 1’ubiquinol au ferricytochrome ¢ en
utilisant les hémes bL et bu et la protéine fer-soufre de Rieske (Chen et Zweier, 2014). La
contribution du complexe III a la production des ERO dans des conditions physiologiques
reste incertaine, certains chercheurs suggérent qu’elle est minime, tandis que d’autres la
considérent plus importante que 1’implication du complexe I (Addabbo et al., 2009).
Cependant, il existe un consensus sur le fait que le complexe III est un site majeur de

production d’ERO aprés une I-R (Madungwe et al., 2016).
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Figure 3: Illustration de la production de I’anion superoxyde au niveau des complexes de la

CRM (Madungwe et al., 2016).

Glut/Mal : Glutamate/malate substrat du complexe I ; Succinate : Substrat du complexe Il ; Roténone :
inhibiteur du complexe 1. Antimycine A : inhibiteur du complexe Ill. RET : transfert reverse d’électrons ; Cyt

¢ : cytochrome ¢ ; CoQ : ubiquinone ; EIM : espace intermembranaire ; MI : membrane interne.
1.1.2.3. Homéostasie du calcium

Les mitochondries jouent également un role important dans la régulation de
I’homéostasie du calcium grace a sa capacité de capter et de libérer du Ca>*. En plus de son
implication dans la contraction des cardiomyocytes, le Ca** régulent de nombreuses
réactions métaboliques en activant les déshydrogénases du cycle de Krebs, stimulant ainsi
le fonctionnement de la CRM et la synthése d’ATP par un effet direct sur la ATP synthase
(Argaud et al., 2006; Gustafsson et Gottlieb, 2007).

L’homéostasie calcique intramitochondriale est maintenue grace a un systéme de
transport qui dépend du gradient électrochimique. Le calcium entre dans la mitochondrie par
I’uniport de calcium. La sortie du Ca?* de la mitochondrie est assurée grace aux échanges

Na'/Ca?" et H"/Ca?" (figure 4) (Bernardi, 1999).

ca™

» Espace
2H /I-\ 5w intermembranaire

+ o+ o+ Ac-o\/-td- A+ O+ o+

Membrane
interne

e ] == —

cat Matrice
a

(2]
Il.'
<_< Uniport

Figure 4: Transport du calcium a travers la membrane interne mitochondriale (Baidi,

2011).
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1.1.2.4. Transition de perméabilité mitochondriale

Dans des conditions normales, la membrane mitochondriale interne est imperméable a
la quasi-totalit¢ des ions et des métabolites pour lesquels des mécanismes de transport
spécifiques sont présents. Cette régulation stricte est nécessaire pour que les mitochondries
maintiennent un gradient de pH et un potentiel de membrane nécessaires pour une
phosphorylation oxydative efficace. Cependant dans certaines conditions de stress, cette
imperméabilité est rompue par 1’ouverture du pore de transition de perméabilité

mitochondriale (PTPm).

Le PTPm est défini comme un canal voltage-dépendent traversant les deux membranes
mitochondriales et permettant le passage de molécules de PM 1,5 kDa (Dilisa et Bernardi,
2006). Structurellement, le PTPm est un assemblage multiprotéique connu sous deux
configurations, fermée et ouverte, faisant largement communiquer la matrice avec le cytosol
et impliquant des protéines telles que I’ANT (transporteur des nucléotides adényliques), la
porine VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel), la créatine kinase (CK), I’héxokinase
(HK), le récepteur des benzodiazépines, ainsi que des protéines proapoptotiques de la famille

Bcl-2 (Bax) (figure 5) (Bernardi et Di Lisa, 2015).
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Figure 5: Mode¢le structural du pore de transition de perméabilité mitochondriale (Argaud

et al., 2006).

PTP : pore de transition de perméabilite ; CyP-D : cyclophyline D ; ANT : transporteur des nucléotides
adenyliques ; VDAC : canal ionique voltage dépendant ; CK : créatine kinase ; HK : héxokinase ; RBZD :
récepteur aux benzodiazépines ; Bax : protéines cytosoliques de la famille Bcl-2 capables de se transloquer

dans la membrane mitochondriale afin de perméabiliser la membrane interne.
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L’ouverture du PTPm est principalement induite par le calcium. En outre, 1’alcalose,
I’accumulation du phosphate inorganique, les ERO semblent avoir un lien avec son
ouverture. En revanche, le pore est inhibé par le magnésium et un pH acide inférieur a 7.
L’ouverture du PTPm est a I’origine a la fois du processus d’apoptose mais aussi de nécrose

(Weiss et al., 2003).

Il est intéressant de noter que la transition de perméabilité est inhibée
pharmacologiquement par la cyclosporine A (CsA), via sa fixation sur la cyclophyline D de

la matrice mitochondriale (Clarke et al., 2008).
I.1.2.5. Canaux potassiques

Dans des conditions normales, la membrane interne mitochondriale est presque
imperméable aux cation K. Par conséquent, lorsque les canaux potassiques mitochondriaux
ATP-dépendants (mito-Katp) sont fermés, I’entrée des ions K* est négligeable et facilement
tamponnée par un antiport K'/H" qui pompe le K™ hors la matrice. L’influence d’une telle
fuite de K sur le potentiel de la membrane mitochondriale est négligeable, mais cela régule
le volume de la matrice. En revanche, dans des conditions de stress ou d’ischémie,
I’ouverture des mito-Kate provoque un afflux important de K" ayant des effets sur le volume
de la matrice, le gradient électrochimique, 1’efficacité de la phosphorylation oxydative et le
potentiel membranaire mitochondrial, la surcharge calcique et I’ouverture subséquente de la

PTPm (Testai et al., 2015).
1.1.2.6. Régulation de la ’apoptose

La mitochondrie occupe aussi une place centrale dans le processus de mort cellulaire
par apoptose. Une étape critique de ce processus est la libération de protéines pro-
apoptotiques telles le facteur induisant 1’apoptose (A/F) et le cytochrome ¢ depuis I’espace
intermembranaire vers le cytosol (Marchetti, 2005). Cette fuite déclenche la partie effectrice
de la cascade apoptotique. Plusieurs mécanismes, parmi lesquels la perméabilisation de la
membrane externe par les membres proapoptotiques de la famille Bel-2 ou 1’ouverture du
PTPm, sont étroitement li¢ au déclenchement du processus apoptotique (Szewczyk, 2002 ;

McFalls et al., 2003).



Synthése bibliographique Mitochondrie et Stress Oxydant

I.2. Stress oxydant

Les espéces réactives de 1’oxygenes sont des molécules de signalisation cellulaire
(Becker, 2004), elles jouent un role vital dans des processus tels que la régulation de la
croissance et de la différenciation cellulaire, la modulation des processus inflammatoires
(Trachtenberg et Hare, 2009). L’existence d’un systéme antioxydant endogéne permet de
contrdler leur taux dans la cellule et d’assurer un équilibre du statu redox de la cellule. Le
stress oxydant est une condition dans laquelle 1’homéostasie redox est perdue et ou la
génération des ERO dépasse la capacité des antioxydants cellulaires, provoquant une chaine
de réactions qui finit par induire un dysfonctionnement cellulaire et méme la mort de la

cellule (Zucchi et al., 2007).

Le stress oxydant est impliqué dans la pathogenese ou la progression de nombreuses
maladies, y compris les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, le diabéte, le
cancer et le processus de vieillissement en général (Armstrong et Whiteman, 2007). L’I-R
est I’'une des maladies cardiovasculaires ou le stress oxydant est le centre de ses mécanismes

physiopathologiques (Trachtenberg et Hare, 2009).
1.2.1. Espéces réactives de I’oxygeéne
1.2.1.1. Formes des ERO

ERO est I’appellation d’un ensemble de prooxydants dérivés de 1’oxygenes composés
de deux groupes. Le premier contient les radicaux libres dérivés de I’oxygeéne ayant au moins
un ¢électron non apparié dans D’orbital externe et sont capables d’exister de facon
indépendante. La présence d’un électron non apparié entraine une réactivité élevée de ces
espéces par leur affinité¢ de donner ou d’obtenir un autre électron pour atteindre leur stabilité.
Ce groupe est composé de I’anion superoxyde (O2™), le radical hydroxyl ("(OH), les radicaux
peroxyl (ROQ") et alkoxyl (RO"), le radical oxyde nitrique (NO"), le peroxynitrite (ONOO")
(Figure 6) (Kohen et Nyska, 2002).

L’appellation ERO concerne également des composés non-radicalaires précurseurs de
radicaux libres et qui sont extrémement instables. Il s’agit du peroxyde d’hydrogene (H202),
d’acide hypochloreux (HCIO), de peroxydes organiques et d’aldéhydes (figure 6)
(Trachtenberg et Hare, 2009).
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Figure 6: Formation en cascade des différentes ERO a partir du radical superoxyde

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.2.1.2. Sources des ERO

La principale source de production des ERO est mitochondriale. Dans des conditions
physiologiques normales, environ 2 % des électrons transportés par la CRM s’échappent et
passent directement a I’oxygene, produisant 1’ O2™ (Gustafsson et Gottlieb, 2007). Les
mitochondries cardiaques ont été reconnues comme une source importante des ERO dans le
myocarde du fait du grand nombre de mitochondries en réponse a la demande énergétique

¢levée des cardiomyocytes (Zhou et al., 2015).

Par ailleurs, il existe d’autres sources cellulaires importantes des ERO, notamment
enzymatiques, telles que le cytochrome P450 dans le réticulum endoplasmique, les
lipooxygénases, les cyclooxygénases (COX), la xanthine oxydase (XO), la NO synthase
(NOS) et la NADPH oxydase (figure7) (Armstrong et Whiteman, 2007). En plus, certaines
réactions cellulaires a médiation métallique (fer et cuivre) peuvent générer des radicaux
libres. En effet, la réaction de Haber-Weiss produit le radical hydroxyl hautement toxique

en réduisant des ions ferriques par 1’O2"(figure 6) (Kohen et Nyska, 2002).
1.2.1.3. Cibles des ERO

En raison de leur forte réactivité, les ERO peuvent initier des réactions d’oxydation qui

provoquent des modifications chimiques irréversibles dans les lipides, les protéines et les
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acides nucléiques (figure 7). Les cibles préférentielles des ERO sont représentées par les
phospholipides membranaires, en raison de la haute densité électronique des chaines

d’acides gras insaturés, et par les groupes sulthydryle des protéines (Zucchi et al., 2007).

Dans le cceur, les substrats énergétiques préférés, en plus du glucose, sont les acides
gras contribuant a environ 70% de I’ ATP nécessaire au bon fonctionnement cardiaque (Park
et al., 2007 ; Goldberg et al., 2012). En plus, la cardiolipine est un phospholipide unique aux
mitochondries et riche en acide linoléique polyinsaturé. Ces facteurs font des lipides de la
mitochondrie et de ’ensemble de la cellule cardiaque une cible de choix pour I’attaque
oxydative par les ERO en condition pathologique comme dans I’I-R (Becker, 2004;
Lesnefsky et Hoppel, 2008).
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Figure 7: Illustration du métabolisme des ERO lors de I’I-R (sources, formes, cibles et

inhibition) (Becker, 2004).

1.2.2. Systeme antioxydant

La cellule dispose d’un systeme de défense antioxydant étendu, enzymatique et non
enzymatique, pour inhiber directement ou indirectement la production des ERO, de limiter

leur propagation et de prévenir leur toxicité (Strobel et al., 2011).

Dans la mitochondrie, I’O2™ et le H202 générés au cours du métabolisme aérobie normal
sont maintenus a un niveau non toxique grace a 1’action coopérative de la Mn-superoxyde
dismutase (Mn-SOD qui réduit 1’0O2" en H202) et le systeme glutathion/glutathion
peroxydase (GSH/GPx qui réduit le H202 en H20). Au niveau du cytosol I’O2" est réduit par

15



Synthése bibliographique Mitochondrie et Stress Oxydant

la Cu/Zn-SOD, le H20: ainsi produit est désactivé par la catalase (CAT) et la GPx (figure 7)
(Becker, 2004).

Ces enzymes antioxydantes, considérée comme premiére ligne de défense contre les
ERO, agissent en parall¢le avec des antioxydants non enzymatiques ; hydrosolubles comme
le GSH et la vitamine C ; et liposolubles tels la vitamine E (Armstrong et Whiteman, 2007;
Douglas et Sawyer, 2011; Rodrigo et al., 2013).

1.2.3. Evaluation du stress oxydant

De nombreuses approches permettent d’évaluer et de démontrer la participation des
ERO a des événements biochimiques dans des états physiologique et physiopathologique.

Leur classification générale est basée sur les trois axes suivants :

1.2.3.1. Détection des radicaux libres

La seule technique de détection directe des radicaux est la spectroscopie par résonance
paramagnétique électronique, qui permet la détection de radicaux relativement stables
(Kohen et Nyska, 2002 ; Douglas et Sawyer, 2011). Le stress oxydant dans 1’insuffisance
cardiaque expérimentale et humaine peut €tre démontré en mesurant la formation des
radicaux O2" ou "OH utilisant cette méthode spectroscopique (Sam et al., 2005 ; Tsutsui,

2006).

1.2.3.2. Quantification des marqueurs des dommages oxydatifs

Cette méthode consiste a quantifier les produits finaux issus de I’interaction oxydative

des ERO avec des macromolécules biologiques (lipides, protéines et ADN).

Comme marqueur de 1’oxydation de ’ADN, la 8-hydroxy-2'-desoxyguanosine (8-
OHAG) peut étre quantifiée, par le test ELISA ou par chromatographie (HPLC et GC-MS),
dans différents échantillons, notamment le sang, 1’urine, le liquide céphalo-rachidien, la
salive, les leucocytes et les tissus (Kroese et Scheffer, 2014). La 8-OHdG est un marqueur
important de stress oxydant dans les maladies cardiovasculaires et notamment I’I-R

myocardique (Cuevas-Duran et al., 2017).

Pour évaluer le niveau de la peroxydation lipidique, qui est trés révélateur du niveau du

stress oxydant dans I’I-R, plusieurs approches sont disponibles. La mesure du contenu
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lipidique avant et apres I’exposition peut étre effectuer pour indiquer la perte de chaines
d’acides gras polyinsaturés (de Groot et al., 1993 ; Zhang et al., 2006 ; Simao et al., 2013).
Une autre approche d’évaluation est la formation des diénes conjugués, surveillé par
spectroscopie, qui indique la progression du processus de la peroxydation lipidique (Zhang
et al., 2009). Dans la derni¢re étape de ce processus, les peroxydes sont décomposés en
aldéhydes tels que le malondialdéhyde (MDA), qui peut étre détecté par 1’acide
thiobarbiturique donnant une coloration rose facilement mesurable par spectrophotométrie

(Zhang et al., 2006 ; Bayraktar et al., 2019).

L’évaluation des dommages oxydatifs causés aux protéines peut étre réalisée a I’aide du
dosage des carbonyles (Venardos et al., 2004). Ces derniers sont produits par I’attaque des

ERO sur les résidus d’acides aminés dans les protéines.

1.2.3.3. Evaluation du statut antioxydant

Il existe de nombreuses méthodes pour évaluer I’activité des deux composants du
systeme antioxydant. L’évaluation directe de I’activité enzymatique utilise généralement des
techniques spectroscopiques (Kurian et al., 2010; Sahin et al., 2011). Cependant, les
enzymes sont soumises a une régulation par induction ou inhibition et le dosage peut détecter
une augmentation, plutét qu’une diminution de leur activité ou vis versa (Kohen et Nyska,
2002). L’¢évaluation des antioxydants non enzymatiques se fait par la détermination du
rapport entre leurs formes oxydées et leurs formes réduites (par exemple, ascorbate/acide

déshydroascorbique ou GSH/GSSG) (Jiang et al., 2014).

L’une des approches la plus couramment utilisée méme dans 1’évaluation des Iésions
d’ischémie cardiaque, est la mesure de I’activité antioxydante totale (TAA) au niveau
cellulaire (Kohen et Nyska, 2002). Le dosage de la TAA présente de nombreux avantages
car il assure une image fiable de la situation physiologique et est considéré comme un outil
utile pour détecter les phénomenes de stress oxydant dans les tissus et les fluides organiques.
Il peut servir d’outil approprié pour I’évaluation d’un traitement antioxydant (Florian et al.,

2006).
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I1. Ischémie-reperfusion cardiaque

I1.1. Définition de ’ischémie-reperfusion cardiaque

L’ischémie cardiaque correspond a un déséquilibre entre I’apport d’oxygéne et de
nutriment, et les besoins myocardiques. Elle apparait lorsque le débit sanguin coronaire est
réduit ou arrété suite a une occlusion partielle ou totale de I’artére coronaire causée par un
thrombus. Au premiers moments de I’ischémie, des 1ésions ultrastructurales du myocarde se
produisent rapidement et sont considérées comme réversibles. Cependant, si 1’ischémie
persiste, ces lésions deviennent irréversibles et aboutissent a la nécrose du tissu cardiaque,
autrement dite, infarctus du myocarde (IDM) (Cour et Argaud, 2010 ; Benhabbouche et al.,
2011).
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Figure 8: Installation de I’infarctus du myocarde et facteurs influencant son évolution

(Benhabbouche et al., 2011).

L’extension de 'infarctus au sein de l'aire a risque (AAR) suit une onde de progression sigmoide qui
debute par une atteinte sous-endocardique du ventricule gauche (VG) et s’étend en lésion ischémique (L)

transmurale (de 1 a 3).

Les facteurs qui influent I’apparition et I’étendue de I’infarctus comprennent : la taille
de l’aire a risque (AAR) qui dépend de I’artére coronaire occluse ; de 1’étendue du flux
sanguin collatéral ou du flux résiduel dans I’artére liée a I’infarctus; de la durée de
I’ischémie dont le prolongement est responsable d’une augmentation de la taille de

I’infarctus au sein de I’AAR ; et de la température dont la diminution rapide ou modérée
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permet une cardioprotection importante du myocarde (figure 8) (Rodrigo et al., 2013 ; Buja

et Vander Heide, 2016).

La reperfusion est la stratégie unique qui a pour objectif la récupération du tissu viable
dans ’AAR ischémique, limitant ainsi I’étendue de la nécrose (Rodrigo et al., 2013). Elle
assure la restauration du flux sanguin oxygéné ainsi que les nutriments vers le tissu
ischémique par des moyens chirurgicaux tels que l’angioplastie qui permet d’élargir
physiquement la lumiére de ’artére ; la thrombolyse qui dissout le thrombus sanguin a
I’origine de I’ischémie (Brophy et Bogaty, 2004); et le pontage aortique coronarien qui
consiste a greffer une artére saine sur 1’aorte pour contourner I’obstruction de 1’artére
coronaire (Grothusen et al., 2017). Cette situation clinique est rencontrée également dans le

cas de greffe cardiaque (White et al., 2018).

En revanche, la reperfusion, considérée comme la seule issue de survie du myocarde
ischémique devient, paradoxalement, une source supplémentaire de dommages cellulaires
dits ‘Iésions de reperfusion ou reperfusion injury’ et dont la gravité dépend de la durée et
des changements métaboliques produits au cours de I’ischémie. Ce paradoxe de reperfusion
ou ‘reflow paradox’ est caractérisé par une plus faible consommation normale de I’oxygéne
et une productions excessive des ERO qui peuvent au bout de quelques heures aboutir a la
mort cellulaire par nécrose et apoptose ( Wilhelm et al., 2003 ; Logue et al., 2005 ; Perrelli
etal., 2011).

I1.2. Evénements cellulaires médiés par I’ischémie-reperfusion

11.2.1. Evénements cellulaires liés a ’ischémie

Vu que la mitochondrie est le siége de la chaine respiratoire productrice d’énergie, elle
représente la premiere cible des dommages structuraux et fonctionnels associés a I’ischémie.
Ces derniers apparaissent précocement et progressent avec la durée de I’ischémie et se

retentissent sur ’ensemble de la cellule (Figure 9).
11.2.1.1. Effets sur la CRM

De¢s les premiéres 10 minutes d’ischémie, des perturbations aux niveau des complexes
de la CRM s’installent. L’activit¢ du complexe I diminue ainsi que la respiration

mitochondrial a I’état 3 (Paradies et al., 2004 ; Sadek et al., 2004 ; Q. Chen et al., 2007).
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Cette perturbation peut étre liée a la diminution de la composante NADH déshydrogénase
de ce complexe qui pourrait étre due a la perte du coenzyme flavine mononucléotide (FMN)
(Lesnefsky et al., 2001a ; Lesnefsky et al., 2017). En plus, le contenu membranaire en
cardiolipine, nécessaire au transfert des électrons au sein des complexe I, III et IV, est
diminuée au cours de I’ischémie (Paradies et al., 1999 ; Lesnefsky et al., 2001b) a cause de
’attaque oxydative de ses acides gras insaturés par les ERO produits dans cette méme phase.
Par conséquent la diminution de la cardiolipine peut également affecter négativement

I’activité du complexe I (Paradies et al., 2004).

En fonction du temps de la phase ischémique, les dommages progressent pour affecter
le complexe III et le complexe IV (Q. Chen et al., 2007). En effet, au niveau du complexe
III, I’ischémie altére la conformation de la protéine de Rieske perturbant ainsi I’intégrité du
centre Fer-Soufre sans modification de la séquence peptidique de cette sous-unité (Lesnefsky
et al., 2001a). L’effet de la diminution de la cardiolipine semble jouer la aussi un role

important dans I’atteinte du complexe III (Petrosillo et al., 2003).

En plus, le complexe IV requiert un environnement riche en cardiolipine pour que son
activité soit optimale. Par conséquent, 1’ischémie entraine une diminution de I’activité du
complexe IV (Lesnefsky et al., 1997 ; Lesnefsky et al., 2001a). Quant au complexe V (ATP
synthase), son activité passe de la synthése a 1’hydrolyse de I’ATP pendant I’ischémie
(Lesnefsky et al., 2017). Par conséquent, le contenu en ATP diminue ainsi que 1’activité¢ du

muscle cardiaque.

Concernant le complexe 11, il est relativement résistant aux dommages ischémiques
(Lesnefsky et al., 1997). Son activité peut diminuer dans les mitochondries au cours d’une
ischémie globale prolongée ensuite apres la reperfusion (Pasdois et al., 2006 ; Lesnefsky et

al., 2017).

Il est important de noter que la cardiolipine fournit des sites de liaison du cytochrome ¢
sur la membrane interne (Ott et al., 2002). Par conséquent, une diminution de son contenu

lors de I’ischémie favorise la perte du cytochrome ¢ (Lesnefsky et al., 2017).

Ainsi, pendant 1’ischémie la chaine respiratoire est ralentie, et la production d’ATP

diminue ce qui perturbe le fonctionnement mitochondrial.
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11.2.1.2. Production des ERO au cours de I’ischémie

Bien que, dans des conditions d’ischémie, les cardiomyocytes disposent d’une faible
quantité résiduelle d’oxygene, elles peuvent générer des ERO, contrairement a la notion
selon laquelle les ERO sont produites principalement apres la réintroduction de 1’oxygene
en période de reperfusion (Paradies et al., 1999 ; Becker, 2004 ; Chen et Lesnefsky, 2006;
Q. Chen et al., 2007).

Bien qu’une réduction de 90 % de I’apport en Oz rendrait le coeur ischémique, une
quantité considérable de O2 moléculaire serait toujours présente. Lors de I’ischémie, le flux
d’¢lectrons a travers la CRM est fortement ralenti ce qui accroit I’état de réduction des
transporteurs d’¢électrons, flavines et quinones, favorisant le transfert direct des ¢lectrons a
1’02 résiduel et formant ainsi 1’O2" (Robin, 2005). L ubisemiquinone mitochondriale est la

principale source de génération des ERO au cours de I’ischémie (Becker, 2004).

Les ERO, générées en ischémie, sont capables de diminuer le rapport GSH/GSSG et
d’affaiblir les antioxydants des cardiomyocytes, notamment la Mn-SOD, ce qui est une cause
majeure de Iésions de reperfusion (Lesnefsky et al., 2001a). Ces ERO semblent jouer un role
de signalisation important. Elles participent a la régulation de la mort cellulaire pendant la
reperfusion (Carmody et Cotter, 2001). De plus, ils sont nécessaires a 1’induction de

I’ouverture du PTPm qui aura lieu a la reperfusion (Assaly et al., 2012).

11.2.1.3. Effets sur le métabolisme mitochondrial, les échanges d’ions et

I’homéostasie calcique

La situation d’hypoxie conséquente au manque d’alimentation de la cellule en oxygene
empéche la phosphorylation oxydative induisant, par conséquent, une réduction rapide de la
concentration en ATP disponible dans la cellule, une augmentation transitoire de I’ADP et
une accumulation massive du phosphate (Figure 9). L’impossibilité de la synthese de ’ATP
mitochondrial est temporairement compensée par la glycolyse anaérobie qui produit du
lactate et provoque une diminution du pH cytosolique. Ainsi, I’épuisement du glycogéne et
I’accumulation du lactate augmentent en fonction de la gravité de 1’ischémie (Wilhelm et al.,

2003).

Lorsque les conditions hypoxiques persistent, la nette diminution des concentrations en

ATP inhibe la Na*/K" ATPase, entrainant une augmentation progressive de la concentration
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cytosolique en Na* et une augmentation concomitante du K" extracellulaire. Le Na', a son
tour, active les échanges Na*/Ca®" et Na'/H" induisant une accumulation cytosolique de
calcium et de protons (Figure 9). En plus, I’augmentation de Na” intracellulaire entraine une
dépolarisation de la membrane cellulaire avec ouverture transitoire du canal Ca*" Voltage-

dépendant, augmentant ainsi le flux de Ca** (Mochizuki et Jiang, 1998 ; Park et al., 1999).

Afin d’empécher ’activation des phospholipases, les protéases et les nucléases par la
concentration élevée de Ca*" cytosolique, les mitochondries sont capables de tamponner le
Ca?" cytosolique en stockant I’excés, mais ce processus est limité car les mitochondries qui
deviennent de plus en plus en manque d’énergie, inhibant ainsi ['uniport calcique, la
principale voie d’entrée du Ca** dans la mitochondrie (Bagchi et al., 1997). Cependant, lors
d’une ischémie prolongée, I’entrée de Ca’" peut se produire par 1’échangeur Na*/Ca?*

fonctionnant en mode inverse dans le ceeur (Morin et al., 2001).
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Ischemie Reperfusion

Figure 9: Illustration des événements mitochondriaux déclenchés par I’I-R myocardique

(Morin et al., 2009).

CRM : chaine respiratoire mitochondriale ; ERO : espéces réactives de ['oxygene; ATP syn: synthese
d’ATP ; ATP hyd : hydrolyse d’ATP ; Pi, phosphate inorganique ; PTPm : pore de transition de perméabilité

mitochondriale ; UC : uniport calcique mitochondrial ; AWm : potentiel de membrane mitochondrial.

Temporairement, le maintien d’une faible concentration en Ca?* mitochondriale

associée a I’acidose cytosolique (chute du pH cytosolique de 7,2 4 6,5) et a une concentration
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¢levée en ADP empéche I’ouverture du pore de transition mitochondrial et protége ainsi le
potentiel et I’imperméabilité de la membrane mitochondriale (Logue et al., 2005 ;

Gustafsson et Gottlieb, 2007).

11.2.2. Evénements cellulaires liés a la reperfusion

11.2.2.1. Effets sur la CRM

La réintroduction brutale de I’oxygene dans les cellules ischémiques entraine d’autres
changements qui influencent le fonctionnement de la CRM. Les complexes I et II sont
affectés davantage lors de la reperfusion notamment aprés une ischémie sévere (Lesnefsky
et al., 2001a). Le contenu en cardiolipine ne se détériore pas davantage en phase de
reperfusion, par conséquent 1’activité du complexe IV reste inchangée. Il est de méme pour
la synthése de I’ATP qui ne s’améliore pas. Quant au rapport ADP/O, il diminue (Lesnefsky
et al., 2004).

11.2.2.2. Production des ERO au cours de la reperfusion

Face a une CRM endommagée par I’ischémie, la réintroduction de 1’oxygéne produit
excessivement des ERO. Cette explosion d’ERO dans les cardiomyocytes dite aussi
‘reperfusion burst’ a été démontrée a I’aide d’une sonde fluorescente sensible aux oxydants
(Zweier et al., 1987 ; Vanden Hoek et al., 1997). Elle apparait des les 5 premiéres minutes
de reperfusion, ce qui suggere la rapidité avec laquelle les événements de reperfusion

peuvent progresser (Becker, 2004).

Au niveau de la CRM, la plus grande majorité de 1’O2" provient des complexes I et II1
(Madungwe et al., 2016; Murphy, 2016). La plupart des transporteurs d’électrons sont
hautement réduits aprés I’ischémie ce qui facilite également la génération d’O2" au cours de
la reperfusion (Lesnefsky et al., 2017). Par ailleurs, le complexe II et également impliqué
dans la production des ERO au cours de la reperfusion, ceci est due a I’accumulation du
succinate au cours de 1’ischémie (Korge et al., 2017). En effet, quand les mitochondries,
dépolarisées au cours de 1I’ischémie, sont réoxygénées, le rétablissement du Ay membranaire
permet de générer des ERO par le RET au niveau du complexe I en utilisant du succinate en
tant que donneur d’électrons au niveau du complexe II. Les ERO générées par RET peuvent
alors déclencher des ouvertures du PTPm favorisant une Iésion cardiaque. Cependant, une

fois que les mitochondries sont dépolarisées par 1’ouverture du PTPm, la production des
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ERO via le RET induit par le succinate cesse, ce qui suggere que la production des ERO est
auto-limitée par rétroaction négative (Chouchani et al., 2014). Les autres systémes
producteurs d’ERO (NADPH oxydase, xanthine oxydase, NOS) participent également a
cette production massive d’ERO a la reperfusion (Armstrong et Whiteman, 2007; Zhou et

al., 2015).

D’une autre part, le systéme antioxydant mitochondrial, affaibli par I’ischémie, ne peut
pas controler la surproduction de 1’O2™. Ce dernier peut alors réagir avec le NO pour produire
du*ONOO’, une molécule tres réactive pouvant aboutir a la nitration des protéines (Borutaite
et al., 2013). L’O2" peut également réagir avec le H202 pour produire le *OH. Les réactions
de Fenton et Haber-weiss peuvent également augmenter la production du ‘OH qui est
considérée comme 1’espeéce prédominante dans les 1ésions cellulaires précoces de la

reperfusion (Becker, 2004 ; Zweier et Talukder, 2006).

Les ERO surproduites agissent directement au niveau des complexes I et III, de I’ATP
synthase ou de I’ANT de la CRM, ce qui accentue la réduction de ’activité de la CRM et la
diminution de la synthése d’ATP (Lesnefsky et al., 2001a). Ces ERO attaquent également
les lipides membranaires ce qui augmente la perméabilité de la membrane interne
aboutissant également a une diminution de la synthése de I’ATP. Au final, le stress oxydant
lié a la reperfusion aggrave 1’altération de la fonction mitochondriale et meénent a la mort

cardiomyocytaire par nécrose et apoptose.

11.2.2.3. Aggravation de la surcharge calcique

La surcharge calcique initiée lors de I’ischémie se réitere de facon beaucoup plus
importante au début de la reperfusion. En effet, en phase de reperfusion, les transporteurs
calciques reprennent leur sens de fonctionnement classique. La restauration du potentiel
membranaire mitochondrial, suite a la restauration de I’activité de la CRM, permet la
réactivation de I’uniport calcique. Ceci aboutit & une aggravation de la surcharge calcique
au niveau mitochondrial et a une augmentation de la perméabilité membranaire (Logue et

al., 2005; Morin et al., 2009).

11.2.2.4. Perméabilisation des membranes mitochondriales

En plus d’étre un facteur clé dans 1’ouverture du PTPm, la surcharge mitochondriale

calcique induit également une production des ERO (Sadek et al., 2004). Ces derniers,
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augmentent a leur tour la susceptibilité¢ du PTPm a s’ouvrir. Il est généralement admis que
I’ouverture du PTPm est associée a une reperfusion post-ischémique (Griffiths et Halestrap,
1995), mais certaines études suggerent que 1’ouverture du PTPm pourrait également se

produire pendant I’ischémie (Borutaite, 2003).

L’ouverture du PTPm représente pour la cellule un point de non-retour vers la mort,
qu’elle soit de nature nécrotique ou apoptotique. Cette ouverture provoque la perte de
I’imperméabilité originelle de la membrane mitochondriale interne. Il en résulte un
gonflement de la matrice ; un effondrement du potentiel de la membrane mitochondriale et
un relargage de produits matriciels et intermembranaires mitochondriaux et finalement une
inhibition totale des fonctions mitochondriales (Benhabbouche et al., 2011; Morin et al.,

2009).

I1 convient de noter que le PTPm n’est pas le seul mécanisme par lequel les membranes
mitochondriales peuvent étre perméabilisées. En effet, la perméabilisation sélective de la
membrane externe peut avoir lieu en absence de dépolarisation de la membrane et sans perte
d’intégrité de la membrane externe. Cette perméabilisation est provoquée par I’ouverture des
pores appelés mitochondrial apoptosis induced channel (MAC) et la protéine pro-oncogene
Bax serait I’un des composants essentiels de ces canaux (Kinnally et Antonsson, 2007). Lors
de I’'I-R, le Bax initialement cytosolique, est activée puis migre vers la mitochondrie ou elle
s’insere dans la membrane externe (Capano et Crompton, 2006). La formation de ces canaux
augmente la perméabilité membranaire, favorise la libération de cytochrome c et donc

participe a la transmission du signal apoptotique.

I1.2.2.5. Ischémie-reperfusion et mort cellulaire

La perméabilisation des membranes mitochondriales est a 1’origine d’une fuite dans le
cytoplasme de molécules dont le cytochrome c et I’ AIF. Ces agent pro-apoptotiques activent

des caspases chargées d’exécuter la voie finale de 1’apoptose.

La sévérité des Iésions d’I-R détermine le type de mort cellulaire, apoptose ou nécrose,

au niveau du tissu cardiaque (Holleyman et Larson, 2001).

Si ces 1ésions sont graves, elles entrainent une ouverture généralisée du PTPm dans les
mitochondries, associée a une rupture de la membrane externe et libération du cytochrome

c. Bien que ce dernier peut initier la cascade apoptotique, la mort sera en réalité nécrotique,
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car cette ouverture généralisée ainsi que la dépolarisation mitochondriale provoquent une
déplétion de I’ATP, ce qui n’est pas compatible avec les exigences du processus apoptotique
en ATP. Néanmoins, quand les dommages ischémiques ne sont pas trop grave, peu de
mitochondries subissent 1’ouverture du PTPm et les concentrations cellulaires en ATP
peuvent étre maintenues. Dans ces conditions, la libération du cytochrome c entrainera
I’activation de la cascade des caspases et I’induction de 1’apoptose (Suleiman et al., 2001 ;

Murphy et Steenbergen, 2011).

Ceci peut fournir I’explication de la coexistence de la mort cellulaire apoptotique et
nécrotique dans le méme tissu. En effet, dans un IDM, le centre de I’infarctus présente une
mort cellulaire nécrotique, 1a ou I’atteinte est grave, tandis que la zone périphérique présente

une apoptose (Fliss et Gattinger, 1996).
I1.3. Stratégies de lutte contre ’ischémie-reperfusion myocardique

I1.3.1. Pré- et Post-conditionnement ischémique

Le préconditionement ischémique (PCI) correspond a des séquences bréves d’I-R
réalisées avant une occlusion coronaire prolongée (infarctoide) suivie d’une reperfusion. Il
a été considéré depuis des années comme le phénomene le plus puissant pour limiter la taille
de I’'IDM (Murry et al., 1986) et dont les effets bénéfiques ont été largement reproduits dans
tous les types cellulaires et/ou organes soumis a une I-R. Le PCI résultait, pendant I’ischémie
prolongée, en une réduction de la dégradation de ’ATP associée a une limitation de
I’accumulation de métabolites glycolytiques comme le lactate (Kida et al., 1991). Toutefois,
I’application clinique de ce concept expérimental reste limitée car les patients ayant souffrant
d’un IDM sont pris en charge apres ’installation de 1’occlusion coronaire (Cour et Argaud,

2010).

Par ailleurs, un nouveau concept de protection anti-ischémique, cliniquement plus
adapté (Staat et al., 2005), a vu le jour par Zhao et ses collaborateurs, il s’agit du post
conditionnement ischémique (PostCI). Expérimenté chez le chien ayant subi un IDM, le
PostCl, correspondant a de brefs épisodes d’I-R, réalisé juste aprés une occlusion coronaire
prolongée réduit la taille de I’infarctus d’une maniére comparable au PCI (Zhao et al., 2003).
Les connaissances actuelles suggerent que le mécanisme d’action du postCI utilise les

mémes voies de signalisation que celles du PCI, a savoir la voie RISK (reperfusion injury
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survival kinase) aprés activation de récepteurs membranaires couplés a des protéines Gi ou
des récepteurs tyrosine kinase. Un des effecteurs finaux essentiel du postconditionnement
semble étre I’inhibition de I’ouverture du PTPm (Argaud et al., 2006; Benhabbouche et al.,
2011).

I1.3.2. Stratégies pharmacologiques de cardioprotection

Les mitochondries sont endommagées au cours de I’ischémie et la reperfusion. Grace a
plusieurs stratégies pharmacologiques, les mitochondries peuvent étre protégées contre ces
dommages, en détournant 1’équilibre des dommages irréversibles vers la récupération des

cellules.
11.3.2.1. Modulation du métabolisme mitochondrial

Le but de cette approche est la meilleure utilisation des substrats disponibles au cours
du processus ischémique. Cette stratégie pharmacologique a été appliquée avec succes dans
I’ischémie modérée ou légere du myocarde dans I’angine de poitrine mais elle est moins

efficace face a une ischémie compléte (Morin et al., 2001).

Dans des conditions ischémiques, les besoins énergétiques du cceur sont satisfaits
principalement par 1’oxydation des acides gras, et des voies anaérobies. Dans ces conditions,
I’efficacité de la synthése d’ATP est faible. En plus les intermédiaires essentiels du
métabolisme des myocytes, en particulier du compartiment mitochondrial, s’épuisent. Des
approches pharmacologiques ont été trouvées pour reconstituer ces intermédiaires et
rediriger ainsi le métabolisme mitochondrial afin de favoriser 1’oxydation du glucose au
déterminant du catabolisme des acides gras. Des substrats tels que le glucose, le pyruvate et

les acides aminés peuvent agir dans cette voie (Suleiman et al., 2001).

L’exemple d’approvisionnement de la mitochondrie en substrat est celui du glutamate.
Cet acide aminé améliore le rapport NADH/NAD" mitochondrial ce qui augmente la
disponibilité des équivalents réducteurs pour la synthése de I’ATP. En plus, le glutamate
peut participer a la détoxification des ERO lors de la reperfusion en maintenant I’apport de

glutathion réduit pour éliminer les ERO (Williams et al., 2001).
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I1.3.2.2. Inhibition de la surcharge calcique

L’ischémie et plus particulierement la reperfusion conduisent a une accumulation
massive de calcium entrainant une production des ERO, aboutissant a une augmentation de
la perméabilité de la membrane et a une altération des fonctions mitochondriales. Limiter
cette surcharge calcique représente un objectif pertinent de la cardioprotection des 1ésions
d’I-R. Vu que le potentiel de la membrane mitochondriale est un régulateur essentiel de la
capacité des mitochondries a accumuler du calcium, les agents découplants et les activateurs
des canaux potassium mitochondriaux ATP-dépendants (mito-Kartp) semble avoir ce profil

d’action cardioprotective (Morin et al., 2001; Suleiman et al., 2001).

a. Activateurs des canaux potassium mitochondriaux

Les canaux mito-Katp se trouvent au niveau de la mitochondrie ainsi qu’au niveau du
sarcolemme. L’effet bénéfique de I’ouverture de ces canaux pourrait étre la conséquence du
flux de potassium entrainant une dissipation partielle du potentiel membranaire, ce qui

empécherait un exces d’accumulation de calcium (Suleiman et al., 2001; Testai et al., 2015).

Le diazoxide activateur des canaux mito-Katp est 2000 fois plus puissant pour ouvrir le
canal potassique de la mitochondrie que pour ouvrir le canal sarcolemmique du potassium.
Le diazoxide rétablit les taux d’ATP et de la créatine phosphate dans le myocarde et atténue
la diminution de la consommation d’oxygéne mitochondrial a la fin de I’ischémie et de la

reperfusion (Iwai et al., 2000).

b. Agents découplants

Le découplage est le résultat d’une augmentation de la perméabilité des protons a travers
la membrane mitochondriale. Un découplage prolongé¢ affecte négativement Ie
fonctionnement de la CRM. Cependant, un léger découplage pourrait constituer une stratégie
de défense intéressante pour limiter les dommages mitochondriaux générés par les ERO. En
effet, un potentiel électrochimique transmembranaire élevé, augmente la probabilité de
formation des ERO (Korshunov et al., 1997). L’induction d’une fuite modérée de protons a
travers la membrane interne par un agent découplant, permet d’augmenter la consommation
d’oxygene et de réduire ainsi le potentiel électrochimique des protons et la production des
ERO (Qun Chen et al., 2007). En outre, un 1éger découplage préventif limiterait également
la surcharge calcique (Morin et al., 2001).
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11.3.2.3. Inhibition de ’ouverture du PTPm

L’ouverture du PTPm est un événement clé dans la genése de la mort cellulaire apres
une [-R. Des molécules capables d’inhiber le PTPm aideraient probablement la cellule a
récupérer. La cyclosporine A (CsA) a fourni la premicre preuve que cette stratégie est
pertinente. En effet, la CsA a été le premier médicament inhibant le PTPm (Nazareth, 1991;
Griffiths et Halestrap, 1993), et a ce jour, il est le plus puissant. Cette CsA se lie, avec une
affinité nanomolaire, a la cyclophiline D et empéche ’interaction de cette protéine avec

I’ANT, inhibant ainsi I’ouverture des pores (Morin et al., 2009 ; Bernardi et Di Lisa, 2015)
I1.3.2.4. Stratégie antioxydante

Le stress oxydant mitochondrial est également un composant majeur du processus
physiopathlogique de I'I-R. La protection des mitochondries contre ce stress oxydant
représente un objectif majeur de cardioprotection. Cette stratégie est basée sur deux moyens
principaux. Le premier consiste a empécher la formation des ERO et le second consiste a
¢liminer les formes intermédiaires toxiques dérivés de I’oxygene (Morin et al., 2001 ; Sheu

et al., 20006).

L’extrait hautement raffiné de Ginkgo biloba, riche en bilobalide, a prouvé ses effets
protecteurs vis-a-vis des lésions de I’I-R. Cet effet peut étre attribué¢ aux propriétés de
piégeage directe des radicaux par les flavonoides. En plus, cet extrait protege 1’activité
respiratoire des mitochondries et rétablit 1’efficacité de la phosphorylation oxydative altérée

par I’hypoxie-réoxygénation (Bernatoniene et al., 2011).

Une autre approche pour aider le systeme de défense antioxydant consiste a activer les
enzymes responsables du piégeage des ERO ou a imiter leur effet. Ceci est obtenu par
I’Ebselen (2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one). C’est un médicament séléno-
organique non toxique aux propriétés protectrices anti-inflammatoire et anti-athéroscléreuse
qui imite D’activité¢ catalytique de la glutathion peroxydase sur les hydroperoxydes

phospholipidiques (Schewe, 1995 ; Morin et al., 2003).
I1.4. Modéles expérimentaux d’étude de I’ischémie-reperfusion cardiaque

Un large éventail de modeles expérimentaux d’I-R, allant de I’instrumentation avancée

de grands animaux a I’imagerie des mitochondries dans les cardiomyocytes, est congu pour
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imiter la situation clinique. Développer ces modeles est trés utile afin de comprendre les
mécanismes pathologiques produits, pour développer des interventions de chirurgie, de
revascularisation et d’ingénierie tissulaire ainsi que pour le dépistage de médicaments a

grande échelle.

11.4.1. Mode¢les in Vivo

Afin d’étre proche de la situation en médecine humaine et d’étudier I’influence des
facteurs extra-cardiaques dans les cardiopathies ischémiques, le modele de choix sera un
modele in vivo. La plupart de ces modeles d’ischémie myocardique ont été établis chez le
chien, le porc, le lapin, le rat ou la souris. Ces mode¢les in vivo sont généralement divisés en
modeles chroniques ou aigus. De plus, I’ischémie myocardique peut étre ¢tudiée a 1’état

conscient ou anesthésié (Ytrehus, 2006).

Dans la situation clinique, I’ischémie spontanée ou intentionnelle est régionale ou
globale. De maniére correspondante, les modeles expérimentaux visent a simuler une
ischémie globale ou une ischémie régionale, cette derniere est réalisée par ligature de 1’artere
coronaire antérieure descendante gauche (left anterior descending coronary artery LAD)
(figure 10) (Obame et al., 2008 ; Dare et al., 2015;). La localisation anatomique de la LAD
est constante entre les individus chez la souris, ce qui fait de la souris un trés bon modele
d’ischémie cardiaque régionale mais cela implique une miniaturisation des équipements et
une aide optique pour identifier les structures organiques chez la souris (Chimenti et al.,

2004).

Figure 10: Ischémie régionale réalisée par ligature de la LAD (Blom et al., 2016).

11.4.2. Modéle ex vivo

Les ceeurs perfusés isolés sont maintenant largement utilisés dans 1’é¢tude de 1’ischémie

myocardique. La simplicit¢ de la technique et son colt relativement bas permettent
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généralement de tester un plus grand nombre d’expériences et d’hypothéses par rapport aux

modeles in vivo plus complexes.

Le cceur de rat isolé perfusé est généralement utilisé pour les analyses biochimiques du
tissu cardiaque, diverses mesures fonctionnelles (parameétres hémodynamiques) et

I’évaluation de la taille de I’infarctus (Devi et al., 2005 ; Qinetal., 2011 ; Testai et al., 2013).

11.4.3. Modéles in vitro

11.4.3.1. Préparations multicellulaires

Les préparations multicellulaires proviennent des muscles papillaires ou trabéculaires
des oreillettes au niveau du cceur et perfusées avec un tampon. Les parametres appropriés
pour I’étude de I’ischémie dans ces préparations sont la force contractile et la libération
d’enzymes (troponine T) pendant et aprés une ischémie simulée (Shanmuganathan et al.,

2005; Ytrehus, 2006).

11.4.3.2. Cardiomyocytes

Dans ce modele, les cellules néonatals ou embryonnaires isolées a partir de ceeurs de
rats et de souris peuvent étre maintenues en suspension pendant des heures ou mises en
culture pendant une courte durée. Dans ce modele, I’ischémie est induite par manipulation
du tampon d’incubation, par hypoxie ou anoxie. Les parameétres évaluant 1’intégrité
mitochondriale des cardiomyocytes ainsi que la production des ERO lors de la reperfusion

sont testés en utilisant ce modele in vitro (Bordoni et al., 2002; Liao et al., 2016).

11.4.4. Modeéles in silico

I1 existe une application limitée pour les modeles in silico dans la recherche cardiaque
ischémique. La modélisation ¢électrophysiologique concerne 1’appréciation des
conséquences suite aux modifications de 1’équilibre ionique pendant 1’ischémie. On peut
citer la perte de potassium dans [’espace extracellulaire, 1’accumulation de protons
intracellulaire et I’ouverture des canaux potassiques dépendants de I’ATP, le découplage et
la conduction électrique cellulaires et I’augmentation du sodium cellulaire (Keener, 2003 ;

Nygren et al., 20006).
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IL.5. Evaluation des lésions induites par ’ischémie-reperfusion

Selon le modele choisi pour induire I’ischémie cardiaque, une batterie de tests est
disponible afin d’évaluer I’ampleur des dysfonctions cardiaques qu’elles soient a 1’échelle,

fonctionnelle, cellulaire ou sub-cellulaire.
IL1.5.1. Parametres hémodynamiques

Les parametres hémodynamiques indiquent la récupération fonctionnelle du cceur apres
I’épisode ischémique. Ces paramétres de performance cardiaque ont été déterminées en
examinant les fonctions systolique et diastolique. Ils sont classés en indices éjectionnels
(fréquence cardiaque, débit aortique, la pression systolique ventriculaire gauche, la pression
de perfusion aortique et le dP/dt) et isovolumiques (la pression diastolique d’extrémité
ventriculaire gauche (LVEDP), la pression développée ventriculaire gauche (LVDP))
(Lebeau et al., 2001 ; Cour et al., 2011). Ces parametres sont souvent mesurés en continu
dans le mod¢le ex vivo d’ischémie sur coeur perfusé, en utilisant un ballonnet en latex rempli
d’eau, inséré dans le ventricule gauche et connecté a un transducteur de pression (Chang et

al., 2006 ; Florian et al., 2006).
I1.5.2. Mesure de la taille de I’infarctus

La mesure de I’aire infarcie du cceur concerne I’ischémie régionale effectuée par ligature
de la LAD faite sur les deux mod¢les d’ischémie in vivo (Han et al., 2009 ; Matsui et al.,
2001) ; et ex vivo (Ebel et al., 1999). Cette évaluation est réalisée par le test au
triphényltétrazolium (TTC) qui différencie, par coloration, les cellules viables,
métaboliquement actives et colorées en rouge, des cellules non viables nécrosées et colorées

en blanc (Figure 11) (Chimenti et al., 2004 ; Philipp et al., 2005 ; Ferrera et al., 2009).

Figure 11: Photographies représentatives de la taille de I’infarctus mesurée par coloration

au TTC (Gao et al., 2010).
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I1.5.3. Marqueurs de souffrance cellulaire cardiaques

L’estimation du taux de ces marqueurs se fait sur des échantillons prélevés a partir du
sang, du liquide de perfusion ou méme du milieu d’incubation, correspondant
respectivement aux modeles d’ischémie in vivo, ex vivo et in vitro ( Qin et al., 2011 ; Hwa
et al., 2012; Yin et al, 2013). Ces paramétres biochimiques tels que la lactate
déshydrogénase (LDH), la créatinine phosphokinase (CPK) et la troponine I sont indicateurs

de I’intégrité des cardiomyocytes et celle du tissu cardiaque.

I1.5.4. Parametres du stress oxydant

Sachant I’implication du stress oxydant dans la physiopathologie de I’I-R (Scolletta et
Biagioli, 2010), son évaluation est devenue une €tape obligatoire dans 1’appréciation de
I’ampleur des dommages liés a 1’ischémie et a la reperfusion. Ces mesures s’appliquent a
tous les modeles d’ischémie cardiaque (Florian et al., 2006 ; Charniot et al., 2010; Shi et al.,

2013) et concernent le statut oxydant et la défense antioxydants.

I1.5.5. Nécrose, apoptose et libération des facteurs proapoptotiques

Bien que la mort cellulaire, par nécrose ou par apoptose, se produise lors de la
reperfusion, c’est la durée de I’ischémie qui détermine si le myocarde reperfusé vit ou meurt
(Philipp et al., 2005). La nécrose au niveau du myocarde ischémié puis reperfusé est évaluée
par analyse histologique (Guler et al., 2011; Sahin et al., 2011). Quant aux cellules
apoptotiques, elles sont détectées par marquage immunohistochimique en utilisant 1’essai
TUNEL (terminal transferase-mediated dUTP nick end-labeling) dans lequel des résidus
d’UTP marqués a la digoxigénine sont incorporés catalytiquement aux extrémités 3-OH des

doubles ou simple brin d’ADN (Oriyanhan et al., 2005 ; Bak et al., 2006).

Par ailleurs, des facteurs proapoptotiques (cytochrome c, AIF, Bcl-2) libérés dans le
cytoplasme en période de reperfusion et déclenchant la voie de signalisation de I’apoptose,
peuvent étre déterminés dans tous les modeles expérimentaux d’I-R (Matsui et al., 2001 ;

Liao et al., 2016).
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I1.5.6. Evaluation de I’intégrité mitochondriale des cardiomyocytes

La mitochondrie est la premiére origine de production des ERO et spécialement au cours
d’une I-R cardiaque. Elle représente également la cible de nombreux agents
pharmacologiques testés afin de limiter les 1ésions dues a une I-R (Argaud et al., 2006). Les
mitochondries sont isolées a partir de cceur ayant subi une ischémie globale ou régionale, ou
issues a partir de cardiomyocytes en culture sujettes d’hypoxie-réoxygénation. Les tests
réalisés sur la mitochondrie isolée sont la respiration mitochondriale, la production de I’ATP,
le potentiel membranaire mitochondrial, la production des ERO, la capacité de rétention
calcique mitochondriale (CRC) mesurée par I’ouverture du PTPm (Lu et al., 2011; Yuan et

al., 2017).
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I1II. Préservation du greffon cardiaque

La transplantation d’organe se résume a ces 4 phases; prélévement du greffon
(explantation) et éventuellement arrét de 1’organe; stockage et transport a froid;

implantation et reperfusion.
II1.1. Préservation statique hypothermique : principe et limites

L’objectif de la préservation d’organes est d’assurer la meilleure fonction possible de
I’organe transplanté (Tillou et al., 2014). Les principes de la préservation d’organes sont le
ringage, le refroidissement et I’intervention pharmacologique. La préservation peut étre
réalisée par perfusion, ensuite par conservation statique a basse température ou par perfusion

continue en machine (Miihlbacher et al., 1999 ; Schipper et al., 2016).

L’hypothermie est utilisée pour diminuer le taux métabolique d’un organe non perfusé
(Southard et Belzer, 1995). Du fait de sa nature techniquement simple et facilement
reproductible, la préservation statique a froid est toujours la norme de référence en maticre
de protection du myocarde entre 1’explantation a partir du donneur et I’implantation chez le
receveur. Il permet des périodes ischémiques globales slires allant jusqu’a 4 heures avec un

taux d’échec de la greffe inférieur a 2% (Wagner, 2011 ; Jing et al., 2018).

Afin de réduire la nécessit¢ d’une phase d’ischémie froide du myocarde entre
I’explantation et I’implantation, des procédures de préservation a plus haute température ou
méme en normothermie sont mises au point, en particulier lorsque la perfusion est associée

a la préservation (Southard et Belzer, 1995 ; Schipper et al., 2016).

Par ailleurs, la préservation statique hypothermique du myocarde est associé a un certain
nombre de limites, notamment des Iésions tissulaires induites par une préservation
hypothermique prolongée, une difficulté a évaluer la fonction et la viabilité du greffon avant
sa transplantions, I’inévitabilité d’une lésion d’I-R et des possibilités limitées de réparation

du greffon cardiaque (Jeevanandam, 2010 ; Jing et al., 2018).
II1.2. Solutions de préservation

Une solution de préservation doit protéger les cellules du greffon en réduisant le

métabolisme a un niveau faible et en satisfaisant les besoins métaboliques minimums durant
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la conservation. En plus de son réle de vecteur de I’hypothermie, la solution de préservation
doit prévenir ou limiter le gonflement cellulaire et I’cedéme, I’accumulation intracellulaire
de calcium, la perte en substrat énergétique, I’acidose intracellulaire, les 1ésions oxydatives,

et I’inflammation (Fornas, 2001).

II1.2.1. Composition

La solution de préservation contient des agents destinés a lutter contre les 1ésions d’I-R
en ciblant les voies de ces Iésions (Jamieson et Friend, 2008). Sa composition représente un
facteur déterminant de la tolérance de 1’organe au stockage hypothermique (Southard et

Belzer, 1995).

I11.2.1.1. Electrolytes

Les solutions de préservation devraient étre hyperpotassiques comme le milieu
intracellulaire, permettant de limiter I’entrée d’eau et de sodium dans la cellule (Hauet et

Eugene, 2008).

111.2.1.2. Imperméants ou colloides

Ce sont des sucres (raffinose, sucrose, mannitol, glucose) ou des colloides
(hydroxyéthyl amidon (HES), polyéthyléne glycol (PEG), albumine) qui limitent la
formation de 1I’cedéme intracellulaire grace a la pression osmotique qu’ils exercent dans le

compartiment vasculaire (Fornas, 2001).

I11.2.1.3. Antioxydants

Ce sont des piégeurs enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase), des antioxydants de faible poids moléculaire (vitamine E, N-acétylcystéine) ou
des chélateurs de fer (déféroxamine, lactobionate). Leur action peut é&tre intra et/ou

extracellulaire selon leur nature (Fornas, 2001).

I11.2.2 Exemples de solutions de préservation

Il existe différents types de solution de préservation des organes dont I’indication

dépend de I’organe a conserver (tableau 1).
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Tableau 1: Composition des solutions de préservation hypothermique d’organes (Parsons et

Guarrera, 2014).

Celsior la solution Celsior ; HTK Solution Histidine-Tryptophane-Cétoglutarate ; ST Solution cardioplégique

de I’Hopital Saint-Thomas ; UW solution de I’Université de Wisconsin.

ST uw Celsior HTK

Electrolytes (mmole/L)
Sodium 138 30 100 15

Potassium 20 125 15 9
Chlore 157 - 28 50
Calcium 2,7 - 0,245 0,015
Magnésium 16 5 13 4
Phosphate - 25 - -
Sulfate - 5 - -
Bicarbonate 8 - - -

Imperméants

HES (g/L) - 50 - -
Raffinose (mmole/L) - 30 - -
Glutamate (mmole/L) - - 20 -
Mannitol (mmole/L) - - 60 30
Histidine (mmole/L) - - 30 198
Tryptophane (mmole/L) - - - 2
Cétoglutarate (mmole/L) - - - 1
Glucose (mmole/L) - - - -
Lactate (g/L) 28 - - -

Autres

Pénicilline (U/L) - 200 - -
Adénosine (mmole/L) -
Allopurinol (mmole/L) -
Dexaméthasone (mg/L) -
Glutathion (mmole/L) -
Polyéthylene glycol (35kDa) -
Procaine (mmole/L) 1 - - -

pH 7,4 7,4 7.3 7.2
Osmolarité (mOs/L) 370 320 320 310

W S N WU
'
'

II1.2.2.1. Solution de I’Université de Wisconsin (UW)

C’est une solution intracellulaire initialement développée pour la transplantation du foie
(Southard et Belzer, 1995), son efficacité est prouvée dans la préservation du cceur et des
poumons. Sa composition en ions K™ et Na* est trés élevée. Elle empéche le gonflement des

cellules par le lactobionate et la raffinose. Elle comprend également des antioxydants (le
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glutathion) et des piégeurs d’ERO ainsi que le HES, un colloide qui empéche la formation

d’cedéme interstitiel (Wagner, 2011 ; Jing et al., 2018).
I11.2.2.2. Solution Histidine-tryptophane-cétoglutarate

La solution HTK a été initialement développée pour la cardioplégie. Son utilisation a
¢été étendue a la préservation du foie, des reins, du pancréas ainsi que du cceur et des poumons
(Gu et al., 1996). L’effet protecteur de la solution HTK repose sur le pouvoir tampon élevé
indépendant de la température qui est fourni par 1’histidine et sa faible teneur en électrolytes,
ce qui limite I’acidose tissulaire induite par 1’ischémie. Le cétoglutaraldéhyde et le
tryptophane sont les substrats énergétiques de la solution , car ils sont capables de produire

I’ ATP via une voie alternative inhibant la glycolyse (Wagner, 2011).
I11.2.2.3. Solution de Celsior

La solution Celsior a ét¢ développée pour la préservation du cceur (Menasche et al.,
1994), elle est également considérée comme liquide de perfusion lors de 1’arrét cardiaque
initial du donneur, de la réimplantation du greffon aprés conservation et de la reperfusion
précoce. La formulation de Celsior prévient le gonflement des cellules des vecteurs
osmotiques inertes (lactobionate et manitol). Elle contient un puissant tampon (histidine), le
glutamate comme substrat énergétique et une teneur élevée en magnésium pour limiter la

surcharge en calcium (Yang and He, 2005 ; Cameron et Cornejo, 2015).
II1.4. Nouvelles stratégies de préservation du greffon cardiaque

Le principal moyen d’augmenter la viabilité¢ du greffon cardiaque est de limiter le temps
d’ischémie. Cependant, dans la majorité des cas, cela est impossible pour des raisons
techniques et logistiques. A cet égard, au cours des derniéres décennies, plusieurs nouvelles
approches visant a améliorer la préservation des greffons cardiaques et le maintien de la
fonction de greffe sur des intervalles de temps prolongés ont été suggérées et validées

expérimentalement.
II1.4.1. Nouvelles formulations de solutions de préservation du cceur

Au cours de la derniere décennie, plusieurs nouvelles formulations de solution de

préservation de cceur ont été¢ développées et testées précliniquement. Une nouvelle solution
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extracellulaire, Somah, comprend des substrats énergétiques, des modulateurs métaboliques,
des antioxydants, de la L-arginine et des tampons de phosphate et de bicarbonate (Minasian
et al., 2015). Une meilleure cardioprotection a été observée aprés 5 h de conservation d’un
ceeur de porc en utilisant Somah a 21 °C comparé avec les solutions Celsior et UW

(Lowalekar et al., 2014).

I11.4.2. Supplémentation de la solution de préservation standard avec des agents

anti-ischémiques

Divers composés chimiques actifs ayant des propriétés anti-ischémiques (cyclosporine
A, taurine, molécule libérant le monoxyde de carbone CORM-3, doxycycline, clustérine,
1évocarnitine, etc.) ont été testés comme additifs aux solutions standards de préservation de
coeur dans des modéles précliniques de préservation statique froide (Gao et al., 2005 ; Zhou
et al., 2014). Bien que toutes les études aient démontré certains avantages en termes
d’atténuation des lésions d’I-R myocardique, aucune des solutions de préservation cardiaque

modifiés n’est actuellement approuvé pour utilisation clinique (Minasian et al., 2015).

111.4.3. Perfusion du greffon cardiaque

Actuellement, I’intérét pour la technique de perfusion mécanique a grandi. La perfusion
du cceur par une machine peut étre réalisée de deux manieres différentes : perfusion continue
du cceur arrété par la solution de perfusion froide et oxygénée (Collins et al., 2008) et la
perfusion du cceur battant avec le sang en normothermie (Wagner, 2011). Afin d’améliorer
encore la viabilité des greffons perfusés, des milieux de perfusion supplémentés avec divers
agents antioxydants peuvent également minimiser efficacement les 1ésions induites par les

ERO (Shi and Xue, 2016).

I11.4.4. Préservation normothermique

Son principe de base consiste a fournir un environnement physiologique normal au
greffon. Cette perfusion normothermique riche en oxygene évite les Iésions liées a I’'I-R et
offre I’occasion d’évaluer la fonction du greffon dans un environnement ex vivo, éliminant
ainsi le risque de rejet pour le receveur. Cependant, la préservation normothermique du
greffon est plus complexe d’un point de vue technique car elle nécessite des compétences
spécialisées et un appareil complexe. La conservation normothermique a été utilisée dans la

préservation expérimentale des reins, du coeur, des poumons et du foie, mais elle n’a pas
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encore ¢té utilisée de maniére clinique. Les résultats de la préservation du cceur et des
poumons sont encourageants et nécessitent un développement ultérieur (Jamieson and

Friend, 2008).
II1.4.5. Pré-conditionnement et post-conditionnement de la greffe cardiaque

Le pré- et post-conditionnement trouve également leur application cardioprotectrice
contre les 1ésions de reperfusion produites lors de la transplantation du greffon cardiaque. I1
a ét¢ démontré que I’effet protecteur du PCI sur les greffes cardiaques pourrait étre encore
amélioré par I’administration de I’inhibiteur de 1’échangeur Na'/H", cariporide, pendant
I’¢épisode de PCI (Kevelaitis et al., 2001). En plus, un protocole de postCI consistant en trois
épisodes d’ischémie globale de 30 secondes, réalisés aprés 4 h de stockage cardiaque
hypothermique chez le rat, a permis, de supprimer les arythmies de reperfusion et de réduire

la production d’anions superoxyde (Lauzier et al., 2007).
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IV.Propolis et Antioxydants naturels

IV.1. Antioxydants naturels

IV.1.1. Polyphénols

Faisant partie intégrante de I’alimentation humaine, les polyphénols constituent le
groupe de métabolites secondaires le plus large et le plus répandu du régne végétal (Martin

et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols sont des molécules dont la structure contient un ou plusieurs cycles
benzéniques auxquels au moins deux groupes hydroxyl sont liés (figure 12). Le terme
s’applique également, toutefois, a certains phénols simples dans lesquels un seul groupe

hydroxyl libre est 1i¢ & un seul cycle benzeéne (Sandoval-Acuia et al., 2014).

Flavan

FLAVONOIDS:

Flavonols: quercetin (3',4',5,7-tetrahydroxy-) kaempferol (4’5, 7-trihydroxy-),

myricetin (3',4",5',5,7-pentahydroxy-), fisetin (3',4",7-trihydroxy-), morin (2'.4',5,7-
@ tetrahydroxy-), galangin (5,7-dihydroxy-), taxifolin (2,3-dihydro-3'.4’,5,7-

Flavonol Flavone

tetrahydroxy-)

0. ‘_n\©
o Flavones: |luteolin (34,5 7-tetrahydroxy-), apigenin (4'5,7-trihydroxy-),
baicalein (5,6,7-trihydroxy-), chrysin (5,7-dihydroxy-), wogonin (5,7-dihydroxy-8-
o oH methoxy-), hispidulin  (4',5,7-trihydroxy-6-methoxy-), eupafolin (3',4',5,7-

Flavanone Flavanols Itehydioxy: S.methoiy:)
Flavanones: naringenin (4,5,7-rhydroxy-), pinocembrin (5,7-dihydroxy-),

hesperetin (3',5,7-trihydroxy-4’-methoxy-), eriodictyol (3',4°,5,7-tetrahydroxy-)

(o]
o' O Flavanols: cathechin (3',4',5,7-tetrahydroxy-), epigallocatechin (3',4'5'5,7-
~ I pentahydroxy-), epigallocatechin-3-gallate.
P Anthocyanidins: delphinidin (3'4',5-trihydroxy-), cyanidin (3',4-dihydroxy-),
OH o petunidin (3',4'-dihydroxy-5-methoxy-)

Anthocyanidin Isoflavone Isoflavones: genistein (3'5,7- trihydroxy-), daidzein (3,7- dihydroxy-),
formenonetin (4'-methoxy-7-hydroxy-)

NON-FLAVONOIDS:

Phenolic alcohols: Phenyl ethanol derivatives: hydroxytyrosol (3,4-dihydroxy-),
tyrosol (4-hydroxy-)
Phenolic acids:
Benzoic acid derivatives: gallic (3,4,5-trihydroxy-), vanillic (4-hydroxy-3-methoxy-)
and protocatechuic (3,4-dihydroxy-) acids, and

@/\/DH
Q
oy ™
o
Cinnamic acid derivatives: p-coumaric (4-hydroxy-), caffeic (3,4-dihydroxy-) N "
and ferulic (4-hydroxy-3-methoxy-) acids
L
0

Stilbenes: Resveratrol (3,5.4-trihydroxy-trans-), Piceatannol (3',4',3,5-tetrahydroxy-trans-)

R B . o O O
Lignans: pinoresinol -0 O H
HO> O o [

Coumarins: esculetin (6,7-dihydroxy-),scopoletin (6-methoxy-7hydroxy-)

gy

Chalcones: butein (2',4',3,4-tetrahydroxy-), phloretin (2',4',6' 4-tetrahydroxy-dyhydro-) O |

o

Figure 12: Structures de base des principales sous-classes des polyphénols (Sandoval-

Acuna et al., 2014).
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Plus de 8000 structures phénoliques sont connues, allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques a des composés hautement
polymérisés comme les tannins (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Du point de vue
structurel, les polyphénols peuvent étre classés en deux sous-groupes principaux distincts, a
savoir les flavonoides et les non-flavonoides. Chaque sous-groupe comprend six sous-
classes différentes (figure 12) (Sandoval-Acufia et al., 2014). Les polyphénols peuvent étre
conjugués avec des résidus sucrés ou étre liés avec d’autres composés chimiques, tels que

des acides carboxyliques, des amines ou des lipides.

IV.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont une famille de composés phénoliques connus pour étre synthétisés

par les plantes en réponse a une infection microbienne (Kumar et Pandey, 2013).

Chimiquement, les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrane. Ils
possédent tous un méme squelette de base (flavane) a quinze atomes de carbone constitué
de deux noyaux benzéniques (A et B) reliés par un hétérocycle pyrane (C) (figure 12)

(Ghedira, 2005 ; Kumar et Pandey, 2013 ; Testai, 2015).

Plus de 5000 flavonoides distincts ont ét¢ identifiés. Ils peuvent étre divisés en différents
groupes en fonction du degré d’oxydation du cycle C en position 4, du schéma
d’hydroxylation et de la substitution benzénoide en position en C3. Les principales sous-
classes de flavonoides sont au nombre de six: les flavonols (kaempférol, quercétine,
myricétine, galangine), les flavones (techtochrysine, chrysine, lutéoline, baicaléine,
apigénine), les flavanones (pinocembrine, pinostrobine naringénine, hespéridine), les flavan-
3ols (pinobanksine, catéchine, silibinine), les anthocyanidines (apigénidine, cyanidine) et les

isoflavones (genistéine, daidzine) (figure 12) (Kumar et Pandey, 2013; Testai, 2015).

Les flavonoides se présentent sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues
de reste osidique), d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques) et de dérivés

méthylés (Ghedira, 2005 ; Kumar et Pandey, 2013).
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IV.1.3. Propriétés biologiques des flavonoides

Etant reconnue comme d’exceptionnels antioxydants, les polyphénols et
. N . ) 7 9 L4
particuliérement les flavonoides, sont capables d’exercer une gamme varié¢e d’activités
biologiques. Les polyphénols exercent, entre autres, des effets antimicrobiens, anti-
inflammatoires, anti-athérogeénes, vasodilatateurs, anti-agrégants plaquettaires, anti-
mutageénes et anti-cancérogenes, anti-allergiques, antivirales, immunomodulatrices

(Sandoval-Acuna et al., 2014).

Chacune des activités biologiques est limitée a un nombre choisi de molécules
phénoliques, leur sélectivité d’action semble étre leur particularité structurelle. En effet, au-
dela de leurs différences et particularités structurelles, un grand nombre de polyphénols, y
compris les flavonoides, semblent pouvoir protéger contre des maladies (cancer, troubles
cardiovasculaires et neurodégénératifs) qui, d’un point de vue physiopathologique, sont tres
différentes les unes des autres. Cependant, le stress oxydant fait partie des mécanismes
impliqués dans la pathogenese de la plupart de ces maladies connues (Sandoval-Acuia et

al., 2014).

IV.1.3.1. Action antioxydante des flavonoides

La propriété¢ des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité a piéger les radicaux libres tels que le radical hydroxyl ("OH), I’anion superoxyde
(O2"), le radical peroxyl, le radical peroxynitrite (OONO") et hypochlorite (C1O%) selon la

réaction illustrée par la figure 13 (Sandoval-Acufia et al., 2014).

OH o’
FI FI
FI-OH FI-O°
(o} 0
FI Fl
FI-0° Fl-quinone

Figure 13: Réduction d’un radical libre (R ¢) par un flavonoide (Prochazkova et al., 2011).
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La disposition spatiale des substituants peut étre un facteur plus déterminant de I’activité
antioxydante des flavonoides que le squelette de base flavane (Prochazkova et al., 2011). En
effet, ’activité antioxydante des flavonoides dépend de leur degré d’hydroxylation (Heim et
al., 2002), d’autres substitutions (glycosylation et O-méthylation) (Mishra et al., 2003) et

méme de leur degré de polymérisation (Lotito et al., 2000).

Les principales caractéristiques structurales des flavonoides requises pour un piégeage

efficace des radicaux sont résumées comme suit :

- une structure ortho-dihydroxy (catéchol) dans le cycle B, pour la délocalisation

d’¢électrons (figure 14A).

- une double liaison en conjugaison avec une fonction 4-oxo dans le cycle C permet la

délocalisation d’¢lectrons a partir du cycle B (figure 14B).

- les groupes hydroxyls en positions 3 et 5 fournissent une liaison hydrogéne au groupe

oxo (figure 14C) (Prochazkova et al., 2011).

Figure 14: Principales caractéristiques structurales des flavonoides (Prochazkova et al.,
2011).

(A) : Structure ortho-dihydroxy dans le cycle B ; (B) . Double liaison en conjugaison avec une fonction 4-oxo

dans le cycle C ; (C) Groupes hydroxyls en positions 3 et 5.

IV.1.3.2. Action des flavonoides sur la mitochondrie

La plupart des recherches menées sur I’action des flavonoides et autres polyphénols sur
les mitochondries s’est concentrée sur leur capacité a agir en tant qu’antioxydants.

Cependant, plusieurs recherches rendent compte de la capacité potentielle de certains
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flavonoides a moduler une variété de processus biologiques affectant directement les

mitochondries (Sandoval-Acufa et al., 2014).

En effet, certains flavonoides augmentent la biogenése mitochondriale se traduisant par
une amélioration de 1’endurance physique (Chung et al., 2010). L’un des effets les plus
étudiés des flavonoides sur les mitochondries concerne leur capacité a moduler ’activité de
certains complexes de la CRM (Zini et al., 1999). Les flavonoides présentent également une
capacité a découpler le systéme de phosphorylation oxydatives (Pardo Andreu et al., 2015).
et/ou a moduler I’ouverture du PTPm (Lu et al., 2011). Par conséquent, les flavonoides
dissipent, d’une fagon dépendante de la concentration, le potentiel membranaire
mitochondriale (Dorta et al., 2005). En plus, les flavonoides possedent un effet pro ou anti -
apoptotique potentiel par lequel ces composés pourraient étre cytoprotecteurs (Liao et al.,
2016). Une autre action mitochondriale, limitée a quelques flavonoides, est celle d’inhiber

I’activité ATPase du complexe V (Zheng et Ramirez, 2000).

IV.1.3.3. Cardioprotection spécifique des flavonoides

Un certain nombre d’études expérimentales ont examiné les effets de chaque classe de
flavonoides sur plusieurs modeles animaux de 1ésion d’I-R du myocarde et ont mis en
évidence une activité protectrice in vitro ou in vivo sur divers protocoles de traitement (Zhao
et Zhao, 2010 ; Testai et al., 2013). Les effets protecteurs de différents flavonoides dans 1’I-
R comprennent une récupération fonctionnelle cardiaque améliorée apres la phase
d’ischémie, une augmentation du flux coronaire, une diminution des dommages oxydatifs et

une protection contre la mort cellulaire.

a. Activité antioxydante

Les effets protecteurs des flavonoides sur le systéme cardiovasculaire et notamment en
I-R, sont attribués a leur effet antioxydant. Cet effet est assuré principalement par leur
propriété de piégeage direct des ERO (Falk et al., 2007 ; Akhlaghi and Bandy, 2009) et par
leur activité de chélation des métaux (Malesev et Kuntic, 2007). Les flavonoides renforcent
¢galement la défense antioxydante en activant les enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPx)
et en induisant des enzymes de détoxification de phase II (la NAD(P)H- quinone
oxydoréductase, la GS-T et I"'UDP-glucuronosyl transférase) (Nagata et al., 1999). En outre,

un certain nombre de flavonoides sont également reconnus pour leur capacité a réduire les
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niveaux d’ERO en inhibant directement les principales enzymes qui les forment notamment

au niveau de la CRM (Cos et al., 1998 ; Lagoa et al., 2011; Sandoval-Acufa et al., 2012) .
b. Activité anti-inflammatoire

Les 1ésions myocardiques dues a la reperfusion du tissu ischémique sont ¢galement
causées par plusieurs facteurs pro-inflammatoires, notamment des cytokines telles que le
facteur de nécrose tumorale o (TNF-a) et I’interleukine 1B (IL-1p) et I’interleukine 6 (IL-6)
(Testai, 2015). Plusieurs rapports ont montré que les flavonoides sont capables de diminuer
I’expression de la voie de signalisation inflammatoire, en inhibant la libération excessive du
NO’, I’expression de la COX-2 et I’activation des leucocytes. En particulier, les flavonoides
réduisent également la synthése de la protéine iNOS en empéchant 1’activation de NF-kB

(Chen et al., 2001; Ha et al., 2008).
c. Action sur la mitochondrie

L’activité de certains flavonoides sur les cibles mitochondriales peut expliquer ’effet
cardioprotecteur, en rendant possible la production de I’ATP mitochondrial et de

I’homéostasie calcique, en préservant au final 1I’ouverture du PTPm et I’apoptose cellulaire.

Plusieurs articles ont rapporté que les flavonoides influent sur le fonctionnement
mitochondrial et qu’ils induisent un découplage modéré de la phosphorylation oxydative
dans les mitochondries cardiaques, améliorant ainsi la respiration mitochondriale sans la
compromettre de manicre irréversible (Dorta et al., 2005; Trumbeckaite et al., 2006). En
plus, divers flavonoides, tels que le kaempférol, activent directement 1’uniport de Ca*, a des
concentrations compatibles avec une prise quotidienne d’aliments riches en flavonoides.
Ceci suggére qu’une modulation de 1’absorption mitochondriale de Ca" in vivo dépend de

I’apport alimentaire en flavonoides (Montero et al., 2004).
IV.2. Propolis

IV.2.1. Description de la propolis

La propolis est une matiére résineuse recueillie par les abeilles a partir des exsudats et
des bourgeons des plantes et a laquelle sont ajoutés des substances sécrétées par le

métabolisme des abeilles (Burdock, 1998).
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Le mot propolis, venant du grec ’pro’signifiant devant ou en défense et ‘polis’
signifiant la cité, refléte son importance pour les abeilles, car elles 1’utilisent pour lisser les
parois internes, ainsi que pour protéger la colonie contre les maladies, pour boucher les trous
de la ruche et couvrir les carcasses d’intrus en évitant leur décomposition (Sforcin et

Bankova, 2011).

Sa couleur varie du vert jaunatre au brun foncé selon, sa source et son age (figure 15).
Sa texture est dure et cassante a froid, mais devient molle et trés collante a chaud (Lotfy,

2006).

Actuellement, la Chine et le Brésil sont les deux principaux fournisseurs de propolis
brute sur le marché mondial. La plupart des propolis chinoises proviennent du peuplier
(Populus sp.). Tandis qu’au Brésil, la Baccharis dracunculifolia, plante indigéne du sud-est
du Brésil, est la plus importante source botanique de propolis verte brésilienne (Wang et al.,

2015).

Figure 15: Aspects et couleurs de la propolis

IV.2.2. Origine et composition de la propolis

La propolis est composée de 50 % de résine végétale, de 30 % de cire, de 10 % d’huiles
essentielles et composés phénoliques, de 5 % de pollen et de 5 % de maticres diverses

(organiques et minérales) ( Burdock, 1998 ; Bankova et al., 2000;).

Chimiquement, la propolis est une véritable usine de substances composée

essentiellement de flavonoides, d’acides et d’ester phénoliques, de terpénoides, d’acides
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aliphatiques et de nombreuses vitamines (dont la vitamine A et les vitamines du groupe B).
Les composés phénoliques sont les principaux composés responsables des activités
biologiques de la propolis. On y trouve différents flavonoides (pinocembrine, pinostrobine,
pinobanksine, chrysine, tectochrysine, acacétine, rutine, catéchine, naringénine, galangine,
lutéoline, kaempférol, apigénine, myricétine et quercétine) , des acides phénoliques (acide

cinnamique et acide caféique) et un dérivé du stilbéne, le resvératrol (Lotfy, 20006).

I1 est important d’indiquer qu’il existe des différences significatives de composition en
substances bioactives entre les différentes propolis, elle dépend des especes d’abeilles,
I’origine géographique, la nature et la disponibilité des végétaux nécessaires a 1’¢laboration
de la propolis (Bankova et al., 2000). En effet, la propolis brésilienne est composée
essentiellement d’artepelline C, de pinocembrine, de kaempférol et d’acide
hydroxycinnamique. La propolis chinoise est composée d’apigenine, de kaempférol, de
chrysine, de galangine et d’acide caféique phényle ester (Wang et al., 2015). Alors que la
propolis chilienne est constituée de la pinocembrine, 1’acide caféique phényle ester, la
quercétine et la galangine (Daleprane et al., 2012). Par ailleurs, la propolis algérienne
originaire de la région de Jijel est composée de pinocembrine, de pinostrobine chalcone et

de tectochrysine ainsi que 1’acide hydroxycinnamique (Lahouel et al., 2011).

1V.2.3. Extraction de la propolis et probleme de standardisation

L’extraction des échantillons de propolis qui sont utilisés dans des études de recherche
constitue une étape critique du processus du test expérimental. Les solvants utilisés pour
I’extraction sont généralement des alcools (méthanol et éthanol)(Sforcin and Bankova,
2011). Le solvant le plus souvent utilisé est I’éthanol contenant différents pourcentages
d’eau. Il a été constaté que 70 % d’éthanol peut extraire la plupart des composants actifs de

la propolis mais pas les cires (Bankova et al., 1992).

La teneur en flavonoides dans les extraits de propolis est 1’élément principal de leur
standardisation. De plus, la nature des flavonoides extraits et leurs taux sont fonction du
procédés d’extraction et de leurs origines végétale et géographique. Cet aspect rend difficile
et méme impossible la standardisation universelle de la propolis (Bankova, 2005; Ghedira,

2005; Sforcin et Bankova, 2011) .
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IV.2.4. Propriétés biologiques de la propolis

IV.2.4.1. Propriétés antioxydante

La capacité antioxydante de la propolis est liée a certains de ses effets biologiques. Les
flavonoides contenus dans la propolis sont de puissants antioxydants, capables de piéger les
radicaux libres et de protéger ainsi la membrane cellulaire contre la peroxydation des lipides
(Kolankaya et al., 2002). De plus, les ERO sont impliqués dans le vieillissement et la mort
cellulaire impliqués dans des conditions telles que les maladies cardiovasculaires, 1’arthrite,
le cancer, le diabéte, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Daleprane et
Abdalla, 2013). La propolis peut réduire les niveaux cellulaires de H202 et de NO’, qui

pourraient étre impliqués dans ses effets anti-inflammatoires (Tan-no et al., 2006).

1V.2.4.2. Propriété anti-inflammatoire

La propolis possede une activité immunomodulatrice et anti-inflammatoire en agissant
sur différentes voies de la réponse immunitaire (Sforcin, 2007). L’exemple est celui de
I’administration a court terme de la propolis (200 mg/kg) a des souris et qui inhibait la
production d’IFN-y dans des cultures de splénocytes (Orsatti et al., 2010). De plus, des souris
traitées avec de la propolis verte brésilienne (200 mg/kg) pendant 14 jours ont montré une
inhibition de la production d’IL-1, d’IL-6, d’IFN-y, d’IL-2 et d’IL-10 par les cellules de la

rate, ce qui suggere une activité anti-inflammatoire (Lee et al., 2005).

1V.2.4.3. Propriété antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes de la propolis sont bien documentées contre différentes
bactéries (Sforcin et al., 2000), les levures (Sforcin et al., 2001) , les virus (Bufalo et al.,
2009) et les parasites (Freitas et al., 2006). In vitro, la propolis peut agir directement sur les
microorganismes, et in vivo, elle peut stimuler le systéme immunitaire en activant les

mécanismes impliqués dans la destruction des microorganismes.

1V.2.4.4. Propriété anticancéreuse

Les principaux mécanismes par lesquels la propolis affecte les cellules tumorales sont

liés a I’inhibition de la croissance cellulaire et a I’apoptose (Sforcin, 2007). En plus, le dérivé
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de I’acide caféique (CAPE) contenu dans la propolis interfere dans 1’arrét du cycle cellulaire

(Lee et al., 2005).

IV.2.4.5. Propriété hépatoprotectrice

Des ¢études portées sur la propolis algérienne ont révélé un effet hépatoprotecteur en
agissant essentiellement sur le stress oxydant par D’activation du systéme antioxydant
enzymatique et I’inhibition de la peroxydation lipidique au niveau hépatique (Lahouel et al.,
2004). L’action de la propolis cible également la mitochondrie hépatique en restaurant le
coefficient de respiration mitochondriale et le potentiel de la membrane mitochondriale. La
propolis prévient également le gonflement mitochondrial ce qui pourra inhiber le processus

apoptotique (Benguedouar et al., 2008; Boussenane et al., 2009).

1V.2.4.6. Propriété cardioprtectrice

La modulation des marqueurs des différentes maladies cardiovasculaires par la propolis
a ét¢ démontrée dans plusieurs études. Des essais in vitro et in vivo ont été mis au point pour
¢lucider les mécanismes moléculaires de cet effet bénéfique. Il s’est avéré 1ié a la régulation
du métabolisme du glucose et des lipoprotéines; la modulation de I’expression des geénes; la
diminution de I’activité des cytokines inflammatoires et du stress oxydant; I’amélioration de
la fonction endothéliale et enfin I’inhibition de I’agrégation plaquettaire (Daleprane et

Abdalla, 2013).

Citons I’exemple de la propolis Malaysienne dont le prétraitement chez les rats a montré
un effet protecteur vis-a-vis de ’infarctus myocardique induit par 1’isoprotérénol. Ce
prétraitement a amélioré la défense antioxydante enzymatique et a diminué le taux e la

péroxydation lipidique et celui des marqueurs cardiaques (Ahmed et al., 2017).

IV.2.5. Propolis et ischémie-reperfusion

Grace a sa forte activité antioxydante la propolis qui lui confére des propriétés
protectrices des fonctions rénale et cérébrale, la propolis a prouvé son efficacité sur des

modéles d’I-R rénal et cérébral.

Dans une ¢tude réalisée par da Costa et al., la propolis rouge Brésilienne, administrée

par voie orale trois jours avant le procédé chirurgical, assurait une protection contre les
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l1ésions induites par une ischémie- reperfusion rénale. La propolis diminuait le taux de la
créatinine et celui de la péroxydation lipidique avec une augmentation du glutathion rénal.
Elle atténuait I’induction de la NOS endothéliale avec augmentation de 1’expression de la

héme-oxygénase au niveau du tissu rénal (da Costa et al., 2015).

En outre, Bazmandegan et al., a étudi¢ I’effet de la propolis originaire d’Iran sur un
modele d’ischémie cérébrale. La propolis brune était administrée par voie intrapéritonéale
48, 24 et 1 heures avant et 4 heures apres I’occlusion de I’artére médiane cérébrale chez la
souris. Le traitement a entrain€ une restauration de I’activité¢ des enzymes antioxydantes et
une diminution de la péroxydation lipidique ainsi que du volume de I’infarctus cérébral. Les
déficiences neurologique, sensorielle et motrice ont également été sensiblement améliorés

(Bazmandegan et al., 2017).

Par ailleurs, dans quelques études, les chercheurs ont porté leur attention sur ’effet
protecteur de la pinocembrine contre les lésions de I'I-R. Ce 5, 7-dihydroxyflavanone est
I’un des flavonoides a la plus forte concentration dans la composition chimique de la

propolis.

Dans une étude de Liu et ses collaborateurs, la protection par la pinocembrine a été
¢tudiée au niveau d’un modele in vivo d’occlusion et de reperfusion de 1’artére médiane
cérébrale chez le rat. La pinocembrine a été administrée au début de la reperfusion. La
pinocembrine a nettement augmenté la viabilité du rat, réduit le volume d’infarctus cérébral

et les scores de déficit neurologique dans tous les groupes de traitement.

Dans la méme étude et en utilisant une culture de cellules neuronales corticales
primaires, un mod¢le de 1ésion semblable a celui d’une I-R était réalisé par une privation en
oxygene et en glucose suivie d’une réoxygénation durant laquelle la pinocembrine a été
introduites. Les résultats ont montré une augmentation du taux de survie neuronale, une
diminution de la libération de la LDH, avec une atténuation de 1’apoptose. Cette protection
était associée a I’augmentation du glutathion et a la réduction des taux des ERO, du NO" et
de I’activité de la NOS neuronale (nNOS) et inductible (iNOS). La pinocembrine régulait

négativement la protéine caspase-3 (Liu et al., 2008).

Dans le méme contexte de Iésion et en utilisant la méme molécule flavonoique,

Lungkaphin et ses collaborateurs, testaient 1’effet de la pinocembrine sur un modéle in vivo
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d’ischémie cardiaque régionale de 30 min suivie de reperfusion de 120 min. La
pinocembrine a été¢ administrée par voie intraveineuse 30 minutes avant 1’occlusion de la
LAD. Le traitement par la pinocembrine a montré une amélioration de la fonction cardiaque,
une diminution du nombre d’arythmies avec une diminution de 49 % de la taille de
I’infarctus. En plus la pinocembrine diminuait les taux du MDA et des rapports Bax/Bcl-2

(Lungkaphin et al., 2015).

Les résultats des études susmentionnées suggérent que les constituant de la propolis,
seuls ou en en synergie, pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique pour réduire
les Iésions de I’I-R de plusieurs organes. Ces effets protecteurs sont, en partie importante,

liés a leurs actions antioxydante et anti-apoptotique.



Premiere partie expérimentale

Modele ex vivo d’ischémie-reperfusion

cardiaque



Materiel et Méthodes



Modeéle ex vivo d’ischémie-reperfusion cardiaque Mateériel et Méthodes

L’¢étude expérimentale a été effectuée en partie, au sein des laboratoires de Biochimie
et a I’Université 8 mai 1945 Guelma. Dans le cadre d’un stage de formation, une autre partie
du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de pharmacologie clinique, Faculté¢ de
médecine, Université El Manar, Tunis, Tunisie. La suite du travail expérimental s’est
déroulée au niveau du laboratoire de Pharmacologie (équipe 3 de I’unité INSERM U955,
Laboratoire de physiopathologie et pharmacologie des insuffisances coronaire et cardiaque),

Faculté de Médecine, Université de Paris —Est Créteil, France.
I. Matériel biologique

I.1. Animaux

Dans le premier volet de 1’étude concernant 1’ischémie-reperfusion ex vivo,
I’expérimentation est effectuée sur des rats Wistar albinos males ayant un poids compris
entre 180 et 200 g et provenant de 1’animalerie de I’Institut Pasteur de Tunis puis élevés et

alimentés dans I'unité d’expérimentation animale de la Faculté de Médecine de Tunis.

Selon les recommandations du Conseil International des Sciences des Animaux de
Laboratoire (ICLAS), Tous les animaux de laboratoire ont été logés dans des conditions
environnementales constantes (température de 22-25 °C et une photopériode de 12 h/24 h)

et ayant libre acces a I’eau et a la nourriture
I.2. Substance flavonoidique : Propolis

L’extrait éthanolique lyophilisé de la propolis nous a été gracieusement fourni par le
Laboratoire de Toxicologie Moléculaire, Jijel. Algérie. Son analyse HPLC (Annexe 1) a
révélé la présence de flavonoides (Pinostrobine Chalcone, Pinocembrine et Tectochrysine)

et d’acides phénoliques (Acide Hydroxycinnamique) (Lahouel et al., 2011).
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II. Méthodes

I1.1. Solubilisation de la propolis

La propolis a une faible solubilité dans ’eau et peut étre dissoute dans plusieurs solvants
organiques. L’éthanol est un bon solvant solubilisant la propolis et posséde un effet
cardioprotecteur moindre sur le modéle d’I-R cardiaque, comparé au diméthylsulfoxyde

(DMSO) ( Shlafer et al., 1982 ; Chen et al., 1999).

La propolis a été préparée quotidiennement dans la solution de Krebs-Hensleit (KH) a

37 °C (Annexe 2), apres avoir été dissoute dans une concentration finale de 0,25% d’éthanol.
I1.2. Dosage des polyphénols

Le contenu de la propolis en polyphénols est évalué par la méthode décrite par Singleton
et al., 1999 utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). A 50 ul de la
solution de propolis a 1 mg/mL, est ajouté 750 pl du réactif de Folin dilué¢ 10 fois. Apres
agitation, le mélange est incubé a température ambiante dans I’obscurité pendant 5 min. un
volume de 750 pl de carbonate de sodium (NaCO3) a 60mg/mL est ensuite ajouté.
L’ absorbance est lue a 725 nm apreés 90 min d’incubation dans 1’obscurité. Le blanc est

préparé dans les mémes conditions en remplagant le réactif de Folin par de ’eau distillée.

Une gamme de concentrations croissantes de 1’acide gallique (50-250 pg/mL) utilisé
comme standard a été réalisée en suivant le méme protocole. Les résultats sont exprimés en

ug équivalent d’acide gallique par mg de propolis.
IL.3. Activité antioxydante

La capacité de la propolis a piéger les radicaux libres a été estimée par une simple
méthode colorimétrique (Koleva et al., 2002). Ce test utilise le radical libre stable 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") de couleur violette a 1’état stable. La couleur change en

jaune en présence d’antioxydant donneur d’hydrogene.

1,5 mL de solution alcoolique de DPPH (10 M) fraichement préparée a été ajouté a des
tubes recouverts d’aluminium contenant un volume de 15 pl de chaque concentration de la

solution éthanolique de propolis (10%; 107; 10%; 10; 0,25 ; 0,5; 0,75 ; 1 mg/mL). Apreés
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agitation puis incubation a 25 °C pendant 15 minutes, 1’absorbance du DPPH réduit a été
mesurée & 517 nm. L’éthanol a été utilisé comme blanc. L’activité antioxydante de la
propolis a différentes concentrations a ét¢ comparée a deux antioxydants standards, la

quercétine et la vitamine E.

Les résultats du test sont exprimés en terme de pourcentage d’inhibition de DPPH". La
concentration efficace qui réduit a 50% le DPPH" est ainsi déduite a partir de la formule

suivante : Pourcentage d’inhibition = [(Ap-A o) /A ] x 100

Aq et Ap sont les valeurs d’absorbance du DPPH réduit a 517 nm de [’essai et du blanc respectivement.

I1.4. Protocole expérimental de I’ischémie-reperfusion normothermique ex

vivo
11.4.1 Sacrifice des rats

Les rats choisis pour ce volet de 1’étude doivent étre de sexe male, ayant un poids
compris entre 200 et 250g. Apres avoir anesthésié les rats, ils sont disposés en décubitus
dorsal. Une incision abdominale puis thoracique est réalisée (Figure 16). Le coeur isolé de
son péricarde est excisé en coupant I’aorte a un niveau supérieur et est arrété en le plongeant
dans une solution cardioplégique a 4 °C (solution de KH fraichement préparée et refroidie a

4 °C a laquelle est ajouté un petit volume d’héparine diluée a 8 %).
11.4.2 Description du dispositif de Langendorff

Ce dispositif de Langendorff permet de réussir un modéle d’I-R « ex vivo » sur un ceeur
de rat isol¢ et perfusé. Cette perfusion peut s’effectuer selon un mode de circulation ouvert
ou fermé a une pression constante (73 mmHg). Le systéme (f) est utilis¢ afin de piéger les
bulles d’air qui ne doivent absolument pas passer par le ceeur. Une pompe péristaltique (g)
(Minimuls 3. Gilson) assure un débit de pompage constant a partir du réservoir de la solution
de perfusion KH (d) oxygéné (95% O2, 5% COz), ayant un pH 7,4 et maintenue a 37 °C par
un bain a circuit (¢) muni d’un circulateur chauffant (Polystat, Fisher Scientific). Le cceur
est relié au systéme par une canule aortique (#) permettant sa perfusion. Le cceur est abrité
dans une cupule a double paroi (i) reliée a un deuxieéme systeme (b, c¢) permettant la
circulation d’eau thermostatée a 37 °C assurant ainsi le chauffage du cceur et du liquide de

perfusion.
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Figure 16: Dispositif du systéme de perfusion du cceur de rat isolé en mode Langendorff a

circuit ouvert.

(a) : systeme de chauffage du montage et du perfusat. (b) : chambre chauffée. (c) : pompe péristaltique assurant
le pompage de [’eau chauffée dans le dispositif. (d) : réservoir du perfusdt. (e) : oxygénateur. (f) : piegeur de
bulles. (g) : pompe péristaltique assurant le pompage du perfusdt vers le ceeur. (h) : canule aortique. (i) :
cupule chauffée contenant le ceeur isolé. (j) : robinet assurant [’ouverture ou la fermeture du circuit de
perfusion du ceeur. (k) : systeme d’enregistrement de la fréquence cardiaque. (— bleue) : sens de circulation

du perfusdt du ceeur isolé. (— noire) : sens de circulation de I’eau de chauffage du dispositif.

Le liquide de perfusion sortant du cceur par I’artére pulmonaire est recueilli dans la
cupule qui est munie d’un robinet (j) permettant I’ouverture ou la fermeture du circuit de
perfusion. Lors de la fermeture du circuit, le robinet est fermé et le tuyau d’alimentation du
circuit de perfusion est déplacé vers la cupule qui recueillera le perfusat sortant du cceur et

qui sera chauffé et oxygéné a son tour (Figure 17).
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L’activité électrique du cceur est surveillée et enregistrée en continu a 1’aide d’un

systéme de capteurs (k) dont les électrodes sont fixées sur les ventricules et ’apex du cceur

perfusé.
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Figure 17: Dispositif du systéme de perfusion du cceur de rat isolé¢ en mode Langendorff a

circuit fermé.
11.4.3 Description du protocole d’ischémie-reperfusion normothérmique ex vivo

Apres une période de perfusion basale de 10 min ou le circuit de perfusion est ouvert,
le cceur est soumis a une ischémie globale de 30 minutes qui est réalisée par un arrét total de
la perfusion. A 20 minutes d’ischémie, le circuit de perfusion est fermé en utilisant un
volume de 15 mL de la solution de Krebs pour la reperfusion (soit le volume moyen du sang
d’un rat). La période de reperfusion en mode fermé est débutée en redémarrant la pompe

péristaltique (g) pour une durée de 60 min.

Le protocole expérimental concernant I’I-R ex vivo sont détaillés comme suit (figure

18) :
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Groupe Témoin (Sham) (n = 5) : aprés une perfusion de stabilit¢ de 10 min a circuit
ouvert, les cceurs restent perfusés mais a circuit fermé pendant 90 min ce qui correspond a
la somme des périodes respectives d’ischémie (30 min) et de reperfusion (60 min). Les coeurs

¢taient perfusés par la solution de KH seule pH 7,4 a 37 °C.

Groupe Ischémie-reperfusion (I-R) (n = 5) : apres une perfusion de stabilité¢ de 10 min
a circuit ouvert, les coeurs perfusés ont subi une ischémie normothermique de 30 min suivie
de 60 min de reperfusion a circuit fermé. Les cceurs étaient perfusés par la solution de KH

seule pH 7,4 a 37 °C.

Groupe de propolis (P) (n = 5) : aprés une perfusion basale de 10 min a circuit ouvert,
les cceurs perfusés ont subi une ischémie de 30 min suivie de 60 min de reperfusion a circuit
fermé. Les cceurs étaient perfusés par la solution de KH pH 7,4 a 37 °C supplémenté de
propolis a la concentration de (50 pg/mL). Le traitement du cceur par la propolis était en

période de stabilité (avant ischémie) et durant la reperfusion.

Groupe Veéhicule éthanol (E) (n = 5) : Pour évaluer I’effet spécifique de 1’éthanol,
considéré comme véhicule solubilisant la propolis, les coeurs perfusés ont subi une ischémie
normothermique de 30 min suivie de 60 min de reperfusion a circuit fermé. Les coeurs étaient

perfusés par la solution de KH pH 7,4 a 37 °C supplémenté uniquement d’éthanol a 0,25 %.

Stabilité 10" Perfusion 90’

Groupe Témoin e — >
Solution KH 37 °C, pH 7,4 | Circuit ouvert Circuit fermé | |

'Stabilité 10’ Ischémie 30’ | Reperfusioniﬁo'
Groupe IR - e »

Solution KH | Circuit ouvert ! Circuit fermé

. 'Stabilité 10° 'Ischémie 30' Reperfusion 60’ !
Groupes traités T I— >
Solution SK + éthanol Circuit ouvert Circuit fermé
Solution SK + propolis50ug/ml

4 v
10’ | 30 60’

Prélévement Mesure LDH et Evaluation du Stress Oxydant
du coeur Troponine | Histopathologie

Figure 18: Description des différents groupes expérimentaux du modele d’I-R.
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IL5. Préparation de la fraction cytosolique

A la fin de la période de reperfusion, une partie du cceur au niveau de ’apex a été
prélevée pour 1’étude histopathologique. Le reste du tissu cardiaque a été pesé€, coupés en
petits morceaux, immergés dans trois volumes du tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4 a 4 °C)
contenant du KCl (1,17%), puis homogénéisé au moyen d’un homogénéiseur ULTRA-

TURRAX (IKA T10, position 6).

Un volume de 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA 5 %) est additionné au méme
volume de I’homogénat brut et centrifugé a 4 °C pendant 10 min a 4000 tpm. Le surnageant

résultant est utilisé pour le dosage du glutathion réduit.

Le reste de I’homogénat brut a été centrifugés a 4 °C pendant 15 minutes a 4000 tpm.
Une partie du surnageant a été utilisé pour le dosage du MDA cardiaque. Le reste du
surnageant a été centrifugé a 4 °C pendant 45 min a 10000 tpm. Le surnageant résultant a

¢été utilisé pour I’estimation de 1’activité des enzymes antioxydantes.
I1.6. Evaluation de la peroxydation lipidique

Le taux du malondialdéhyde (MDA), considéré comme un produit final de Ia
peroxydation lipidique, a ét¢ mesuré selon la méthode colorimétrique d’Okhawa (Ohkawa

et al., 1979).

Le MDA contenu dans 0,5 mL du surnageant réagit avec 1 mL d’acide thiobarbiturique
(TBA) (0,67 %) en présence de 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA 20 %). Le mélange
réactionnel a été incubé a 100 °C pendant 15 minutes puis refroidi. Le composé rose formé
a été extrait par addition de 4 mL du n-butanol. La phase organique contenant le complexe
formé entre MDA et TBA a été ensuite séparé par centrifugation a 3000 tpm pendant 15 min.

Son absorbance a été¢ mesurée a 532 nm (spectrophotomeétre UV / visible Jenway 6305).

Le taux du MDA dans le tissu cardiaque sont exprimés en nmole de MDA/g de tissu
cardiaque en utilisant une courbe d’étalonnage réalisé a partir du 1,1,3,3-tétraéthoxypropane

qui lors de son hydrolyse acide libere du MDA.
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I1.7. Evaluation du statut antioxydant

I1.7.1. Evaluation de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

L’activité de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD) a été évaluée selon la méthode de
Fridovich (Beauchamp et Fridovich, 1971). Cette méthode évalue la capacité de I’enzyme a
inhiber la réduction du nitrobluetétrazolium (NBT) par I’anion superoxyde qui est généré a
partir de la photoréaction entre 1’oxygene et la riboflavine donnant comme produit final le

formazan qui absorbe la lumicre a une longueur d’onde de 560 nm.

Un volume de 0,05 mL de la source enzymatique est ajouté a 2 mL de milieu réactionnel
(pH 7,8) contenant du cyanure de sodium (NaCN 10 mM), du NBT (0,176 mM), de '"EDTA
(66 mM), de la méthionine (10 mM) et de la riboflavine (2 pM). Ce mélange de solution a
été exposé a une lampe de 15 W pendant 10 minutes pour induire la photoréaction entre la
riboflavine et l’oxygeéne. La réduction du NBT en formazan a été mesurée par

spectrophotométrie a 560 nm.

L’activité enzymatique a été exprimée en Ul/mg de protéine/g de tissu. Elle est

déterminée a 1’aide de la formule suivante :
SOD (Ul/mg prot) = (% d’inhibition x 6.35) / C protéines
% d’inhibition: (DO bianc-DO tes/ DO blanc) %100
C protéines : Concentration des protéines (mg/g de tissu).
11.7.2. Evaluation de ’activité de la catalase (CAT)

L’activité de la CAT a été mesurée selon la méthode de Clairborne qui est basée sur la

disparition du peroxyde d’hydrogéne (H202) qui est suivie a 240 nm (Clairborne, 1985).

Dans une cuve en quartz, 0,025 pl du surnageant a été ajouté a 1 mL de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7,2) eta 0,975 mL de solution de H202 (0,091 M) fraichement préparé.

L’absorbance a été mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2 minutes.

L’activité enzymatique a été exprimée en Ul/mg de protéine/g de tissu. Elle est

déterminée a [’aide de la formule suivante :



Modeéle ex vivo d’ischémie-reperfusion cardiaque Mateériel et Méthodes

Fd
&g XL XC protéines

Activité de la CAT = (log % X At) X

Al : Absorbance au temps 0 min.
A2 : Absorbance au temps 1 min.
At : intervalle de temps en minute.

Fd : Facteur de dilution (V#/Ve) ou Vt : Volume total de milieu réactionnel, Vs : Volume

du surnageant.

& Coefficient d’extinction molaire du H202 (43.6 M! cm™).

L : Longueur de la cuve utilisée (L = 1 cm).

C protéines : Concentration des protéines (mg/g de tissu).
I1.7.3. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode d’Ellman a été adoptée pour 1’évaluation du taux du glutathion cytosolique
cardiaque (Ellman, 1959). Elle est basée sur 1’oxydation du GSH par le I’acide 5,5-dithio2-
nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi ’acide 2-nitro S-mercaptobenzoique, qui a pH alcalin

présente une absorbance a 412 nm.

1,5 mL du tampon Tris (pH 8,2 ; 0,2 M préparé dans ’EDTA 0.02 M) est ajouté a 0.5
mL du surnageant. Puis, 0,1 mL de la solution de DTNB (0.01 M préparée dans du méthanol
pur) est ajouté et le volume du mélange est complété & 10 mL par du méthanol. Apres
agitation et incubation pendant 15 min a température ambiante, le mélange est centrifugé a
3000 tpm pendant 15 min. La densit¢ optique du surnageant est mesurée par
spectrophotométre a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec de

I’EDTA.

Le taux du GSH est calculé a partir d’une courbe étalon préparée par le GSH a des

concentrations croissantes (de 0,2 a 1 mM). Les résultats sont exprimés par umole/g de tissu.
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I1.7.4. Evaluation de I’activité de la glutathion S-transférase (GS-T)

L’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase a été déterminée selon la méthode
décrite par (Habig et al., 1974). Cette activité enzymatique est étudiée en cinétique. Le
principe du dosage est bas¢ sur une réaction de transfert du GSH sur le substrat de I’enzyme
qui est le 1-Chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB). Ce transfert aboutit a la formation d’une
nouvelle molécule le 1-(S-Glutathionyl) -2,4-dinitrobenzéne qui absorbe la lumiére a une

longueur d’onde de 340 nm.

1,7 mL du tampon phosphate (0.1 M, pH 6.5) est ajouté a 100 pul de la solution de CDNB
(20 Mm préparé dans I’éthanol). Aprés une incubation de 10 min a 37 °C, 100 pl de la
solution de GSH (20 mM) est ajouté suivi de 100 pl de la source enzymatique. La densité
optique est mesurée toutes les minutes durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.
La lecture se fait contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec du tampon

phosphate remplacant la source enzymatique.

L’activité enzymatique de la GS-T est exprimée en Ul/mg de protéines/g de tissu. Elle

est déterminée a ’aide de la formule suivante :

Activité de la GST = (ADO essai—ADO blanc) Fd

At & XL XC protéines
4 DO : Différence de la densité optique entre le début et la fin de la réaction.

At : intervalle de temps en minute.

Fd : Facteur de dilution (F#/Ve) ou Vt : Volume total de milieu réactionnel, Vs : Volume

du surnageant.
& Coefficient d’extinction molaire du CDNB (9,6 nM™!' cm™).
L : Longueur de la cuve utilisée (L = 1 cm).

C protéines : Concentration des protéines (mg/g de tissu).
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I1.7.5. Dosage des protéines

La teneur en protéines des échantillons du tissu cardiaque a été déterminée par la
méthode de (Bradford, 1976). Cette méthode trés sensible et trés rapide, est basée sur

’adsorption d’un colorant, le bleu de Coomassie G250 aux protéines.

Un volume de 4 mL du réactif de Bradford est ajouté a 0,1 mL de chaque échantillon de
surnageant. Apres agitation suivie d’une incubation pendant 5 minutes, la densité optique du
mélange réactionnel est lue a 590 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions

avec de I’eau distillée.

La concentration en protéines est calculée a partir d’une courbe étalon préparée par
I’albumine sérique bovine (BSA) a des concentrations croissantes (de 0,1 a 1 mg/mL). Les

résultats sont exprimés par mg/mL.

I1.8. Evaluation des parametres biochimiques cardiaques

Certaines enzymes comme la lactate déshydrogénase (LDH) et la créatine
phosphokinase (CPK) sont libérées normalement dans le sang a partir des cellules cardiaques
a de faibles taux. Toutefois I’augmentation anormale de leurs niveaux peut étre un indicateur

fiable de 1ésions ou altérations cardiaques.

Quant a la libération de la troponine dans le sang, elle se produit en deux phases. La
premicre consiste en une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire, ce qui
permet une libération des troponines libres, et la seconde consiste en une nécrose de la

cellule, ce qui induit une libération des troponines liées (Mair, 1999).

Concernant I’¢tude d’I-R ex vivo, les prélevements de la LDH et de la troponine I ont
été effectués trois fois. D’abord a la fin des 10 min de stabilité ensuite a 30 min puis a 60
min de reperfusion. Le méme volume de la solution de Krebs sortant directement du cceur

perfusé est récupéré a chaque prélévement.

La LDH a été évaluée dans la solution de perfusion en utilisant un kit commercial
(spinreact, Espagne). Cette mesure enzymatique a été réalisée par un analyseur automatisé

(SELECTRA PRO S).
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La troponine I libérée dans la solution de perfusion a également été¢ dosée par VIDAS
troponine I haute sensibilité en utilisant la technique ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent

Assay).
I1.9. Analyse histopathologique

Pour ce volet d’étude concernant 1I’I-R, des échantillons de cceurs appartenant aux rats
des différents groupes expérimentaux ont été fixés dans du formaldéhyde 10 %, imprégnés
puis inclus dans des blocs de paraffine. Apres 1’étape d’inclusion, des coupes de Spum ont été
réalisées puis colorées a 1’hématoxyline-éosine (H&E). La visualisation des éventuelles
1ésions affectant le tissu cardiaque a été réalisée en utilisant le microscope optique (Olympus
C 41) muni d’un appareil photo intégré (Zoom 6 Méga pixel) permettant la numérisation des

images des coupes histologiques agrandies quatre cent fois (400 x).
I1.10. Analyse statistique

Toutes les données ont été exprimées en moyenne + S.E.M., I’analyse statistique a été
réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5.01. Les différences entre les groupes ont été
analysées a I’aide de I’analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie du post-test de
comparaison multiple de Tukey. Pour interpréter statistiquement les différences entre les
résultats des paramétres biochimiques a 10 min, a 30 min et a 60 min, I’analyse de variance
a deux facteurs (ANOVA) suivie du post-test de Bonferroni a été adopté. Un p <0,05 a été

considéré comme statistiquement significatif.
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I11. Résultats et interprétation
IT1.1. Dosage des polyphénols
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Figure 19: Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols a concentrations croissantes en

acide gallique.

En utilisant la courbe d’étalonnage a des concentrations croissantes en acides gallique,
la teneur de la propolis en polyphénols est de 228,09 + 16.23 pg équivalent acide gallique/mg
de propolis (figure 19).

II1.2. Activité antioxydante in vitro

La figure 20 montre 1’activité antioxydante de 1’extrait de propolis déterminée par la
méthode de piégeage du radical DPPH". L’extrait de propolis a un effet piégeur minimal
(10,96 %) aux concentrations 0,1, 1 et 10 pg/mL, cet effet est comparable a ceux de la
quercétine et de la vitamine E (12,84 % et 8,67 % respectivement) utilisés comme
antioxydants standards. De plus, 1’activité antioxydante de 1’extrait de propolis augmente de
manicre dépendante de la concentration jusqu’a atteindre 85,4 % a 0,25 mg/mL, contre 84,5
% a 0,1 mg/mL pour la quercétine et 77,4 % a 0,5 mg/mL pour la vitamine E. D’aprés ces

données, 1’extrait de propolis semble étre plus efficace que la vitamine E (p <0,05).
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Figure 20: Activité de piégeage in vitro des radicaux libres par la propolis et par des

antioxydants de référence a différentes concentrations.

L’activité de piegeage radicalaire est donnée en pourcentage de I’inhibition de la DPPH. Les valeurs sont en
moyennes + S.E.M. de trois essais pour chaque concentration. a : la propolis est significativement différente

de la quercétine, b : la propolis est significativement différente de la vitamine E (Analyse d’ANOVA suivie du

test de comparaison multiple de Tukey).

Par ailleurs, la quantité d’extrait de propolis nécessaire pour 1’inhibition de 50 % du
DPPH" illustrée dans le tableau 2 (Clso) était de 0,14 £ 0,00 mg/mL, ce qui est
significativement plus élevé que la Clso de la quercétine (0,05 £ 0,00 mg/mL). Aucune
différence significative (p > 0,05) n’a été observée par rapport a la vitamine E qui a une Clso

(0,18 + 0,03 mg/mL).

Tableau 2: Valeurs des ICso de la propolis et des antioxydants de référence.

Echantillon Propolis Quercétine Vitamine E

1C50 (mg/mL) 0,14 + 0,00 0,05 + 0,00 0,18 + 0,03

66
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I11.3. Effet de la propolis sur la peroxydation lipidique induite par I’ischémie-

reperfusion
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Figure 21: Effet de la supplémentation en propolis sur la peroxydation lipidique induite

lors de I’I-R ex vivo.

Pour I’'[-R, les cceurs perfusés ex vivo par la solution de KH ont subi une ischémie normothermique de 30 min
suivie d une reperfusion de 60 min. Les coeurs ischémiques ont été traités par la propolis (50 ug/mL (P)) et par
I’éthanol (0,25% (E)) avant I’ischémie et pendant la reperfusion. Le groupe Sham a été soumis a 90 min de
perfusion a circuit fermé. Chaque barre représente la moyenne + S.E.M. de cing rats. Les données ont été
analysées par le test d’ANOVA a un facteur suivi du post-test Tukey (# : significativement différent du groupe
Sham ; § : significativement différent du groupe I-R ; * . significativement différent du groupe E. p <0,05).

Au regard des résultats illustrés dans la figure 21, I’ischémie-reperfusion a provoqué
une augmentation significative du taux du MDA (0,033 + 0,001 nmole/g de tissu) par rapport
au lot témoin (0,023 £+ 0,001 nmole/g de tissu) ce qui correspond a une augmentation de la

peroxydation lipidique, signe de cardiotoxicité.

Cependant, la supplémentation du perfusat en propolis a réduit significativement la
peroxydation lipidique en diminuant la formation du MDA durant I’I-R a 0,021 £+ 0,001

nmole/g de tissu.
I11.4. Evaluation du statut antioxydant

II1.4.1. Restauration de ’activité de la SOD et de la CAT par la propolis

D’apres la figure 22, il apparait clairement que I’activité enzymatique de la SOD et de

la CAT diminue simultanément d’une fagon significative (p <0,05) chez le groupe I-R (6661
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+ 160 et 0,224 = 0,087 Ul/mg de protéines respectivement) comparé aux groupes témoins

respectifs (8433 + 232 et 0,736 = 0,118 Ul/mg de protéines).

Par ailleurs, la propolis supplémentée dans la solution de perfusion a rétabli
significativement (p <0,05) le niveau normal de I’activité¢ de la SOD et de celle de la CAT
avec des valeurs (8089 + 80 et 0,520 + 0,054 Ul/mg de protéines) non significativement

différentes de celles des lots témoins respectifs.

A B
1.0

10000+ =
—_ o
g s s
Qo (]
2 80004 # # ]
o o
o - E § *
£ =]
S 6000+ = T
5 g
IS o
@ i s
& 4000 2 # “
) ° T
° 2 T
£ 2000- 5
> £
ki <
<

0
Sham I-R E P Sham I-R E P

Figure 22: Effet de I’I-R et de la supplémentation en propolis sur I’activité de la

superoxyde dismutase et de la catalase.

(A) superoxyde dismutase ; (B) catalase. Pour I'I-R, les cceurs perfusés ex vivo par la solution de KH ont subi
une ischémie normothermique de 30 min suivie d 'une reperfusion de 60 min. Les cceurs ischémiques ont été
traités par la propolis (50 ug/mL (P)) et par I’éthanol (0,25% (E)) avant I’ischémie et pendant la reperfusion.
Le groupe Sham a été soumis a 90 min de perfusion a circuit fermé. Chaque barre représente la moyenne +
S.E.M. de cing rats. Les données ont été analysées par le test d’ANOVA a un facteur suivi du post-test de Tukey
(# : significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du groupe I-R; *:
significativement différent du groupe E. p <0,05).

I11.4.2. Restauration du taux de GSH et de ’activité de la GS-T par la propolis

D’apres la figure 23A, on constate que suite & une ischémie de 30 min suivie d’une
reperfusion de 60 min, le taux du glutathion réduit a diminué¢ significativement (0.60 + 0.20
umole/g de tissu) comparé au groupe sham (1,25 + 0,07 umole/g de tissu). Cette déplétion
est accompagnée par une augmentation significative de ’activité de la GS-T (0,215 £ 0,010

contre 0,150 + 0,008 Ul/mg de protéine pour le groupe Sham) (figure 23B).

Le traitement des cceurs ischémiés puis reperfusés par la propolis a provoqué une

augmentation non significative (p > 0,05) du taux de GSH (0,84 + 0,03 pumole/g de tissu)
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compar¢ au groupe I-R, cette valeur est également non significative par rapport au groupe
Témoin (figure 23A). L’augmentation du taux de GSH est associée a la diminution de
I’activité enzymatique de la GS-T (0,150 + 0,008 Ul/mg de protéine) comparée au groupe I-
R, ce qui correspond a une restauration de cette activité a une valeur qui n’est pas

significativement différente de celle du groupe témoin (figure 23B).
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Figure 23: Effet de I’I-R et de la supplémentation en propolis sur le taux de glutathion

réduit et I’activité de la glutathion-S-transférase.

(A) glutathion réduit ; (B) glutathion-S-transférase (B)Pour I'I-R, les cceurs perfusés ex vivo par la solution

de KH ont subi une ischémie normothermique de 30 min suivie d’une reperfusion de 60 min. Les coeurs
ischémiques ont été traités par la propolis (50 ug/mL (P)) et par ’éthanol (0,25% (E)) avant l’ischémie et
pendant la reperfusion. Le groupe Sham a été soumis a 90 min de perfusion a circuit fermé. Chaque barre
représente la moyenne £ S.E.M. de cing rats. Les données ont été analysées avec le test d’ANOVA a un facteur
suivi du post-test Tukey (# : significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du
groupe I-R ; * : significativement différent du groupe E. p <0,05).

ITIL.5. Protection de ’intégrité du tissu cardiaque par la propolis

Les résultats de la figure 24 montre que comparé a la période de stabilité, les parametres
biochimiques LDH et troponine-I libérés dans le perfusat augmentent significativement
(p>0,05) en période de reperfusion et ce en fonction du temps chez tous les lots, cette
augmentation est plus accentuée dans le lot I-R (806 + 60 a 30 min et 1260 =+ 133 a 60 min
contre 42 + 8 UI/L pour la LDH et 5,07 + 1,06 a 30 min et 7,69 = 1,18 a 60 min contre 0,06
+ 0,01 UI/L pour la troponine-I) ce qui révele une 1ésion myocardique. Cependant, 1’activité
de la LDH chez le lot propolis a 30 min de reperfusion ne montre pas une différence

significative par rapport au lot témoin (157 + 44 UI/L contre 52 + 16UI/L).
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Figure 24: Effet de la propolis sur la Iésion cardiaque induite par I’I-R chez le rat.

(A) lactate déshydrogénase, (B) troponine-1. Pour I’'I-R, les cceurs perfusés ex vivo par la solution de KH
ont subi une ischémie normothermique de 30 min suivie d une reperfusion de 60 min. Les cceurs ischémiques
ont été traités par la propolis (50 ug/mL (P)) et par [’éthanol (0,25% (E)) avant l'ischémie et pendant la
reperfusion. Le groupe Sham a été soumis a 90 min de perfusion a circuit fermé. Les marqueurs biochimiques
des lésions cardiaques ont été évalués dans la solution de perfusion a 10, 30 et 60 min. Chaque barre
représente la moyenne + S.E.M. de cing rats. Les différences entre les résultats des parametres biochimiques
a 10 min, a 30 min et a 60 min ont été analysées par [’analyse de variance a deux facteurs (ANOVA) suivie du
post-test de Bonferroni (# : différence significative entre 10 min et 30 min de chaque lot. § : différence
significative entre 10 min et 60 min). Les différences entre les groupes E et P par rapport au groupe I-R ont

été analysées par le test d’ANOVA a un facteur suivi du post-test de Tukey (* p <0,05).

Dans une deuxiéme comparaison faite avec le groupe I-R, la supplémentation du
perfusat par la propolis a 50 pg/mL a diminué significativement le taux de la LDH et celui

de la troponine-I a 30 min. Les pourcentages de réduction de ces paramétres étaient 80% et
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90% respectivement. La méme diminution a été observé a 60 min suite a 1’addition de la

propolis, les taux étaient 72 % pour la LDH et 92 % pour la troponine-I.

De ces résultats, il apparait également que le traitement par 1’éthanol a réduit
significativement les taux de LDH et de la troponine-I par rapport au groupe I-R avec des
taux respectifs de 39% et 49 % a 30 min et 65% et 75% a 60 min. Toutefois, la différence

entre le groupe propolis et celui de I’éthanol est statistiquement significative (p<0,05).
I11.6. Etude histopathologique

L’examen histopathologique du tissu cardiaque de rat appartenant aux différents lots
testés a confirmé les données biochimiques indiquées ci-dessus. L’histologiques au niveau
des cceurs de rats témoins (tableau 3 Sham) montre des fibres musculaires cardiaques intactes

bien arrangées et composées de cardiomyocytes ayants des noyaux centrés et allongés.

L’ischémie de 30 min suivi de reperfusion de 60 min (tableau 3 I-R) a provoqué des
dommages considérables au tissu cardiaque caractérisés par une désorganisation des fibres
musculaires (grande fleéches), un cedéme interstitiel (étoile) et plusieurs sites de nécrose

(cercle).

Les cceurs traités par a 1’éthanol, considéré comme véhicule, présentent un meilleur
aspect que celui de cceurs ischémiés puis reperfusés (tableau 3 E). Ceci est caractérisé par
une légere perte d’arrangement myofibrillaire, un cedéme interstitiel moins important et des

zones nécrosés moins ¢largies.

Le traitement des cceurs ischémiés par la propolis présente un tableau histologique
meilleur que celui des cceurs ayant subi une [-R et ceux étant traités par I’éthanol seul
(tableau 3 P). Les cardiomyocytes ont une morphologie normale et les myofibrilles sont
intactes. Bien que ces cceurs présentent de rares zones de nécrose focale, la propolis améliore
nettement les altérations histopathologiques induites par I’I-R au niveau du tissu cardiaque.
La propolis a la concentration de 50 pg/mL assure une bonne protection mais qui reste

incompléte.
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Tableau 3: Examen histologique des cceurs de rats ayant subi une I-R normothermique (30-

60 min).

Micrographies représentatives du tissu cardiaque de rats soumis a une ischémie normothermique de 30
min suivie de reperfusion de 60 min, montrant la désorganisation des fibres myocardiques (grande fleche),
l’eedeme interstitiel (¢étoile)et des sites de nécroses (cercle) par rapport au tissu normal (Sham). Des coupes
de tissu cardiaque des groupes éthanol (E) ont présenté des sites nécrosés moins elargis (cercle). Le traitement
des tissus cardiaques exposés a une I-R et traités a la propolis (50 um/mL (P)) a révélé une morphologie
cardiaque presque intacte avec de rares zones de nécrose focale (coloration H & E 400 %). Les deux photos

histologiques de chaque lot, représentent deux prises différentes du méme lot.

Ischémie-Reperfusion normothermique (30-60 min)




Modéle ex vivo d’ischémie-reperfusion cardiaque Résultats et Interprétation




Discussion



Modeéle ex vivo d’ischémie-reperfusion cardiaque Discussion

IV. Discussion

La propolis est une matiére résineuse recueillie par les abeilles a partir des bourgeons et
des écorces des arbres. Notre résultat concernant la teneur de la propolis algérienne en
polyphénols qui était de 228.09 = 16.23 mg/g, est inférieure aux concentrations des propolis
Brésiliennes verte, rouge et brune estimée a 315 + 26, 306 £ 29 et 344 £ 17 mg/g
respectivement (Daleprane et Abdalla, 2013). Elle est également inférieure a la concentration
de la propolis Chinoise qui est égale a 537,9 + 8,7 mg/g (Wang et al., 2015). Cependant,
notre propolis contient plus de polyphénols que celles de la Corée avec 212,7 + 7,4 mg/g
(Choi et al., 2006); de 1’Argentine avec 187 mg/g (Bankova et al., 2000), de I’Inde avec
159,10 = 0,26 mg/g (Laskar et al., 2010), du Portugal avec 151 = 0,01 mg/g (Moreira et al.,
2008), du Chypre avec 100,4 £ 7,2 mg/g (Kalogeropoulos et al., 2009) et enfin de la
Thailande avec 31,2 + 0,7 mg/g (Kumazawa et al., 2004).

Avec ses différents types (brune, rouge et verte), la propolis brune est la plus
couramment étudiée et utilisée dans le monde. Elle montre un fort potentiel thérapeutique
avec un large spectre d’activité biologiques (Daleprane et al., 2012). La composition
phénolique de la propolis algérienne lui confére plusieurs propriétés pharmacologiques, la
plus importante étant I’activité antioxydante (Ahn et al., 2007; Lahouel et al., 2011). L’essai
de DPPH a montré que notre extrait de propolis posséde une forte activité¢ de piégeage
d’oxydant avec une ICso de 0,14 + 0,00 mg/mL proche de celle de la quercétine et plus
efficace que celle de la vitamine E. Cette capacité peut s’expliquer par la structure chimique
des acides phénoliques et des flavonoides présents dans 1’extrait, comme la pinocembrine,
qui poss€de une capacité de donation d’hydrogeéne et forme un radical phénoxyle stable
(Rice-Evans, 2004). Cette activit¢ antioxydante est moindre, comparée a [’activité
antioxydante de la propolis brésilienne qui est de 0,036 + 0,001 mg/mL et celle de la propolis
chinoise étant 0,015 + 0.001 (Wang et al., 2015). Ceci peut s’expliquer par la différence de
composition de la propolis selon son origine géographique et la flore présente a la disposition

des abeilles.

Il est bien établi que la propolis posséde une forte activité antioxydante. En plus, la
relation entre le stress oxydant et les maladies cardiovasculaires est évidente (Daleprane et
Abdalla, 2013). Par conséquent, la propolis attire de plus en plus I’attention des chercheurs

pour prévenir ou traiter différentes pathologies cardiaques. En effet, des études récentes ont
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révélé I’effet protecteur de la propolis dans I’infarctus du myocarde induit par I’isoprotérénol
(Aloutabi et al., 2017), ainsi que dans d’autres modeles de cardiotoxicité induite par le
chlorure d’aluminium (Algayim, 2015) et par la doxorubicine (Alyane et al., 2008). En outre,
la propolis posseéde un effet protecteur limitant les 1ésions d’I-R dans différents organes en
utilisant principalement leurs activités antioxydantes spécifiques (Testai et al., 2013; Yao et
al., 2014 ; Lan et al., 2016). Une étude récente a révélé que la pinocembrine, un flavonoide
essentiel de la propolis, améliore les 1ésions ischémiques dans les accidents vasculaires
cérébraux et protége contre les maladies cardiovasculaires (Lungkaphin et al., 2015; Saad et
al., 2015). Elle a prouvé son efficacité contre les dommages provoqués suite a une I-R
cérébrale et rénale (Shimazawa et al., 2005 ; da Costa et al., 2015 ; Bazmandegan et al.,

2017).

Dans ce contexte, notre étude vient tester I’effet protecteur de I’extrait de la propolis
algérienne au cours d’un épisode d’ischémie normothermique de 30 min suivie d’une

reperfusion de 60 min sur un mode¢le ex vivo de cceur de rat perfusé.

Il est important de préciser que la solution de Krebs-Henseleit est une solution de
perfusion ou de préservation extracellulaire (Chien et al., 2000), elle a une composition de
base qui n’est pas spécifique a la perfusion cardiaque, elle est également dépourvue de
molécules antioxydantes. Cette solution a été choisi dans notre étude car notre but était de
tester I’effet protecteur et antioxydant de la propolis sans aucune interférence pouvant &tre
causée par un autre antioxydant qui fait préalablement partie de la composition de la solution
de perfusion pour le modele ex vivo d’I-R ou de la solution de préservation concernant le

modele in vitro d’ischémie hypothermique.

En outre, 1’éthanol a été choisi comme véhicule afin de solubiliser la propolis car elle a
une faible solubilité dans 1’eau pur. De nombreuses concentrations d’éthanol ont été testées
pour solubiliser I’extrait de propolis et nous avons trouvé que 0,25 % est la concentration
minimale suffisante pour solubiliser la propolis aux concentrations utilisées (50, 150 et 250
nug/mL). Cette faible concentration a été utilisée pour minimiser autant que possible I’effet

cardioprotecteur de 1’éthanol.

Les lésions du myocarde au cours de I’I-R seraient en grande partie dues au stress

oxydant (Dhalla, 2000). Il a été démontré que les ERO peuvent avoir un effet négatif sur la
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survie des cellules lors d’une I-R en raison des dommages oxydatifs causés a la membrane

cellulaire, aux protéines et a I’ADN (Noeman et al., 2011).

Dans notre modele d’I-R réalisée sur coeur perfusé de rat, le stress oxydant s’est bien
manifesté par 1’augmentation significative du taux du malondialdéhyde (MDA). Ce dernier
est I’'un des produits terminaux de la peroxydation lipidique des membranes cellulaires. Son
dosage par réaction a ’acide thiobarbiturique est accepté, en plus du 4-hydroxynonénal (4-
HNE), comme indice de I’ampleur de la peroxydation lipidique (Strobel et al., 2011). La
vulnérabilit¢ des membranes lipidique a I’oxydation par les ERO est due a leur concentration
¢levée en acides gras insaturés (Kohen et Nyska, 2002). Cette augmentation de la
peroxydation lipidique peut s’expliquer par le fait qu’aprés une ischémie de 30 min en
conditions normothermique, la chaine respiratoire mitochondriale, instable et défaillante,
devient plus susceptible a produire des quantités excessives d’anion superoxyde qui est
transformé en peroxyde d’hydrogene. Ce dernier peut réagir, par la réaction de Haber-Weiss
avec le fer pour former le radical hydroxyl hautement cytotoxique qui peut initier la
peroxydation des acides gras polyinsaturés dans les membranes cellulaires. La peroxydation
lipidique est d’autant plus intense dans le tissu cardiaque a cause de I’augmentation du
substrat lipidique dans le myocarde (Park et al., 2007 ; Goldberg et al., 2012), ce qui peut

servir de cible plus grande pour 1’oxydation par les radicaux libres

D’apres nos résultats, la peroxydation lipidique qui s’est produite pendant I’I-R entraine
une perte de I’intégrité de la membrane cellulaire et provoque, par conséquent, sa rupture.
Cette lyse cellulaire est confirmée par 1’augmentation des activités de la lactate
déshydrogénase et de la troponine-I dans le liquide de perfusion. Ces derniers sont
considérés comme marqueurs de 1’activité cardiaque et de I’intégrité tissulaire du cceur. En
cas d’infarctus du myocarde, apres la phase d’ischémie et de nécrose initiales, la reperfusion
induit un endommagement sévere et prolongé des cardiomyocytes, la troponine I atteint son

pic sérique de fagon précoce (Mair, 1999).

En plus des paramétres biochimiques indiquant ’atteinte de I'intégrité cellulaire du
cceur ayant subi une [-R, I’étude histopathologique a révélé que des dommages considérables
au tissu cardiaque ont eu lieu avec une désorganisation des fibres musculaires, apparition
d’cedéme interstitiel ainsi que plusieurs sites de nécrose du tissu cardiaque. Le type de mort
cellulaire, observé dans notre cas est la nécrose. Ceci n’indique en rien que 1’apoptose n’a

pas eu lieu.
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Plusieurs études ont montré que I’[-R myocardique est associée a une augmentation du
nombre de cellules apoptotiques ( Kajstura et al., 1996 ; Dong et al., 2011; Shi et al., 2013),
et que la nécrose s’y produit également en fonction du statut énergétique de la cellule

(Noeman et al., 2011).

Nos résultats concernant ’augmentation de la peroxydation lipidique et de la libération
des marqueurs biochimiques cardiaques résultants des dommages histologique du tissu
cardiaque corroborent avec les résultats d’études précédentes, qui ont révélé que I’ischémie
globale normothermique de 20, 30 ou 45 min suivie de reperfusion de 30, 45, 60 ou 120 min
sur ceeur de rat isolé selon le modele de Langendorff provoquait une augmentation des taux
de MDA et de LDH reflétant un état de nécrose tissulaire (Florian et al., 2006 ; Qin et al.,
2011) avec accroissement du risque d’infarctus du myocarde évalué par calcule de ’aire
infarcie du cceur (Bak et al., 2006; Jiang et al., 2014). 11 a été¢ également montré que I’I-R
réalisé ex vivo augmentait le taux des cellules apoptotiques au niveau du cceur en utilisant la
technique de marquage TUNEL ou en évaluant I’expression des protéines proapoptotiques

Bax, Bcl-2 et NF-jBp65 (Dong et al., 2011; Shi et al., 2013).

Par ailleurs, la cellule vivante est dotée de systeme enzymatique et non enzymatique de
défense antioxydante. Les principales enzymes antioxydantes, notamment la superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, sont considérés, en plus du glutathion
réduit, comme la premiere ligne de défense antioxydante contre les ERO, générées in vivo
au cours du stress oxydant, empéchant ainsi les macromolécules biologiques d’étre
endommagés par les ERO (Sudheesh et al., 2010). La SOD catalyse la dismutation de I’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene. Ce dernier est réduit en eau et en oxygene par la CAT

et la GPx limitant ainsi la formation des radicaux hydroxyls (Lin et al., 2007).

Le glutathion réduit (GSH) est également considéré comme effecteur indispensable dans
la protection antioxydante de premiére ligne grace a ses multiples fonctions dans la cellule.
Il assure le piégeage direct des radicaux libres et des produits de peroxydation lipidique
catalysés par les GSH peroxydases. Il protége les groupes thiols des protéines contre
I’oxydation (Shan et al., 1990). Le glutathion sert également de coenzyme pour certaines
enzymes telles que la GPx et comme substrat pour d’autres telles que les glutathion S-

transférases (GS-T) (Moron et al., 1979).
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La GS-T est considérée, entre autres, comme une deuxi¢me ligne de protection cellulaire
antioxydante. Elle catalyse la réaction de la conjugaison du GSH avec des composés
¢lectrophiles permettant leur métabolisation et leur excrétion par 1’organisme et joue
¢galement un roéle de GSH peroxydase. La GS-T est une enzyme qui protége la cellule contre
les carbonyles, les époxydes et les hydroperoxydes a, B-insaturés hautement réactifs qui sont
produits in vivo comme sous-produits d’oxydation des macromolécules durant un stress
oxydant (Sudheesh et al., 2010). La capacité de la GS-T a réduire les hydroperoxydes
lipidiques en leurs alcools respectifs est d’'une importance biologique car, en présence de
métaux de transition, les hydroperoxydes sont vulnérables a la conversion en radicaux
peroxyl, participant ainsi aux réactions de propagation de la peroxydation lipidique et
conduisant a la décomposition de la membrane cytoplasmique. Il existe de bonnes preuves
expérimentales que la GS-T peut agir in vivo pour inhiber ce processus (Hayes et McLellan,

1999).

Concernant nos résultats décrivant le statut antioxydant de la cellule cardiaque, I’I-R a
induit une diminution significative de 1’activit¢ de la SOD et de la CAT ainsi qu’une
déplétion significative du GSH réduit. Cependant I’activit¢ de la GS-T a été

significativement augmentée.

La raison possible du déclin de D’activité enzymatique de la SOD et de la CAT
s’expliquer par la génération excessive d’ERO par la chaine respiratoire mitochondriale qui
devient défaillante apres la reperfusion des cellules ischémiées. Des preuves, utilisant un
modele animal génétiquement modifié, ont été présentées pour montrer I’importance de la
CAT etde la SOD dans la protection du myocarde contre les 1ésions d’I-R (Chen et al., 1998;
Woo et al., 1998). Bien que I’activité de la catalase dans le myocarde ait ét¢ signalée comme
¢tant faible, de nombreuses études antérieures ont révélé son role important dans la
protection du ceeur contre I’I-R (Dhalla, 2000). En utilisant le 3-amino triazole, un inhibiteur
de la catalase, il a été montré que 57% de 1’H202 mitochondrial était inhibé par catalase dans

des ceeurs de rats isolés (Nohl et Jordan, 1980).

Nos résultats montrent également une corrélation négative entre les niveaux de MDA et
les activités enzymatiques de la SOD et de la CAT. Ceci pourrait étre due a la consommation
rapide et a I’épuisement du stockage de ces enzymes pour lutter contre les radicaux libres
générés excessivement au cours de la phase de reperfusion et provoquant une importante

peroxydation lipidique. Il a été rapporté que le MDA dans I’étude de Noeman et al., que le
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MDA peut établir une liaison croisée avec les enzymes SOD et CAT ce qui explique leur

baisse d’activité (Noeman et al., 2011).

Par ailleurs, notre résultat de déplétion du GSH réduit en phase de reperfusion est
expliquée par sa consommation tant par son piégeage direct des radicaux libres que par sa
réparation des protéines oxydées ou par son implication dans les processus de conjugaison
et de détoxification des peroxydes assurés par la GPx et la GS-T. Ces résultats suggérent que
le GSH réduit pourraient constituer une premiére ligne de défense contre le stress oxydant
pendant I’I-R. Une étude a montré que les antioxydants hydrophiles tels que le glutathion,
ont ¢ét¢ diminués pendant 40 min de reperfusion, mais pas apres 1’ischémie. La formes
oxydée du GSH (GSSG) a été nettement augmentées au cours de la reperfusion dans les

ceeurs de rats isolés (Haramaki et al., 1998).

Nos résultats de déclin des activités de la SOD, de la CAT et du taux du GSH dans le
cceur ischémié concordent avec les données précédemment rapportées par Sudheesh et al.,
qui ont révélé une diminution des antioxydants dans le coeur ischémié aprés reperfusion et

que ce changement dépendait de la gravité de 1’ischémie-reperfusion (Sudheesh et al., 2010).

D’autre part, le changement affectant I’activité de la GS-T cardiaque suite a I’I-R ne
semble pas suivre celui des autres enzymes antioxydantes SOD et CAT. Bien au contraire,
nos résultats ont montré I’augmentation de son activité qui est positivement corrélée avec le
taux du MDA, ce qui peut justifier I’augmentation de son activité, car la GS-T est
extrémement efficace pour conjuguer le GSH avec les hydroperoxydes et les aldéhydes
toxiques issus de la peroxydation lipidique tels que le 4-hydroxynonénal et le MDA (Hayes
et McLellan, 1999). Notre résultat suggére que la GS-T n’a pas été épuis¢é comme 1’ont été
la SOD et la CAT et qu’elle représente un antioxydant enzymatique de seconde ligne de
défense. En plus, il a été¢ montré que la GS-T était activée in vitro et in vivo par les ERO

générés de maniere endogene ou pendant un état de stress oxydant (Aniya et Anders, 1989).

En effet, la sévérit¢ des dommages ischémiques, le niveau du stress oxydant qui en
résulte et ’interaction des antioxydants avec les ERO semblent déterminer I’efficacité des

antioxydants pour la cardioprotection (Dhalla, 2000).

De nombreuses études indiquent qu’une augmentation du contenu cellulaire en GSH

peut protéger contre les dommages ischémiques et ceux de la reperfusion. Abe et ses
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collaborateurs ont rapporté que le prétraitement du cceur de rat avec de la N-acétylcystéine
(NAC), un donneur du groupe sulfhydryl et stimule la production de glutathion, possede un
effet cardioprotecteur contre les dommages induits par I’I-R. Cette cardioprotection était
différente selon le mode d’administration. Il est nécessaire de maintenir la concentration

sanguine au début de la reperfusion pour obtenir I’effet bénéfique du NAC (Abe et al., 2008).

Dans le méme contexte, le traitement des cceurs perfusés par la propolis avant la phase
d’ischémie et pendant la phase de reperfusion a réduit significativement le stress oxydant
cardiaque par rapport aux cceurs ischémiés puis reperfusés. La diminution significative du
taux du MDA et I’augmentation de la défense antioxydante assuré par la SOD, la CAT et le

GSH réduit en témoigne.

Concernant la peroxydation lipidique, elle a ét¢ diminuée suite a I’ajout de la propolis
dans la solution de perfusion. Ceci est reflétée par un taux de MDA significativement
diminué par rapport aux cceurs ischémiés. Ce résultat explique le pouvoir antioxydant des
substances phénoliques bioactives de la propolis qui assurent le piégeage des ERO
susceptibles d’attaquer les lipides membranaires. En plus, la capacité des flavonoides a
interagir avec la membrane cellulaire, de part leur liposolubilité, leur confére le pouvoir

d’inhiber la chaine de réactions en cascade de la peroxydation lipidique (Saija et al., 1995).

Par conséquent, la propolis a préservé I’intégrité de la membrane cellulaire en diminuant
remarquablement la libération des enzymes cardiaques LDH et troponine-I. L’analyse
histologique a confirmé cet effet protecteur de la propolis par un aspect normal des
cardiomyocytes malgré la présence de quelques zones de nécrose focale. La propolis, a la
concentration de 50ug/mL, a limité considérablement les 1ésions cellulaires au niveau du
myocarde et ce grace a I’action directe de ses antioxydants. Cet effet protecteur est lié
proportionnellement a la quantité des antioxydants présente dans 1’extrait de propolis comme
I’a montr¢ le résultat de 1’examen histopathologique dans la deuxiéme partie expérimentale.
Donc, une augmentation de la dose de la propolis supplémenté au liquide de perfusion dans
ce modele d’ischémie pourrait avoir un meilleur effet de préservation du tissu cardiaque avec
un aspect histologique complétement normal. Ceci est en ligne avec 1’étude de Devi et al.
qui montre que le traitement de cceurs perfusés de rat soumis a une ischémie de 20 min suivie
de 40 min de reperfusion avec deux concentrations différentes 0,01 % et 0,05 % d’extrait
aqueux de Clerodendron colebrookianum montre une protection des Iésion tissulaire induits

avec une nette amélioration a la plus grande concentration (Devi et al., 2005).
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Par ailleurs, d’aprés nos résultats, la diminution du stress oxydant par la
supplémentation de la propolis a également été observé par I’augmentation significative des
activités enzymatiques de la SOD et de la CAT ainsi que I’¢lévation du taux de GSH réduit.
Ces antioxydants enzymatiques et non enzymatique de premiere ligne ont été restauré a leurs
valeur normale ou aucune différence significative par rapport au coeurs perfusés n’a été
remarquée. Ce résultat peut s’expliquer par 1’action antioxydante des polyphénols contenus
dans la propolis qui prévient la formation du MDA et qui protége les enzymes antioxydantes
de I’éventuelle liaison croisée avec le MDA (Noeman et al., 2011). La propolis renforce
I’activité antioxydante de la SOD et de la CAT. D’une autre part, Il est vrai que le taux du
GSH a été rétablit par la propolis mais cette augmentation n’est pas significativement
différente de celle observée dans le lot I-R. Ceci peut étre expliqué par le manque de
régénération de la forme réduite du GSH par la glutathion réductase ou que 1’équilibre du

rapport GSH/GSSG n’a pas été encore rétablit au bout de 60 min de reperfusion.

Nos résultats ont également montré une différence non significative de Iactivité de la
GS-T cardiaque par rapport aux ceeurs perfusés avec une diminution significative comparés
au cceurs ischémiés et reperfusés. Ce qui suggere un rétablissement de 1’activité a sa valeur
normale grace a la capacité de la propolis a piéger les ERO limitant ainsi la péroxydation
lipidique et réduisant de ce fait la formation du MDA et des hydroperoxydes conjugués par
la GS-T. Cette explication est appuyée par la corrélation positive entre le taux du MDA et

I’activité de la GS-T.

Nos résultats concernant le statut antioxydant apres traitement par la propolis sont en
ligne avec ceux observés dans 1’étude de Jiang et al., et celle de Devi et al., ayant mis en
évidence que I’extrait des flavonoides totaux de Dracocephalum moldavica L. et de 1’extrait
de feuille de Clerodendron colebrookianum protégent le cceur perfusé contre le stress
oxydant induit par I’I-R, en atténuant la production de MDA, renforcant I’activité de la SOD
et rétablissant le rapport GSH/GSSG (Devi et al., 2005; Jiang et al., 2014). Le méme résultat
a été observé dans 1’étude de Florian et al., qui a utilisé les isoflavones osajine et pomiferine

comme antioxydants (Florian et al., 2006).

D’autre part, dans les deux modéles d’ischémie cardiaque étudiés, I’éthanol a montré un
effet protecteur mais qui n’est pas significatif. L effet cardioprotecteur de 1’éthanol est li¢ a
la réduction de la peroxydation lipidique. En effet, dans la cellule, 1’éthanol est

principalement métabolisé par I’alcool déshydrogénase en acétaldéhyde qui est beaucoup
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plus réactif et cytotoxique que 1’éthanol lui-méme. L’acétaldéhyde est ensuite métabolisé
par ’aldéhyde déshydrogénase mitochondriale pour former de I’acétate et du NADH. Mais
les myocytes cardiaques n’expriment pas 1’alcool déshydrogénase et exprime 1’aldéhyde
déshydrogénase (ALDH2). Cette ALDH2 mitochondriale joue un réle cardioprotecteur
important (Chen et al., 2008) . Le mécanisme de la cardioprotection induite par ALDH2
contre 1’ischémie serait di a la réduction de la formation d’aldéhydes cytotoxiques tels que
le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et le malondialdéhyde (MDA). De cette facon, la
peroxydation lipidique est empéchée sur la membrane cardiaque, comme le montre une
diminution du taux de MDA dans le groupe éthanol par rapport au groupe ischémie. Cette
diminution est également observée dans la libération d’enzymes cardiaques telles que la

LDH, qui dépend de I’intégrité¢ de la membrane cellulaire.
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I. Matériel biologique

I.1. Animaux et entretien

Concernant le deuxiéme volet de ce travail relatif a 1’ischémie froide in vitro, il a été
réalis¢ d’une part sur des souris albinos males pesant entre 25 et 40 g et provenant de
I’Institut Pasteur d’Alger et d’une autre part sur des souris males C57BL6 pesant entre 21 et

26 g et provenant de Janvier (Le Genest-St-Isle, France).

Tous les animaux de laboratoire utilisés dans cette étude ont été logés dans des
conditions environnementales constantes (température de 22-25 °C et une photopériode de
12 h/24 h) et ayant libre acces a 1’eau et a la nourriture. Les expérimentations animales ont
été menées conformément aux normes éthiques approuvées par la Directive du Conseil de
la Communauté européenne (European Community Council Directive) du 24 novembre

1986 (86-609 / EEC) et le Décret du 20 octobre 1987 (87-848 / EEC).
I.2. Substance flavonoidique : Propolis

Le méme extrait éthanolique lyophilisé de la propolis a été utilisé pour ce deuxi¢me

volet d’étude.
II. Méthodes

I1.1. Solubilisation de la propolis

La propolis a été préparée quotidiennement dans 15 mL de solution de Krebs-Hensleit

(KH) a 4 °C, apres avoir été dissoute dans une concentration finale de 0,25% d’éthanol.
I1.2. Protocol expérimental de I’ischémie hypothermique in vitro

II.2.1 Sacrifice des souris

Pour ce volet d’étude, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale. Elles sont
rapidement disposées en décubitus dorsal. Une incision abdominale puis thoracique a été
réalisée. Les cceurs battants ont été rapidement excisés et plongés dans la solution de KH pH

7,4 a 4 °C et a laquelle une solution d’héparine (10 UI/mL) a été ajoutée afin d’éliminer le
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sang pouvant rester a I’intérieur des cavités cardiaques. Afin d’améliorer le ringage ; les
cceurs ont été perfusés manuellement par la solution de KH froide héparinée a I’aide d’une

seringue en suivant un débit de perfusion constant.
I1.2.2 Description du modele d’ischémie hypothermique in vitro

Les cceurs prélevés et rincés ont été préservé individuellement dans des petits pots de
polyéthyléne contenant chacun 15 mL de solution de KH (pH 7,4 ; 4 °C). La préservation a
été effectuée a froid (4 °C) et a duré 8 et 24 h ce qui correspond a une période d’ischémie
hypothermique statique courte et prolongée respectivement. La propolis a été supplémentée

selon le protocole détaillé ci-dessous (figure 25) :

Groupe Témoin i - Flistopat .
. . Ischémie 30 min
Groupe Temoin >
Solution KH 4°C, pH 7,4
Mesure LDH, CPK et Troponine |
- . Ischémie globale 8 heures Evaluation du Stress Oxydan

Groupe Ischémie froide B Evale tress Oxydant N
Solution KH 4°C, pH 7,4 Histopathologie

Groupes traités
Solution 5K + éthanol
+ propolis 50pg/ml
150pg/mi
250ug/mi

Mesure LDH, CPK et Troponine |

- . Ischémie globale 24 heures m
Groupe Ischémie froide 8 >

Solution KH 4°C, pH 7,4

Groupes traités
Solution SK + éthanol
+ propolis 50ug/ml
150pg,/ml
250pg/mi

Mesure LDH, CPK et Troponine |

Figure 25: Description des différents groupes expérimentaux du modele d’ischémie

hypothermique

Groupe Témoin (Sham) (n=16) : les cceurs ont été rapidement prélevés, rincés du sang
avec du NaCl a 0,9%. Les biomarqueurs du stress oxydant ainsi que les parametres
mitochondriaux ont été évalués. Pour les biomarqueurs de I’intégrité cardiaque libérés des
cceurs, une comparaison a été faite avec un groupe témoin, ou les cceurs sont conserveés

brievement pendant 30 minutes dans 15 mL de solution de KH a 4 ° C.
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Groupe Ischémique (ischémie) (n = 16) : les coeurs ont été¢ soumis a 8 et 24 h de
préservation hypothermique dans 15 mL de la solution de KH (pH 7,4, 4° C) non

supplémentée en propolis.

Groupes de propolis (P1, P2 et P3) (n = 48) : les cceurs ont €té préservés pendant 8§ et
24 h dans 15 mL de la solution de KH (pH 7,4, 4° C) supplémentée de propolis a des

concentrations croissantes (50, 150 et 250 pg/mL).

Groupe Véhicule éthanol (E) (n = 16) : Pour évaluer I’effet spécifique de 1’éthanol,
considéré comme véhicule solubilisant la propolis, les cceurs ont été préservés dans 15 mL

de la solution de KH (pH 7,4, 4° C) supplémentée uniquement d’éthanol (0,25%).
IL.3. Préparation de la fraction cytosolique

A la fin de la période d’ischémie hypothermique, des échantillons de tissus cardiaques

ont été prélevés pour 1’étude histopathologique.

Le reste du tissu cardiaque a été pes€, coupés en petits morceaux, immergés dans trois
volumes du tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4 a 4 °C) contenant du KCl (1,17 %), puis
homogénéisé au moyen d’un homogénéiseur ULTRA-TURRAX (IKA T10, position 6).

Un volume de 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA 5 %) est additionné au méme
volume de ’homogénat brut et centrifugé a 4 °C pendant 10 min a 4000 tpm. Le surnageant

résultant est utilisé pour le dosage du glutathion réduit.

Le reste de I’homogénat brut a été centrifugés a 4 °C pendant 15 minutes a 4000 tpm.
Une partie du surnageant a été utilisé pour le dosage du MDA et des produits avancés
d’oxydation protéique cardiaques (AOPP). Le reste du surnageant a été centrifugé a 4 °C
pendant 45 min a 10000 tpm. Le surnageant résultant a été utilisé pour 1’estimation de
I’activité des enzymes antioxydantes. La teneur du tissu cardiaque en protéines a été

déterminée par la méthode de Bradford (cf page 63) (Bradford, 1976).

Pour 1’évaluation des parametres mitochondriaux 1’homogénéisation des tissus

cardiaques sera détaillée dans la section suivante
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I1.4. Détermination des dommages oxydatifs aux lipides et aux protéines
11.4.1. Evaluation de la peroxydation lipidique

Le taux du MDA au niveau du tissu cardiaque a été mesuré selon la méthode

colorimétrique de (Ohkawa et al., 1979) (cf page 59).
11.4.2. Evaluation de I’oxydation protéique

Le niveau de ’oxydation des protéines au niveau du tissu cardiaque a été¢ évalué en
mesurant les produits avancés d’oxydation protéique (AOPP Advanced Oxidation Protein

Products) quantifiés par une méthode spectrophotométrique décrite par (Witko-Sarsat et al.,

1996).

0,2 mL du surnageant a été dilué¢ dans le tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) et mélangé
avec 0,1 mL d’iodure de potassium (1,16 M). Deux minutes plus tard, 0,2 mL d’acide
acétique glacial a été ajouté et le mélange a été centrifugé a 3500 x g pendant 15 minutes a

4 °C. L’absorbance de 1’¢chantillon en dessous de la phase lipidique a été mesurée a 340 nm.

La teneur du tissu cardiaque en AOPP a été calculée en utilisant le coefficient
d’extinction et exprimée en nmole/mg de protéines. Elle est déterminée a I’aide de la formule

suivante :

Fd
& XL XC protéines

Taux d’AOPP = DO X

DO : Densité optique de I’échantillon a 340 nm.
At : intervalle de temps en minute.

Fd : Facteur de dilution (V#/Ve) ou V¢ : Volume total de milieu réactionnel, Vs : Volume

du surnageant.
&: Coefficient d’extinction molaire de I’AOPP (261 mM™! cm™).
L : Longueur de la cuve utilisée (L = 1 cm).

C protéines : Concentration des protéines (mg/g de tissu).
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IL.S. Evaluation du statut antioxydant

I1.5.1. Evaluation de ’activité de la superoxyde dismutase

L’activité de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD) a été évaluée selon la méthode de

(Beauchamp et Fridovich, 1971) (cf page 60).
I1.5.2. Evaluation de ’activité de la catalase (CAT)
L’activité de la CAT a été mesurée selon la méthode de (Clairborne, 1985) (cf page 60).
I1.5.3. Dosage du glutathion

La méthode de (Ellman, 1959) a été adoptée pour 1’évaluation du taux du glutathion

cytosolique cardiaque (cf page 61).
11.5.4. Evaluation de ’activité de la Glutathion S-Transférase

L’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase a été déterminée selon la méthode

décrite par (Habig et al., 1974) (cf page 62).

I1.6. Evaluation des parametres mitochondriaux sur le modéle d’ischémie

hypothermique

I1.6.1. Isolement des mitochondries cardiaques

Le tissu des cceurs préservés dans la solution de KH (tissu de cceurs sains pour le groupe
témoin) a été finement coupé sur une plaque froide en acier inoxydable (déposée sur un bac
de glace) puis homogénéisé (homogénéisateur Polytron réglé a 1500 tpm) dans un tampon
(4 °C, pH 7,4) contenant 220 mM mannitol, 70 mM saccharose, 10 mM Hepes, ] mM EGTA
et 30% d’albumine sérique bovine (BSA) libre d’acide gras.

L’¢chantillon a d’abord été centrifugé a 4 °C pendant 5 minutes a 3000 tpm (Sorvall
RC-5C Plus), le surnageant a été ensuite centrifugé a 10 000 tpm pendant 10 minutes. Le
culot contenant les mitochondries a été finalement mis en suspension dans le tampon
d’homogénéisation duquel I’EGTA et la BSA ont été ¢éliminés. La suspension

mitochondriale a été conservée dans la glace jusqu’a ce que les parameétres mitochondriaux
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soient testés. Les concentrations en prot€ines ont été déterminées par le réactif de dosage

Advanced Protein (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

I1.6.2. Respiration mitochondriale

La mesure de la consommation mitochondriale d’oxygene est réalisée immédiatement
aprés 1’isolement des mitochondries a I’aide d’une chambre hermétique équipée d’une
micro-¢lectrode a oxygene de Clark calibrée (Oxygraph, Hansatech EUROSEP instruments/
Logiciel Oxyg32) (Woodman et al., 2014). La mesure de la consommation d’oxygene est

réalisée a 30 °C sous agitation.

Le calibrage de I’¢lectrode est réalisé avec une solution d’eau distillée laissée a 1’air
ambiant, correspondant a notre concentration maximum en oxygene. La valeur 0 est obtenue

en utilisant une solution d’eau distillée bullée a I’azote pour éliminer I’oxygeéne présent.

Dans un volume total de 500 pl, le tampon de respiration (50 mM saccharose, 100 mM
KCl, 10 mM Hepes, 5 mM KH2POs4, pH 7,4) est mis dans la cuve, les mitochondries sont
ensuite ajoutées (0,2 mg de protéines/mL). 2,5 ul de glutamate/malate (G/M 1 M, substrats
du complexe I) est ajouté afin d’initier la respiration des mitochondries par activation de la
chaine respiratoire (stade 2 ou V2). La cuve est fermée et I’enregistrement de la mesure de

la consommation d’oxygene est entamée.

Au bout d’'une minute, la consommation d’oxygene est accélérée par ajout de 2,5 ul
d’ADP (0,2 M) dans la cuve a I’aide d’une seringue (Hamilton) afin de provoquer la synthése
d’ATP (stade 3 ou V3). Apres 2 a 3 min, 1pl de carboxyatractyloside (CATR 1 mM,
inhibiteur de la ADP/ATP translocase) est ajouté pour stopper la consommation d’ADP et
la synthése d’ATP, la vitesse de consommation d’oxygene est réduite et devient équivalente

a celle du stade 2 (stade 4 ou V4) (figure 26).

Cette consommation d’oxygene est exprimée en nmoles d’O2/min/mg de protéines
mitochondriales. Le coefficient respiratoire (CR ou RCR respiratory control ratio) qui
correspond au couplage entre la consommation en oxygene et la synthese d’ATP par la
mitochondrie est calculé. Il est défini comme le rapport stade 3/stade 4 (V3/V4). Un bon état
de fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale est témoigné par une valeur

importante de ce CR.
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A G/M ADP CATR

Concentration en oxygéne

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4

Temps
Figure 26: Représentation schématique des stades de respiration en fonction du temps.

La respiration mitochondriale est initiée par [’ajout de glutamate/malate (G/M) (passage de de stade 1 a 2)
puis elle est accélérée par [’ajout de I’adénosine diphosphate (ADP) permettant la synthése d’ATP (stade 3).
Cette synthese est stoppée et la consommation en oxygene est ralentie (stade 4) par ['ajout de
carboxyatractyloside (CATR). Le coefficient respiratoire (CR) est le rapport de la consommation

mitochondriale en oxygene entre le stade 3 et le stade 4.

11.6.3. Capacité de rétention du calcium (Pulse calcique)

La capacité de rétention calcique mitochondriale (CRC) est définie comme la quantité
de calcium nécessaire a 1’induction de 1’ouverture du pore de transition de perméabilité
mitochondriale (PTPm) aprés additions successives et réguliéres de calcium (Woodman et

al., 2014).

Les mouvements du calcium dans le milieu extramitochondrial sont visualisés a 1’aide
d’une sonde « calcium green » qui émet de la fluorescence en présence de calcium. La
libération massive du calcium par les mitochondries marque 1’ouverture du PTPm. La CRC
est mesurée a I’aide d’un spectrofluorimetre (Perkin-Elmer SA LS50B longueur d’onde
d’excitation 506 nm, longueur d’onde d’émission 532 nm) thermostaté¢ et muni d’un

agitateur électromagnétique.

Dans un volume total de 300 pl, le tampon de respiration (50 mM saccharose, 100 mM

KCI, 10 mM Hepes, 5 mM KH2PO4, pH 7,4) est mis dans la cuve en quartz, 1 pl de Ca*
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green (0.5 mM). Les mitochondries sont ensuite introduites dans la cuve (0,8 mg de

protéines/mL). L’enregistrement de la mesure est alors initié.

Apres 50 secondes d’enregistrement 1 pl de G/M (1 M) est ajouté. A la fin de cette
période de pré-incubation (100 secondes) la suspension regoit un pulse de 1 pl de CaClz
(3mM) toutes les 30 a 60 secondes, cette injection de Ca?* est associé a un enregistrement
d’un pic de fluorescence dans le milieu extramitochondrial. Le calcium est rapidement capté
par les mitochondries, ce qui se traduit par un retour rapide de la fluorescence au niveau
basal. Apres une surcharge calcique suffisante, la fluorescence augmente rapidement ce qui
indique un relargage massif et irréversible de Ca** par les mitochondries df a I’ouverture du

PTPm.

La quantité de Ca?" nécessaire pour obtenir cette transition de perméabilité
mitochondriale (CRC), exprimée en nmole CaClo/mg de protéines, est utilisée comme

indicateur de la susceptibilité d’ouverture du PTP lors d’une surcharge calcique.

La figure 27 montre un exemple de I’enregistrement de la CRC par des mitochondries

saines.
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Figure 27: Courbe typique de mesure de la capacité de rétention calcique des

mitochondries (CRC).

Une augmentation de la fluorescence est enregistrée aprés chaque administration de 3 mM de CaCly. Le Ca®*
est immédiatement capté par les mitochondries, avec un retour de la fluorescence vers la ligne de base. Apreés
une surcharge calcique suffisante, on assiste a une libération massive de calcium par les mitochondries et une

augmentation de la fluorescence correspondant a I’ouverture du pore de transition de perméabilité.
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11.6.4. Mesure de la production des ERO

La mesure d’H20: extramitochondrial est admise comme un indicateur de la production
mitochondriale d’ERO. Les radicaux O2™ produits par la chaine de transfert des électrons
sont immédiatement convertis en H20O2 sous ’effet de la superoxyde dismutase
mitochondriale (Mn-SOD) et deviennent rapidement indétectables. Les molécules d’H202
ont la capacité de traverser la membrane mitochondriale et servent ainsi d’indicateur

stoechiométrique de la production de ROS mitochondriaux.

La détermination de la production d’ERO (génération de H202) est basée sur I’oxydation
de la N-acétyl-3,7-dihydroxyphénoxazine (Amplex Red) par du H202 en présence de la
Peroxydase de Raifort (Horse Radish peroxydase HRP), qui génére de la résorufine, un
produit fortement fluorescent ( Mohanty et al., 1997 ; Lo lacono et al., 2011).

1 pl d’Amplex red (5 mM) et 1ul d’HRP (500 U / mL) ont été ajoutés aux tampon de
respiration (50 mM saccharose, 100 mM KCI, 10 mM Hepes, 5 mM KH2POu, pH 7,4). Pour
un volume total de 500pul, les mitochondries fraichement isolées (0,2 mg / mL de protéines)
sont ensuite introduites et maintenues a 30 °C. I’enregistrement de la fluorescence est alors
entamé. Apres addition de substrat respiratoire (G/M ou succinate, 1 M), les mitochondries

génerent du superoxyde qui est converti de manicre endogeéne en H20x.

L’augmentation de la fluorescence correspondant a I’¢lévation de la production de H202
qui a été suivie au cours du temps en utilisant un spectromeétre a fluorescence (Perkin-Elmer

SA LS 50B, longueur d’onde d’excitation 563 nm, longueur d’onde d’émission 587 nm).

Le systéme de données FLWin Lab (Perkin-Elmer) a ét¢ utilisé pour estimer AH202 en
présence ou en absence de 1 ul de roténone ou d’antimycine (1 mM, inhibiteurs des
complexes mitochondriaux I et III respectivement) en mesurant la pente de la courbe de

fluorescence. Les résultats sont exprimés en nmole/min/mg de protéines mitochondriales.

La figure 28 montre un exemple de I’enregistrement de la production de H20:2 par des

mitochondries sham.



Modeéle in vitro d’ischémie cardiaque hypothermique Mateériel et Méthodes

A
Antimycine
v
o Roténone
e
g v
4 Mitochondries
S G/M
[T
3 v
p=
[}
c
g
£
1 1 >
200 400 600 800 Temps

Figure 28: Exemple typique d’enregistrement de la production de H2O: par les

mitochondries.

L’ augmentation de l'intensité de fluorescence apres I’ajout des mitochondries indique une production d’H>O,
par les mitochondries en présence de G/M ou de succinate. Apres I’ajout de la roténone (1 mM), le flux inverse
d’électrons vers le complexe I de la chaine respiratoire est inhibé. Par conséquent, la production d’H>O,
diminue, ce qui est détecté ici par une moindre intensité de fluorescence. Apres [’ajout de ’antimycine (1 mM),
le complexe III est inhibé résultant d’une production massive d’H,O; détectée ici par une intensité de

fluorescence plus importante.
I1.7. Evaluation des parametres biochimiques cardiaques

Apres 8 et 24 heures d’ischémie hypothermique, ’activité de la LDH et la CPK ont été
¢valuées dans la solution de conservation en utilisant des kits commerciaux (spinreact et
bioSystems, Espagne). Cette mesure enzymatique a été réalisée par un analyseur automatisé

(SELECTRA PRO S).

La troponine I libérée dans la solution de conservation a également été¢ dosée dans la
solution de préservation par VIDAS troponine I haute sensibilité¢ en utilisant la technique

ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay).
I1.8. Analyse histopathologique

Des échantillons de cceurs de souris appartenant aux différents lots expérimentaux ont

¢été fixés dans du formaldéhyde 10 %. Apres 1’étape d’inclusion des coupes de Spum ont été
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colorées a I’hématoxyline-€¢osine (H&E) puis observées en utilisant le microscope optique
(Olympus C 41) muni d’un appareil photo intégré (Zoom 6 Méga pixel) permettant la

numérisation des images des coupes histologiques agrandies quatre cent fois (400 x).
I1.9. Analyse statistique

Toutes les données ont été exprimées en moyenne + S.E.M., I’analyse statistique a été
réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5.01. Les différences entre les groupes ont été
analysées a I’aide de ’analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie des tests de
comparaison multiple de Tukey. Un p <0,05 a été considéré comme statistiquement

significatif.
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II1. Résultats

II1.1. Protection du cceur ischémique des dommages oxydatifs par la propolis
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Figure 29: Effet de la supplémentation en propolis sur I’oxydation des lipides et des

protéines lors d’une ischémie hypothermique.

(4), (B) oxydation de lipides ; (C), (D) oxydation des protéines. Pour l’ischémie hypothermique, les coeurs ont
eté conservés dans la solution de KH a 4 °C pendant 8 et 24 h. Les ceeurs ischémiques ont été traités avec des
concentrations croissantes de propolis (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mL) et d’éthanol (E) 0,25% comme
véhicule. Le groupe Sham n’a pas été soumis a une ischémie hypothermique prolongée. Chaque barre
represente la moyenne = S.E.M. de cing souris. Les données ont été analysées par le test d’ANOVA a un facteur
suivi du post-test de Tukey (# : significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du
groupe I-R ; * : significativement différent du groupe E. p <0,05).

La cardiotoxicité¢ induite par 1’ischémie froide prolongée a été confirmée par une
augmentation significative (p <0,05) de I’oxydation des lipides et des protéines du myocarde
(figure 29). En effet, les taux de MDA et d’AOPP a 8 et 24 h d’ischémie étaient
respectivement de 0,282 £+ 0,010 et 0,255 + 0,010 nmole/g de tissu cardiaque et de 32.79 +
1,87 et 44,67 £ 2,31 mmole/g de protéines, contre 0,081 + 0,014 nmole/g de tissu cardiaque
et 14,85 + 0,92 mmole/g de protéines du groupe sham.
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Cependant, la supplémentation de la solution de conservation en propolis aux trois
concentrations testées a empéché significativement (p<0,05) I’augmentation de la formation
de MDA dans le cas de 8 h d’ischémie (0,135 + 0,011, 0,051 + 0,003 et 0,042 + 0,005
nmole/g de tissu cardiaque) (figure 29A) et dans le cas de 24 h d’ischémie (0,130 £ 0,005,
0,036 + 0,002 et 0,031 = 0,006 nmole/g de tissu cardiaque) (figure 29B). Il est a noter que
le taux de MDA observé en présence des deux concentrations les plus élevées de propolis

¢tait plus faible que dans les cceurs sains (sham).

De méme, la teneur en AOPP dans les trois groupes de propolis a diminué
significativement (p <0,05) par rapport au groupe ischémie et la meilleure valeur réduite
(16.65 = 0.15 mmole/g de protéine dans le cas de 8 h d’ischémie et 19,39 + 1,51 mmole/g
de protéine dans le cas de 24 h d’ischémie) a été obtenue avec la plus forte concentration
(P3) de propolis qui n’a montré aucune différence significative par rapport au groupe sham

(figure 29C et D).

II1.2. Restauration de I’activité enzymatique de la SOD et de la CAT par la

propolis

Comparativement au groupe témoin, il apparait clairement que les activités
enzymatiques de la SOD et de la CAT augmentent significativement (p <0,05) aprés 24
heures d’ischémie hypothermique de 313,2 £ 4,8 et 0,0126 + 0,0004 Ul/mg de protéine a
518,3 + 56,2 et 0,0255 + 0,0046 Ul/mg de protéine, respectivement (figure 30 B, D). Dans
le cas de 8 h d’ischémie (figure 30 A, C), ’augmentation des activités enzymatiques SOD
et CAT a été également observée mais elle n’est significative que pour la CAT (0,0147 +
0,0030 Ul/mg de protéine contre la valeur du groupe sham qui est de 0,0126 + 0,0004 Ul/mg

de protéine).

Par ailleurs, les trois concentrations supplémentées de propolis ont rétabli
significativement (p <0,05) le niveau normal d’activité de SOD et de CAT, constaté chez le
groupe sham pour les deux périodes d’ischémies hypothermique (428,3 = 25,51 et 351,6
28,28 Ul/mg de protéine correspondant a ’activité de la SOD a 8 et 24 h respectivement et
0,0049 £ 0,0006 et 0,0053 + 0,0056 Ul/mg de protéine correspondant respectivement a
I’activité de la CAT a 8 et 24 h.
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Figure 30: Effet de I’ischémie froide et de la supplémentation en propolis sur les

niveaux de la superoxyde dismutase et de la catalase du myocarde.

(4), (B) superoxyde dismutase ; (C), (D) catalase. Pour l’'ischémie hypothermique, les cceurs ont été conserves
dans la solution de KH a 4 °C pendant 8 et 24 h. Les cceurs ischémiques ont été traités avec des doses
croissantes de propolis (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mlL) et de 1’éthanol (E) 0,25% comme véhicule. Le
groupe Sham n’a pas été soumis a une ischémie hypothermique prolongée. Chaque barre exprime la moyenne
+ S.E.M. de cing souris. Les données ont été analysées avec le test d’ANOVA a un facteur suivi du post-test de
Tukey (# : significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du groupe I-R; * :
significativement différent du groupe E. p <0,05).

I11.3. Restauration du taux du GSH et de ’activité de la GS-T par la propolis

La figure 31A, C montre que l’ischémie froide de 8 h et de 24 h a réduit
significativement le taux du GSH cardiaque (0,58 + 0,05 et 0,59 + 0,03 pmole/g de tissu
respectivement) comparé¢ au groupe Sham (1,35 £ 0,05 pmole/g de tissu). Cette déplétion du
GSH est accompagnée par une augmentation non significative (p > 0,05) de I’activité de la
GS-T (0,079 + 0,005 et 0,087 + 0,009 respectifs a 8 et 24 h d’ischémie froide) contre 0,064
+ 0,005 Ul/mg de protéine pour le groupe Sham (figure 31B, D).
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Figure 31: Effet de I’ischémie froide et de la supplémentation en propolis sur les

niveaux du glutathion réduit et de la glutathion S-transférase du myocarde.

(4), (B) glutathion réduit ; (B), (C) glutathion S-transférase. Pour l’ischémie hypothermique, les ceeurs ont été
conserves dans la solution de KH a 4 °C pendant 8 et 24 h. Les cceurs ischémiques ont été traités avec des
doses croissantes de propolis (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mlL) et de l’éthanol (E) 0,25% comme véhicule.
Le groupe Sham n’a pas été soumis a une ischémie hypothermique prolongee. Chaque barre exprime la
moyenne + S.E.M. de cing souris. Les données ont été analysées avec le test d’ANOVA a un facteur suivi du
post-test de Tukey (# : significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du groupe
I-R ; * : significativement différent du groupe E. p <0,05).

Comparé¢ au groupe I-R, la supplémentation de la solution de préservation par la propolis
a provoqué une légere ¢élévation mais qui reste non significative du taux de GSH. Cette
augmentation devient significative a la concentration de 250 pg/mL de propolis (0,82 + 0,08
et 0,88 £ 0,09 umole/g de tissu respectifs a 8 et 24 h d’ischémie). Ces valeurs restent
significativement différentes du taux normal de GSH du groupe Sham (figure 31A, C).

Quant a I’activité de la GS-T, la propolis a diminué 1’activité de la GS-T par rapport au

groupe I-R d’une facon significative a la concentration de 250ug/mL pour 8 h d’ischémie
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(0,041 £ 0,001 Ul/mg de protéine) et aux trois concentrations pour le cas de 24 h d’ischémie
(0,053 £ 0,008 ; 0,051 + 0,004 et 0,049 + 0,004 Ul/mg de protéine). Ces valeurs d’activité
enzymatiques ne montrent pas de différences significatives par rapport a celle du groupe
Sham (0,064 £ 0,005 Ul/mg de protéine) correspondant ainsi a une restauration de 1’activité

de GS-T a sa valeur normale (figure 31B, D).
I11.4. Effet de 1a propolis sur la respiration mitochondriale

La fonction mitochondriale a été évaluées en enregistrant la vitesse de respiration
mitochondriale aux stades 2 (oxydation du substrat G/M, V2), 3 (ajout d’ADP, V3) et 4 (ajout
de CATR).

Les variations de la V2 reflétent les modifications de la perméabilité de la membrane
mitochondriale interne aux protons ou aux ions et permet, conjointement avec le calcul du
CR (puisque la V4 est similaire a la V2), de déterminer 1’efficacité de la phosphorylation de
I’ADP dans les mitochondries. Les modifications de Vs reflétent la capacité maximale de la

chaine respiratoire et le taux de production d’ATP.

Les mitochondries extraites de cceurs ayant subis une ischémie hypothermique de 24
heures n’ont pas montré de variation significatives des vitesses de respiration au stade 2 et
4. Par contre, la vitesse de respiration au stade 3 (V 3) a été significativement diminué de 38
% par rapport a celle des mitochondries saines (figure 32A). Le coefficient de respiration a
¢été également diminué significative de 31 % comparées aux mitochondries saines (3,23 +

0,44 contre 4,74 = 0,51 respectivement) (figure 32B).

Lorsque la propolis a la plus basse concentration (50pg/mL) a été supplémentée a la
solution de préservation, 1I’ischémie froide de 24 heures endommageait moins les fonctions
mitochondriales. En effet, la vitesse de respiration au stade 3 a été significativement
augmenté de 26 % par rapport a celle des mitochondries isolées de coeurs ischémiés sans
supplémentation (figure 32A). Cette augmentation est, par conséquent, reflétée par
I’augmentation du coefficient de respiration ou la différence de sa valeur par rapport a celle
du CR des mitochondries saines est non significative (3,71 + 0,19 contre 4,77 + 0,53
respectivement) (figure 32B). Il est a noté que les vitesses V2 et Va4 n’ont pas été affectées

par la supplémentation de propolis a cette concentration (figure 32A).
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Figure 32: Variations des vitesses et des coefficients de respiration des mitochondries

1solées de ceeurs ischémiques et traités par la propolis.

Les vitesses (A) et les taux des coefficients de respiration mitochondriale (B) ont été évalués dans les
mitochondries isolées des ceeurs soumis a une ischémie hypothermique prolongée de 24 h en [’absence ou en
présence de concentrations de propolis supplémentées (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mL) et éthanol (E)
0,25% comme véhicule. La vitesse de respiration mitochondriale (V3) a été initiée par [’addition du
glutamate/malate, substrat du complexe I, suivie de I’addition de I’ADP afin d’accélerer la respiration (V3) et
assurer la synthése de I’ATP. Cette derniére est stoppée par le CATR et la vitesse est ralentie (V). Le coefficient
de respiration mitochondriale (CR) correspond au rapport V3/V,Chaque barre exprime la moyenne £ S.E.M.
de trois experiences indépendantes. Les données ont été analysées par [’analyse ANOVA a un facteur suivi de
post-test de Tukey (# : significativement différent des cceurs sham ; § : significativement différent des coeurs

ischémiques sans supplémentation).

Toutefois, la supplémentation de la solution de préservation par les deux concentrations
les plus ¢élevées de propolis (150 et 250 ug/mL) n’ont pas affecté les vitesses de respiration
V2 et V4. Mais elles ont diminué de 29 et 38 % respectivement la vitesse de respiration au

stade 3 (figure 32A), ceci se refléte par conséquent sur le taux du coefficient de respiration
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qui montre une diminution significative de 33 % et de 32 % par rapport a celui des
mitochondries saines et aucune différence significative par rapport celui des mitochondries
ischémiées sans supplémentation (3,14 + 0,30 et 3,19 + 0,10 contre 3,23 + 0,44

respectivement) (figure 32B).

Concernant, la supplémentation en éthanol, elle n’influengait pas la vitesse de
respiration des mitochondries cardiaques isolées aux stade 2 et 4 mais elle diminuait de 32
% la vitesse V3 (figure 32A) et la valeur du CR d’une fagon significative par rapport aux

mitochondries saines (3,16 + 0,20 contre 4,74 + 0,51 respectivement) (figure 32B).
II1.5. Réduction de la production mitochondriale des ERO par la propolis

Les mitochondries ont été isolées a partir de cceurs ischémiques qui ont été exposés a
24 h d’ischémie hypothermique dans une solution de KH additionnée de trois concentrations
de propolis. La production des ERO a partir des mitochondries isolées a ¢té induite par
’addition de substrats du complexe I (glutamate/malate) de la chaine de transport d’¢électrons
(figure 33). Dans ce cas, aucune différence significative dans le taux de génération de H202
n’a été observée entre les groupes ischémiques et Sham (0,055 + 0,006 et 0,048 + 0,006
nmole de H202/min/mg de protéine, respectivement). La remarque est similaire en présence
de roténone (0,306 + 0,074 nmole H202/min/mg contre 0,301+ 0,0805). Cependant, 1’ajout
de propolis, et surtout a 250pg/mL, a la solution de préservation a diminué de maniére
significative le taux de production de H202 (0.010 + 0.003 nmole H2O2/min/mg de protéine)
comparée au groupe ischémie (figure 33A). Il est de méme en présence de roténone, le
groupes propolis (150 et 250pg/mL) ont montré des taux de production de H202 (0,1109 +
0.0155 et 0.100 £ 0.0100 nmole H202/min/mg de protéine) significativement diminués par
rapport au groupe ischémie (figure 33B).
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Figure 33: Variation de la production de peroxyde d’hydrogene a partir des

mitochondries respirant sur glutamate/malate en absence ou en présence de roténone.

Le taux de production de H>O; a été évalué au cours du temps dans les mitochondries isolées des coeurs
soumis a une ischémie hypothermique prolongée en [’absence ou en présence de concentrations de propolis
supplémentées (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mL) et éthanol (E) 0,25% comme véhicule. La production de
H>0; a été induite par I’addition du substrat glutamate/malate (4) du complexe I et en présence de roténone,
inhibiteur du complexe I de chaine respiratoire mitochondriale (B). Les domnées sont présentées en
pourcentage du groupe témoin (mitochondries du coeur non traité). Les valeurs témoins sont 0,055 + 0,000,
0,306 £ 0,074 nmole H>O»/min/mg de protéine correspondant a (4), (B) respectivement. Chaque barre exprime
la moyenne £ S.E.M. de trois expériences indépendantes. Les données ont été analysées par I’analyse ANOVA
a un facteur suivi de post-test de Tukey (# : significativement différent des cceurs sham ; § : significativement

différent des cceurs ischémiques sans supplémentation. p <0,05).

Dans une seconde expérience, la chaine respiratoire mitochondriale a été alimentée avec
du succinate (substrat du complexe II) (figure 34). Cela généere une grande quantité de H202

(0,339 + 0,050 nmole H202/min/mg de protéines) par rapport a I’effet observé avec le

101



Modeéle in vitro d’ischémie cardiaque hypothermique Résultats et Interprétation

glutamate/malate (0,055 + 0,006 nmole H202/min/mg protéine). Dans ces conditions (figure
34A), les mitochondries isolées a partir de cceurs ischémiques ont montré une légere
augmentation du taux de H202 (0,358 + 0,049 nmole H202/min/mg de protéine) par rapport
aux mitochondrie saines mais cet effet n’était pas significatif. Toutefois, les trois
concentrations de la propolis réduisent significativement le taux de H2O2 généré par les
mitochondries (0.114 + 0.017, 0.151 £+ 0.001 et 0.111 £ 0.045 nmole H202/min/mg de

protéine correspondant a 50, 150 et 250 pg/mL de propolis, respectivement).

L’effet de la propolis sur la production des ERO a également ¢été testé en présence de la

roténone et d’antimycine, qui inhibent le complexe I et le complexe III, respectivement.

Quand La roténone a été ajoutée a des mitochondries isolées a partir de cceurs
ischémiques et nourries avec du succinate (figure 34B), le taux de production de H20:2 a
diminué comme prévu a 0,156 = 0,013 et 0,201 + 0,038 nmole de H2O2/min/mg de protéine,
respectivement. La présence de propolis dans la solution de préservation a renforcé cette
diminution (0,091 = 0,019, 0,099 + 0,013 et 0,088 + 0,035 nmole H202/min/mg de protéine

correspondant aux concentrations de propolis de 50, 150 et 250 pg/mL, respectivement).

Comme attendu, en présence d’antimycine (figure 34C), une grande quantité¢ de H202 a
¢été produite par les mitochondries du groupe Sham (0,654 + 0,053 nmole H202/min/mg
protéine) ou dans les mitochondries isolées de cceurs ischémiques (0,707 + 0,027 nmole
H202/min/mg protéine). Dans ces conditions, la propolis joue un role bénéfique puisqu’elle
réduit le taux de production de H202 a 0,450 + 0,008 et 0,412 + 0,040 nmole H202/min/mg

de protéine a des concentrations respectives de propolis de 150 pg/mL et 250 pg/mL.
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Figure 34: Variation de la production de peroxyde d’hydrogene a partir des
mitochondries respirant sur succinate en absence ou en présence de roténone et

d’antimycine.

Le taux de production de H>O: a été évalué au cours du temps dans les mitochondries isolées des coeurs soumis
a une ischémie hypothermique prolongée en [’'absence ou en présence de concentrations de propolis
supplémentées (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mL) et éthanol (E) 0,25% comme véhicule. La production de
H>0; a été induite par I’addition du substrat succintae (4) du complexe II et en présence de roténone (B) et
d’antimycine (C) (inhibiteurs du complexe I et le complexe III respectivement). Les données sont présentées
en pourcentage du groupe témoin (mitochondries du cceur non traité). Les valeurs témoins sont 0,339 + 0,050,
0,156 £0,013 et 0,654 + 0,053 nmole HO»/min/mg de protéine correspondant a (4), (B) et (C) respectivement.
Chaque barre exprime la moyenne = S.E.M. de trois expériences indépendantes. Les données ont été analysées
par analyse ANOVA a un facteur suivi de post-test de Tukey (# : significativement différent des cceurs sham

; § . significativement différent des coeurs ischémiques sans supplémentation,).
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I11.6. Effet de la propolis sur la capacité de rétention du calcium
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Figure 35: Variation de la capacité de la rétention du calcium au niveau des

mitochondries isolées de coeurs ischémiques et traités.

La capacité de la rétention du calcium a été évaluée dans les mitochondries isolées des cceurs soumis a une
ischémie hypothermique prolongée de 24 h en l’absence ou en présence de concentrations de propolis
supplémentées (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mL) et éthanol (E) 0,25% comme véhicule. La surcharge de
calcium nécessaire pour induire ['ouverture du PTPm au niveau des mitochondries isolées et mises en
suspension en présence de glutamate/malate a été induite par des pulses de 1 ul de CaCl, (3mM) toutes les 30
a 60 secondes. Les données sont présentées en nombre de pic de fluorescence dans le milieu
extramitochondrial. Chaque barre exprime la moyenne £ S.E.M. de trois expériences indépendantes. Les
données ont été analysées par I’analyse ANOVA a un facteur suivi de post-test de Tukey (# : significativement

different des coeurs sham ; § : significativement différent des coeurs ischémiques sans supplémentation,).

D’aprés les résultats de la figure 35, la préservation prolongée des cceurs a basse
température augmente la vulnérabilité du PTPm a I’ouverture suite a une surcharge calcique,

ceci est exprimé par la réduction significative de nombres de pics de fluorescence dans le
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milieu extramitochondrial (2.5 £ 0.5 par rapport a 7.2 = 1.2 chez les mitochondries
normales). Cependant 1’addition de la propolis a la solution de conservation a augmenté la
résistance du PTPm a la rétention calcique interprété par I’augmentation du nombre de pic
de fluorescence dans le milieu extramitochondrial. Cette augmentation n’est pas significative
comparée au groupe ischémie mais elle est significative comparée au groupe sham. La

propolis a donc augmenté 1égerement la capacité de rétention mitochondriale du calcium.
II1.7. Effet protecteur de la propolis sur I’intégrité du tissu cardiaque

La figure 36 montre que les cceurs soumis a 8 et 24 h d’ischémie hypothermique
présentaient une lésion myocardique reflétée par une augmentation significative (p <0,05)
de la libération de la LDH, la CPK et la troponine-I comparés aux groupes témoins respectifs
(76,3 £ 4,9 et 130 £ 12,7 UI/L correspondant a 1’activité de la LDH a 8 et 24 h
respectivement, 61,6 = 6,3 et 101,7 £ 4,1 UI/L correspondant a 1’activité de la CPK a 8 et
24 h respectivement et 501 £45,6 et 1795,4 + 158,9 ng/L correspondant au taux de la Trop-

I 4 8 et 24 h respectivement).

Cependant, I’introduction des trois concentrations de propolis dans la solution de KH a
réduit les niveaux trés ¢élevés des marqueurs de Iésions cardiaques d’une maniére
concentration-dépendante. Les valeurs de réduction par rapport aux ceceurs ischémiques
étaient -79 % pour la LDH et la CPK et de -77 % pour la troponine I dans le cas de 8 h
d’ischémie et de -86 % pour la LDH et la CPK et de -89,34 % pour la troponine I dans le cas
de 24 h d’ischémie. Il convient de noter qu’une réduction significative des taux de LDH, de
CPK et de troponine I a été observée dans le groupe du véhicules (Ethanol) par rapport au
groupe ischémie, mais la différence statistique entre les trois groupes de propolis et 1’éthanol

reste hautement significative.
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Figure 36: Effet de la propolis sur une 1ésion cardiaque induite par 1I’ischémie

hypothermique chez la souris.

(4) et (B) LDH lactate déshydrogénase, (C) et (D) CPK créatine kinase, (E) et (F) Troponine-I. Les marqueurs

biochimiques des lésions cardiaques ont été évalués dans la solution de conservation de KH apres 8 et 24

heures de stockage au froid. Les ceeurs ischémiques ont été traités avec des concentrations croissantes de
propolis (50 (P1), 150 (P2), 250 (P3) ug/mlL) et d’éthanol (E) 0,25% comme véhicule. Le groupe Sham a été

soumis a 30 minutes d’ischémie hypothermique. Chaque barre représente la moyenne £ S.E.M. de cing souris.

Les données ont été analysées par le test d’ANOVA a un facteur suivi du post-test de Tukey (# :

significativement différent du groupe Sham ; § : significativement différent du groupe I-R ; * : significativement
différent du groupe E. p <0,05).
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I11.8. Etude histopathologique

Les photos issues de I’analyse microscopique des coupes histologiques effectuées en

section longitudinale sur le cceur de souris, sont représentées dans le tableau 4 suivant.

Les modifications des paramétres biochimiques mentionnées ci-dessus ¢étaient
confirmées par les résultats de I’étude histopathologique. En effet, le groupe témoin (tableau
4A) a montré un arrangement normal de fibres myocardiques composées de cardiomyocytes

allongés avec des noyaux centraux allongés dans le sens de 1’axe de la cellule.

Une ischémie hypothermique prolongée (tableau 4B, B’) a provoqué une Iésion
importante du tissu cardiaque caractérisée par une perte myofibrillaire (grande fleche), des
cardiomyocytes nécrosées (cercle) avec des noyaux pycnotiques (fleche mince). Ces effets
déléteres de la préservation hypothermique semblent plus accentués chez le groupe

d’ischémie de 24 heures par rapport a celui de 8 heures.

Le traitement a 1’éthanol en tant que véhicule a révélé un meilleur aspect que celui d’un

coeur ischémié avec une nécrose modérée (cercle) (tableau 4C, C).

La supplémentation de la propolis dans le milieu de préservation diminue
remarquablement les 1€sions éminentes chez les groupes ischémiés et ce pour les deux temps
de préservation (8 et 24 h). En effet, a 50 pg/mL de propolis supplémentée, les dommages
histologiques affectant le tissu cardiaque suite a I’ischémie hypothermique ont été améliorés
partiellement (tableau 4D, D’). A 150 et 250 pg/mL, la propolis a nettement réduit les
altérations pathologiques induites par I’ischémie, les cceurs présentent ainsi une morphologie

normale sans signe de nécrose focale (tableau 4E, E’, F, F’).
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Tableau 4: Examen histologique du tissu cardiaque de souris soumis a une ischémie

hypothermique de 8 et 24 h avec ou sans supplémentation en propolis.

Micrographies représentatives du tissu cardiaque de souris soumis a une ischémie hypothermique de 8 h
(B) et de 24 h (B’), montrant la perte d’arrangement des fibres myocardiques (grande fleche) et de
cardiomyocytes nécrotiques (cercle) avec des noyaux pycnotiques (fleche mince) par rapport au tissu normal
(4°) (coloration H & E 400%). Des coupes de tissu cardiaque des groupes éthanol (C) (C’) ont présenté une
nécrose modérée (cercle) (coloration H & E 400 X). L’examen au microscope optique de tissus cardiaques
exposés a une ischémie froide prolongée et traités a la propolis (50 (D, D), 150 (E, E’) et 250 (F, F’) um/mL)

a réveélé une morphologie cardiaque presque intacte sans aucune nécrose (coloration H & E 400 x).

Ischémie Hypothermique 8h Ischémie Hypothermique 24h

Sham

Ischémie 8 h Ischémie 24 h
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IV. Discussion

L’I-R est un processus métabolique qui survient pendant la préservation du cceur suivie
d’une transplantation. Le rétablissement des fonctions cardiaques lors de la phase de
reperfusion dépend des conditions de préservation comprenant les composants nécessaires
pour maintenir la viabilité cellulaire et 1’hypothermie pour prolonger la période de
conservation (Cobert et al., 2010). Par conséquent, toute intervention visant a réduire les
dommages au cours de la phase ischémique atténuera considérablement la gravité des 1ésions
de reperfusion qui en résultent. En effet, la supplémentation de la solution de préservation
en agents antioxydants permet de rétablir la fonction normale du cceur apres reperfusion chez
les receveurs de greffe cardiaque (Testai et al., 2013). Cette méthode de protection par les
antioxydant peut étre bénéfique du moment que la production des radicaux libres est
fondamentalement impliquée dans la pathogenese de 1’ischémie myocardique et celle de la

reperfusion (Zhou et al., 2015).

En clinique, la plupart des solutions congues pour préserver le ceeur (solution de Celsior,
solution de I’Université de Wisconsin), offrent des durées de préservation siires en
hypothermie de 4 a 6 heures. Cependant, plusieurs études expérimentales (Poston et al., 2004
; Rudd et Dobson, 2011) ont poussé la limite de la durée de préservation a 8, 12, 18 et 24

heures en utilisant différentes solutions de préservation.

Dans ce deuxiéme volet d’étude, nous avons testé I’effet protecteur de la propolis
algérienne en utilisant un deuxiéme modele d’ischémie cardiaque. Cette ischémie s’est
produite en conditions hypothermique et statique. La solution de préservation KH utilisée
est basique et dépourvue d’antioxydants. Les deux temps de préservation hypothermique de
8 et de 24 heures ont été choisis pour maximiser les effets délétéres sur le tissu cardiaque
pour pouvoir mieux estimer le degré d’importance de la protection de la propolis. Nous
avons considéré que si I’extrait de propolis avait un effet protecteur aprés une conservation

prolongée, il aurait un effet protecteur cardiaque a des temps de préservation plus courts.

La production excessive des ERO au cours de I’I-R cardiaque a toujours été étroitement
liée a la phase de reperfusion, mais des études ont révélé que cette suraccumulation de
radicaux libres commence d’abord pendant la période d’ischémie ( Paraidathathu et al., 1992
; Paradies et al., 1999, 2004). En outre, il est bien établi que méme dans les modéles

d’ischémie hypothermique cardiaque, la production des ERO persiste malgré la diminution
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du métabolisme basal dans les cardiomyocytes suite aux conditions hypothermiques

(Paraidathathu et al., 1992).

Dans notre modéle d’ischémie hypothermique, le stress oxydant s’est produit pendant
la période de préservation. Cela a ét¢ marqué par une augmentation significative des niveaux
d’AOPP et de MDA. En effet, lors de la phase d’ischémie, les radicaux libres incontrolés,
tels que I’anion superoxyde, exclusivement produit en phase d’ischémie (Chang et al., 2007),
attaquent les protéines cellulaires en oxydant leurs groupements thiols et en modifiant leurs
fonctions. L’ AOPP est un biomarqueur de stress oxydant qui est habituellement détecté dans
le plasma des patients présentant une complication rénale (Li et al., 2007) et une
athérosclérose (Liu et al., 2006). Cet essai a été adopté dans notre étude pour quantifier les
dommages oxydatifs vis-a-vis des protéines des cardiomyocytes. De plus, les phospholipides
membranaires représentent les cibles préférées des ERO. Dans notre étude, 1’élévation
observée du taux du MDA dans des cceurs soumis a 8 et a 24 heures d’ischémie
hypothermique est la preuve d’une peroxydation lipidique importante. Nos résultats sont en
accord avec ceux d’études réalisées sur le méme modele d’ischémie hypothermique mais

pour une durée plus courte (5 heures) (Guler et al., 2011; Sahin et al., 2011).

Cependant, 1’ajout de propolis dans le milieu de préservation a montré un effet positif
sur I’oxydation des protéines et des lipides, ce qui est indiqué par le faible taux d’AOPP et
de MDA. Cette observation peut s’expliquer par I’effet des composés phénoliques existants
dans la propolis qui piegent les espéces oxydantes libres et empéchent 1’oxydation des
protéines et des lipides membranaires (Saija et al., 1995). Ces composés bioactifs connus
pour leur solubilité lipidique peuvent également étre insérés dans la membrane et
interrompre la chaine de cascade de peroxydation lipidique. La pinostrobine chalcone et la
tectochrysine contenues dans la propolis sont porteur de groupement méthoxy (O-méthyl)
qui leur confére une lipophilie important et la capacité d’interagir avec les membrane
cellulaires (Saija et al., 1995). De nombreuses études ont été basées sur I'utilisation de
flavonoides pour réduire le taux de peroxydation lipidique qui est un dommage cellulaire

important au cours de I’[-R (Guler et al., 2011; Sahin et al., 2011).

Afin d’évaluer les conséquences de la peroxydation lipidique au niveau de la membrane
des cardiomyocytes en phase d’ischémie hypothermiques ainsi que 1’effet protecteur de la
propolis, les marqueurs cardiaques ont été prélevés et évalués dans la solution de

préservation. Le dosage des troponines cardiaques est considéré comme étant le marqueur
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de référence pour détecter une 1ésion du myocarde en plus de 1’évaluation des enzymes
cardiaques LDH et CPK. En général, la libération des troponines se produit en deux phases.
La premiere consiste en une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire, ce
qui permet une libération des troponines libres ; et la seconde consiste en une nécrose de la

cellule, ce qui induit une libération des troponines liées (Mair, 1999).

Un test préliminaire a été effectué ou la solution de préservation a été prélevée et les
marqueurs cardiaques ont été évaluées a des temps allant de 30 minutes jusqu’a 24 heures.
Nous avons constaté que la libération des enzymes cardiaques et de la troponine-I
dépendaient du temps et que leurs taux ont augmenté en fonction du temps jusqu’a atteindre

la valeur maximale aprés 24 heures de préservation a 4 °C.

D’apres nos résultats, les différences entre le groupe témoin soumis a 30 minutes
d’ischémie hypothermique et les groupes soumis a une ischémie hypothermique de 8 et de
24 heures sont tres grandes, ce qui refléte I’importance de la 1ésion cardiaque causée par
I’ischémie froide et sa relation de dépendance avec le temps. Dans les groupes supplémentés
de propolis, la diminution importante de la libération des enzymes cardiaques (CPK et LDH)
et de la troponine-I dans la solution de préservation confirme I’effet protecteur de la propolis.
La propolis, surtout a la concentration de 250 pg/mL, prévient tres significativement les
dommages des cellules cardiaques. Cet effet cardioprotecteur frappant était dose-dépendant.
Il confirme ainsi que I’effet cytoprotecteur de la propolis est corrélé a la quantité des
flavonoides et d’antioxydants phénoliques existants dans I’extrait. Ces antioxydants naturels
protegent I’intégrité des membranes cellulaires contre 1’attaque des radicaux libres. Ils
réduisent fortement la peroxydation et la perméabilité de la membrane des cardiomyocytes
et empéche sa rupture prévenant ainsi la libération des enzymes cardiaques dans le milieu
extracellulaire. Ces résultats concordent avec les données indiquant que les flavonoides purs
ou les composés phénoliques extraits de plantes possédent une cytoprotection efficace contre

les dommages de I’I-R ( Selvaraj et Pugalendi, 2010 ; Qiao et al., 2011).

Les variations des parametres biochimiques mentionnées ci-dessus et ceux du taux de
peroxydation lipidique représenté par le MDA sont en accord avec les résultats de I’é¢tude
histologique des cceurs soumis a une ischémie froide prolongée en présence ou en absence
de propolis. En effet, comparé au tissu cardiaque ischémié qui présentait une perte
d’arrangement myofibrillaire et une nécrose cellulaire, la propolis s’est montrée protectrice

de I’intégrité cellulaire des cardiomyocytes. Cet effet protecteur du tissu cardiaque est dose
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dépendant, le tissu cardiaque du groupe traité par la plus grande concentration de propolis

présente une histoarchitecture cardiaque normale comparable a celui d’un tissu sain.

Par ailleurs, il est a noté que le type de mort cellulaire observé au niveau des coupes
histologiques est la nécrose. La mort par apoptose n’est pas attendu car, cette derni¢re
nécessite de I’énergie qui est en baisse en condition hypothermique, en plus elle n’a lieu que
si la phase d’ischémie est suivie par une reperfusion normothermique (Oriyanhan et al.,

2005). Ce qui n’est pas le cas dans cette partie expérimentale de notre étude.

Nos résultats corroborent avec ceux de Guler (Guler et al., 2011) et ceux de Sahin
(Sahin et al., 2011) utilisant respectivement les proanthocyanidines, flavonoides extraits des
graines de raisin et la taurine, un puissant agent antioxydant, administrés par voie orale, sur
un modele de préservation statique hypothermique ou des cceurs de rats étaient préservés
dans une solution isotonique (NaCl 0,9%) pendant 5 heures. Ces antioxydants naturels ont
préservé I’histoarchitecture du tissu cardiaque et y ont prévenu 1’apparition de noyaux
pycnotique et de foyers nécrosés. Comme nos résultats 1’ont montré, cette protection était
étroitement liée a la réduction de la péroxydation lipidique indiquée par une diminution du

taux de MDA cardiaque.

Nous avons également évalué le statut antioxydant cardiaque en mesurant les taux de
glutathion réduit, ’activité de la glutathion-S-transférase ainsi que les activités de la
superoxyde dismutase et de la catalase. Ces deux dernieres agissent d’une fagon
complémentaire et sont considérées comme la premicre ligne de défense contre 1’effet
toxique des ERO en les métabolisant en sous-produits inoffensifs. Nous avons observé que
I’ischémie froide durant 8 ou 24 heures provoquait une augmentation des activités de la SOD
et de la CAT suggérant le piégeage des radicaux oxydants produit excessivement dans les
cardiomyocytes ischémiées. Il est également probable que 1’ischémie ait immédiatement
déclenché I’activité de la superoxyde dismutase par le biais d’'un mécanisme de mécano-

transduction.

D’une autre part, cette augmentation est associé¢e a une ¢lévation de la peroxydation
lipidique indiquée par le niveau ¢élevé de MDA. Nos résultats ne sont pas en accord avec
ceux de Guler (Guler et al., 2011) et ceux de Sahin (Sahin et al., 2011) cités ci-dessus ou une
corrélation négative entre I’activité enzymatique de SOD et de la CAT et la teneur en MDA

¢tait établi. L’effet observé dans notre étude peut vraisemblablement étre expliqué par



Modeéle in vitro d’ischémie cardiaque hypothermique Discussion

I’ampleur de la génération des ERO qui excédent la capacité antioxydante de la cellule
cardiaque ayant de faibles défenses antioxydantes (Bordoni et al., 2002). En outre, la teneur
¢levée du substrat lipidique dans le myocarde, comme les acides gras, peut servir davantage

comme une cible a I’attaque oxydative par les ERO (Goldberg et al., 2012).

Dans une étude de Yeginsu et Ergin similaire a la notre mais réalisée sur le poumon de
rat, une préservation prolongée a été effectuée dans une solution de dextrane a faible teneur
en potassium a 4 °C pendant 6, 12, 24, 48 et 72 heures. Ses résultats ont révélé que dans la
préservation pulmonaire ischémique, le stress oxydant commence pendant la phase initiale
de conservation et dure jusqu’a 72 heures. L’activité de la superoxyde dismutase a augmenté
pendant la période initiale de préservation. Cette augmentation est significative a la 12¢me
heure et reste élevée jusqu’a la 72éme heure et est expliquée par un mécanisme de mécano-
transduction. L’activité de la catalase a progressivement augmenté au cours de toutes les
périodes de conservation. Le niveau de malondialdéhyde a légérement augmenté de la 6e a

la 24e heure (Yeginsu et Ergin, 2009).

La propolis réduit ’activité de la SOD et par conséquent celle de la CAT et rétablit ainsi
I’activité des deux enzymes a des valeurs normales, ce qui suggere un renforcement par la
propolis de la défense antioxydante en piégeant les radicaux libres en particulier 1’anion
superoxyde, mimant ainsi la fonction de la SOD. Ceci est en ligne avec les résultats observés
avec la pinocembrine, I'un des composants flavonoidiques de la propolis, qui réduit

I’augmentation compensatoire de ’activit¢ SOD et du niveau de MDA (Lan et al., 2016).

Pour ce modéle d’ischémie hypothermique, nous avons également évalué le taux d’un
autre antioxydant non enzymatique de premiere ligne de défense qui est le glutathion réduit.
La teneur de ce tripeptide qui exerce des fonctions métaboliques et protectrices importantes
est affecté par la préservation hypothermique. En effet, d’apres nos résultat, I’ischémie froide
a caus¢ une déplétion significative du pool cellulaire du GSH réduit qui est une preuve de
son importante consommation par les ERO car le GSH réduit agit directement en tant
qu’antioxydant en piégeant les radicaux libres et en réduisant les peroxydes (Das et al.,
1995). En plus, le GSH réduit protege les groupements thiol des protéines contre 1I’oxydation
qui a été augmentée dans les coeurs ayant subi une ischémie froide et qui a été indiquée par
le taux ¢élevé de I’AOPP. Cette déplétion est essentiellement due a 1’augmentation des
processus cataboliques. D’une autre part, ce résultat peut étre expliqué par une perte du GSH

qui n’est pas compensée par son transport de la solution de préservation, qui est dépourvue
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du GSH, vers le milieu intracellulaire ; ni par sa synthése ou sa régénération, assurée par la
GSH synthétase et réductase. Cette déplétion du GSH intracellulaire sensibilise les cellules
a différentes formes de lésions oxydatives. Ceci peut avoir un role négatif pendant la
transplantation. Certaines études ont montré que 1’ajout de GSH a la solution de conservation
ralentit le taux de consommation du GSH par les cellules et améliore €¢galement la qualité de
conservation d’organes ( Vreugdenhil et al., 1991 ; Rodriguez et al., 1995;). Il a été¢ démontré
également que I’hypothermie peut augmenter la perméabilité cellulaire au GSH. Ce
phénomene n’est pas dii aux dommages de la membrane cellulaire mais I’accumulation du

GSH se fait par diffusion (Rodriguez et al., 1998).

Par ailleurs, il est a remarqué d’apres nos résultats que I’activité de la glutathion S-
transférase a été augmenté suite a la préservation hypothermique, ce qui explique d’une part
la consommation du GSH réduit dans les réactions de conjugaison avec les hydroperoxydes
lipidiques et les aldéhydes cytotoxiques (Hayes et McLellan, 1999). Ces derniers sont
essentiellement générés de la peroxydation lipidique des membranes cellulaire et sont
produits en grande quantité en phase d’ischémie froide comme il a été indiqué par le taux
trés élevé du MDA du lot ischémie. Il est clair que la GS-T ne représente pas la premicre
ligne de défense contre les radicaux libres qui est assurée par la SOD, la catalase. Mais
I’augmentation de son activité fait de la GS-T un deuxiéme moyen de défense contre les

substances hautement toxiques générées par les ERO.

L’augmentation de ’activité réductase de la GS-T est concomitante a 1’¢lévation de
I’activité de la SOD et de la CAT, a la déplétion du GSH réduit et a I’augmentation du MDA
cardiaque. Ceci ne fait que confirmer I’importante production des ERO produites durant
cette phase d’ischémie hypothermique, impliquant ainsi la production excessive des
aldéhydes cytotoxiques qui affectent I’intégrité de la membrane cellulaire. Cette défaillance
est affirmée par la libération des enzymes cardiaques et par la nécrose observée au niveau

du tissu cardiaque préservé a froid.

La supplémentation de la propolis dans la solution de préservation a permis une
compensation du taux de GSH cardiaque, mais cette augmentation n’atteint pas la valeur
normale du fait de sa faible synthése et du manque de son apport exogéne. Cette
compensation du GSH est accompagné d’un rétablissement de I’activité de la GS-T a une
valeur normale. Cette observation n’est expliquée que par le fait que les substances

polyphénoliques contenues dans la propolis ont piégé les radicaux libres préservant ainsi le
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pool cellulaire de GSH réduit. Ces substances ont également inhibé la propagation de la
péroxydation lipidique diminuant, par conséquent, les hydroperoxydes et les aldéhydes
toxiques résultants ainsi que 1’activité réductrice de la GS-T. Cette diminution d’activité
enzymatique permet de prévenir la consommation du GSH réduit dans des réactions de

conjugaison et le préserver a un taux presque normal.

Ces résultats sont en accord avec la réduction de I’activité de la SOD et de la CAT ainsi
que la diminution du taux du MDA et de I’AOPP observées en présence de la propolis
suggérant un renforcement de la défense antioxydante enzymatique et non enzymatique par
la propolis conduisant & une préservation de I’intégrité membranaire et cellulaire. Ce résultat
corrobore avec de nombreux travaux portant sur 1’effet des flavonoides purs ou des
polyphénols extraits du thé vert sur I’ischémie lors de la préservation d’organes et
conservation de greffes tissulaires ou de cellules et ce en hypothermie et méme en

normothermie.

En effet, dans une étude de Ahlenstiel et al., des cellules épithéliales tubulaires du rein
en culture conservées a 4°C pendant 20 heures dans la solution de I’Université du Wisconsin
(UW) ou dans la solution de Collins (EC) auxquelles divers flavonoides ont été
supplémentés. Aprés une période de réchauffement des cellules, les flavonoides ont montré
un effet protecteur de I'intégrité structurelle et métabolique des cellules indiqué par une
réduction significative de la libération de lactate déshydrogénase (LDH) et de la
peroxydation lipidique (Ahlenstiel et al., 2006). Une autre étude a prouvé que des tissus
aortiques de rat stockés dans une solution de préservation contenant les polyphénols extraits
du thé vert a 4 °C pendant 24 h, peuvent rester viables pendant de longues périodes soit avant
ou apres la transplantation (Hyon et al., 2006). Il a été montré, par la méme équipe, que ces
polyphénols extraits du thé vert peuvent conserver plusieurs types de tissus, y compris les
vaisseaux sanguins, le cartilage et la cornée pendant plusieurs mois en condition

normothermique (Hyon, 2004).

Il a été remarqué, d’apres nos résultats, que I’effet dose-dépendant de la propolis de
propolis était évident en ce qui concerne les taux du MDA, du GSH et des marqueurs
biochimiques cardiaques (LDH, CPK et Troponine-I) et, dans une certaine mesure, 1’activité
de la CAT et de la GS-T. Cependant, cet effet ne s’est pas manifesté pour 1’activité des
enzymes antioxydantes SOD, et le taux d’AOPP. Cela pourrait étre di a I’effet plateau de

I’activité antioxydante. Nos résultats sont en accord avec ceux de I’é¢tude de Devi et al.,
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ayant révélé cet effet plateau touchant I’activité¢ de la SOD et un effet dose-réponse avec le

MDA et I’activité de la CAT (Devi et al., 2005).

En observant les résultats des différents parameétres, nous remarquons que durant
I’ischémie froide I’activité de la CAT a augmenté en fonction du temps (entre 8 et 24 heures).
L’augmentation entre 8 et 24 heures des marqueurs cardiaques LDH, CPK et troponine-I
ainsi que des Iésions histologiques observés est encore plus accentuée. Pour le reste des
paramétres, leurs changements dus a I’ischémie froide n’ont pas été affecté par la durée de

préservation du cceur.

Par ailleurs, la fonction mitochondriale et la production des ERO sont des facteurs
fondamentaux dans 1’induction des I€sions par I’I-R. Par conséquent, des tests plus avancés
ont été réalisés sur des mitochondries isolées appartenant aux cceurs soumis a une
préservation statique et hypothermique de 24 heures afin de comprendre I’effet de la
préservation prolongée sur la fonction mitochondriale et les mécanismes possibles de

protection mitochondriale assurés par la propolis.

Lorsque la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) était alimentée en glutamate-
malate, aucune différence significative dans la production des ERO n’a été observée entre
les groupes ischémiques et le groupe témoins. Cependant, les mitochondries respirant sur
succinate, génerent sept fois plus de H2O2 qu’en respirant sur le glutamate-malate. Cette
génération était plus prononcée dans les mitochondries isolées de cceurs ischémiques. Ceci
est en accord avec les données montrant que le niveau de succinate est augmenté lors d’un
stress oxydant ou dans des conditions pathologiques associées a une 1ésion ischémique

cardiaque (Lo [acono et al., 2011 ; Chouchani et al., 2014).

Cette augmentation de la production de H202 est inhibée par I’addition de la roténone
qui est due au transfert reverse d’électrons (RET) du complexe II au complexe I et qui est
considéré comme la principale source de production de grandes quantités d’O2 "~ au niveau

du complexe I (Madungwe et al., 2016).

La réduction de la production de H2O2 induite par la roténone est plus faible dans les
mitochondries soumis a une ischémie froide par rapport aux mitochondries témoins. Ce
résultat peut expliquer la vulnérabilité connue du complexe I a I’ischémie froide. Des études

antérieures ont rapporté que les complexe I et III sont plus sensibles a I’ischémie
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hypothermique que les complexes I et IV (Schneeberger et al., 2008). Il est également établi
que le complexe III est une source importante de production des ERO apres I-R (Pei et al.,
2016). Le méme résultat peut étre observé dans notre modele d’ischémie ou le taux de
production de H20: aprés ajout 1’antimycine A, inhibiteur du complexe III, aux
mitochondries respirant sur le succinate était plus élevé apres préservation hypothermique.
Cela peut étre expliqué par la susceptibilité du complexe III a la conservation prolongée au

froid qui est en corrélation avec la perte progressive de la fonction mitochondriale.

En outre, nos résultats ont démontré la capacité de la propolis a réduire la production
mitochondriale du H202. En effet, quel que soit le substrat utilisé et en présence ou en
absence d’inhibiteurs des complexes I et I11, la propolis réduit le taux de production de H20x.
L’effet est plus prononcé avec la plus forte concentration de propolis. Différents mécanismes
peuvent expliquer cet effet. Premiérement, la propolis peut agir en tant qu’antioxydant direct
en ¢éliminant les ERO produites par les complexes I et III, en limitant le transfert reverse
d’¢électrons et, par conséquent, atténuer la génération des ERO par le RET. En outre, une
interaction directe des flavonoides de la propolis pouvant fonctionner comme porteurs
d’¢lectrons dans la CRM d’une maniére mimétique de 1’ubiquinone et du cytochrome ¢ ne
peut étre exclue (Sandoval-Acuna et al., 2012; Skemiene et al., 2015). Enfin, la propolis peut
¢galement protéger I'intégrité de la cardiolipine contre les attaques oxydatives, car ce
phospholipide non saturé de la membrane mitochondriale interne est essentiel pour
I’assemblage et I’efficacité des complexes respiratoires, mais il est extrémement sensible a
I’oxydation par les ERO produites pendant 1’ischémie et la reperfusion (Lesnefsky et al.,

2001Db ; Paradies et al., 2004 ; Gadicherla et al., 2012).

Afin de mieux comprendre 1’effet de la propolis sur I'intégrité de la chaine respiratoire
mitochondriale suite a une ischémie hypothermique prolongée et entre autre, éclairer encore
plus le mécanisme d’action de la propolis sur la production des ERO, une analyse

oxygraphique sur les mitochondries isolées de coeurs de souris ischémiés a été effectuée.

La vitesse de respiration dépend dans une large mesure du flux passif de protons a
travers la membrane interne des mitochondries (Bernatoniene et al., 2014). Ainsi, I’état 2 ou
4 reflete la fuite de proton a travers la membrane interne mitochondriale. L’état 3 est
particulierement dépendant sur 1’intégrité de la chaine respiratoire mitochondriale et sur

I’activité de I’ATP synthase et celle de 1’adénine nucléotide translocase (Suchalatha et al.,

2007).
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Nos résultats indiquent que 1’ischémie froide de 24 heures a diminué significativement
la vitesse de respiration des mitochondries cardiaques au stade 3 accompagnée d’une
réduction significative du taux de coefficient de respiration des mitochondries respirant sur
le substrat du complexe I (G/M). Cette ischémie hypothermique a affecté négativement la
vitesse de respiration au stade 2 ou 4, cependant, cet effet n’est pas significatif. Par
conséquent, nos résultats suggere que I’ischémie froide a provoqué une diminution de
’activité de I’adénine translocase affectant en particulier 1’état 3 et le CR (Suchalatha et al.,

2007).

De nombreuses études ont montré que l’ischémie cardiaque altére la phosphorylation
oxydative des mitochondries (Solaini et Harris, 2005). En effet, I’ischémie diminue le taux
de respiration mitochondriale au stade 3, augmente la perméabilité de la membrane
mitochondriale interne aux protons ou ions au stade 2 (Piper et al., 1994), inhibe 1’activité
des complexes I, II, III de la CRM (Piper et al., 1985) et celle de 1’adénine translocase
(Halestrap, 2009) et I’ATP-synthase (Rouslin, 1983), réduit la quantit¢ de protéines
membranaires et de protéines situées dans I’espace intermembranaire, en particulier le

cytochrome c (Piper et al., 1985).

Par ailleurs, nos résultats indiquent que la supplémentation de la solution de préservation
par la propolis atténuait la diminution de la vitesse de respiration au stade 3 et du CR au
cours de I’ischémie froide. L.’augmentation est significative a la plus faible concentration de
propolis. En présence de CATR, inhibiteur de I’ADP/ATP translocase qui importe I’ADP du
cytosol et exporte ’ATP de la matrice mitochondriale assurant ainsi la phosphorylation
oxydative (Kunji et al., 2016), la propolis n’a pas affecté la vitesse de respiration
mitochondriale. Ces résultats suggeérent une amélioration de la syntheése de I’ATP dans les

mitochondries et une protection du systéme de phosphorylation des dommages ischémiques.

Ces résultats sont en accord avec ceux de 1’é¢tude de Bernatoniene et ses collaborateurs
(Bernatoniene et al., 2011) travaillant sur un mod¢le d’ischémie cardiaque proche du notre
mais en condition normothermique et pendant 45 minutes. Ils ont révélé que le traitement
oral des rats avant prélévement du cceur par 1’extrait de Ginkgo biloba pendant 10 et 18 jours
a réduit la diminution de la vitesse de respiration au stade 3 au cours de 1’ischémie, et plus

efficacement dans le cas d’une oxydation du substrat du complexe 1.
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Une autre étude de Suchalatha et ses collaborateurs a montré 1’effet protecteur du
prétraitement du rat par l’extrait alcoolique de Terminalia chebula dans un modéle
expérimental de Iésions myocardique induit par ’isoprotérénol. Cet effet est assuré par le
maintien de toutes les variables de la respiration mitochondriale, a savoir respiration au stade
3 et 4, rapport ADP/O et synthése d’ATP, ayant ét¢ diminués par 1’isoprotérénol (Suchalatha
et al., 2007).

Par ailleurs, aux deux concentrations les plus élevées de la propolis, la vitesse de
respiration au stade 3 et le taux du CR diminuent par rapport a ceux observés a la plus petite
concentration. En outre, la vitesse au stade 2 semble augmenter suite au traitement par la
propolis par rapport au groupe ischémie, cette augmentation n’est pas dose-dépendante. Ces

résultats révelent un léger effet découplant de la propolis aux deux concentration élevées.

Des études ont montré que les flavonoides induisent un découplage partiel de la
phosphorylation oxydative dans les mitochondries cardiaques, améliorant ainsi la respiration
mitochondriale sans la compromettre de maniére irréversible (Testai, 2015). Nos résultats
sont en ligne avec ceux de Bernatoniene et al., qui a révélé dans une autre étude portée sur
I’effet de I’extrait de Leonurus cardiaca et ses flavonoides sur la phosphorylation oxydative
des mitochondries cardiaques que cet extrait a des concentrations plus faibles n’augmentait
que le taux de respiration mitochondrial de stade 2. Cependant, a des concentrations plus
¢levées, il a également diminué les taux de respiration au stade 3 suggérant un effet

découplant de I’extrait (Bernatoniene et al., 2014).

Concernant la respiration mitochondriale et la production des ERO, nos résultats ont
montré que la propolis avait un léger effet découplant de la phosphorylation oxydative
accomppagné d’une diminution considérable de la production du H20: induit par I’ischémie

froide.

Les études de Bernatoniene précédemment cités ont toutes montré que, dans des
conditions normales ou apres une ischémie globale, le traitement par les extrait de Ginkgo
biloba, par Crataegus monogyna ou par Leonurus cardiaca induisait un découplage modéré
et diminuait de maniére significative la production de H202 (Bernatoniene et al., 2009, 2011,
2014). L’auteur a également prouvé que les polyphénols purs, entrant dans la composition

de extrait de Leonurus cardiaca et testés distinctement, étaient partiellement responsables



Modeéle in vitro d’ischémie cardiaque hypothermique Discussion

de D’effet de découplage mais I’activité antioxydante de L’extrait L. cardiaca dépend

fortement de I’interaction de ses composants phénoliques (Bernatoniene et al., 2014).

Il est maintenant évident qu’un léger découplage de la phosphorylation oxydative,
correspondant a une augmentation ou une diminution de la consommation d’oxygene,
entraine une légere diminution du potentiel membranaire mitochondrial, abaissant ainsi la
production excessive des ERO. Cela montre que la formation des ERO est fonction du
potentiel membranaire plutét que du taux de transport des électrons dans la chaine

respiratoire (Korshunov et al., 1997; Morin et al., 2001).

Par conséquent, il a été proposé qu’un découplage modéré peut représenter un
mécanisme de défense contre le stress oxydant et au cours de I’I-R cardiaque (Qun Chen et
al., 2007), empéchant 1’augmentation soudaine du potentiecl membranaire mais limitant
également 1’entrée de Ca** dans les mitochondries (Morin et al., 2001). Cette derniére est

étroitement liée a I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale.

Ce PTPm est le facteur critique déterminant les 1ésions liées a la reperfusion cardiaque
et dont I’ouverture provoque une libération de Ca®>" mitochondrial, I’inhibition de la synthése
de ’ATP, un découplage de la phosphorylation oxydative mitochondriale et un gonflement
mitochondrial avec libération de protéines pro-apoptotiques. L’inhibition de I’ouverture du
PTPm représente le principe d’une cardioprotection efficace (Halestrap, 2004 ; Clarke et al.,

2008 ; Morciano et al., 2015).

La capacité de rétention calcique mitochondriale requise pour induire I’ouverture des
PTPm a été mesurée a 1’aide du calcium fluorescent (calcium-green) sur des mitochondries
isolées de cceurs ischémiés a 4 °C pendant 24 heures et respirant sur glutamate/malate

(substrat du complexe I).

Nos résultats montrent que 1’ischémie froide a diminué significativement la capacité des
mitochondries a retenir le calcium avant une ouverture rapide du PTPm. Ce résultat suggere
la vulnérabilit¢ du PTPm en phase d’ischémie prolongée et I’augmentation de la
susceptibilit¢ de s’ouvrir apres avoir reperfusé les mitochondries, car les conditions de
réalisation du test de la CRC sont considérées comme une phase de reperfusion mais a une

échelle mitochondriale.
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Actuellement, il est évident que la sensibilit¢ du PTPm est affectée durant la phase
d’ischémie et I’est encore plus en période de reperfusion (Morciano et al., 2015). L’étude de
Madungwe et al., a indiqué que D’application du glutamate/malate, comme substrat
d’oxydation de la chaine respiratoire des mitochondries ayant subi une ischémie cardiaque,
augmente la sensibilité¢ de I’ouverture du PTPm a la surcharge en calcium par rapport au
succinate, substrat du complexe II (Madungwe et al., 2016). Utiliser le succinate comme
substrat du complexe II dans notre étude aurait pu nous éclairer encore plus sur le

comportement du PTPm suite a I’ischémie froide prolongée.

L’addition de la propolis au cours de I’ischémie froide a rétabli la capacité¢ de la
mitochondrie a retenir le calcium, 1’ouverture du PTPm est alors retardée par rapport au
mitochondries isolées de cceur ischémiés mais elle n’est pas au méme niveau que celui des
mitochondries saines. Cet effet significativement positif est observé a la plus petite
concentration de propolis (50pg/mL). A des concentrations plus élevées de propolis,
I’ouverture du PTPm n’a pas été retardée significativement. Ce qui suggere que ce
rétablissement a la petite concentration a été affecté par la diminution du potentiel
membranaire mitochondriale causée par I’augmentation de 1’effet découplant de la propolis

aux concentrations élevées.

Il est vrai que le Ca®" etles ERO sont considérées comme les deux activateurs clés de la
transition de perméabilité dans les lésions de I’'I[R (Morciano et al., 2015). Mais il est
important de préciser que, la diminution du potentiel membranaire mitochondrial due au
découplage augmente la probabilité d’ouverture du PTPm en raison de sa sensibilité au
voltage, ce pore peut donc s’ouvrir par dépolarisation de la membrane mitochondriale
(Bernardi, 1992; Pardo Andreu et al., 2015). L’effet de la propolis sur le PTPm suite a une
ischémie froide prolongée ne parait pas étre li¢ aux ERO mais semble probablement avoir
un lien avec le potentiel membranaire mitochondrial affecté par I’effet découplant modéré
de la propolis. Cette hypothése pourrait &tre confirmée en mesurant le potentiel membranaire
mitochondrial en condition d’ischémie hypothermique. Il serait également complémentaire
de tester leffet de la propolis sur la libération du Ca®" par les mitochondries durant
I’ischémie étant donné que certains flavonoides peuvent activer directement ['uniport de
Ca?" mitochondrial et moduler la concentration en calcium intramitochondriale perturbée

dans des conditions hypoxiques (Montero et al., 2004).
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Nos résultats sont en ligne avec les travaux de Liao et al., et de Lu et al., qui ont révélé
que le flavone de la plante Bauhinia championii et que I’orientine, flavonoide de la plante
Phyllostachys nigra, appliqués sur le méme modéle d’hypoxie-réoxygénation (6h/12h) sur
des cardiomyocytes H9c2, avait un effet protecteur en inhibant 1’ouverture du PTPm,
I’effondrement du potentiel membranaire mitochondrial et en réduisant la production des
ERO (Luetal, 2011 ; Liao et al., 2016). L’étude de Yuan et al., a également montré que la
tilianine, flavonoide de Dracocephalum moldavica L, a montré son effet protecteur de
I’intégrité mitochondriale sur un modele in vivo d’ischémie cardiaque régionale suivie de
reperfusion. Cet effet est caractérisé par la réduction de la production des ERO, I’inhibition
de ’ouverture du PTPm, la préservation de ’homéostasie du Ca** (Yuan et al., 2017). Une
autre étude réalisée par Woodman et ses collaborateurs, a révélé que le traitement au
3’,4’dihydroxyflavonol au cours de I’ischémie cardiaque juste avant la reperfusion a rétabli
la capacité de la mitochondrie a retenir le calcium avant 1’ouverture du PTPm. Ce traitement
a ¢galement inversé 1’augmentation de la production mitochondriale des ERO ainsi que

I’inhibition de la respiration au stade 3 induite par I’'I-R (Woodman et al., 2014).

Pour mettre le point sur I’effet de la propolis quant aux trois parametres mitochondriaux
évalués, nous pouvons dire qu’en plus de son action antioxydante directe sur les ERO, la
propolis a eu un effet découplant modéré de la phosphorylation oxydative a sa concentration
la plus basse, ce découplage augmentait légerement en fonction de la concentration de la
propolis. Cette augmentation s’accompagne d’une diminution du potentiecl membranaire
mitochondrial ce qui induit d’une part une augmentation de 1’ouverture du PTPm liée a
I’accroissement de la concentration de la propolis et une diminution la production des ERO

d’une autre part.

Par ailleurs, dans notre étude, les effets de la propolis sur la phosphorylation oxydative
et sur "ouverture du PTPm ont été obtenus suite a 1’oxydation du substrat du complexe I
(G/M) par la mitochondrie. Nos résultats sont assez convaincants pour pouvoir conclure
I’effet cardioprotecteur de la propolis a 1’échelle mitochondriale. Cependant, 1’activité des
différents complexes de la CRM représente un facteur limitant en cas d’altération dans la
chaine mitochondriale, comme c’est le cas en ischémie cardiaque (Suchalatha et al., 2007).
L’utilisation de plusieurs substrats de la CRM (succinate, palmitoyl-L-carnitine qui est le
principal substrat respiratoire des mitochondries cardiaques) ainsi qu’en présence de ses

inhibiteurs (roténone, antimycine A) semble étre nécessaire afin de tester toutes les
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hypothéses concernant I’action de la propolis sur chaque composant de la CRM et bien
¢lucider le lien entre 1’ouverture du PTPm et la production des ERO dans notre modele
d’ischémie hypothermique prolongée. En effet, I’étude de Madungwe et ses collaborateurs
a démontré I’impact opposé des ERO générées par la stimulation des complexes I, II et I1I
apres [-R. Il a ét¢ indiqué que la pr oduction des ERO du complexe I favorise I’ouverture du
PTPm, tandis que les ERO produites au niveau du complexe III induisent un retard de
I’ouverture du PTPm et pourraient vraisemblablement conduire a une cardioprotection

(Madungwe et al., 2016).

En résumé, nos résultats démontrent qu’en plus de la capacité antioxydante directe des
constituant de la propolis qui est proportionnelle a sa concentration, 1’extrait de la propolis
a la dose de 50ug/mL dissocie partiellement 1’oxydation mitochondriale de la
phosphorylation tout en protégeant cette derniere des dommages ischémiques, elle rétabli la
capacité de rétention calcique mitochondriale. Par conséquent, ces résultats impliquent que
la propolis peut réduire les lésions mitochondriales induites par 1’ischémie froide et

prolongée du cceur.
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Conclusion générale

Ce travail s’est proposé d’étudier I’effet préventif des flavonoides contenus dans
I’extrait éthanolique de la propolis au cours d’ischémie myocardique normo-et hypo-

thermique.

Il ressort clairement de notre étude que 1’ischémie cardiaque qu’elle soit
normothermique ou hypothermique, induit de considérables lésions cellulaires, touchant
essentiellement 1’intégrit¢ mitochondriale. Ces dommages se répercutent sur 1’intégrité¢ du
tissu cardiaque et sont étroitement liés a la production des ERO. Ce qui confirme

I’implication du stress oxydant dans la physiopathologie de I’ischémie et de la reperfusion.

D’aprés nos résultats, il est également évident que 1’ischémie froide prolongée affecte
négativement la mitochondrie en inhibant la respiration a 1’état 3 par diminution de 1’activité
de 1’adénine translocase et en diminuant le coefficient de respiration mitochondriale
respirant sur le substrat du complexe I. L’ischémie a également augmenté la production
mitochondriale des ERO, mesurée par la production de H20z2, dans toutes les conditions de
stimulation ou d’inhibition des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. L’effet
négatif de 1’ischémie froide prolongée est ressenti aussi au niveau de la capacité

mitochondriale de rétention calcique traduite par I’augmentation de I’ouverture du PTPm.

Notre étude atteste ¢galement que le stress oxydant prend naissance en phase d’ischémie
et méme en basse température, avant la phase de reperfusion qui est connue pour la

génération excessive des ERO.

Nos résultats ont prouvé que I’extrait de la propolis Algérienne posséde une bonne
capacité antioxydante. Dans les deux contextes expérimentaux a savoir, ischémie froide
prolongée sans reperfusion et ischémie courte suivie de reperfusion. La propolis s’est
montrée protective du myocarde ischémique contre les dommages dus au stress oxydant et
restaure le statut antioxydant enzymatique et non enzymatique. La propolis protége
également I’intégrité tissulaire altérée par 1I’ischémie en réduisant la libération des marqueurs
de la fonction cardiaque dans le milieu de perfusion ou de préservation et en protégeant le

tissu cardiaque de la nécrose.
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Grace a sa propriété de découplage 1éger, la propolis améliore a faible concentration la
synthése de I’ATP dans les mitochondries et protege le systeme de phosphorylation des
dommages ischémiques. Elle diminue également la susceptibilité d’ouverture du PTPm lors

d’une surcharge calcique.

La propolis, réduit efficacement la production des ERO par les complexes I et III des
mitochondries suite a une ischémie cardiaque prolongée. L’effet antioxydant direct de la
propolis est évident mais I’implication du changement du potentiel membranaire suite au
découplage modéré, assuré par la propolis, semble étre une hypothése assez argumentée pour
expliquer la réduction de la production des ERO. Cependant des tests supplémentaires et
complémentaires, tels que la mesure du potentiel membranaire mitochondrial et I’évaluation

de la libération du calcium mitochondrial, confirmerait une telle hypothese.

Ces effets bénéfiques sur la fonction mitochondriale cardiaque apres une ischémie
cardiaque froide et prolongée sont susceptibles de contribuer aux actions cardioprotectrices
de la propolis. Cependant la composition phénolique de la propolis est contaminée par des
composés inconnus qui peuvent agir négativement sur la CRM. D’ou la nécessité de purifier
les composés flavonoidiques et les standardiser selon leurs teneurs dans ’extrait de propolis,

ce qui représente une limite de notre étude.

L’utilisation de la propolis dans les deux mode¢les hypothermique et normothermique
d’ischémie cardiaque atteste que la propolis est un antioxydant non sensible a la température.
Cela encourage I'utilisation future de produits naturels flavonoides pour prolonger la période
de préservation et améliorer les conditions de 1’organe préservé pour une meilleure reprise

de son fonctionnement lors de sa transplantation.

En outre, nous avons prouvé que la propolis peut protéger le cceur pendant une période
de préservation prolongée, dépassant la limite de temps maximale adoptée en clinique, sans
que nous ayons pu reperfuser le greffon cardiaque (soit en le perfusant ex vivo ou en le

transplantant in vivo). Ceci représente une autre limite de notre étude.

Dans la suite de ce travail, il reste a déterminer si ces effets de la propolis peuvent étre
réalisés in vivo. 1l serait alors, important de tester 1’effet du traitement a cours ou a long
termes des animaux par la propolis avant d’induire in vivo une ischémie régionale, par

occlusion de la LAD, suivie de reperfusion. Cette évaluation serait encore plus compléte en
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mesurant, en plus des parametres du stress oxydant, les parametres hémodynamiques
cardiaques, la taille de I’infarctus au niveau du cceur reperfusé et la mise en évidence des
facteurs proapoptotiques au niveau cytosolique qui sont des indicateurs de 1’incidence de

I’apoptose en période de reperfusion.

Il serait intéressant de vérifier si la cardioprotection assurée par la propolis est due a I’effet
synergique de I’ensemble de ses flavonoides ou non, en testant 1’effet anti-ischémique isolé

de chaque flavonoide pur faisant partie de la composition de la propolis.

L’évaluation de I’effet protecteur des flavonoides, en utilisant la solution de Celsior,
spécifique a la préservation hypothermique du cceur, et en assurant une période de
reperfusion normothermique suivant la phase d’ischémie froide serait plus proche aux

conditions de conservation cliniques du greffon cardiaque.
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Annexe 1

Annexes

Principaux composants chimiques de la propolis algérienne.

L’analyse des flavonoides et des acides phénoliques a été effectuée par chromatographie en

phase liquide a haute performance a phase inversée équipée d’un détecteur a barrette de di-

iode (RP-HPLC-DAD) (Lahouel et al., 2011).

Composés

%

Acides Aliphatiques (acide 9,12-Octadecadienoique (Z/Z) ; acide 2-
Propenoic, 3-(4-hydroxyphenyl) ; acide 4-(methylamino)butyrique)

Acides Aromatiques (acide benzéne, alpha-(hydroxyméthyl)-
acétique,

(+/-) ; acide p-Hydroxycinnamique ; acide 5-O-méthyl-d-gluconique
dimethylamide)

Esters (acide p-Hydroxycinnamique, ethyl ester ; acide ,2-phenyl
ester Hexanoique; acide Hexadecanoique, 15-méthyl-,méthyl ester ;
acide 6-Octadécanoique, methyl ester)

Flavonoides (Pinostrobine chalcone ; Pinocembrine ; Tectochrysine)

Sesquiterpénes (1.4-Méthanoazulen-7(1H)-one,octahydro-4,8,8,9-
tetraméthyl)

Autres (1-Octadécanol ; Benzen, 3-cyclohexane-1-yl ;
Cyclopropane,1,1,2-triméthyl-3-(2-méthyl-1-propenyl) ; 3-[4-Cyano-
1,2,3,4-tetrahydronaphthyl propanenitrile ; Cyclopentadécanone, 2-
hydroxy)

10.60

22.04

11.14

5.92

2.96

47.31




Annexe 2

Composision chimique de la solution de Krebs-Henseleit

Composés Concentration
mmole/| g/l

Eau distillée (L) 1.00

NacCl 118 6.892

Kcl 4.7 0.348

KH2PO4 1.2 0.16

MgSO4 1.2 0.144

CaCl; 1.8 0.196

NaHCOs3 25 2.1

Glucose 11 1.982

pH 7.4




