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Résumé&

La quercétine, un flavonoide trouvé dans les plantes et les fruits, a été signalé avoir
des effets anti-inflammatoires, qui sont médiés par I'inhibition des cytokines pro-
inflammatoires. Le but de cette recherche bibiographique était d'étudier I'effet de la quercétine
dans la modulation de I’activité¢ du NF-kB qui contribue au contrdle de rétraction de
I’inflammation par divers mécanismes pour influer sur I’ amplitude de la durée de la réponse

inflammatoire.
abstract:

Quercetin, aflavonoid found in plants and fruits, has been reported to have anti-
inflammatory effects, which are mediated by the inhibition of pro-inflammatory cytokines.
The am of this bibiographic study was to investigate the effect of quercetin in modulating the
activity of NF-xB which contributes to the control of inflammation retraction by various

mechanisms to influence the amplitude of the duration of the inflammatory response.
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Introduction

Durant ces derniéres années, plusieurs études ont montré que les flavonoides
possedent de remarquables activités biologiques et pharmacologiques, notamment anti-
inflammatoires, anti-oxydantes et anti-tumorales, ce sont des substances naturelles retrouvées
en abondance dans les plantes, les fruits et les |égumes.

Parmi |es différentes molécules appartenant a la famille des flavonoides, la quercétine,
elle est connue pour ses multiples effets bénéfiques sur I’organisme et a fait I’objet de

nombreuses études in vitro et in vivo sur des model es animaux et chez I’ homme.

Le quercétol est un flavonol trouveé naturellement dans une grande variété d’ aliments
incluant les oignons, les pommes, le thé, certaines graines et des fruits oléagineux comme les
noix. Ce polyphénol est un éément nutritif qui possede de puissantes propriétés anti

oxydantes et anti-inflammatoires.

Les anti-inflammatoires figurent parmi les médicaments les plus vendus. Non
seulement le nombre de maladies inflammatoires est éevé, mais de plus en plus de gens en
sont atteints, et ceci de plus en plus séverement. Les anti-inflammatoires pharmaceutiques
(aspirine, cortisone...) sont puissants et efficaces. Ils présentent cependant de nombreuses

contre-indications qui rendent leur utilisation problématique.

Il est dés lors intéressant de savoir que la nature nous offre une foule de plantes
meédicinales, ainsi que d’ autres remedes a action anti-inflammatoire. Ceux-ci pourraient avoir

moins d’ effets secondaires néfastes.

Dans cette étude, notre objectif est de faire une synthése des différents mécanismes
moléculaires de la quercétine comme molécule anti-inflammatoire et de faire le point sur

I’ effet qu’ elle peut avoir dans certaines maladies inflammatoires notamment |’ asthme.
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Généralités sur lesflavonoides

|.1 Définition

Le terme «flavonoide» désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant alafamille des polyphénols, caractérisé par un squelette a 15 atomes de carbones.
Les polyphénols sont des substances responsables de la coloration de nombreux fruits et

légumes et représentent une source importante d'antioxydants dans I’ aimentation humaine
(MAHOMOODALLY et al., 2005).

Figure 1. Squelette de base des flavonoides (BRAV O, 1998).

1.2 Distribution
Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs. racines,

Tiges, feuilles, fruits, graines, bois et pollens.

Tableau |. Sources alimentaires des flavonoides (HAVESTEEN, 2002).
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Aliments

Flavonoides

Fruitsdu genre citrus

Flavanones

e Naringénine

Peau desfruits, Flavones

Persil, thym, romarin, céleri e Chrysene

Cédleri, persil * Apigenine
e Lutéoline

Radis, Brocoli, Thé noir Flavanols

Oignon, Pomme, Olive, Tomate

Canneberge

e Kaempférol
e Quercétine

e Myricétine

Soja, Haricotsverts,

Haricots noirs et Pois

| soflavones

e Génistéine

e Daidzeine

Thénoir, Thévert

Cassis, Myrtilles

Flavan-3-ols

e Epicatéchine
e Catéchine

Raisins, Fraises, cassis

Framboises, fraises

Anthocyanidols

e Cyanidol
e Malvidol
e Apigénidol

1.3 Propriétés biologiques des flavonoides

|.3.1 Propriétés anti-oxydantes
D’aprés HELLIWELL (1994), les mécanismes d'action d'un flavonoide peuvent

comprendre:
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a. Le piégeage direct des especes oxygenées réactives (ROS);
b. L’inhibition des enzymes et |a chélation des traces métalliques responsables de la
production des ROS;

c. Laprotection des systémes de défense antioxydants.

|.3.2 Propriétés anti-ulcérogenes

Les flavonoides sont capables de protéger la mugueuse gastrique contre les divers
agents ulcérogenes. La naringine et la quercétine exercent ses effets cytoprotecteurs grace a
un complexe impliquant la stimulation de |a prostaglandine et I’inhibition de la production de
leucotriénes viala production de mucus et de ses propriétés antioxydantes (GHEDIRA, 2005).

|.3.3 Propriétés anticancér euses
Elles sont al’ origine de plusieurs mécanismes:
e Pi¢geage des radicaux libres.
e Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique.
e Formation d'un complexe inactif avec le carcinogéne (HERTOG, 1996).
e Prévention de l'activation des métabolites carcinogenes.
e Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses.
e Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses.
e Induction de l'apoptose.
e Inhibition des processus d'angiogenése (REN et al., 2003).
|.3.4 Propriétés anti-inflammatoires

Les mastocytes sont des cellules qui participent aux réactions allergiques et a
I"inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires comme I'histamine et des
cytokines pro-inflammatoires. L’action pharmacologique des flavonoides suggere qu'ils
pourraient présenter un intérét dans le traitement des désordres allergiques en sous-régulant
I’ activation des mastocytes. L’ effet anti prolifératif de ces molécules pourrait s expliquer par
leur capacité a inhiber |’ activité de certaines protéines kinases. Par ailleurs, les flavonoides
sont capables de diminuer la libération d histamine par les basophiles et les mastocytes
(PARK et al ., 2008).
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1.3.5 Autres propriétés desflavonoides

Les flavonoides peuvent aussi empécher |’ apparition du diabéete ou du moins e réduire
en inhibant I'enzyme aldose réductase (CHAUDHRY et al., 1995). ONG et KHOO ont
rapporté que ces flavonoides possedent un effet hypoglycémiant chez des animaux
diabétiques. Alors que certains peuvent entraver |'athérosclérose et par conséquent réduire le
risque des maladies cardiovasculaires. |ls peuvent aussi avoir des effets différents:

e Protection des plantes contre les radiations UV.

e Implication dans les processus de défense de la plante contre les infections
(bactériennes et virales).

e Agissent comme des pigments ou des co-pigments.

e Modulation de ladistribution d'auxine.

e Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les |égumineuses afin de faciliter lafixation de I’ azote moléculaire.

e Régulation de |'éongation destiges.

e Interviennent dansla maturité des fruits .

e Sont a l'origine des golts amers et astringents afin de repousser les animaux
herbivores (PARK et CHA, 2003 ; SUBSAMANIAN et al., 2007 ; YANG et al.,
2008).



Chapitre | l. Généralités sur la quercétine




Généralitéssur La quercétine

1.1 Définition

La quercétine est I'un des flavonoides les plus actifs (flavonols), elle est retrouvée
naturellement dans plusieurs fruits et Ilégumes (DE VRIES et al., 1997).

Ce polyphénol fut découvert en méme temps que la vitamine C par Albert Szent-
Gyorgyi en 1937. Il est souvent associé a cette derniere car elle aide a améiorer son
absorption et en méme temps, retarde son éimination.

Elle est souvent proposée comme supplément alimentaire sous forme de comprimés ou
de capsules (Anonyme 1) (Figure 2).

& ~ 3
Nutrixealf‘"

Quercétine
Phﬂle

BURE T IRNAENATE k«

SEFEFET
9
3
[n)
)
-~

Figure 2. La quercétine en supplément alimentaire (Anonyme 1).

[1.2 Sources alimentaires
On peut retrouver la quercétine dans plusieurs variétés d'aliments, a savoir:

e Les fruits: les pommes, les raisins rouges, les baies, les capres, les cerises, les agrumes, les

tomates (MITCHELL et al., 2003), certaines graines et des fruits oléagineux comme les
Noi X.

e Les légumes: I’ail, le brocoli, le haricot vert, les oignons plus particulierement les oignons
rouges (SMITH et al., 2003).

e Les boissons: le thé vert, le vin rouge et méme dans le miel (PETRUS et al., 2011).
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® [ es plantes (médicinales): le ginkgo, le millepertuis mais aussi la propolis.
1.3 Teneur dela quercétine dans certains aliments

La quercétine est présente dans les aliments a des teneurs variables, allant des aliments

riches comme les cépres, a des aliments a des faibles teneurs a savoir le vin rouge (Tableau

).

Tableau I1. Quantité de la quercétine dans quel ques aliments comestibles (Anonyme 3).

Chocolat noir

Oignon rouge cru




Généralitéssur La quercétine

I1.4 La consommation de la quer cétine dans le monde
-Au nord dela Chine

La consommation de la quercétine grace a une alimentation riche en fruits et

Iégumes au nord de la Chine a été rapportée comme suite:

Tableau I11. La consommation quotidienne (SUN et al., 2015) et moyenne (ZHANG et al.,
2010) de quercétine au nord de la Chine.

m Consommation quotidienne(%o) M

M_S

L’ aubergl ne

MS_

-Aux Etats-Unis

La consommation de flavonoides est d'environ 13 mg/jour pour les adultes
ameéricains, tandis que la quercétine représente les trois quarts de ce montant. L 'apport
de la quercétine est en moyenne de 14,90 a 16,39 mg/jour (SAMPSON et al., 2002).
-Au Japon
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Les apports moyens et médians de quercétine sont de 16,2 et de 15,5 mg/jour
(NISHIMURO et al., 2015).

-En Australie

La consommation moyenne des adultes de flavonoides totaux est de 454
mg/jour (SOMERSET et al., 2008).
-En Espagne

La consommation quotidienne moyenne de quercétine est de 18,48 mg/jour
(ZAMORA-ROS et al., 2009).
-En Afrique

Temps que ce flavonoide est considéré comme un métabolite secondaire, donc
il est consommé naturellement via I'utilisation de plantes thérapeutiques telles que P.
africanum (Pygeumafricanum), Z. capense (Zanthoxylumcapense)etC. anisata
(Clausena anisata) comme remeédes anti-inflammatoires, en Afrique du Sud (IWALEWA et
al., 2007 ; HODZIC et al., 2009).

I1.5 Propriéésdelaquercétine
[1.5.1 Propriétés physico-chimiques
La nomenclature donnée par I'Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée

(UICPA) pour laquercétineest a3, 3, 4, 5,7-pentahydroxy-2-phénylchromen- 4-one.

OH O

Figure 3. Structure chimique de la quercétine (BOISVERT, 2014).
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La quercétine connue également sous le nom de quercétol (CisH1007) est un aglycone,
de couleur jaune, avec un point de fusion de 316,5°C (LIDE et MILNE, 1994). Malgré la
présence de 5 groupes hydroxyles (OH) elle est a caractére lipophile (WILLIAMS et
GRAYER, 2004), c.-a-d. elle est entierement insoluble dans |'eau froide, peu soluble dans
I'eau chaude, et tres soluble dans'alcool (éther, éthanol, méthanol...) et leslipides (LIDE et
MILNE, 1994).

11.5.2 Propriétés anti-oxydantes

De nombreuses éudes in vitro ont dévoilé que le quercétol est un excellent
antioxydant en raison de sa puissante capacité a séquestrer les radicaux libres par ses
formes glycosylées plus que I'aglycone (ALRAWIQ et ABDULLAH, 2014), car ces
derniers permettent la neutralisation directe de ces radicaux.

En outre, ce flavonol a fait preuve aussi de la capacité a empécher I’ oxydation des
lipoproténes de basse densité (LDL) en piégeant les radicaux libres. Ceci pourrait éviter
le risque dathérosclérose, du cancer et certaines maladies cardiovasculaires
(HOLLMANN et KATAN, 1997; MUROTA et TERAO, 2003).

11.5.3 Propriétés antihistaminiques

La quercétine possede des vertus anti-allergenes via le blocage de la libération
d’ histamine dans la circulation sanguine, libérée par les basophiles et les mastocytes, aidant

ainsi acontroler des allergies causees par le pollen ou I’ alimentation.

Une étude effectuée au Japon conclue que les personnes qui consommaient beaucoup
de quercétol montraient une diminution de 96 % de leur production d'histamine (MARILYN
PLOUFFE, 2010).

11.5.4 Propriétés antihypertenseurs et anti-cardiovasculaires

Une alimentation riche en flavonoides incluant la quercétine améliore latension et les
maladies cardiovasculaires, en diminuant I'nypertrophie cardiague et rénae qui fait suite a

I" hypertension.

En 2004, un groupe de chercheurs ont démontré que la quercétine réduirait
I’ agrégation plaquettaire di a la présence d'un médiateur pro-inflammatoire qui est le
thromboxane A2, ce qui pourrait réduire également la coagulation sanguine (PEREZ-
VIZCAINO et DUARTE, 2010).

10
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Sa consommation prolongée permet aussi de ralentir ou d’ empécher le développement
de I'hypertension artérielle chez les animaux hypertendus (DURATE et al., 2001;
GALISTEO et al., 2004 ; EDWARDS et al., 2007 ; EGERT et al., 2009).

11.5.5 Propriétés anticancéreuses

La quercétine est capable de prévenir et de traiter e cancer par induction de I’ apoptose
cellulaire. D’ une part, par ses fonctions antioxydantes (ZHAO et al., 2014) et d’ autre part, par
la suppression de la prolifération du cancer (XING et al., 2001;WANG et al., 2013).

Ce polyphénol a la capacité de prévenir le cancer de plusieurs types de cellules y
compris celles du sein (LAMSON et al., 2000), du colon (DEL FOLLO-MARTINEZ et al.,
2013) et celles du prostate (PIAO et al., 2014).

11.5.6 Propriétés anti-inflammatoires

Les effets anti-inflammatoires de la quercétine impliquent plusieurs voies de
signadisation (CHIRUMBOLO et al., 2010). Elle est désignée comme inhibitrice de
médiateurs inflammatoires en modulant certaines enzymes tels que les prostaglandines et les
lipooxygénases produites par les cyclooxygénases en réduisant ainsi les leucotrienes (XIAO et
al., 2011) voire les leucotriénes B4 qui sont de puissants constructeurs bronchiques.

Ce polyphénol peut moduler I'activité des kinases impliguées dans les réponses
inflammatoires comme la p38 et I'ERK (GERAETS et al., 2007), ainsi que |’ expression du
facteur pro-inflammatoire des cytokines tumorales (TNF-a) (KEMPURAJ et al., 2005) via
I"inhibition du facteur de transcription NF-xB (CHIRUMBOLO et al., 2010), empéchant
ensuite la stimulation de certaines interleukines inflammatoires tels qu’IL-1-p (YOON et al.,
2011).

Des études ont dévoilé que I'administration de 500 mg de quercétine avec une
fréguence de deux fois par jour, pendant un mois a des personnes souffrant de prostatite
(SHOSKES et al., 1999) et de cystite intertitielle (KATSKE et al., 2001) a conduit a leur
soulagement.

11.5.7 Autres propriétés
-Anti-diabéte et obésité;
-Anti bactériennes et antifongiques (BERRIN et al., 2006);

-Antiviraux (KAUL et al., 1985);

11
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-Antigrippe;

-Neuroprotection...€tc.

I1.6 Absor ption, transfor mation, transport et excr étion de quer cétine
11.6.1 Absorption

Le quercétol se trouve dans les plantes sous forme d hétérosides. Ces glycosides sont
absorbés de maniere différente en fonction du type de sucre fixé (SCHOLZS et al., 2007). lls
sont hydrolysés dans I'intestin gréle par les béta-glucosidases a la forme aglycone (ADER et
al., 2000).

11.6.2 Transfor mation et transport

Apres absorption, la quercétine aglycone est métabolisée dans divers organes, y
compris l'intestin gréle, le cOlon, le foie et les reins, en passant premiérement par une
glucoronidation, méthylation et sulfatation pour former les principaux conjugués 3-O-
méthylquercétol, 3-O-glucuronide du quercétol et 3-O-sulfate de quercétol respectivement, ou
en se liant a différents types de sucres tels que le glucose, le rhamnose pour former des
glycosides. La présence de ces glucides entraine une augmentation de solubilité dans |'eau par
rapport ala guercétine aglycone (ROSS et al., 2002).

L e processus métabolique se termine dans le foie (OLIVEIRA et al., 2000), cet organe
possede tous les systémes enzymatiques nécessaires tels que les enzymes intestinales
secrétées par les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale ainsi que par les bactéries, via

latransformation en divers métabolites (acide phénoligue) dans e sang.
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Figure 4. Structures moléculaires des métabolites de la quercétine obtenus lors de la
glucoronidation, méthylation et sulfatation (LI et al., 2016).

11.6.3 Elimination
La quercétine est éliminée par le rein ou la concentration de celle-ci dans

I’ urine dépend de la dose ainsi que le temps apres |’ ingestion.

Généralement, la demi-vie moyenne de la quercétine est de 3,5 h (KONRAD et
al., 2015). Les sujets humains peuvent absorber des quantités importantes de
guerceétine, son éimination seratres lente, pouvant aller de 11 428 h (MANACH et al.,
2005).

11.7 Les effets secondaires de la quercétine
Au-dela des avantages que présente le quercétol, quelques complications a
forte dose sont possibles tels que:

e Toxicité le risgue de toxicité est négligeable surtout lorsgue la consommation
de ces suppléments se fait par voie orale ou sous forme d'injection
intraveineuse a court terme.

e Maux detéte et d’ estomac;

e Problemerénal;

o Reflux acide;

e Douleur dansles articulations;

e Augmentation des niveaux dexpression dhormones femelles comme
I’ cestrogene, ce qui peut induire le risque de cancer des organes génitaux et du
sein;

13
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e Dommages génétiques en affectant I’ ADN;
e Rougeurs, transpirations, essoufflements, nausées et vomissements, lorsque la
prise de ces suppléments se fait par injection.
Cependant, la consommation de la quercétine est déconseillée pour les
femmes enceintes, les femmes qui allaitent, les personnes souffrant de maladies
rénaes (SHOSKES et al., 1999).
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M écanismes moléculaires de |’ action anti-inflammatoir e de la quer cétine

Introduction

L’inflammation est un processus complexe initié par plusieurs facteurs allant
del’infection bactérienne et blessure chimique alapollution de I’ environnement entrainant
des |ésions cellulaires (O'BYRNE et al., 2000). Elle se manifeste par quatre signes cardinaux
(la rougeur, I’cedéme, la chaleur, la douleur) résultant d’ une augmentation du flux sanguin,
ains gue la perméabilité capillaire permettant aux compléments, aux anticorps et aux
cytokines de franchir la barriere endothéliale ainsi que la migration des leucocytes vers le
tissu 1ésé pour une réparation de lalésion. La réponse inflammatoire implique de nombreuses
enzymes parmi lesquelles les lipoxygénases et les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) qui
synthétisent des médiateurs pro-inflammatoires tels que les leucotriénes et |es prostaglandines
a partir de I’acide arachidonique. Les inflammations aigués peuvent se guérir de maniere
spontanée ou avec un traitement en faisant appel aux anti-inflammatoires stéroidiens

(glucocorticoides) et non stéroidiens.

Ces molécules bien qu’ étant efficaces sont associées a des effets iatrogenes tels des
dommages digestifs (ulcéeres gastroduodénaux, sténose, perforation) et des toxicités rénaes
(insuffisance rénale aigué, rétention hydrosodée). En raison de ces problémes iatrogenes, il est
impérieux d’ orienter la recherche vers de nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires
tels que les plantes médicinales qui constituent une source potentielle de molécules naturelles
anti-inflammatoires. La quercétine peut intervenir suivant différents mécanismes tels que la
régulation de I’activité de NF-kB ainsi que la régulation des médiateurs pro-inflammatoires

notamment le TNF-a et de nombreuses autres cytokines pro- inflammatoires.
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I11.1 Les mécanismes moléculaires d’ action de la quer cétine
[11.1.1 Effetssur I’asthme

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire des voies aériennes pendant
laquelle de nombreuses cellules interviennent, en particulier les mastocytes, les éosinophiles
et les lymphocytes T (SALMERON, 2002). Les traitements actuels comprennent les [32-
agonistes, les cystéinyl récepteurs des leucotrienes 1, des antagonistes et des corticostéroides.
Bien que ces médicaments démontrent des effets bénéfiques, leurs effets secondaires limitent
leur utilisation a long terme. Par consequent, il est nécessaire d'éaborer de nouveaux
composés ayant un potentiel thérapeutique similaire et moins deffets néfastes. Agent
d origine naturel, la quercétine peut exercer des effets biologiques multiples, y compris la
réduction des symptdbmes majeurs de I'asthmetels que: [I'hyperactivité bronchique, la

production de mucus et |’ inflammation des voies respiratoires (VERPOORTE, 1999).

a) Mastocytes

Les mastocytes jouent un réle important au début ainsi que les phases tardives de
l'asthme, leur activation par stimulation antigénique des récepteurs FceR I entraine la
production de plusieurs médiateurs, y’ compris I'histamine, les leucotriénes et les cytokines,
qui modulent I'hyperréactivité des voies respiratoires et l'inflammation (GOULD et
SUTTON, 2008). En effet, laliaisonde l'allergene avec lesIgE spécifiques entraine un
processus de dégranulation cellulaire. Trois types de substances dites "médiatrices’ sont alors
libérées par ces cellules (des substances préformées, des substances néoformées et des
cytokines). Ces médiateurs, seuls ou en synergie avec des cytokines Th2 augmentent la
contractilité cellulaire du muscle lisse, la perméabilité des cellules épithéliales et 1a production
du mucus ainsi gqu’ un recrutement des basophiles et des macrophages sur le site inflammatoire
(HOLGATE et POLOSA, 2008). Plusieurs éudes ont montré que le traitement avec la
quercétine inhibe la libération de I'histamine et les médiateurs pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-1PB, IL-6 et IL-8) a partir de mastocytes stimulés avec les IgE (KEMPURALI et al., 2005 ;
PARK et al, 2008; CRUZ et al, 2012) probablement en raison de l'inhibition de I’ activité de
NF-kB et la protéine kinase activée par un mitogene (MIN et al., 2007). Aingl, la quercétine
pourrait jouer un réle important dans la modulation des phases précoces et tardives de
['asthme.
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Figure 5. Schéma représentatif des effets de la quercétine dans la maladie de |'asthme
(FORTUNATO et al., 2012).

b) Eosinophiles et neutrophiles

Plusieurs études ont montré les effets anti-éosinophiles des plantes médicinales et des
substances d'origine végétaes telles que la quercétine dans les modéles éosinophiles, y
compris les modéles de péritonite aigué ou toxocarose, et le modéle d asthme allergique
induit par I'ovalbumine (ROGERIO et al., 2010).

les éosinophiles produisent plusieurs cytokines telles quelL-4, IL-5 et IL-13,
chimiokines tels que CCL11 (PERRETTI et FLEUR, 1993; BARNES, 1998; BARNES,
2006), des médiateurs lipidiques (LTB4), ains que des proténes cationiques (de la protéine
basique majeure (MBP), dérivés éosinophiles neurotoxine, la protéine cationique éosinophile
et éosinophile peroxydase) qui peuvent aggraver l'inflammation des voies respiratoires et
causer des dommages aux tissus (GLEICH et LOEGERING, 1984 ; ROTHENBERG et
HOGAN, 2006).
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Cependant il a éé démontré qu’'une dose par voie orale de quercétine chez les
individus atteints d’asthme (10 mg / kg) réduit les éosinophiles dans le sang, le lavage
broncho-alvéolaire (BALF) (ROGERIO et al., 2007). Elle pourrait également diminuer les
concentrations d'IL-5 dans le BALF. IL-5 est la cytokine principale impliquée dans
I’ éosinophilie sanguine au cours de l'inflammation alergique et I'infection parasitaire. En
plus, elle intervient dans la migration des éosinophiles de la moelle osseuse vers le sang
(SANDERSON et al., 1985 ; FACCIOLI et al., 1996). En outre, I'lL-5 active les éosinophiles
MATURES (YAMAGUCHI et al., 1988; CLUTTERBUCK et SANDERSON, 1988). Des
résultats similaires ont été trouvés par d'autres chercheurs utilisant les mémes modeles
expérimentaux chez la souris et le cobaye mais en employant différentes voies
d'administration de la quercétine (intra-péritonéale ou d'un aérosol itinéraire) (JUNG et al.,
2007, MOON et al, 2008; PARK et al., 2009). Ce flavonol a également démontré son
potentiel de réduire I'hyperréactivité bronchique (KO et al., 2004; JANG et al., 2007) et la
production de mucus (CHANG et al., 2010).

c) Facteursdetranscription

Dans l'inflammation associée a l'asthme, I'expression de multiples médiateurs

inflammatoires est régulée par la transcription de plusieurs facteurs. T box et lafamille GATA
sont des facteurs de transcription qui jouent plusieurs réles dans I'hématopoiese et |’ activation
de plusieurs lignées cellulaires, y comprisles lymphocytes T.
Alors que la surexpression de GATA-3 favorise la différenciation des cellules Th2 (BARNES,
2011), I'expression de T-bet détermine la différenciation des cellules Thl (LAZAREVIC et
GLIMCHER, 2011). La quercétine inhibe I’ expression de GATA-3 et augmente |’ expression
de T-bet dans un modéle murin d'ovalbumine induit par I'inflammation allergique des voies
respiratoires. Par conséquent, elle réduit la production de la synthése de I'lL4 et augmente la
concentration d'IFN-y (PARK et al., 2009). IL-4 est essentiellement responsable du
développement de la réponse immunitaire du type Th2. En revanche, I'l[FN-y, est une cytokine
Thl qui inhibe les réponses immunitaires Th2 (SAGGINI et al., 2011). Ces résultats
démontrent que la quercétine est capable de moduler |a balance de production de cytokines
Thl/ Th2 et par conséquent la pathologie d’ asthme.

A I'heure actuelle, de nombreuses questions restent encore non élucidées sur la
nature du processus inflammatoire d’'un asthme sévére. En plus des éosinophiles, les
neutrophiles sont également des cellules qui libérent des produits oxydatifs, des eicosanoides

et métalloprotéinases (en particulier MMP-9), qui contribuent a une lésion cellulaire
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d’ endothélium et de I'épithélium du poumon et induit une augmentation de la perméabilité
vasculaire. D’ une maniére intéressante, I’inhibiteur tissulaire de la métalloprotéinase (TIMP-
1), est un inhibiteur de laMMP-9 qui est dans les conditions normales réduit dans le plasma et
les bronchiques des patients souffrant d'asthme (BELLEGUIC et al., 2002). Dans un modele
expé&rimental dinflammation des voies respiratoires induite par I'administration intra-nasale
de I'éastase et de LPS, la quercétine inhiberait le recrutement des neutrophiles ainsi que la
MMP-9 ainsi que |'expression et I'activité de MMP-12 alafoisin vivo et in vitro (GANESAN
et al., 2010).
d) Cytokines

La fonction de I'épithélium des voies respiratoires est de transporter I'air dans les
alvéoles et protéger les poumons contre des agents pathogeénes, les alergenes de
I'environnement et des particules inhalées par la secrétion de molécules antimicrobiennes
ainsi que les cytokines et |es chimiokines pro-inflammatoires. En outre, I'épithélium des voies
aériennes a également la possibilité de moduler la fonction des cellules dendritiques
pulmonaires, qui sont essentielles pour amorcer |'inflammation et aussi dans la détermination
du type de réponse immunitaire (Thl, Th2 ou Th17) (BELLEGUIC et al., 2002; GANESAN
et al., 2010). Le traitement avec la quercétine avant la stimulation de TNF-o réduirait
I'expression d'IL-8 et de chimiokines, qui sont impliquées dans la pathogenese de |’ asthme, a
I'intérieur des cellules épithéliales bronchiques (NANUA et al., 2006), Cette incidence a été
associée al'atténuation des voies de signalisation (PI3-kinase, Akt et NF-kB). Plusieurs autres
études ont également démontré |’ effet de cette molécule sur la réduction de I’ activité de NF-
kB (NAM, 2006; RAHMAN et ADCOCK, 2006).

€e) Expression d'ICAM-1

Les molécules d'adhésion sont impliquées dans le contrdle de I’ afflux leucocytaire.
L'expression de la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1), une molécule d'adhésion
qui participe dans les interactions adhésives ‘ cellule-cellule et cellule-matrice’ a été associée a
plusieurs maladies inflammatoires, y compris I'asthme (STANCIU et DJUKANOVIC, 1998).
La quercétine a été utilisé pour réduire I'expression d1CAM-1 sur une lignée de cellules
épithéliales pulmonaires (A549) d'une maniére dépendante de la dose, cette diminution a été
démontrée étre médiée par l'inhibition de la voie de NF-kB, d’ERK-1/2 et les voies
signalisation JINK (YING et al., 2009). Par conséquent, ce flavonoide a un effet sur la

réduction du recrutement leucocytaire qui peut étre associée a une diminution de I'adhérence
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des chimiokines. En plus des cellules épithéliales, les fibroblastes sont également impliqués
dans |a pathogenese asthmatique.
f) Fibrose

Le remodelage de la paroi bronchique est un déterminant majeur de la morbidité de
I'asthme. Un nombre accru de myofibroblastes sous la membrane basale épithéliae
bronchique a été décrit dans cette pathologie (BOUSQUET et al., 2000). Plusieurs études ont
montré que la quercétine présente de puissants effets antifibrotiques (Ql et al., 2001 ;
NAKAMURA et al., 2011). NAKAMURA et al (2011) ont démontré gque ce flavonoide réduit
le dépbt de collagéne, synthétise par les fibroblastes, par I'induction de larégulation du HO-1,
une protéine qui confére une protection dans les maladies associées a des |ésions pulmonaires.
Les expériences réalisées par Xu et ses collégues en 2006 suggerent que la quercétine pourrait
jouer un réle important dans la modulation du remodelage des voies aériennes chez les
patients asthmatiques. Fait intéressant, cette molécule agit comme un bronchodilatateur
puissant in vitro et in vivo (JOSKOVA et al., 2011).

111.1.2 Effets sur la polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie dégénérative inflammatoire
chronique, €elle est caractérisée par une atteinte articulaire souvent bilatérale et symétrique,
évoluant par poussées vers la déformation et la destruction des articulations atteintes
(SARMIENTO-MONROY et al., 2012).

La synovite est |'un des principaux changements pathologiques de la PR. Certaines
études (SANO et al., 1992; MIYASAKA et HIRATA, 1997; CHOY et PANAYI, 2001,
FIRESTEIN, 2003) indiquent que certaines cytokines pro-inflammatoires (le TNF-o,
interleukine IL -1 et I'[L-6), les chimiokines, 1'oxyde nitrique, la régulation anormale des
enzymes inflammatoires (la cyclooxygénase-2 (COX-2) et de 5-lipoxygénase (5-LOX)) ainsi
gu’ une expression anormale des molécules d'adhésion sont étroitement liés a cette pathologie.
La quercétine peut équilibrer 1’activité de NF-kB afin de ralentir I'expression des molécules et

des cytokines inflammatoires.

L'autre changement pathologique de la PR est la formation de pannus synovid
compose de cellules synoviaes inflammatoires. La formation de nouveaux vaisseaux sanguins
comprend la migration ains que la prolifération des cellules endothélides. Le VEGF peut
favoriser la sécrétion du facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF). Ce dernier

capable d activer une télomérase dans des cellules synoviaes, et en méme temps promouvoir

20



M écanismes moléculaires de |’ action anti-inflammatoir e de la quer cétine

la prolifération et la migration des vaisseaux sanguins des cellules endothéliales, contribuant

ainsi alaformation d'un pannus.

Une étude (TAN et al., 2003) montre que la quercétine peut réduire la sécrétion de
VEGF dans les cellules endothéliales ce qui pourrait affecter I'angiogenese, et ainsi diminuer
la formation d'un pannus synovia. En outre, ce flavonol peut inhiber la protéine kinase C
(PKC) et I'activité du récepteur tyrosine kinase (TPK), bloquer ainsi I'activité du bFGF pour

produire un effet anti-angiogénique.

111.1.3 Effets dans|e syndrome métabolique

Lesyndrome métabolique estun état clinique qui comprend divers anomalies
spécifiques, y compris |'obésité abdominale, la résistance a l'insuling, la dydlipidémie et
I'hypertension, devenu un trouble majeur et de plus en plus répandu (WEISS et al,. 2004,
FORD et al., 2004). Il décrit un éat qui est considéré comme préfigurant de plusieurs
maladies graves.

e diabetedetype2 (DT 2);
e troubles cardiovasculaires;
e accident vasculaire cérébral (AVC) ;

e L'inflammation, mesurée par le taux de protéine C-réactive et I'interleukine 6.

Des études récentes ont mis en évidence I'implication d'un état pro-inflammatoire qui
provogue une résistance a l'insuline et conduit a des manifestations cliniques et biochimiques
du syndrome métabolique. La voie conduisant a cette pathologie impliquerait une production
anormae d'hormones et de cytokines a partir du tissu adipeux, a savoir une production
excessive de médiateurs pro-inflammatoires comme I'IL-6 et le TNF-a simultanément avec
une sécrétion plus faible d’ adiponectine, un adipocytokine anti-inflammatoire (DANDONA et
al., 2007; KADOWAKI et al., 2008).

Les résultats obtenus par RIVERA et ses colléegues en 2008 montrent que
l'administration élevée en quercétine induisait une augmentation des taux plasmatiques
d’adiponectine ainsi qu’une diminution des taux de TNF-a, ceci pourrait expliquer
I’améioration de la sensibilité al’insuline. De fagon générale, cette molécule exerce son réle
anti-diabétique au niveau du foie et du muscle sguelettique en augmentant la sensibilité a
Iinsuline de ces organes. SCHERER et ses collégues ont rapporté qu'une augmentation
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élevée du niveau d''adiponectine déclencherait une diminution transitoire du taux de glucose
en inhibant alafois I'expression d'enzymes de la néoglucogenese hépatique ainsi que le taux
de production du glucose. LODISH et ses collégues ont rapporté que cette adipocytokine anti-
inflammatoire augmente |'oxydation des acides gras dans les muscles, diminue le glucose

plasmatique et provoque une perte de poids chez les souris obeses (COMBS, 2004).

En outre, la quercétine produit une amélioration de |'expression d’eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) ainsi qu’une régulation négative d expression de nitricoxide synthase
(INOS) dans le tissu adipeux des rats obeses, effets qui pourraient étre liés a la réduction du
TNF-a (KAPUR et al., 1999; VALERIO , 2006).

La quercétine pourrait donc prévenir un certain nombre de mal adies métaboliques.
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Figure 6: Larégulation des réponses inflammatoires dans le tissu adipeux (anonyme 4).
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I11.1.4 Effets sur I’activité du NF-kB chez les hépatocytes:

L’interleukine-1 (IL-1B) est une cytokine multifonctionnelle qui joue un rdle
important dans I’inflammation (DINARELLO, 1997; DINARELLO, 2004). Elle se lie a des
récepteurs spécifiques membranaires ayant une force affinité de la surface cellulaire et a des
effets pléotropiques qui comprennent la prolifération des lymphocytes B, ains que la
stimulation et la production de cytokines et de médiateurs inflammatoires (HANADA et
YOSHIMURA, 2002). Elle est I’une des cytokines les plus importantes dans le foie et son
augmentation a été observée dans les maladies hépatiques (ANDUS et BAUER, 1991;
DIEHL, 1999).

L’oxyde nitrique (NO) est un médiateur biologique puissant produit par les
hépatocytes aprés exposition a des cytokines, notamment 1’IL-13 (GELLER et al., 1994). Sa
production est régulée par |'oxyde nitrique synthase intracellulaire de 3 isoformes de NO
synthase. L’isoforme exprimé dans les macrophages et les hépatocytes est appelé NOS
inductible (iNOS). Son activité est régulée au niveau transcriptionnel par les cytokines et
I'exposition des cellules a d’autres stimulants inflammatoires tels que I’endotoxine ou les
espéces réactives de I’ oxygene (ROS). Au cours de I’inflammation, NO et ses métabolites tels
gue le peroxynitrite sont potentiellement cytotoxiques et capables d' éiminer les cellules
modifiées (LIAUD et al., 2000).

Cependant, la destruction aveugle de ces derniéres et des tissus par les NO et ses
intermédiaires d'azote réactif peut ére impliquée a |’ apparition a de nombreuses pathologies
de nombreuses affections inflammatoires. Par conséquent la production de NO induite par
iINOS peut refléter le degré dinflammation et de fournir une mesure permettant d'évaluer
I'effet des médicaments sur le processus inflammatoire (SHEN et al., 2002). Ainsi,
I"inhibition sélective de la voie d'iNOS est une approche rationnelle car |’ atténuation des
inflammations et la suppression de la production des NO peuvent étre des stratégies
thérapeuti ques efficaces pour prévenir |es réactions inflammatoires associées a de nombreuses
maladies (OLSZANECKI et al., 2002).

Le NF-kB est un facteur de transcription impliqué dans les réponses immunitaires, il
est induit par un certain nombre d'agents pathogenes, incluant la cytokine IL-1B (JIANG et
al., 2002 ; FUJMORI et al., 2003). Il active plusieurs génes importants pour la réponse
inflammatoire, y compris des cytokines, des facteurs de croissance et les enzymes

inflammatoires. Les promoteurs des genes murins et humains codant pour iNOS contiennent
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une séquence consensus pour la liaison de NF-kB, ce qui est nécessaire pour conférer une
inductibilité par des cytokines et des lipopolysaccharides (LPS) (NUNOKAWA et al., 1996).
En raison de son rdle dans I'expression des genes inflammatoires, NF-kB constitue une cible
importante dans le traitement des maladies inflammatoires, I'inhibition de son activation peut

constituer une cible thérapeutique dans divers types d'inflammation.

Plusieurs flavonoides se sont révélés a inhiber I'expression des cytokines dépendantes
du NF-xB, iNOS et de la cyclooxygéenase (COX) -2 (SHIH et al., 2004). La quercétine a été
rapporté pour avoir un effet inhibiteur sur I’ expression du gene iNOS induite par le LPS dans
différentes lignées de macrophages stimulées par le LPS (RASO et al., 2001), des cellules de
Kupffer derat (KAWADA et al., 1998).

Cependant, bien que différents flavonoides tels que le resvératrol, la naringénine, ou
I’ apigénine inhibent I'expression accrue d'iNOS dans les macrophages par une régulation
négative de NF-xB, la quercétine ne modifie pas I’activité de NF-xB aprés stimulations par
les LPS dans les macrophages RAW 264.7, mais il a é&é suggéré qu'elle peut réguler
négativement I’expression d'iNOS par modulation de I’activité enzymatique liée a la

transduction du signal.

Un certain nombre d’ éudes faites par Western Blot et la RT-PCR, ont montré que la
quercétine a inhibé I'accumulation de nitrite et cette diminution de la production de NO était
compatible avec l'inhibition de 1'expression du geéne IL-1B, iNOS induite indiqué. Plusieurs
rapports ont montré précédemment que dans des macrophages stimulés par LPS ou des
cellules de la muqueuse gastrique (CHO et al., 2003, MOREIRA et al., 2004), I" inhibition de
I'expression d'iNOS est induite par une déficience des voies telles que des protéine - kinases
activées par mitogene et la signalisation de NF-kB. Les données mettent en évidence la
divergence entre les différents types de cellules et suggérent que I'action inhibitrice de la
guercétine sur la production de NO dans les hépatocytes IL-113 stimulée pourrait étre die a
I'abrogation d'iNOS induit de protéines par une atération des voies de signalisation

intracellulaires.

En théorig, il existe plusieurs étapes critiques au cours de laquelle la quercétine peut
moduler la cascade d'événements moléculaires conduisant a I'expression d'iNOS dans les
hépatocytes traitées avec 1'lL-1P. Certains flavonoides peuvent inhiber la protéine kinase C
(PKC), la phospholipase C (PLC) ou A, et phosphodiestérases (MIDDLETON et al., 2000).
Une autre possibilité comprend une modulation d’'iNOS indirectement par inhibition de la
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COX et / ou les voies de signalisation de la lipooxygénase. Néanmoins, toutes les voies
d'induction d'iINOS semblent converger lors de I’ activation du facteur de transcription de NF-
kB, I'expression d'iNOS est inhibée lors de la régulation négative par des inhibiteurs de

protéasome ou de la surexpression de mutants de NF-kB (JIANG et al., 2004).

Les résultats obtenus par SUSANNA MARTINEZ et ses collégues indiquent que I'IL-
1B stimulée par la production de NO dans les hépatocytes est associée a 'activation du facteur
de transcription. La quercetine a provoqué une inhibition de ’activation de NF-kB et une
diminution paralléle de |’ expression du gene iNOS, ce qui suggere clairement que ce flavonol

agit dans les hépatocytes sur les voies de transduction du signal de I'activation de NF-kB.

Laméme étude a montré que certains flavonoides ont été rapportés pour inhiber le NF-
kB par |'activation des kinases IKB et que la régulation négative de I’ expression d’'iNOS est
associée a la suppression de la libération de NF-kB dans les macrophages stimulés par le LPS
(CHO et al., 2004). Ils ont constaté que la stimulation de 1'IL-1B a induit une diminution
significative de ’IKBa ; en revanche, la quercétine a partiellement empéché la dégradation
IKBa de IL-1B-induite. Ainsi, ce mécanisme semble étre impliqué dans l'action de ce flavonol

sur I'induction d’'iNOS dans les hépatocytes de I'lL-1 3 traités.

En résumé, la quercétine inhibe la production de NO dans I'lL-1 stimulée par les
hépatocytes par I'inhibition de I'expression d'iNOS. Fait interessant car ce flavonoide peut
étre utilise comme molécule de plomb pour développer une nouvelle génération de
meédicaments afin de contrbler diverses maadies inflammatoires aigués et chroniques
associées a l'induction d'iNOS. Bien que le mode daction reste a préciser, les résultats
obtenus par MARTINEZ et ses collaborateurs soutiennent |'idée que |e mécanisme d'action est
par inhibition de la voie de transduction NF-kB / IKB-IL-1-induit.

I11.5 Inhibition de TNF-a par la modulation de NF-kB et IKf

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire importante qui peut déclencher
I’expression d autres cytokines, chimiokines et médiateurs inflammatoires (AGGARWAL,
2000; AGGARWAL et al., 2001; WAJANT et al., 2001). De ce fait, son blocage est
d’ importance primordiale pour le traitement de certaines maladies inflammatoires notamment

I’ asthme. Parmi ces traitementsy figure la quercétine.
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Le NF-«xB est un facteur pro-inflammatoire, il joue un role essentiel dans la régulation
des processus inflammatoires (DUH et al., 1998) dont sa modulation déclenche une cascade
d'étapes de protéines dont certains sont les principales cibles possibles pour traiter
I'inflammation (OSBORN et al., 1989; SUZUKI e PACKER, 1993; SINGH et
AGGARWAL, 1995; BREMNER et HEINRICHI, 2002; CELEC, 2004; KRAKAUER,
2004).

Le LPS stimule I’activation du NF-xB dans les macrophages ou il est associé¢ a
I"inhibiteur IKB qui empéche sa trandocation vers le noyau, apres I'activation et la
phosphorylation de ce dernier par les IKK en IKBa et IKBp, ceci entraine la translocation du
facteur de transcription vers le noyau, se fixant ains sur I’ADN codant ensuite la production
des cytokines inflammatoires (OSBORN et al., 1989 ; SUZUKI et PACKER, 1993 ; SINGH
et AGGARWAL, 1995 ; HSU et al., 1995 ; BREMNER et HEINRICHI, 2002; CELEC, 2004,
KRAKAUER, 2004).

De ce fait, la quercétine exerce son effet anti-inflammatoire en régulant négativement
I’activité et I'expression du NF-xB (CHO et al., 2003; WADSWORTH et KOOP, 1999),
diminuant ains la phosphorylation d'IKB (COMALADA et al., 2005), ce qui suggere
I’inhibition de 1’expression de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a car ce dernier est
considéré comme une approche validée pour plusieurs maladies inflammatoires (CALAMIA,
2003).
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\/}'F-KB —IKB

lPhﬁ sphorylation et dégradation
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Fixation sur I’ADN

b
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Figure 7: Schéma récapitulant les mécanismes d’inhibition de la synthese de TNF o.

L égende: —: Activation; —— :Inhibition; IKK: kB Kinase; LPS:
Lipopolysaccharides; NF-kB: Nuclear Factor-KB; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-apha

111.6 Effetsdans e cas dela septicémie

Le Sepsis est la conséquence d'une infection grave dd a la croissance des bactéries
pathogénes appartenant a la famille des Gram négatif dans le sang, des infections fongiques
ou virales peuvent également étre responsables (JUI et al., 2011). Il est causé par une
inflammation excessive di a une surproduction de cytokines inflammatoires (SHUKLA et al.,
2014). Cette maladie peut affecter des milliers de patients par an et peut étre fatale en cas
d’ absence de traitement (DELLING et al., 2012).

Il existe des traitements conventionnels qui peuvent prévenir cette inflammation.
Cependant, la quercétine pourrait avoir un potentiel thérapeutique dans la septicémie
(COMALADA et al., 2005; BOURNIVAL et al., 2012). Une éude a démontrée qu’ aprés un
prétraitement des souris avec une dose unique de la quercétine semble étre capable de
protéger les tissus endommagés induits par I'injection du LPS (DOI et al., 2009).

Le LPS stimule dans les macrophages via le récepteur TLR4 ce qui active en ava la
phosphorylation des IKK (HSU et al., 1995) qui par la suite active I'lKB. Il stimule
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egalement |’ activation des MAPK (LU et al.,2008) comme la c-Jun, lap38 (CARGNELLO et
al.,2011), laJNK (ZHANG et al.,2013), I'ERK-1/-2 et I' AKT (GUHA et MACKMAN, 2002,
LU et al., 2008) qui ont été suggéré comme kinases responsables de 1’activation de NF-kB

(PIANETT!I et al.,2001;HONG et al.,2009).

En outre, laliaison de ce dernier avec I'|KB empéche sa translocation dans le noyau,
mais une fois activé par les IKK afin de le phosphoryler et le dégrader en IKBa et IKBf , NF-
kB pénétrera ensuite dans le noyau ou il va se lier avec les promoteurs de génes spécifiques
codant la production des cytokines inflammatoires (GHOSH et HAY DEN, 2008) notamment
le TNF-a et IL-1B (DE JONG et al., 2010), ce qui induit la septicémie (CHONG et
SRISKANDAN, 2011) par endotoxémie des bactéries a Gram-négatif (BEUTLER et
RIETSCHEL, 2003).

En conclusion, la quercétine exerce son effet anti-inflammatoire contre la septicémie
via I’inhibition des voies de signalisation induites par le LPS appliquant dans I’ activation du
NF-kB.
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Legende: —» : Activation; ——: Inhibition; AKT: Protein kinase B; IKK: Ikf Kinase;
IL-1p: Interleukin-1béta; LPS: Lipopolysaccharides; MAPK: Activated Adenosine
Monophosphate Protein kinase; NF-kB: Nuclear Factor-KB; TLR4: Toll Like Receptor 4;

TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha.

111.1.6. Effetssur le cancer dela prostate

Le cancer de la prostate est une forme d'inflammation touchant la prostate. Cette
tumeur est causée par un développement anormal des cellules dans cette glande puis leur

migration vers d autres parties du corps du masculin (MICHAEL et al., 1997).

Selon un diagnostique fait en 2011 chez des hommes américains, |’ estimation de
mortalité était environ 33720 hommes par an (SIEGEL et al., 2011), de la vient I’intérét de

recherche d  agents préventifs pour traiter cette tumeur.
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Selon une éude antérieure faite sur les cellules PC-3 et LNCaP, la quercétine
antagonisait ce cancer in vitro et in vivo (PIAO et al., 2014) via laréduction de |’ expression
du récepteur d’androgene (RA), suppression de la prolifération ou I’'induction d apoptose
cellulaire (XING et al., 2001; WANG et al., 2013).

A. Effet anti-cancer dela quercétinein vitro
e Inhibition de la prolifération

La prolifération est I’ une des causes principales de développement des tumeurs. Selon
LIU et al, un traitement de cellules PC-3 avec la quercétine a des doses allant de 50 a 200 uM
pendant une durée de 24 a 48 h a provogué la diminution de la viabilité de ces cellules en

fonction du temps et de ladose.

En effet, ce polyphénol induit un arrét du cycle cellulaire en phase G1 et surtout au
niveau de la phase GO / G1 apres I’inhibition des cyclines D1 et E (KUMAR et al., 2011) et

une activation de quelques inhibiteurs naturels de la division cellulaire comme lap21 et la p53
(L1U et al., 2014). Ceci permet ains |’inhibition de la prolifération.
e Induction d’apoptose

L’ apoptose est la mort cellulaire programmee, elle peut ére médiée par des voies
intrinséques (mitochondriales) et extrinseques (LEE et al., 2008 ; SENTHILKUMAR et al.,
2010 ; KUMAR et al., 2011), mais dans les deux cas €elle est provoquée par I’ activation du
caspase-3, dans le cas ou €lle est insuffisante elle deviendra la cause essentielle d'une
tumorigenese. Toutefois, la quercétine peut induire cette mort cellulaire du carcinogene de la
prostate par I’ augmentation du facteur pro-apoptique BAX et ladiminution de I’ expression du
facteur anti-apoptique Bcl-2, ce qui diminue ains le rapport Bcl-2 / Bax (WANG et al.,
2013).

e L'inhibition du récepteur d'androgeéne (RA)

Les androgénes sont des hormones sexuelles méles qui assurent la croissance et le bon
fonctionnement de la prostate, les récepteurs de ces derniers sont présents dans la majorité des
types de cette tumeur (CULIG et al., 2002), car ils sont responsables de la régulation
physiologique des androgéenes (EDER et al., 2001) et ils stimulent leur croissance (activation).
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IIs congtituent de ce fait une cible afin d’ examiner le développement de ce carcinogéne
(DELVIN et al., 2009; YUAN et al., 2010).

Selon une étude, la quercétine pourrait induire:

L’inhibition du gene PSA, diminution de |’ expression de I’ ARNm et une atteinte de la
fonction du récepteur d’ androgéne (XING et al., 2001). Ce qui implique I’ augmentation de la
caspase 3/7, provoquant ains |’effet anti-prolifératif et une mort cellulaire programmée
(FERRUELO et al., 2014).

Un retard dans la synthese de I’ ADN et la modulation de la voie de signalisation de
RA, induisant la diminution de I’expression et |’altération de la fonction de ce récepteur
provoquant ains I'inhibition de la croissance du cancer de la prostate (BRITTON et al., 2012;
MORRIS et al., 2006).

e Inhibition de I’angiogenése

L’ angiogenése est définie comme étant |a croissance de nouveaux vaisseaux sanguins
a partir de vaisseaux préexistants, actives par le facteur de croissance endothéliale vasculaire
(VEGF) et le facteur induit par I’ hypoxie (HIF) (YU et al., 2010).

Dans cette étude, la néovascularisation est inhibée par la quercétine in vitro avec une
dose de 0 a 100 uM aprés 24 a 48 h d’'incubation (CHEN et al., 2008). Ce flavonoide
affecterait la viabilité des ces cellules en diminuant |’ accumulation du HIF et la secrétion du
VEGF (LEED et LEE Y, 2008).

e Régulation d’ERK-1/-2/ INK/ MAPK

INK et ERK-1/-2 jouent un rble important dans I'induction de I’'apoptose et
I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses (SHIMADA et al., 2003).

Le traitement des cellules PC-3 avec la quercétine a permis de diminuer le taux
d’ expression d ERK-1/-2 ains que |I'augmentation de I’expression de JNK, ce qui induit

I’ apoptose puis I’ inhibition de la croissance tumorale (KUMAR et al., 2011).

B. Effets anti-cancer de la quercétinein vivo

e Inhibition de I’angiogenese
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PRATHEESHKUMAR et al, confirment que lorsque le volume de cette tumorigenese
atteint environ 100 mm?, un traitement de quercétine avec une dose de 20mg/ Kg/ jour a
permis I’ inhibition du carcinogene apres 15 jours.

Des analyses par Western blot et d’autres analyses immun-histochimiques indiquent
gue larégulation négative de I’ angiogenéese par la quercétine se fait par I'inhibition de la voie
AKT /mTOR/ p70S6K meédiée par VEGFR-2 (PRATHEESHKUMAR et al., 2012), la
diminution ou I’inhibition de ce récepteur est la cause principale d inhibition de la formation
vasculaire (MA et al., 2004).

e L'induction de l'apoptose et I’inhibition de la prolifération

La diminution du rapport Bcl-2/ Bax, I'inhibition de la prolifération par la régulation
négative de pAKT, PSA et RA, permettent I’ induction d’ apoptose (WANG et al., 2014).

/Aj o lERK 1/-2 et e etVE?GFR-z

p2l, p33 D1,
pAKT, PSA, RA/; \ / AKT 'mTOR/pTOS6K

Pr[:-llferarmnl Apoptose Angiogenese

~, 7

Cancer de la prostate

Figure 9: Schéma récapitulant |es mécanismes anti cancer de la prostate.

L égende: —»: Activation;, ——|: Inhibition; AKT: Protein kinase B; BAX: Bcl-2—
Associated X; Bcl-2: B cells of lymphoma 2; ERK: Extracellular-signal-Regulated kinase;
HIF: Hypoxia Inductible Factor; JNK: C-Jun N-terminal kinase; mTOR: mammalian Target
Of Rapamycin; PSA: Prostate-Specific Antigen; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor;
VEGFR-2: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2.
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L’inflammation est la réponse principale de I’organisme a une agression et elle est
précisement régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de I’ organisme.
Néanmoins, une régulation inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état
inflammatoire et la plupart des pathologies chroniques possedent une composante
inflammatoire. C'est le cas de I'obésité, |’asthme, cancer, les maladies cardiovasculaires, le
diabete, I'ostéoporose, I'arthrite rhumatoide. Dans cette recherche bibliographique, nous avons
fait une synthése des mécanismes moléculaires par lesquels la quercétine diminuerait les
marqueurs de |’ inflammation et agirait sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des

voies de signalisation de I’inflammation.

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que ce flavonol pourrait agir sur

la production de NO en modulant I’ activité de NOS, médiateurs de I’ inflammation.

D’ autres études menées in vitro ont montré que la quercétine inhibe la production de
cytokines telles que I’'IL-1a dans les neurones, I’IL-8 dans les cellules pulmonaires, ainsi que
la production du facteur de nécrose tumorale (TNF-a)) par des macrophages stimulés par les
lipopolysaccharides (LPS). Ce processus passe par I’inhibition de I'activité du facteur de
transcription NF-kB. Longtemps considéré comme une cible pour de nouveaux médicaments
anti-inflammatoires. La voie NF-xB active en effet la production de cytokines pro-
inflammatoires, le recrutement des leucocytes, ou la survie des cellules, qui sont des
contributeurs importants a la réponse inflammatoire. Toutefois, il peut favoriser I'apoptose des
leucocytes dans certains contextes et contribuer a la résolution de l'inflammation. Il est
¢galement clair que le NF-kB contribue au controle de rétroaction de l'inflammation par
divers mécanismes pour influer sur I'amplitude et |a durée de la réponse inflammatoire. Les
futures études pour évaluer I'état de ces divers rdles pour la voie NF-xkB dans les maladies
inflammatoires sont nécessaires pour déterminer si cette voie pourrait étre une cible
thérapeutique et dans quel contexte.

La quercétine, un flavonoide omniprésent dans la nature, a montré des effets
bénéfigues dans | es études expérimental es de mal adies inflammatoires chroniques excessives.
Cependant, Les résultats de ces effets ne sont pas uniformes, ils doivent étre soigneusement

évalués, car tout dépend de la dose administrée, du type de sujet ainsi que son état de santé.

Le défi futur consiste a étudier les effets de quercétine, en particulier lors de la prise
prolongée. La recherche dans ce domaine se poursuit afin de bien comprendre les mécanismes

moléculaires, posologie et les adjuvants qui peuvent amplifier les effets bioactifs de la
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guercétine. 1l y a suffisamment de preuves pour soutenir son utilisation clinique, a la fois
comme une prévention et un traitement. Cependant une exploration plus poussée est

recommandée afin de bien cerner tous les effets de la quercétine a la fois expérimentalement
et cliniguement.
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Rapport du stage pédagogique




I ntroduction

Cette partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de biochimie
de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques, de I’ université Mouloud
MAMMERI de Tizi-Ouzou dont |’objectif est de nous initier a I'apprentissage et a
I'utilisation de quelques techniques d'analyse .Durant trois semaines nous avons pu se
familiariser avec le travail au laboratoire et acquérir quelques connaissances dans I’ analyse de

la qualité des produits alimentaires.
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[ Dosage des protéines M éthode de LOWRY et al (1951) ]

|. Protocole expérimentale:

» Préparation des solutions :

Solution A : Na,CO3 anhydre 2% dans NaOH ,0.1M.
Solution B ;: 2 ml de CuSQO,, 0.5%+2ml detartrate de Na et K, 1%.
Solution C : 50ml A+1ml B.

Gamme étalon
N° de tube 01 02 |03 04 05
Concentration (ug/ml) 0 30 50 80 100
Solution mere  d’albumine| 0 150 | 250 400 500
serique bovine (BSA) (ul)
Eau distillée (ul) 500 350 | 250 100 0

» Réaction et mesure de I’absorption :
A 0.5 ml de lasolution d’ échantillon contenant entre 25 et 100 ug de protéines :
- Ajouter 2.5 ml delasolution C et mélanger ;
- Laisser 5410 min atempérature ambiante ;
- Ajouter 250 ul de réactif de Folin-Ciocalteu ;
- Homogénéiser rapidement et mettre les tubes 30 min al’ obscurité.

- Apres 30 min ; homogénéiser les solutions rapidement et lire laDO a 75 mm contre le blanc.

» Détermination desteneursprotéiques:
- Construire le courbe étalon : DO=f (concentration de protéine standard : BSA)
- Déterminer a partir de cette courbe les teneurs en protéines des échantillons inconnus.
NB : il faut préparer les dilutions nécessaires pour les échantillons inconnus (10%,10) dans le
cas ou ils sont concentrés (leurs DO a 75 mm aprés la réaction doit étre incluse dans la
gamme étalon).
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Chromatographie de per meation sur gel de SEPHACRYL S200

|. Principe:

La chromatographie d exclusion ou de pérmeation sur gel permet de purifier les divers
congtituants d’'un mélange selon I'importance relative de leurs masses moléculaires a travers
une phase stationnaire appropriée qui permet d éuer les entités protéiques dans I’ordre

décroissant de leurs poids moléculaires.

Les protéines sériques du lait bovin et camelin seront fractionnées selon la masse
moléculaire en utilisant une phase stationnaire constitué de SEPHACRYL S200 qui un gel
préparé par réticulation covalente d'un adlyle de dextrine avec du N, N’méthyléne
bisacrylamide (figurel). Ce gel ayant une grande stabilité, possede un domine de
fractionnement situé entre 5.10% et 2.5.10° Da.

II. Produitsa préparer :

- Gel de SEPHACRYL S200.

- Tampon Tris-HCL 0.02M, pH=8,4.

- Echantillon : proténes sériques lyophilisées (100 mg).
[11. Protocole expéimental :

Le gel de SEPHACRYL S200 (environ 5 g) prét a |I’emploi, est mis en contact du
tampon de départ (TrisHCL 0.02M, pH=8.4) pendant 30mn. Il est ensuite dégazé sous vide,
puis coulé dans la colonne (20* 1cm) en une seule fois. Aprés stabilisation par I’ éuant, a un
débit de 1ml/min, le volume mort de la colonne (VO0) est déterminé par injection de bleu a la
concentration de 1Img/ml.

Les protéines sériques lyophilisées (100 mg) sont solubilisées dans 5 ml de tampon
TrisHCL (0.02 M, pH=8.4), déposées en haut de la colonne et éuées dans ces conditions a
débit constant.

Des fractions de 5ml sont recueillies pour de leur identification.



Annexes

[ Hydrolyse enzymatique des protéines du lait par la papaine ]

|. Matériels et produits:

- 5 tubes a essai propres et secs.

- Tampon Tris-HCL 0.5M ; pH 6.4.

- L’enzyme: la papaine.

- Le substrat : protéines sériques ou les caséines.
- Bain mari 240°C et un autre bain mari a4 100°C.
II. Solutionsa preéparer :

- Tampon Tris-HCL 0.5M ; pH=6,4.

- Tampon d’ échantillon (voir page 16).

[11. Conditions expérimentales:

Protéines lyophilisées Enzymes : papaine

(CN ou PS)

v

Incubation

(E/S:1/100; T:40°C;pH:6,5; TrisHCL 0.5M)

Prélevement d’ aliquotes (40 ul hydrolysat additionné du
méme volume du tampon d’ échantillon) a des temps
variables (0" ; 15’ ; 30" ; 60" ; 120’)

\ 4

Arrét de laréaction par chauffage a 100°C/5mn

v

PAGE-SDS

Etape suivie pour I’hydrolyse enzymatique des protéinesdu lait par la papaine Hydrolyse enzymatique des

proténesdu lait par latrypsine
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Matériel et produits:

- 4 tubes a essai propres et secs.

- Enzyme: trypsine.

- Substrats : protéines sériques (PS) et caséines (CN) bovines.
- Bain marie 240°C et un autre 4 100°C.

Solutions a préparer :

- Tampon Tris-HCL, pH=8.
- Tampon d’ échantillon pour PAGE —SDS.
- Solution HCL 10°N.

Conditions expérimentales:

Protéines lyophilisées Enzymes a Img/ml
dans solution HCL

CN et PS (0.8%tris, PH8.0 dans tampon tris-PH 8.0) 10°N

\ 4

Hydrolyse:
1 1%; T ; Incubation :
(E/S: 1%; T : 40°C ; Incubati 2H)

\ 4

Prélevement : 600 pl hydrolysat additionné de 400 ul du
tampon d’ échantillon.

TempsdePréévement : 0" ; 15 ; 30" ; 45',60" ; 120’)

v

Arrét delaréaction : chauffage a 100°C/5mn

A\ 4

PAGE-SDS

Les éapesdel’hydrolysetrypsique des proténesdu lait de vache.
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| Electrophor ése sur gel de polyacrylamide

. Principegénéral :

C’ est une méthode permettant la séparation des constituants d'un mélange protéique

sous I’ action d’un champ éectrique.
» Electrophorése en conditions non dissociantes et non dénaturantes (PAGE native)

L’ électrophorese sur gel de polyacrylamide dans les conditions non dissociantes et non
dénaturantes (PAGE native) est une méthode particulierement résolutive pour les protéines
sériques du lait. Celles-ci migrent dans ce cas selon leur charge nette poids moléculaire.

En nous basant sur la méthode de HILLIER (1979), nous avons utilisé un gel de
polyacrylamide &a T=12% et C=2.7%. Le tampon de gel est composé de (Tris, 0.75M, pH8.9).

Le tampon d électrode est constitué de (Tris, 5mM, glycine, 77mM ; pH 8.3).Les
échantillons protéiques sont préparés a raison de 2mg/ml dans une solution contenant le
tampon de gdl (1/10V/V), del’eau distillée (7/10V/V) et du glycérol 10% (V/V).

» Electrophorése en conditions dissociantes et dénaturantes, en présence de SDS et de 2-
Mer captoéthanol (PAGE -SDS)

Ce type de séparation est basé sur un systéme biphasique, comprenant deux types de
gels: un gel de concentration (T=4% et C=2.7%) en tampon Tris-HCL, pH 6.8, faiblement
réticulé qui n’exerce aucune effet de tamisage moléculaire et tend plutét a concentrer les
échantillons et un gdl de séparation (T=17% et C=2.7) en tampon TrissHCL, pH=8.8 atravers
lequel les protéines migrent selon leur poids moléculaire (LAEMMLI et FAVRE,1973).

[I. Révédation desbandesde migration électrophorétique:
A lafindelamigration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives suivantes :

- Fixation: La fixation est réaisée par immersion du gel dans une solution d acide
trichloracétique (TCA) 12% (P/V) pendant 45 min ;

- Coloration : Le gel est immergé 2 a4 h dans une solution de coloration contenant du bleu de
Coomassie 0.2% (5P/V) dissous dans une solution constituée du mélange eau distillée (1
volume), méthanol (1 volume) et TCA 2% (P/V).
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- Décoration : Elle est réalisée par immersion du gel dans le mélange (eau/méthanol/acide

acétique) dans les proportions respectives 3.12/1.5/0.37 (V/V/IV).
[11. Préparation des solutions:
» Pour la PAGE-Native :

Solution d’acrylamide (préteal’ emploi) :

ACTylamide. ... ..o 3649.
Bisacrylamide.........ccooii e 0lg.
BauDistillée.... ... 100ml.

Tampon de gel(B) :

I 1.2g.
GlYCINE. .. 5.769.
BaUuDistillée.... ... 200ml.

Tampon d’échantillon :

Tampon de gel(B) ... ..vvviieie it e e e 100ul.
BaUuDIstill€e.... .o 700ul.
GlYCEIOl 5O%0.......coeeieieeieeiieiee e 200ul.
Bleude Bromophénol.............c.coo i une téte d aiguille.

Dissoudre 1 mg de protéineslyophilisées dans 1 ml de ce tampon.

Electrophorese:

Préparation du gel : T=12% et C=2.7% (pour une plaque) :

SOIULTION (A) e ettt et e e e e e e e e 3.25ml.
1o 101 Te o I (=) IR 5ml.
Bau distill@e. ... 1.68ml.

Dégazer |le mélange (maximum 2 mm)

Solution de persulfate d ammonium 10%...........ccceeeeveeveneereeieesenenn 75ul.

Couler et mettrele peigneimmédiatement.
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Dépbt d’ échantillon : 10 2420 ul.

Mise en tension : 20 mA, 25V.

Coloration : 1 heure dans la solution de coloration.
Décoration : dans| solution de décoloration.

» Pour la PAGE-SDS:

Solution d’acrylamide (préte al’emploi)

Acrylamide........c.ooo i 360.
Bisacrylamide............ccooiiiiiii 2 10
Baudistillée.......cc.oveii i 100m
Tampon de gel de séparation
I 9.25¢.
BaUu distille.......ovee i 50ml.

Ajuster a pH 8.8 avec de HCL 4N.

Tampon de gel de concentration (Solution C) :

Ajuster a pH 6.8 avec de HCL 4N.

Tampon d’électrode:

Tris....1.20.

GlYCINE. .. 5.760.
Baudistillée.......cc.ooeii i 200ml.
Tampon d’ échantillon :

S0 1111 o o 1 () T 500ul.
Baudistillée.......cc.oovii i 250ml.

SDS (10%0) e eveeneeie e e e eieee e e e e e 220.20
2-mercaptoéthanol................c.ccooiiiii e 222.00ULL
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Dissoudre 1 a 2 mg de protéines lyophilisées dans 800 ul de ce tampon.
Chauffage a 100°C pendant 4 a5 mn puisrefroidir dansun bain d’eau froide.
Ajouter 200 ul d'une solution de glycérol 50% et quelques graines de bleu de

bromophénol.

Solution defixation :

TCA e 120,
Bal distille.......oee i 100ml.
Solution de coloration :

MEhaNOL ... ... 49
Bal distille.......oee i 100m
Solution de décoration :

ACIHE BCEIIQUE. .. ... et e e e e e e 37.5ml.
Bau distille.......cooi i 312.5ml.
MEhaNO! ... ... 150 ml.

Solution de persulfate d’ammonium :

Persulfated’ ammonium................cccceveiiiiiiciiie e e ennnn2.01 9
Eau distillée (QSP) .-« v vveeeieriiiee e ciiieiee e v ee e 2 ML
Conduitede |’ éctrophorése:

Préparation de gel de séparation : T=17% et C=207% (pour une plague)

IS0 1111 o o T () 4.60 ml.
SOIULION (S) v vttt e e 2.51 ml.
Baudistille.......coei i 2.73ml.

Dégazer pendant 2 min maximum

SDS 10%0. . everiereeieriesieeeteste st ste ettt re st besae e ne e 50 ul.

Persulfate d’ ammonium 10%0........ccceverieenenieneee e 75 ul.

Couler environ 1.5 Cm du sommet de la plaque de moindre hauteur .

Préparation du gel de concentration : T=4.8% et C=2.7% (pour une plaque)
SOIULION (A) e et e e e e e e 1.30 ml.
SOIULION (S) 1ttt eie it e e e e e e e e e 2.50 ml.
Bau distillée.......o i 5.80 ml.
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Dégazer quelques secondes

SOIULION A8 SDS 10U0..c..ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 100 ul.
Persulfate d’ ammonium 10%0........oee e e e e eea e 100 ul.

Couler immeédiatement sur le gel de séparation polymérise et mettrele peigne.

Dép6t d’ échantillon : 10 2420 ul.

Mise soustension : 20 mA, 25V.

Fixation : 45 minutes dans la solution de fixation.
Coloration : 1 heure dans la solution coloration.
Décoloration : dans la solution de décoration.

Prépar ation des solutions tampon
l. Définition :
Une solution tampon est une solution dont le pH varie faiblement lors des opérations
suivantes:
» Ajout d’une quantit¢ modérée d’acide fort ;
» Ajout d’une quantit¢ modérée de base forte ;
» Dilution modérée.

Les solutions tampons jouent un réle important aussi bien dans I'industrie qu’en
biochimie. Néanmoins, les solutions tampons ne résistent pas toutes de la méme facon aux
variations de pH. Cela dépend de leur pouvoir tampon qui est maximale dans la zone de pH =
pKa. Notons que selon I’ équation de Henderson —Hasselbalch :

pH = pKa + log (base conjuguée) / (acide)

Plusieurs solutions sont utilisée a cet effet (tampon phosphate, citrate, borate,
bicarbonate, tris ...), leur choix dépend surtout de la zone de pH a couvrir mais aussi de leur
stabilités et les interférences qu’ils sont susceptibles d’avoir avec les composés du milieu a

tamponner.



Annexes

. Préparation des solutions

En vousinspirant destableaux | et I préparez |les solutions tampons suivantes :

Tampon citrate 0,1 M, pH=4,2 ;

Tampon phosphate 0,06 M, pH=6,2 ;
Tampon glycocolle/HCL 0.IN pH=2.0:
Tampon Tris/ HCI 0.1N pH=8,8;

Tampon glycocolle/NaOH 0.1M pH=10.00.

Détermination desindicesd’iode et d’acidité d’une matiere grasse
» Détermination de I’indice d’acide :

L’'indice dacide représente le point de potasse, exprimé en milligramme (mg),
nécessaire pour neutraliser I’ acidité libre contenue dans 1gramme de corps gras

Dans une matiere grasse I’ acidité résulte uniquement de la présence de carboxyles
appartenant r a des acides gras.

l. Matériel et produitsa utiliser :

Matériel : burette, béchers, fiole jaugée, erlenmeyer, pipettes jaugeées, entonnoir
Produits : éthanol, matiéres grasses, potasse KOH, phénolphtal éne.

[1. Protocol expérimental :

Peser 2.5 g de matiere grasse dans un erlenmeyer puis les dissoudre dans 5ml
d éthanol.

Titrer immeédiatement avec de la potasse acoolique (0.1IN) en présence de
phénolphtal éine (3 gouttes) jusgu’ a apparition d’ une coloration rose péle persistante.

» Détermination de I’indice d’iode :

La premiére étape consiste a savoir s votre échantillon présente ou pas des
instaurations par la suite déterminer I'indice d’iode d’ une matiere grasse est la quantité d’'iode
exprimée en gramme fixée par 100 gramme de cette matiére. Les acides gras insaturés sont
des acides éthyléniques possédant une ou plusieurs doubles liaisons. L’iode se fixe sur les

doubles liaisons soit une molécule d’iode par double liaison.
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l. Matériel et produitsa utiliser :
Matériel : burette, béchers, fiole jaugée, erlenmeyer, pipettes jaugées, entonnoir et bain
marie.
Produits : huile, éthanol, empois d’amidon 5% du lugol, thiosulfate de sodium (NaS;0s3,
5H,0).

Protocol expérimental :

Pour déterminer la quantité d’iode fixée, on procéde ala préparation de deux tubes, un
témoin qui contient du lugol seul et un autre contenant un échantillon d’ huile et du lugol. La
titration se fait par une solution de thiosulfate de sodium (Na2S; Os, 0,1N), on détermine les
volumes de thiosulfate nécessaires pour titrage des deux tubes: un tube témoin qui contient
du lugol en absence d'huile et un tube échantillon dans lequel on met du lugol en présence
d huile.

Dans une burette, on introduit une solution de thiosulfate de sodium (Na2S; Os, 0,1N).
On détermine les volumes nécessaires pour |e titrage des deux tubes.

Préparation du tube témoin : introduire dans un tube a essai 5 ml de lugol et quelques 2 ml
d’amidon ( le mélange est bleu) déterminer le volume V1 de thiosulfate de sodium nécessaire
pour neutraliser I’iode contenu dans le tube témoin.

Préparation du tube échantillon : introduire dans un tube aessai 5 ml de lugol, 0,5 g d’ huile
puis chauffer pendant 5 min (bien homogeénéiser le long du chauffage). Aprés refroidissement,
gjouter 2 ml d’empois d’ amidon (mélange est bleu) puis verser le thiosulfate goutte a goutte
en agitant jusqu’a décoloration. Déterminer le volume V2 nécessaire pour neutraliser I'iode

contenu dans I’ échantillon.

Dosage des glucides méthode utilisant I’ acide 3,5 dinitrosalycilique
(DNYS)

l. Principe de la méthode:
En milieu acalin et chaud, I’ acide 3,5 dinitrosalycilique (DNS) est réduit en acide 3-amino-5-
nitrosalicique en présence de sucres réducteurs. Le compose obtenu est rouge orange a reflets

pourpres. Il peut étre dosé par spectrophotométrie A= 530 nm.
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. Protocol expérimental :

e Mettre 1ml de la solution a doser(ou de différentes dilutions) dans un tube a ;
e Ajouter 2ml du réactif (3,5 DNS) ;
e Chauffer au bain marie bouillant pendant 5 min ;
e Refroidir par écoulement d’ eau sous le robinet ;
e Ajouter 7mid’ eau distillée et homogénéiser ;
e L aisser reposer pendant 15min atempérature ambiante ;
e Faire lalecture 2530 nm contre le blanc.
NB : afin de déterminer la quantité de sucres réducteurs présente dans les échantillons
inconnus :

e Réaliser une courbe d’ étalonnage avec une solution de glucose a 1g/1.

e Préparer des dilutions nécessaires pour les échantillons inconnus 102, 10...) dans

le cas ou ils sont concentrés (leur DO a 530nm apres la réaction doit étre incluse

dans lagamme étalon).

1.  Gammeétalon :
N°de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml) | O 0,2 04 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2 2

e Traiter les tubes de la méme facon que précédemment : étapesde 3 a7.
e Tracer la courbe éaon DO= f (concentration en glucose) et déterminer la quantité

des sucres réducteurs présente dans les solutions inconnues.

Dosage de la vitamine C dansun jusd’orange

Introduction
La vitamine C appelée égadement acide ascorbique de formules C6H806 utilise
comme additif alimentaire dans des boissons sous |e code E300.
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Le but de travail est de comparer lateneur de la vitamine C dans des jus différents par
leur origine, leur emballage ains que leur mode de conservation.
l. Matériel et produitsa utiliser :
Mateériel : burette, béchers, fiole jaugée, erlenmeyer, pipettes jaugées, filtres (papier wattman)
entonnoir.
Produits: 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP) bicarbonate de sodium(NACQO3) acide
ascorbique, acide acétique glacial.
1. Protocol expérimental :
» Préparation des solutions
Solution 2,6 dichlor ophénolindophénol (DCPIP) a0,5g/ |
Dissoudre 0,5 g de 2,6 dichlorophénol indophénol (DCPIP) et 0,2 g de bicarbonate de
sodium dans 300 ml d’eau distillée chaude. Refroidir et compléter a 1litre de I’ eau distillée.
Cette solution est a mettre dans la burette, elle servira de colorant lors de dosage du vit C.
Solution titrée d’acide ascorbique
Dissoudre 0,4 g d acide ascorbique pur dans 200 ml d’ eau distillée. Ajouter le volume
aun litre. Prendre 5 ml de cette solution dans un bécher, gjouter 1ml d acide acétique glacial
et doser par le colorant jusgu'a apparition d’'une couleur rose pale persistante. Prendre le
volume du colorant nécessaire ayant réagi avec la solution d’ acide ascorbique.
IIl.  Dosagedu vit C contenue dans des échantillonsvariésdejus:
Prendre 5 ml de jus dans un bécher filtrer ou centrifuger en cas de présence de matiere
solides. Laisser 10 min atempérature ambiante et exposer alalumiére.
» Evolution de la teneur en vit C
Préparer une série de 4 tubes a essais A, B, C et D mettre 5 ml de la solution d acide
ascorbique a 0,4 g/l dans chacun de ces tubes. Traiter ces tubes comme indiqué ci- dessous :
Tube A : Laisser 15 min atempérature ambiante et exposer alalumiére;
Tube B : Laisser 15min a température ambiante et mettre al’ abri delalumiére;
Tube C : Porter 15 min au bain marie 240°C ;
Tube D : Porter 15 min au bain marie 280°C.
Ajouter 1 ml d’acide acétique glacial et doser par le colorant (DCPIP) jusqu'a coloration

rose pale persistante. Noter les volumes correspondants du colorant ajouté.
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Tampon N° Solution mére Composition de
A B tampon

01 KCL 0.2n (par litre, 14.919g) HCL 0.2n 25ml A+X ml B,

amené a 100ml
avec del’eau

02 Glycocolle 0.1 molaire dans | HCL 0.1n X ml A+ (100-
Nacy 0.1n (par litre: 75079 X)ml B
glycocollet+5.81g NaCL)

03 Citrate disodique 0.1 molaire | HCL 0.1n X ml A+ (100-X)
(par litre: 21.01g CgHsOy ml B
1H20+200ml NaCL 1n)

04 Diphtalate acide molaire de | HCL 0.1n 50 X ml A+ X ml
potassium 0.1 molaire (par litre: B, amené a 100 ml
20.42g KHCgH4O4) avec de |’ eau

05 Comme N°4 NaOH 0.1n X ml A+ (100-X)

ml B
06 Comme N°3 NaOH 0.1n X ml A+ (100-X)
ml B

07 Phosphate monopotassique | Phosphate X ml A+ (100-X)
1/15(par litre : 9.073g KH,PO,) | disodique ml B

1/15molaire (par
litre: 11.879
NaxHPO,, 2H,0)

08 Barbital sodique 0.1 molaire | HCL 0.1n X ml A+ (100-X)
(par litre : 20.629) ml B

09 Acide borique, demi neutralisé, | HCL 0.1n X ml A+ (100-X)
0.2 molaire ‘correspond a ml B
solution 0.05 molaire de
borax (par litre: 12.37g d’'acide
borique+100ml de NaOH 1n)

10 Comme N°2 NaOH 0.1n X ml A+ (100-X)

ml B
11 Comme N°9 NaOH 0.1n X ml A+ (100-X)
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ml B

12

Acide citrique 0.1 molaire (par
litre: 21.01 g C6H307, 1H20)

Phosphate
disodique 0.2
molaire (par
litre: 35.60g
Na2HPO4,
2H20)

X ml A+ (100-X)
ml B

13

Ajouter aux solutions d acides
citrique et phsphorique (100ml
environ), chacune équivaent a
100 ml de NaOH 1n, 3.54g
d’ acide orthoborique cristalisé
et 343ml de NaOH 1n,
compléter alitre

HCL 0.1n

100 ml A+ X ml B

14

Acide citrique,  phosphate
monopotassique, barbital, acide
0.02857
molaire (par litre: 6.004g
CeH1207, 1H20; 1.769
KH,PO4; 5.263g barbital et

1.767g H3BOs)

borique,  chacune

NaOH 0.2n

100 ml A+X ml B

15

Acétate sodique 0.1n (par litre:
8.204g de C,HOsNa ou 13.61g
de C;H30,Na, 3H20)

Acide acétique
0.1n (6.005g/1)

100 ml A+ (100-
X) ml B

16

Acide BB-diméthylglutarique
0.1 molaire (par litre : 16.029)

NaOH 0.2n

a100 ml A+ X ml
B, amené a litre
avec del’ eau.
b-100 ml A+ X ml
B+5.844g NaCl,
amener a 1 litre
avec de I'eau
(solution
NaCl=0.1molaire)
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17 Pipérazine 1 molaire (par litre: | HCL 0.1n 5X m A+ X ml
86.149) B, amené a 100 ml
avec del’eau
18 Tétraéthylenediamine 1 molaire | HCL 0.1n 5X m A+ X ml
(par litre : 172.329) B, amené a 100 ml
avec del’eau
19 Trismaéate acide 0.2 molaire | NaOH 0.2n 25 X ml A+ X ml
(par litre: 24.23g de tris B, amené a 100 ml
(hydroxymeéthyl)- avec del’eau
ainométhane+23.21g  dacide
maléigque ou 19.61g d anhydride
maléique)
20 Diméthylaminoéthylamine HCL 0.1n 5X m A+ X ml
Imolaire (par litre : 88g) B, amené a 100 ml
avec del’eau
21 Imidazole 0.2molaire (par litre: | HCL 0.1n 25 X ml A+ X ml
13.620) B, amené a 100 ml
avec del’eau
22 Solution mixte de | HCL 0.05n X ml A+ X ml B,
hylénediaminoglycocolle 0.1 amené a 100 ml
molaire (par litre: 24.33g avec del’eau
CH200sN, 3/2de
CioHgN2N&,2H,0, par litre)
23 Solution mixte de| 100 ml  NaOH | X ml A+ (100- X)

hylénediaminoglycocolle 0.1
molaire (par litre: 24.33g
CH500sN, 3/2 Hzo) et de NaCL

la dilués a 1 litre

avec A

ml B
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0.2n (par litre : 11.699)

24 Tris0.2 molaire (par litre: 24.23 | HCL 0.1n 25X m A+ X ml
g tris (hydroxymeéthyl) B, amené a 100 ml
amoninométhane) avec del’eau

25 2-amino-2° méthylpropane-1.3- | HCL 0.1n 50 X ml A+ X ml
diol 0.1 molaire (par litre: B, amené a 100 mi
10.519) avec del’eau

26 Carbonate de sodium anhydre | Bicarbonate de | X ml A+ (100- X)
0.1 molaire (par litre : 10.60g) sodium 01/ mB

molaire

(8.401g/1)
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Conclusion

Les techniques de dosage physico-chimiques étudiées (dosage des protéines,
détermination de I'indice d'iode et d’'acide, dosage des sucres réducteurs et dosage de la
vitamine C) constituent une éape cruciale pour le contrdle de la qualité des denrées
aimentaires. Du fait qu'il existe plusieurs techniques pour le dosage de chagque composg,

cela permet d’ augmenter les chances de mener a bien une évaluation de la qualité.

Les méthodes d’analyse classique permettent de définir la composition d’ un produit
alimentaire afin d' éaborer une stratégie d' analyse et de contréle approprié selon le produit.
Ceci peut se faire en utilisant des méthodes de pointe (techniques fines) telles que la

chromatographie a basse et haute pression et |es techniques é éctrophorétiques.
L es résultats obtenus dans notre stage pratique montrent que :

e Lestroisvariétés du lait testées ont une teneur en protéines similaire, avec une valeur
moyenne de 29¢g/I inférieure a la norme (34 a 36 g/l) du fait de I’influence de certains
facteurs liés soit a I’animal, aux conditions d’'élevage ou a une protéolyse par les
bactéries lactiques ;

e L’acidité d huile de tournesol est beaucoup plus importante que I'acidité d huile
d’olive gréce a sarichesse en acides gras libres, alors que I'indice d’iode est égal entre
ces deux huiles du fait qu’ils ont une teneur équivalente en acides gras mono-insaturés
et polyinsaturés ;

e Le jus NGAOUS présente une teneur plus élevée en sucre réducteur, ce résultat
pourrait ére d0 al’ gout de sucres comme additif afin d’améliorer la saveur et le golt
sucré;

e Pour le dosage de la vitamine C, le jus RAMY orange a la teneur la plus élevée di
probablement a son enrichissement en cette vitamine lors de la fabrication, ou a la
variété et lamaturité des oranges utilisées;

e Les protéines sériques bovines séparées par chromatographie de pérméation sur gel de
SEPHACRYL S200 n'ont pas pu étre purifiés. L’utilisation de d’ autres techniques
notamment & haute performance comme laHPLC, pourraaméliorer ce résultat ;

e De toutes les protéines sériques, la a-La semble étre résistante a 1’hydrolyse trypsique
qui pourrait s expliquer par sa structure globulaire compacte maintenue par quatre
ponts disulfure ce qui pourrait masquer les sites se trouvant au ceeur de la protéine.



Conclusion

Les méthodes utilisées sont de mise en ceuvre faciles, de faibles colts et permettent
d obtenir des résultats fiables. Elles nous permettent un contréle de qualité des produits
alimentaires, d’'assurer au consommateur une bonne qualité organoleptique (satisfaction),
hygiénique (service), ainsi qu’ une bonne qualité nutritionnelle (santé), ce qui constitue une
garantie au consommateur.
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