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1. Introduction générale

Les flavonoides, également appelés composés polyphénoliques, sont largement
répandus dans le régne végétal. Ces composés constituent des pigments colorés des plantes
allant du jaune au rouge, conférant a ces organismes la multitude de couleurs qu’ils
empruntent. Présents en quantités importantes dans les fruits, les légumes, mais aussi dans
les boissons (vin rouge, thé, café, biére), on les trouve donc régulierement a table lors de nos
repas.

De plus, les flavonoides rentrent dans la composition de divers remédes a base de plantes
utilisés en médecine traditionnelle.

Néanmoins, leur production en faible quantité rend souvent difficile leur utilisation. La
complexité des structures chimiques ne permet pas toujours de produire ces composés par la
méthode de chimie classique, comme par exemple leur faible solubilité dans les milieux de

formulation, leur instabilité thermique et a la lumiére (1).

A ce jour, les flavonoides forment une vaste famille de plus de 9000 composés naturels
(2).
lls sont connus pour leur puissant pouvoir anti-oxydant in vifro mais également leurs
nombreuses autres propriétés biologiques : vasculo-protectrice, anti-inflammatoire,
antibactérienne, anti-tumorale etc.
Ainsi, les recherches sur les flavonoides n'ont cessé d’augmenter depuis la
découverte du « French paradox ». |l s’agit de I'observation d’un faible taux de mortalité
cardiovasculaire chez les populations méditerranéennes associée a une consommation de vin

rouge et un apport élevé en graisses saturées (3).

De par leurs nombreuses propriétés, les flavonoides sont utilisés dans de nombreux
domaines tels que :
- L’agroalimentaire en tant que colorant alimentaire, antioxydant etc ;
- La cosmétologie (protection du vieillissement de la peau, anti-UV) ;

- L’industrie pharmaceutique (veinotonique, anti-inflammatoire etc).

Dans un premier temps, l'objectif de cette thése sera d’établir une synthése
bibliographique des connaissances actuelles des flavonoides au niveau de : leur structure,
leur biosynthése, leurs propriétés physico-chimiques et biologiques, les aliments dans

lesquels on peut en trouver ainsi que leur réle chez les végétaux et chez 'lhomme.



Dans un second temps, I'objectif sera de mesurer I'activité anti-oxydante de différents
flavonoides et d’évaluer leur IC50 (Concentration Inhibitrice médiane) a l'aide de trois
méthodes différentes : la méthode ABTS, DPPH et I'inhibition de la xanthine oxydase (XO).
Cette derniére méthode présente un intérét tout particulier. En effet, a la fin des années 1960,
les scientifiques McCord et Fridovich se sont apercus que la XO était impliquée dans la
génération de radicaux libres (4). Dés lors, 'intérét scientifique n’a cessé de croitre pour cette
oxydoréductase. Des scientifiques du monde entier ont découvert que cette molécule jouait
un réle principal dans différentes maladies telles que les infections virales (5), les problemes
vasculaires (6) mais plus particuliérement la goutte chronique, conséquence directe de I'hyper-
uricémie (7).

Pour traiter cette maladie, il existe un médicament trés largement répandu : I'allopurinol qui
appartient a la famille des purines (8,9). Cet hypo-uricémiant est un inhibiteur compétitif de la
XO qui intervient dans le métabolisme de I'acide urique et fait diminuer I'uricémie. Cependant,
son utilisation reste décriée car des études ont révélé que cet antigoutteux pouvait provoquer
de graves réactions cutanées (10) (allergies, éruption cutanée comme le syndrome de Lyell,
syndrome de Stevens-Johnson).

Pour cela, les scientifiques sont a la recherche d’alternatives a ce médicament. Une des pistes
en voie de développement serait I'utilisation de flavonoides (11,12). En effet, certains d’entre
eux ont une activité anti-oxydante suffisamment élevée capable d’inhiber 'enzyme XO.

Dans le contexte de ce manuscrit de thése, nous avons mesuré le pouvoir anti-oxydant
de 4 flavonoides appartenant a 2 sous-classes différentes en déterminant leur concentration
inhibitrice médiane (IC50) par la méthode de I'inhibition de la XO. Les résultats obtenus ont
été comparés a l'aide de deux autres méthodes d’inhibition de radicaux libres : le test 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et le test a I'acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique) (ABTS).

L’intérét de ces manipulations est de renforcer les résultats d’études déja existants a ce sujet
et de comparer, pour les mémes molécules testées, trois tests de dosage de l'activité anti-
radicalaire. In fine, ces tests permettraient de sélectionner les flavonoides les plus intéressants

au niveau applicatif.
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2. Etude bibliographique

2.1. Structure des flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la grande famille des polyphénols. Ces derniers se

subdivisent en 10 classes dont les flavonoides sont la classe la plus abondante. A eux seuls,

ils représentent 60% des composés polyphénoliques (13—15).

Les flavonoides sont constitués d’'un méme élément structural de base formé par deux cycles

benzéniques (cycles A et B), reliés par une chaine linéaire a trois carbones qui forme un

hétérocycle oxygéné (cycle C) (Figure 1).

1
8 O 2' 31
7 \2
C 1) 4
6 3
5 4 6 5

Figure 1 - Squelette de base commun aux flavonoides (16)

Les flavonoides sont divisés en six sous-classes principales. Les variations de structure au

sein d’'une méme classe de composés se fait par rapport a leur structure moléculaire. Elle se

fait en fonction de :

- La position de la liaison entre les cycles B et C ;

- Le degré de saturation du cycle C ;

- Le degré d’oxydation et d’hydroxylation de I’hétérocycle central C.
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2.1.1. Groupe des flavonols

RS O

Figure 2 — Structure chimique des flavonols (17)

Les flavonols possédent la méme structure de base avec : un groupe hydroxyle en
position 3 (sauf pour la rutine) et une double liaison C2-C3 au niveau du cycle C (Figure
2).

Les flavonols sont ubiquitaires dans les fruits et les légumes. La quercétine est le
flavonoide le plus répandu de cette sous-classe (18). On retrouve des flavonols a
hauteur de 15,4 mg / 100 g d’oignon et 9,4 mg / 100 g de brocolis (19).

Tableau | - Quelques exemples de molécules appartenant a la sous-classe des flavonols

Flavonols Substitution
3 5 7 2’ 3 4 5
Kaempférol H OH OH H H OH H
Quercétine H OH OH H OH OH H
Myrcétine H OH OH H OH OH OH
Rutine -Glc-Rha OH OH H OH OH H

(Avec Glc : Glucose ; Rha : Rhamnose)
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2.1.2. Groupe des flavanones

Figure 3 - Structure chimique des flavanones (20)

Au niveau de la famille des flavanones, la double liaison en C2-C3 du cycle C a disparu

(Figure 3). On retrouve essentiellement les flavanones dans les agrumes tels que les

pamplemousses, les citrons etc. Quant a I’hespéridine, on la retrouve également dans la

menthe poivrée et le cumin (18).

Tableau Il - Quelques exemples de molécules appartenant a la sous-classe des flavanones

Substitution

Flavanones 3 5 7 3 4
Naringénine H OH OH H OH
Naringine H OH O-Glc-Rha H OH
Hespérétine H OH OH OH OCH;
Hespéridine H OH 0O-Glc-Rha OH OCH3
Taxifoline OH OH OH OH OH
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2.1.3. Groupe des flavanols (flavan-3-ols)

Figure 4 - Structure chimique des flavanols (20)

La classe des flavanols est également appelée flavan-3-ols. Cette sous-famille comprend

les 4 formes de la catéchine. Cette molécule posséde deux carbones asymétriques, les

carbones C2 et C3, donnant lieu a 4 stéréo-isomeres (R (-) ou S (+)) (Figure 4).

Dans le régne végétal, on trouvera plus fréquemment la catéchine (+) et I'épicatéchine (-).

Les flavan-3-ols sont trés présents dans le cacao (environ 132,4 mg/kg de matiére fraiche

dans le chocolat noir) mais aussi les thés verts et noirs (a hauteur de 132,1 mg de

flavonoides pour 100 g de thé vert (19)).

Tableau lll - Molécules appartenant a la sous-classe des flavanols

Substitution

FI. I
avanols 5 7 3’ 4 Conformation
Epicatéchine OH OH OH OH 2R, 3R (-)
(- ou +) ou 2S, 3S (+)
Catéchine OH OH OH OH 2S, 3R (-)
(-ou +) ou 2R, 3S (+)
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2.1.4. Groupe des flavones

Figure 5 — Structure chimique des flavones (20)

Les flavones ont un squelette de base correspondant au 2-phénylchromén-4-one (Figure 5).
lls sont essentiellement présents dans les pigments jaunes des fleurs. Cette sous-classe est
prédominante au niveau des céréales, les herbes aromatiques (jusqu’a 303,2 mg/100 g de

persil (19)) et les légumes.

Tableau 1V - Exemples de molécules appartenant a la sous-classe des flavones

Flavones Substitution
o 6 7 3’ 4
Flavone H H H o .
Chrysine OH H OH v .
Apigénine OH H OH v oH
Lutéoline OH H OH oH oF
Baicaléine OH OH OH o .
Diosmine OH H O-Glc-Rha OH OCH,
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2.1.5. Groupe des isoflavonoides

Les isoflavonoides (Figure 6) sont exclusivement trouvés dans les légumes,

Figure 6 — Structure chimique des isoflavonoides (20)

plus

particulierement les graines de soja. On en retrouve par exemple a hauteur de 28,1 mg dans

100 g de tofu (19).

Tableau V - Molécules appartenant a la sous-classe des isoflavonoides

. Substitution
Isoflavonoides 5 7 &
Daidzéine H OH OH
Génistéine OH OH OH
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2.1.6. Groupe des anthocyanidines

CH

Figure 7 — Structure chimique des anthocyanidines (20)

Les anthocyanidines (Figure 7) sont responsables de la couleur des végétaux. Leur pigment
varie du rouge au bleu en fonction du milieu (21) (rouge pour milieu acide, bleu-violet pour
milieu alcalin voire neutre) ainsi que du degré d’hydroxylation. On les utilise comme colorants

alimentaires.

Tableau VI - Exemples de molécules appartenant a la sous-classe des anthocyanidines

- Substitutions
Anthocyanidines 3 5 7 3 T 5
Cyanidine OH OH OH OH OH H
Malvidine OH OH OH OCHs; OH OCH;
Pétunidine OH OH OH OCHg3; OH OH
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2.2. Biosynthése des flavonoides

Elucider la voie de biosynthése des flavonoides d’'un point de vue génétique
représente un véritable défi pour les chercheurs du monde entier.
Pour comprendre ce mécanisme, les scientifiques ont essentiellement travaillé sur les espéces
végétales suivantes : le mais (Zea mays), le muflier (Antirrhinum majus) et le pétunia (Petunia
hybrida). Ces plantes ont servi de modéles expérimentaux. Elles ont notamment été utilisées
dans l'isolement de génes structuraux et régulateurs impliqués dans la biosynthése des

flavonoides.

Les flavonoides sont synthétisés par la voie des phénylpropanoides, transformant la
phénylalanine en 4-coumaroyl-CoA (22).

Ce thioester est un élément clé dans la synthése des flavonoides. Il va réagir avec 3 molécules
de Malonyl-CoA (Figure 8). Cette réaction est catalysée par une enzyme spécifique, la
chalcone synthase (CHS). La CHS induit une réaction enzymatique en chaine (Tableau VII),

produisant ainsi un grand nombre de flavonoides.

3-Malonyl-CoA
-
4-Coumaroyl-CoA
CHSICTV Y}:s
- Tetrahydroxychalcon
tihydroxychalone \AS‘ y etrahydroxychalcone Flavan-4-ols —p —p [3-Deoxyanthocyanidins
CHI CHI
DFR DFR
Liquiritigenin Naringenin T} Eriodictyol
IFS
! / A FS1FS2 FS1FS2
Isoflavones E3'5'H
IOMT Flavon:
l 3-OH-flavanones
l 12H (dihydroflavonols)
}iFR FLS
2-hydroxy isoflavanone DFR
Flavonols RT, OMT, Fla | glycosid
o,
lvn UFGT e
L DMID
[Sofiavonoids Flavan-34-diols — OB o oo 3o

(leucoanthocyanidins)
LDOX \
(ANS) l \ l

Ry pa
oMT l (condensed tannins)

UFGT l

Ty

Anthocyanins

Figure 8 - Schéma de la biosynthese des flavonoides (23)
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Tableau VIl - Exemples d'enzymes impliquées dans la voie de biosynthése des flavonoides

Enzymes Intermédiaires synthétisés
Chalcone synthase (CHS) Chalcone
Chalcone Isomérase (CHI) Flavanone

Flavone Synthase (FS) Flavone

Flavone-3-Hydroxylase (F3H)

Dihydroflavonol

Flavonol Synthase (FLS)

Flavonol

Chaine enzymatique (FNR, ANS, GT)

Dérivés anthocyaniques
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2.3. Propriétés physico-chimiques et biologiques
2.3.1. Solubilité des flavonoides

L'utilisation des flavonoides en industrie pharmaceutique est malheureusement limitée par
leur manque de solubilité en solution aqueuse, principalement due a la présence de groupes

phénoliques.

Il est pratiquement impossible de prédire la solubilité d’'un flavonoide, sans l'avoir étudiée
préalablement. La modélisation moléculaire est une meéthode in silico qui est une étape
préliminaire essentielle a la détermination de la solubilité d’'une molécule, permettant un gain
de temps considérable pour les scientifiques. L’équipe de Chebil (24) a réussi a prédire la
solubilité de la quercétine en déterminant son énergie libre de solvatation (AGs.y en kcal/mol)
par modélisation moléculaire. Pour cela, ils ont testé la solubilité de ce flavonoide en présence
de différents solvants : I'eau, I'acétonitrile, I'acétone, I'alcool amylique tertiaire (2-méthyl-2-
butanol) et le chloroforme. Les résultats ont montré que la quercétine est peu soluble dans
'eau, le chloroforme et I'acétonitrile. A I'inverse, cette molécule est trés soluble dans I'acétone
et l'alcool amylique tertiaire, deux composés amphiphiles (-28,99 et -28,88 kcal/mol

respectivement). Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus expérimentalement.

La détermination expérimentale de la solubilit¢ des flavonoides implique de nombreux
paramétres : le solvant utilisé, le composé et sa configuration, les conditions
environnementales (température de la piéce, luminosité etc). Au sein d’'un méme sous-groupe,
les composés présentent des structures trés différentes, entrainant une capacité différente a
se solubiliser. Par exemple, les hétérosides sont solubles dans I'eau et les solvants polaires
(alcool, acétone). A l'inverse, les génines se solubilisent préférentiellement dans les solvants

organiques peu polaires (éther éthylique, hexane) (25).

L’équipe de Benavente-Garcia et al. (26) a étudié la solubilit¢ de la néohespéridine
dihydrochalcone (NHDC) dans des mélanges eau/éthanol a différents volumes. Cette étude a
montré qu’a un mélange eau/éthanol 75/25, la solubilité de la NHDC & 20 °C est de 8 g.L™
alors qu’elle est de 123 g.L”" pour un mélange 50/50. Cette solubilité se voit réduite lorsque

I'on veut solubiliser ce composé dans de I'eau seule (0,4 g.L™") ou bien de I'éthanol seul (12
g.L™.

Par ailleurs, la capacité d’'un composé a se solubiliser est également due au pH. Tommasini
et al. ont montré qu’a pH 1,5, la solubilit¢ de I'hespéridine et de la naringinine est
respectivement de 0,06.10° et de 0,025.10° g.L™". Leurs solubilités se voient augmenter d’'un

facteur 4 lorsque I'on augmente le pH a 8 (27).
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Pour pallier a ce manque de solubilit¢ des flavonoides, différentes stratégies ont été

développées :

L’acylation des groupements phénols 7-OH et 3'-OH de I'’hespéridine (28). Cela a pour
but de stabiliser la fonction du phénol et d’augmenter la solubilité du flavonoide en
milieu lipophile.

La glycosylation de la naringine a I'aide de 'amylose maltogénique (bactérie Bacillus
Stearothermophilus) et de maltotriose. Ce flavonoide a vu sa solubilité augmenter de
250 fois dans I'eau (29).

L’insertion d’une B-cyclodextrine dans I’hespérétine ou la naringinine. Tommasini et al.
(27) se sont apergus que plus on augmentait la concentration de B-cyclodextrine dans

ces composés, plus la solubilité augmentait.
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2.3.2. Absorption dans I'UV-visible

Les UV-visibles sont capables de pénétrer la couche d’ozone et potentiellement causer
des dommages a la vie végétale.
Les flavonoides absorbent les UV visibles et sont capables d’agir comme des filtres anti-UV,
protégeant ainsi les tissus photosynthétiques sous-jacents d’éventuels dommages (30).
Les spectres des flavonoides présentent deux bandes d’absorption dans I'UV-visible (Figure
9):

- La bande |, située entre 290 et 385 nm, représentative de I'absorption du cycle B

(chromophore cinnamoyle) ;
- La bande Il, située entre 240 et 285 nm, représentative de I'absorption du cycle A

(chromophore benzoyle).

5

chromophore benzoyle chromophore cinnamoyle

-=--0

Figure 9 - Schéma représentant le domaine d'absorption des flavonoides dans le domaine UV-visible (29)

Les bandes d’absorption des flavonoides peuvent se déplacer par linfluence de
différents facteurs : la nature et la position de la substitution (hydroxylation, méthoxylation,
acylation), le pH, le solvant, les interactions intramoléculaires « fortes » comme les liaisons
ou bien les interactions intermoléculaires « faibles » comme les liaisons hydrogénes.

Une substitution telle qu’'une méthoxylation (ajout d’'un groupe méthoxy O-CHj3) ou I'acylation
(ajout d’'un groupe acyle RCO-) affecte la position d’absorption des bandes qui auront
tendance a se déplacer vers les plus courtes longueurs d’'onde : c’est I'effet hypsochrome.

A linverse, une augmentation du degré d’hydroxylation entraine un effet bathochrome
(déplacement de la position de la bande spectrale vers les plus grandes longueurs d’onde).

C’est le cas de la bande | des flavonols qui est plus haute de 30 nm que celle de la flavone
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équivalente car cette derniére ne posséde pas d’hydroxylation en position 4 (31) (Tableau

VI,

Tableau VIl - Absorption UV des flavonoides dans le méthanol

Classe des flavonoides Absorption UV-visible
Bande Il (nm) Bande | (nm)

Flavone 250-280 310-350
Flavonol 250-280 330-385
Flavanone 275-295 300-330
Anthocyane 270-280 465-560
Isoflavone 245-275 310-330

Flavanol 270-280 -
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2.3.3. Stabilité des flavonoides

La stabilité des flavonoides est influencée par différents paramétres tels la lumiere (32,33),

le pH (34), la température (35) ou bien encore la présence d’enzymes (36).

o FEffet de la lumiére

Concernant I'étude de la stabilité de certains flavonoides a la lumiére, Smith et al. (32) ont
reporté que les flavones ont une plus grande photostabilité que les flavonols. Les flavonols
possédent un groupe hydroxyle libre (-OH) en position 3 contrairement aux flavones qui n’en
ont pas. L’absence de ce groupe chez les flavones leur confére ainsi une plus grande stabilité

en présence de lumiere.

o Effet du pH

Dans leur étude, Ungar et al. se sont intéressés a la stabilité thermodynamique de deux
flavonoides : la génistéine et la daidzéine (35). Pour ce faire, ils ont étudié la cinétique de
dégradation de ces deux composés a haute température. La génistéine et la daidzéine ont été
étudiées dans 2 milieux, 'un a pH 7 et 'autre a pH 9, a différentes températures (70°, 80° et
90°C). La degradation de ces flavonoides a été suivie par Chromatographie Liquide Haute
Performance (CLHP).

Les résultats ont montré qu’a haute température, la génistéine et la daidzéine se dégradaient
plus vite dans le milieu alcalin a pH 9. La stabilité de ces composés est plus faible a pH basique
en raison d’'une augmentation de leur oxydation due a une déprotonation (diminution du

potentiel d’oxydation).

e FEffet de la confiquration et du nhombre de substituants

La configuration des flavonoides et la nature du substituant influencent grandement leur
stabilité en solution.

Selon Friedman et al. (37), la stabilité de certains acides aromatiques tels que I'acide trans-
cinnamique, I'acide férulique, est plus importante que les composés phénoliques grace a la
stabilisation par résonnance des intermédiaires de type phenoxy et quinoique. |l semblerait
que les groupes —OH situés sur 'anneau benzénique sont responsables de la non stabilité des
composés phénoliques a pH élevés. Ainsi, les acides aromatiques ont une plus grande stabilité

a pH éleve.
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2.3.4. Inhibition d’enzymes

Les flavonoides sont capables d’inhiber les enzymes tels que la xanthine oxidase (39) ou
encore la protéine kinase (39) qui sont responsables de la production d’anion superoxyde O2-.
Il a également été démontré que les flavonoides sont capables d’inhiber des composés
impliqués dans la génération d’espéces réactives de I'oxygéene (ERO) comme : la cyclo-
oxygeénase, la lipoxygénase, la monooxygénase microsomale, la glutathion S-transférase, la
succinoxydase mitochondriale et enfin la NADH oxydase (40).

Les flavonoides permettent donc de réguler la production d’ERO au sein de I'organisme.

2.3.5. Chélation d’'ions métalliques

Certains oligo-éléments tels que le fer, le cuivre, sont indispensables a la vie. Présent en
petite quantité dans l'organisme, le fer joue un rdle indispensable dans le métabolisme :
transport extra et intra-cellulaire, stockage, ses fonctions sont nombreuses.

Lorsque le fer et le cuivre sont & I'état libre, sous forme Fe®* et Cu*, ils se révélent dangereux.
En effet, ils sont alors capables de donner un électron au profit de I'eau oxygénée H,0..

La liaison Fe?'/H,0, ou Cu*/H,O, génére des radicaux hydroxyles HO- réactifs et néfastes
pour les cellules en oxydant les lipides, les protéines, les sucres et 'ADN. Cette réaction

d’oxydation est plus communément appelée la réaction de Fenton (Equation 1)

H,0, + Fe?*(aq) - Fe3*(aq) + OH (aq) + HO -

Equation 1 - Réaction de Fenton

Certains flavonoides sont capables de chélater les ions métalliques en formant des complexes
flavonoides-métaux. Les flavonoides piégent les métaux grace aux doublets non-liants de
leurs atomes d’oxygéne, plus précisément au niveau de trois sites de chélation (Figure 10) :

- Entre le groupe 5- hydroxy et le groupe 4-carbonyle ;

- Entre le groupe 3- hydroxy et le groupe 4-carbonyle ;

- Entre le groupe 3’-4’-hydroxy du cycle B (groupe catéchol).
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Figure 10 - Sites de chélation des ions métalliques (M) des flavonoides (41)

Une fois piégés, les ions métalliques sont inactivés et sont incapables de réagir avec les
espéces environnantes. De nombreuses études (42—45) ont révélé que les flavonoides n’ont
pas tous la méme capacité a piéger ces ions métalliques.
L’équipe de Ren (42) a étudié le mécanisme de complexation de plusieurs flavonoides avec
le fer en utilisant des calculs quantiques basés sur la théorie de la fonctionnelle de la densité
(DFT). lls ont déterminé les sites de chélation les plus probables en observant les énergies de
liaison des sites les plus élevés. Leurs résultats ont montré que les sites de chélation les plus
probables (par ordre décroissant) sont :

1) Le groupe 3-hydroxy-4-carbonyl ;

2) Le groupe 5-hydroxy-4-carbonyl ;

3) Le groupe catéchol.

A contrario, I'étude in vitro de Mladenka et al. (17) concernant l'activité chélatante des
flavonoides sur le fer a montré que les groupes 3-hydroxy-4-carbonyl et catéchol sont
largement plus efficaces que le groupe 5-hydroxy-4-carbonyl.

Les résultats divergents entre ces deux études sont dus a la différence de méthode utilisée.
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2.4. Sources alimentaires et consommation des flavonoides
2.4.1. Sources alimentaires

Les flavonoides constituent une part importante de notre alimentation. On les retrouve

dans les fruits mais aussi dans les légumes. Dans les agrumes, les flavonoides peuvent

représenter jusqu’a 1% de teneur en fruit frais.

Les boissons telles que le thé, le café et la biere contiennent également de grandes quantités

de flavonoides. On en retrouve dans les herbes fraiches, les épices, le miel (46) mais aussi

dans les plantes médicinales.

Les flavonoides représentent une famille de plus de 9000 composés naturels, différenciés en

une trentaine de sous-groupes. Cing de ces 30 sous-groupes sont les plus largement

répandus au sein de notre alimentation (18). Le tableau IX représente les produits alimentaires

les plus communs que I'on peut retrouver dans chaque sous-groupe de flavonoides.

Tableau IX - Quelques sources naturelles de flavonoides (18,47)

.. rce : pr i
Sous-classes Flavonoides Sou .ce P f)dmts
alimentaires
Eplc’ate.chlne Thé vert, noir
Flavanol Catéchine Vin rouge
Gallate d'épigallocatéchine g
Naringine Zestes d’agrumes
Flavanone TRT
Taxifoline Agrumes
Endive, poireau, brocoli,
Kaempférol radis, pamplemousse, thé
noir
Oignon, laitue, brocoli,
Flavonol . nn rge,
Quercétine cannebe ge. peau qe .
pommes, olives, thé, vin
rouge
nneberge, raisin, vin
Myricétine Canneberge, raisin, vi
rouge
Hydroxyflavones (Apigénine,
lutéoline, neodiosmine) o .
Fl / /
avone Methoxyflavones Céler, persi
(Tangérétine, nobilétine)
- Cerise, framboise, fraise,
Cyanidine .
Anthocyanes raisin
Apigénidine Coloration des fruits
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Dans ce contexte, I'équipe de Merken et Beecher (46) a effectué une revue concernant la

quantité de flavonoides présente dans divers aliments a I'aide d’une technique de séparation

analytique : la CLHP. Les études utilisant cette méthode pour séparer des aliments les

différents sous-groupes de flavonoides ont révélé que :

6 composés appartenant aux anthocyanes sont majoritairement retrouvés dans les
fruits rouges, les baies et le raisin. Le composé que I'on retrouve dans chacun d’entre
eux est la cyanidine.

La catéchine, appartenant au sous-groupe des flavanols, est surtout retrouvée au
niveau du thé. Les concentrations de catéchine sont plus élevées dans le thé vert que
dans le thé noir.

Au niveau des herbes aromatiques, on retrouve essentiellement des composés
appartenant aux flavones. L’apigénine est présente en quantité élevée dans le persil
alors que c’est la lutéoline qui est abondante dans le thym.

Concernant les agrumes, on retrouve surtout des flavanones (1).

Les flavonoides de bas poids moléculaire sont responsables de I'amertume et de
l'acidité des fruits. A contrario, les flavonoides de haut poids moléculaire sont
responsables de I'astringence. C’est par exemple le cas lorsqu’un individu boit un vin

rouge chargé en tanins qui provoque une crispation des muqueuses.

Cette revue scientifique montre donc que la distribution des flavonoides, aussi nombreux

soient-ils, varie en fonction de I'espéce végétale, fruit ou légume.
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2.4.2. Consommation

La consommation moyenne de flavonoides, calculée par Kuhnau et al en 1976 (48), est
deéfinie a 1 g/jour (160 mg de flavanols, flavones et flavanones ; 170 mg d’anthocyanes ; 200
mg de catéchine et 450 mg de biflavones). Cependant, ces chiffres varient grandement en
fonction du pays étudié. En prenant I'exemple de la Finlande, on remarque que la
consommation d’anthocyanes peut excéder 200 mg/jour car les finlandais sont de grands
consommateurs de baies. Par ailleurs, la consommation de catéchines en Espagne est
d’environ 18-31 mg/jour car les espagnols consomment beaucoup de pommes, raisin et vin
rouge. En Hollande, la consommation de catéchine s’éléve a 50 mg/jour car les habitants
consomment beaucoup de thé, de chocolat, des pommes et des poires.

Par ailleurs, le taux de flavonoides au sein d’'un aliment peut varier en fonction de
multiples facteurs :

- Les facteurs environnementaux ont le plus d’influence sur le taux de polyphénols au

sein d’'un aliment. Il s’agit :
o De facteurs climatiques (exposition au soleil, taux de précipitation, type de sol) ;
o De facteurs agronomiques (culture sous serre ou en plein champ, culture
biologique, rendement de fruits par arbre etc) ;
o Du degré de maturité du fruit. Ce dernier facteur affecte grandement les
concentrations et les proportions des différents flavonoides.

- Les facteurs génétiques : le taux de flavonoides varie en fonction de la variété, c’'est le
cas pour les pommes. Dans leur étude, Hammerstone et al. (43) se sont apergus que
le taux de proanthocyanidines variait énormément d’'un type de pomme a l'autre. Par
exemple, les pommes Red Delicious contiennent 2 fois plus de flavonoides que les
Golden Delicious.

- Le stockage et les procédés de fabrication industrielle affectent grandement le taux de
flavonoides a cause des réactions d’oxydation qui s’y produisent. Une telle réaction
induit un changement dans la qualité de I'aliment (aspect visuel, caractéristiques
organoleptiques) et entraine une perte des composés d’intérét.

- La fagon de préparer les aliments influence aussi ce parameétre. Peler un fruit ou un
légume suffit a enlever une portion importante de flavonoides. En effet, ces composés
se situent préférentiellement dans la partie externe des végétaux et pas dans la chair
(48,49).

- Lacuisson peut avoir un effet néfaste sur le taux de flavonoides contenus dans certains
aliments. Dans leur étude, Crozier et al (50) ont montré que cuire des oignons ou des

tomates au micro-ondes suffisait a ce qu’ils perdent plus de 65% de leur quantité initiale
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en quercétine. Faire bouillir ces aliments pendant plus de 15 minutes a un effet encore

plus dévastateur avec une perte estimée a 80% de leur quantité initiale en quercétine.

Une banque de données a été ouverte en 2003 pour répertorier la composition en flavonoides
de 225 aliments. L'enrichissement de cette banque de données serait intéressante. Cela

permettrait d’établir pour chaque individu une consommation journaliére en flavonoides en

fonction de ses besoins.
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2.5. ROle des flavonoides chez les végétaux
2.5.1. Protection contre les rayonnements UV

Les flavonoides jouent le rle d’écran protecteur contre les rayons UV du soleil. Le spectre
UV est subdivisé en 3 parties :

- Les UV-A compris entre 320-400 nm, de faible énergie ;

- Les UV-B, de plus forte énergie, compris entre 280-320 nm ;

- Les UV-C, les plus extrémes, allant de 245 a 280 nm.

Ce sont les UV-B qui causent le plus de dégats au niveau des plantes. lls peuvent affecter la
photosynthése, la pollinisation mais aussi créer des dommages au niveau de 'ADN.

Les flavonoides, accumulés dans les tissus épidermiques, absorbent les bandes d’'UV-B. lls
agissent ainsi comme filtre a UV et permettent la protection de ces tissus.

C’est en particulier les flavonols qui sont les composés les plus largement impliqués dans ce
réle protecteur.

Les plantes ne produisant pas ce composé sont plus sensibles aux UV-B et au stress oxydant
gu’ils induisent. Cet effet anti-UV permet d’empécher les mutations de 'ADN causées par les
espéces réactives de 'oxygéne (ROS).

Dans ce contexte, Kootstra (51) a démontré in vitro que la naringénine et la rutine ont un effet
protecteur sur I'’ADN lorsque les plantes subissent un rayonnement UV-B.

In vivo, Filkowski et al. (52) se sont intéressés a la stabilité du génome (it4, tt5, vtc) chez
plusieurs plantes mutantes de I'Arabette des dames (Arabidopsis thaliana). Ces plantes ont
été exposées aux UV-B. L'équipe de Filkowski a étudié le mécanisme de protection de ces
plantes contre les radicaux libres.

Les résultats ont montré que le mutant tt4 présentait une expression endogéne plus élevée
des enzymes impliquées dans la réparation de 'ADN. Cette étude est la preuve scientifique
que les plantes ont développé in vivo des mécanismes sophistiqués de piegeage des radicaux

libres.

2.5.2. Propriétés antimicrobiennes

Une des fonctions incontestées des flavonoides est leur réle primordial dans la protection
des plantes contre les invasions microbiennes.
Ebel et al. (53) ont mis en évidence cette activité antimicrobienne des iso-flavonoides. Ces
derniers appartiennent a un sous-groupe de substances chimiques de différentes structures
appelé les phytoalexines.
Les phytoalexines sont rapidement synthétisées par les plantes a la suite d’'une exposition a

des pathogénes (bactéries, champignons). Dans ce mécanisme de défense complexe, il
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semblerait qu’'un ensemble de protéines d’origine bactérienne et fongique jouerait le role
d’éliciteur. Les éliciteurs (du latin elicere, « attirer, susciter ») sont des molécules produites par
les agents pathogénes induisant en réponse chez les plantes un mécanisme de défense par
la production de phytoalexines.

Dans leur étude portée sur des cellules de soja infectées par le champignon Phytophthorha,
'équipe de Ebel et al (53) a ainsi démontré que les éliciteurs fongiques induisent la
transcription d ARNm codant les enzymes impliquées dans la synthése des isoflavonoides.
D’autres flavonoides sont également reconnus comme pour leur action antifongique chez les

plantes tels que flavanols ou bien encore les flavanones.

2.5.3. Roéle dans la reproduction des plantes et la fertilité

Pour pouvoir se reproduire, les plantes ont la faculté d’accumuler des flavonoides dans les
anthéres et le pistil (organe sexuel male et femelle, respectivement). On trouve dans les
anthéres les flavonoides suivants : des anthocyanes, des flavonols et des chalcones
L’équipe de Koes (54) a réussi a montrer que la présence de ces flavonoides au sein des
organes reproducteurs est essentielle au bon développement du pollen.

Pour valider cette hypothése, ils ont bloqué chez le mais (Zea mays) deux génes de I'enzyme
chalcone synthase (CHS) : C2 et Whp, tous deux impliqués dans la synthése des flavonoides
retrouvés dans les antheres et le pistil. Cette inactivation a engendré la production d’un pollen
non pigmenteé et stérile.

L’expérience, réitérée sur des pétunias transgéniques, a présenté des résultats similaires. Il
est bon de préciser que ce rble des flavonoides n’est pas universel. En effet, la méme
expérience réalisée sur du persil (Petroselinum crispum) et du muflier (Antirrhinum majus) n’'a

pas affecté la fertilité des plantes (55).

2.5.4. Réle dans les interactions légumineuses-rhizobiums durant la nodulation

La nodulation est un phénoméne se produisant lors de la symbiose
légumineuse/Rhizobium. Ce processus, essentiel a la légumineuse, lui permet d’acquérir de
'azote sous forme réduite. Du c6té du Rhizobium, la nodulation lui permet d’obtenir les
nutriments assurant son bon développement. Cette symbiose Iégumineuse/Rhizobium initie le
développement d’'un nouvel organe végeétal : le nodule.

L’équipe de Wasson (56) a démontré que les flavonoides, plus précisément les flavones, sont
impliquées dans ce phénoméne de nodulation. Pour cela, ils ont inhibé I'enzyme CHS
impliquée dans la biosynthése des flavonoides chez la luzerne tronquée (Medicago

truncatula). Ces plantes mutantes pour qui la CHS a été inhibée présentaient une déficience
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en flavones, les rendant ainsi incapables d’initier le développement des nodules et donc des
racines.

Wasson et al. ont tiré la conclusion que les flavones (apigénine, lutéine) et flavonols
(kaempférol, quercétine, myrcétine), présentes dans la racine des légumineuses ont un effet
chémo-attracteur sur le Rhizobium. lls déclenchent I'expression des génes de la nodulation,
les génes Nod. Ces génes contrblent les facteurs Nod impliqués dans la reconnaissance
mutuelle légumineuse/Rhizobium ainsi que dans [|'organogenése nodulaire. Ce

développement nodulaire est initié par la [égumineuse et déclenché par le Rhizobium (57).
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2.5.5. Roéle dans le transport des auxines

De nombreuses études ont montré que les flavonoides jouent le réle de régulateur dans
le transport des auxines (58—61).
Les travaux menés par I'équipe de Jacobs en 1998 (58) ont abouti a I'hypothése que les
flavonols (kaempférol, quercétine, myrcétine) sont capables d’inhiber le transport des auxines.
Dans ce contexte, Brown et al. (59) ont étudié ce phénoméne chez I'Arabidopsis en comparant
le type sauvage (WT) et le type Transparent Testa (TT4). TT4 posséde une mutation dans le
gene codant pour la premiére enzyme impliquée dans la biosynthése des flavonoides, la
Chalcone Synthase (Figure 11).
La culture du mutant WT d’Arabidopsis sur des milieux contenant de la naringinine, un
précurseur de la synthése du kaempférol et de la quercétine (Figure 11), a montré une
diminution de la croissance des racines et du gravitropisme.

Cette inhibition est similaire aux effets des inhibiteurs synthétiques du transport de 'auxine.

Phenylalanine

i BPBT
Cinnamic acid —» —>  Phenylethyl benzoate

¢ HCT
p-Coumarate —>» —>  Lignin

,

4-Coumaryl-CoA+ Malonyl CoA

CHS l tt4
Naringenin chalcone(apigenin)

oy

Naringenin
F3H l
F3'H tt7
Dihydrokaempferol » Dihydroquercetin
lF LS l FLS
F3H 7 )
kaempferol » quercetin
DFR tt3 DFR tt3
Leucopelargonadin Leucocyanadin
—, — N
Anthocyanins Proanthocyanidins, tannins

TRENDS in Plant Science

Figure 11 - Schéma représentant les différentes enzymes et les différents genes impliqués dans la biosynthese
des flavonoides (60)
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Par ailleurs, la comparaison phénotypique entre les deux plantes a montré que le mutant TT4
posséde par rapport au mutant WT :

- Trois fois plus d’inflorescences ;

- Une taille réduite de la plante ;

- Une diminution du diamétre de la tige ;

- Une augmentation du développement des racines secondaires.
In vitro, les analyses au niveau de linflorescence et de I'hypocotyle des mutants TT4 de
I’Arabidopsis ont montré que le transport de 'auxine est élevé chez ces plantes dépourvues
de flavonoides.
Tous ces résultats sont donc en faveur de l'effet négatif des flavonoides sur le transport de

'auxine.

2.5.6. Importance des flavonoides dans la protection et la croissance des graines

On retrouve des flavonoides au niveau des graines de toutes les espéces végétales (38).
Anti-pathogéne, régulateur négatif du transport des auxines, nodulation... Il existe une
multitude de fonctions attribuées aux flavonoides. Depuis peu, une nouvelle activité a été
conférée a ces composés : la capacité a accumuler des proanthocyanidines (PA), également
appelées tannins condensés. Ces flavonoides polymériques sont synthétisés dans les
chloroplastes puis s’accumulent dans les vacuoles. Au début du développement de la graine,
ils sont sous forme de composés incolores avant de s’oxyder en pigments brun au cours de la
croissance. lls sont notamment présents chez les Dicotylédones, les graines de sorgho
(Sorghum bicolor) mais également les graines d’orge (Hordeum Vulgare).

Les PA constituent entre autres :

- Une barriere chimique contre les infections fongiques grace a leurs propriétés

antimicrobiennes ;

- Une barriére physique en augmentant 'imperméabilité de la graine face aux solutés ;

- Une défense contre les pathogénes en empoisonnant ou affamant les larves de

Bruchinae qui se nourrissent de graines de haricot Niébé (Vigna Unguiculata) (63).

En conclusion, la présence de PA va assurer la longévité des graines.
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2.6. ROle des flavonoides chez 'lhomme
2.6.1. Introduction

L’intérét pour les flavonoides n’a cessé de croitre au cours de ces derniéres décennies.
De nombreuses études épidémiologiques ont corrélé l'incidence des maladies chroniques,
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, avec un certain type d’alimentation. Ces
études menées ont largement admis que les régimes riches en fruits et en Iégumes jouent un
réle positif dans la protection contre les crises cardiaques (64), les accidents vasculaires
cérébraux et le cancer (65).
Les effets bénéfiques des fruits et des légumes sur le corps humain ont d’abord été attribués
aux vitamines A, C et E qu’ils contenaient (66) puis aux flavonoides et leurs fortes propriétés
anti-oxydantes.
L’'importance des flavonoides sur la santé a été traitée pour la premiére fois en 1936 par
Rusznyak et Szent-Gyorgyi (67). Dans leur étude, ces deux scientifiques hongrois ont mis en
évidence :
- La capacité des flavonoides a réduire la perméabilité des vaisseaux sanguins, ayant
pour effet un renforcement de I'élasticité et I'étanchéité des vaisseaux sanguins
assurant ainsi leur résistance ;

- L’action synergique des flavonoides avec la vitamine C dans le traitement du Scorbut.

2.6.2. Lutte contre le stress oxydant

A la suite d’'une agression, les différents constituants de I'organisme peuvent subir une
oxydation : c’est le stress oxydant (appelé aussi stress oxydatif). Ce phénomene libére des
ERO comme :

- Les radicaux libres : les radicaux hydroxyles OH-, les anions superoxydes O™, les

radicaux peroxyles ROO-, les radicaux alkoxyles RO- (68) ;

- Les ions oxygénés et peroxydes : peroxyde d’hydrogéne H,O,, acide hypochloreux

HOCI.

Par définition, les ERO « possédent un électron célibataire sur leur couche périphérique les
rendant trés réactifs » (69).

Les ERO ne possédent pas toutes le méme degré de réactivité : par exemple, le radical
hydroxyle OH- est I'espéce la plus réactive alors que I'espéce H,O; 'est trés peu. Elles sont
ubiquitaires dans I'organisme mais sont présentes en petite quantité. Leur production est liée
a la balance pro-oxydant (ERO) / antioxydant (balance redox). En cas de stress oxydant,
I'équilibre de cette balance est rompu, conduisant a une surproduction d’ERO ou bien a une

diminution des espéces anti-oxydantes.
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Les ERO sont produites dans de nombreux phénoménes physiologiques tels que le
mécanisme de linflammation. Lors de ce processus, I'organisme va produire différentes
cellules intervenant dans la réaction inflammatoire : les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles (PNN). Ces cellules vont libérer des ERO contre les agents infectieux, permettant

ainsi de les éliminer (70).

A linverse, en concentration anormalement élevée, les ERO sont néfastes car elles
provoquent des dommages cellulaires en oxydant les lipides, les protéines, les sucres et ’ADN
(70). Dans ce cas, elles provoquent un vieillissement cellulaire accéléré et peut étre a I'origine
de nombreuses maladies telle que [lathérosclérose, cancer, maladies cardiaques et

neurodégeénératives etc.

Pour rétablir I'équilibre de la balance redox, I'organisme est doté d’un puissant systéme
enzymatique antioxydant. Ce systéme a été découvert en 1969 par McCord et Fridovich qui
travaillaient sur du sang de rat. lls ont isolé 'enzyme superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase permettant d’éliminer le radical libre de I'anion superoxyde O, (71). Ces deux

enzymes sont des antioxydants endogénes.

Une alimentation riche en fruits et en Ilégumes nous apporte des antioxydants exogenes tels
que : la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les flavonoides (71).
Les fruits et légumes n’apportent pas tous la méme quantité de flavonoides, il en est de méme
pour la consommation de thé ou de café.
Grace a leur pouvoir réducteur, les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres. La
capacité des flavonoides a piéger ces ERO a été évaluée a 'aide de leur structure. L’efficacité
de ce piégeage provient de (72-75) (Figure 12) :
- La présence de la fonction catéchol sur le cycle B qui est la meilleure donneuse
d’hydrogéne. La fonction catéchol permet la délocalisation des électrons.
- Ladouble liaison entre C2 et C3 ainsi que la fonction carbonyle a la position 4 confere
a la molécule une délocalisation électronique stabilisante.
- La présence de groupement hydroxyle en position 3 et 5. Enlever le 3-OH, le 5-OH ou
créer une insaturation sur le cycle C diminue les propriétés anti-oxydantes des
flavonoides. Ces groupements sont donc essentiels aux flavonoides pour assurer la

capacité de piégeage des radicaux libres.
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Double liaison C2-
C3 + fonction
carbonyle

Groupement catéchol

Groupements hydroxyles 3-OH et 5-OH

Figure 12 - Schéma représentant les éléments structuraux des flavonoides essentiels a leur capacité de
piégeage des radicaux libres (72)

Pour finir, dans leur étude relation structure-activité des flavonoides, Amic et al. se sont
apergus qu’en absence de la fonction catéchol sur le cycle B, le groupement hydroxyle 5-OH
du cycle A est capable de compenser cette absence et assurer une meilleure activité anti-

radicalaire du flavonoide (73).

2.6.3. Propriété anti-tumorale

Dés les années 1990, les chercheurs se sont intéressés aux propriétés anti-tumorales des
flavonoides (76).
Actuellement, les études expérimentales (modéles animaux, lignées cellulaires) et
épidémiologiques (essais sur les humains) se sont répandues pour pouvoir mettre en évidence
le pouvoir anti-cancérigéne des flavonoides (73,77,78).
Par exemple, I'étude de Conney et al. (79) sur 'administration de thé vert/noir chez des souris
atteintes de tumeurs a mis en évidence I'activité anti-tumorale des catéchines.
Ces flavonoides ont révélé leur pouvoir anti-tumoral sur différents types de cancers tels que
les médulloblastomes (80), les cancers colorectaux, de I'estomac, des poumons et du sein
(55,56).
Parallélement a cela, Lamy et ses collaborateurs (82) ont démontré que les anthocyanines
sont capables d’inhiber la migration cellulaire du glioblastome, tumeur primitive du cerveau qui
est trés agressive.
Par ailleurs, Wenzel et al. ont (81) montré que les flavones sont capables d’induire la mort
cellulaire, la différentiation et I'inhibition de la croissance des cellules produites dans le cancer

du cblon.
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Pour conclure, on se rend bien compte que toutes ces sous-classes de flavonoides peuvent
étre utiles au développement de nouvelles stratégies de prévention de nombreux types de

cancer.

2.6.4. Effet protecteur vasculaire

Au cours de la derniére décennie, il y a eu une résurgence de l'intérét porté pour les
flavonoides en raison des liens possibles avec la prévention du cancer ainsi que des maladies
cardiovasculaires. On pense que ces composés naturels peuvent protéger les tissus contre
les RLO (Radicaux Libres dérivés de I'Oxygene). Une production accrue de RLO provoque
des Iésions tissulaires impliquées dans différentes pathologies telles que I'athérosclérose ou
bien le cancer.

L’athérosclérose joue un rdle important dans le développement de maladies coronariennes
ainsi que les accidents vasculaires cérébraux (AVC). Cette maladie est caractérisée par
'accumulation de corps gras (essentiellement le mauvais cholestérol lié a la présence de
lipoprotéines de basse densité (LDL) au sein d’'une artére). Cette accumulation va former une
plague d’athérome qui, a terme, risque de provoquer un rétrécissement, génant le passage du
sang et l'apport en oxygéne a l'organe que lartere irrigue (83). Une hypothése majeure
suggeére que I'apport d’antioxydants alimentaires chez les personnes a risque pourrait retarder
voire éviter 'accumulation de LDL dans les artéres du corps humain. Cette hypothése fournit
une stratégie prometteuse dans la prévention de l'athérosclérose et, par conséquent,
I'apparition de maladies coronariennes. Cependant, la capacité des antioxydants alimentaires

a inhiber le LDL in vivo reste a établir (84).

A I'heure actuelle, plusieurs dizaines de médicaments composés de fraction flavonoique
(a base d’Hespéridine ou de Rutine) sont présents sur le marché pour :

- leur role protecteur des capillaires sanguins ;

- leur stimulation de la circulation sanguine ;

- lalutte contre l'altération des vaisseaux capillaires.
Les médicaments tels que le Daflon®, le Véliten® ou I'Esberiven® sont indiqués dans le
traitement symptomatique des jambes lourdes et impatiences causés par une mauvaise
circulation sanguine. Cependant, par manque de preuves suffisantes de leur efficacité, ces

médicaments ne sont plus remboursés par I'’Assurance Maladie.

39



2.6.5. Activité anti-inflammatoire

L’'activité anti-inflammatoire des flavonoides a été initialement rapportée en 1980 par
I'équipe de Baumann (85). Les flavonoides sont capables de moduler I'activité enzymatique
de I'acide arachidonique (AA), acide gras produit dans le cadre d’une inflammation.

Lorsque les flavonoides ont été testés contre le métabolisme de I'AA, nombre d’entre eux se
sont révélés efficaces dans l'inhibition des enzymes métabolisantes de I'AA (86) (Figure 13) :
la phospholipase A2 (PLA2), la cyclo-oxygénase (COX), la lipoxygénase (LOX) ainsi que la
prostaglandine endoperoxyde hydrogéne synthase (PGHS).

Concernant cette derniére enzyme, I'étude de Harborne et Williams (30) a révélé que la
cyanidine a un effet inhibiteur sur l'isoforme PGHS-2. Pour cela, ils ont analysé la capacité de
3 anthocyanides de cerises acides et leur aglycone, la cyanidine, a inhiber la PGHS-1 et 2.
Les résultats ont montré une activité inhibitrice élevée de la cyanidine sur Iisoforme PGHS-2.
Ces résultats sont prometteurs puisque des effets thérapeutiques bénéfiques résultent de
linhibition de la PGHS-2 alors qu’une inhibition de la PGHS-1 est attribuable a des effets

ulcérogénes et indésirables des Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens (AINS)

I Inflammatory stimuli l
S

Eicosanoids Protein kinases

Inflammatory
Response /

PKC, PTK
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IL-1B, -6 ]{®
&

nucleus

Figure 13 - Mécanisme d'action suggéré des flavonoides sur le cycle de l'inflammation (86)

Légende :
F = flavonoide

NSAID = Anti-Inflammatoire Non Stéroidien
SAID = Anti-Inflammatoire Stéroidien

« = » et ¥ signifient respectivement : inhibition de I'enzyme et régulation négative
de l'expression de I'enzyme
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2.6.6. Propriétés antibactériennes et antivirales

Les flavonoides sont capables de protéger les plantes des invasions microbiennes.
Nombre de chercheurs se sontintéressés a mettre en évidence cette propriété des flavonoides
chez I'étre humain. Les études ont révélé que certains sous-groupes de flavonoides ont une
activité inhibitrice contre certains types de bactéries/virus.

L’équipe de Li (87,88) a travaillé sur la Baicaline (BA), composé flavonoique purifié a partir de
I'herbe médicinale chinoise Huang-chin (Scutellaria baicalensis). La BA est notamment utilisée
pour ses proprietés anti-inflammatoire et anti-allergique permettant de traiter les cas de
bronchite, néphrite, hépatite, asthme et dermite atopique. Malgré la preuve de son activité anti-
inflammatoire in vitro et in vivo, le mécanisme d’action de cette molécule reste a déterminer.
Les études sur ce flavonoide ont révélé que la BA est capable de réaliser des complexes avec
un certain nombre de chimiokines, interférant ainsi leurs interactions avec les récepteurs
CCR5 et CXCRA4. Or, le virus VIH-1 utilise ces derniers comme co-récepteurs pour la fusion
et I'infection des cellules hotes. Ce mécanisme permet donc d’inhiber I'infection par le VIH-1

au stade précoce de l'infection.

2.6.7. Effet des flavonoides sur la mémoire et la cognition

L’avancement en age ainsi que le vieillissement sont liés a des modifications cognitives.
Certains chercheurs ont voulu démontrer que la consommation de fruits et de Ilégumes, de par
les composés polyphénoliques qu’ils contiennent, peut ralentir le vieilissement des
communications neuronales et éviter les troubles cognitifs.

Pour cela, I'équipe de Huntley (89,90) a travaillé sur une centaine de rats. lls ont évalué sur le
long terme les fonctions cognitives (apprentissage et espace) des rats en fonction de I'une des
quatre supplémentations alimentaires ci-dessous :

- Vitamine E (500 Ul/kg)

- Fraises ou épinards (fournissant la méme quantité de Vitamine E)

- Régime témoin.

Les résultats ont montré que la mémoire et la fonction cognitive se sont améliorées grace a la
supplémentation en vitamine E ou en composés polyphénoliques. Une étude similaire a été
réalisée sur de vieux rats, en utilisant cette fois-ci des fraises, des myrtilles ou bien des
épinards et en l'opposant a un régime alimentaire témoin. L’étude a révélé des résultats
similaires, inversant méme la tendance des troubles cognitifs, le régime supplémenté en

myrtilles étant le plus efficace.
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2.6.8. Les flavonoides dans la prévention de I'ostéoporose chez la femme
menopausée

Les oestrogénes sont des hormones essentielles au bon fonctionnement de I'organisme.
Elles possédent entre autres des propriétés de régulation de la croissance osseuse, régulant
la production entre :

- Les ostéoblastes qui produisent de I'os.

- Les ostéoclastes résorbant 'os.
Pendant et a la post-ménopause, les taux d’oestrogénes sont au plus bas, entrainant ainsi
une diminution de la masse osseuse qui fragilise le squelette. S’installe alors I'ostéoporose.
Pour prévenir les effets de cette maladie hormono-dépendante, certaines plantes
légumineuses sont utilisées : elles sont appelées les phyto-oestrogénes.
Récemment, des chercheurs ont découvert que des plantes non légumineuses étaient riches
en phyto-oestrogénes. |l s’agit par exemple de 'Epiméde (Epimedium brevicornum maxim),
une plante médicinale qui est utilisée en médecine chinoise afin de renforcer les os.
Cette plante est composée de 3 phyto-oestrogénes différents :

- L’icariine

- Lagénistéine

- La daidzéine
L’ensemble formera 'EPF : Phyto-oestrogénes dérivés de I'Epimedium brevicornum maxim.
Pour évaluer I'effet bénéfique de 'EPF sur le squelette, Zhang et al. (91) ont réalisé une étude
randomisée en double aveugle sur 100 femmes ménopausées.
Pour cela, les patientes se sont vues recevoir tous les jours soit 4 gélules d’EFP (n = 50) soit
des geélules placebo (n = 50) dont 'apparence est identique aux gélules d’EFP. Les deux
groupes ont également regu un apport journalier de 300 mg de calcium. Les effets de 'EPF
ont été mesurés en évaluant la densité minérale osseuse (DMO) des patientes au mois 0, 12
et 24.
Au niveau du col fémoral, les résultats ont montré que la DMO du groupe placebo a diminué
de 1,4% entre le mois 0 et le mois 12. A l'inverse, la DMO a augmenté de 1,1% entre le début
de I'étude et le 12°™ mois pour le groupe recevant de 'EFP. Ces résultats se sont montrés
encore plus significatifs au 24°™ mois.
Cette étude clinique valide donc bien I'hypothése que les EPF ont un effet bénéfique sur la

prévention de la perte osseuse chez la femme ménopausée.
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2.6.9. Intérét des flavonoides dans la goutte chronique

La goutte est une maladie chronique caractérisée par le dép6t de cristaux d’acide urique
au niveau des articulations, plus particulierement celle du gros orteil (92).
Cette maladie se traduit par de douloureuses crises d’arthrite durant quelques jours puis les
symptébmes disparaissent pour plusieurs semaines.
En condition normale, I'acide urique contenue dans I'organisme se dissout dans le sang pour
étre filtrée par les reins puis éliminée dans les urines.
En condition pathologique, c’est-a-dire en présence d’un fort taux d’acide urique, I'organisme
n’arrive plus a éliminer cette molécule qui se transforme en cristaux d’acide urique. La goutte
est la conséquence directe d’'une alimentation trop riche en purines (anchois, harengs,
cervelle, ris de veau, haricots sec), en biére, café ou boissons sucrées favorisant une
augmentation rapide de la concentration d’acide urique dans le sang. Plus rarement, cette
maladie peut étre due a un traitement médicamenteux a base de diurétiques de I'anse ou de
diurétiques thiazidiques dont le mécanisme d’action bloque la réabsorption de sodium et de
chlore entrainant une hypernatriurie, une hyperchlorurie et surtout une augmentation de la
réabsorption tubulaire d’urates lorsque le traitement est prolongé. Pour traiter cette maladie, il
existe un médicament trés largement répandu : l'allopurinol. Cette molécule appartient a la
famille des purines et, de par son analogie structurale avec la xanthine et 'hypoxanthine, est
un inhibiteur compétitif de la XO. Cette oxydoréductase intervient dans I'oxydation de la
xanthine en acide urique. L’allopurinol est efficace et sir chez la majorité des patients. On
estime les cas d’intolérance de ce médicament a environ 10% des patients traités (93). Les
effets indésirables les plus fréquents sont les troubles digestifs mais également les réactions
d’hypersensibilité. Ce dernier trouble peut aller de la simple fievre jusqu’a des cas d’érythéme
pigmenté fixe, d’éruptions cutanées voire de syndrome de Lyell. Ces cas d’hypersensibilité
peuvent survenir apres des mois ou des années de traitement. Cela survient principalement
chez des patients agés présentant une insuffisance rénale et prenant des diurétiques
thiazidiques ou des diurétiques de I'anse.
Bien que l'allopurinol soit un médicament efficace dans le traitement de la goutte, il présente
un faible pouvoir inhibiteur de la XO (valeurs de CI50 comprises entre 0,2 et 50 M). Sa
structure moléculaire appartenant a la famille des purines est a l'origine de graves effets
secondaires chez les patients 4gés. Ces deux inconvénients majeurs poussent a la recherche
de nouveaux inhibiteurs de XO avec un motif structural différent de celui des purines. Un
tournant inattendu mais fondamental s’est produit lorsqu’en 1969, les scientifiques McCord et
Fridovich ont découvert le role de la XO dans la génération de radicaux libres. Dés lors, les
recherches se sont multipliées sur cette enzyme et les scientifiques se sont apercus que la

XO était impliquée dans diverses pathologies telles que les infections virales, les problemes
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vasculaires mais plus particuliérement la goutte chronique, conséquence directe de I'hyper-
uricémie. La recherche de molécules piégeuses de radicaux libres n’a alors cessé de
s’intensifier. Une variété de nouveaux inhibiteurs de XO, extraits de plantes médicinales, de
différentes structures et activités, a alors été découverte : composés phénoliques, coumarines
et plus particulierement les flavonoides.

Hanasaki et ses collaborateurs ont été les pionniers dans I'étude du pouvoir d’inhibition des
flavonoides sur la XO (94). En 1994, ces chercheurs se sont penchés sur la capacité de 15
flavonoides a inhiber a la fois la production d’acide urique et celle du radical superoxyde. En
1998, Cos et ses collaborateurs (95) ont confirmé les résultats d’Hanasaki et al. en réalisant
une étude de relation structure activité en évaluant le pouvoir inhibiteur de plusieurs

flavonoides.

A I'échelle du laboratoire, nous nous sommes intéressée a I'évaluation du pouvoir anti-
oxydant de 4 flavonoides : la naringénine, la naringine, la taxifoline et la rutine. Pour cela, on
a mesuré le pouvoir anti-oxydant de ces 4 flavonoides par la méthode de l'inhibition de la XO.
Les résultats obtenus ont été comparés avec la méthode ABTS et la méthode DPPH. L'intérét
de ces manipulations est de renforcer les résultats d’études déja existantes en vue de trouver
un flavonoide au pouvoir anti-oxydant suffisamment puissant pour ensuite pouvoir I'étudier a

'aide d’'une méthode de docking.
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3. Etude expérimentale
3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Matériels
Molécules

3.1.1.1.

Un ensemble de 4 flavonoides, appartenant a différentes sous-classes, a été choisi pour

réaliser les expériences de mesure de l'activité anti-oxydante. lls ont tous été acheté chez

Sigma-Aldrich. La naringénine, la naringine et la taxifoline appartiennent a la sous-classe des

flavanones et la rutine a la sous-classe des flavonols.

3.1.1.2. Reéactifs

Pour mener a bien ces expériences, différents réactifs ont été utilisés (Tableau X) :

Tableau X - Réactifs utilisés dans les différentes méthodes de la mesure de l'activité anti-oxydante des

flavonoides
Méthode Réactif Abréviation Fournisseur
Acide 2,2’-azino-
R ABTS Sigma-Aldrich
ethylbenzothiazoline-
ABTS .
6-sulphonique)
Persulfa.te de PP Fluka
potassium
DPPH 2,2-diphenyl-1-picryl- DPPH Sigma-Aldrich
hydrazyle
6-hydroxy-2,5,7,8-
ABTS & DPpH | ‘etramethylchroman- TROLOX Fluka
2-carboxylic acid
purum
Phosphgte - Prolabo
monosodique
Xanthine oxydase | Phosphate disodique - Sigma Aldrich
Xanthine - Sigma Aldrich
Xanthine oxydase XO Sigma Aldrich
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3.1.1.3. Appareils

Pour les tests DPPH et ABTS :

Les mesures de l'activité anti-oxydante des flavonoides ont été réalisées a I'aide d’un

automate, le spectrofluorimeétre Xenius (96) (SAFAS, Monaco). Cet appareil est relié a une
pompe possédant 2 injecteurs. Au niveau des injecteurs, I'opérateur installe sur 3 voies
différentes : le solvant de dilution (éthanol ou méthanol), I'échantillon a analyser (flavonoides)
et le réactif (ABTS ou DPPH). Le tout est commandé par un logiciel sur ordinateur.
Les mesures sont effectuées sur une microplaque 96 puits qui est insérée dans 'appareil. La
derniére ligne de la microplaque doit étre remplie manuellement avec 300 yL de solvant de
dilution (éthanol pour le test ABTS ; méthanol pour le test DPPH). Cette ligne permet a SAFAS
de faire le blanc.
Sur les 7 autres lignes de la microplaque, I'appareil va injecter une certaine concentration en
réactif (ABTS ou DPPH), en solvant de dilution et en flavonoides. Chaque expérience est
répétée 3 fois.
Chaque puit est ainsi rempli de :

- 220 pL de réactif (ABTS ou DPPH) ;

- 80 yL d’'un mélange de solvant de dilution + flavonoides (quantité de solvant de dilution

variant de 0 a 80 yL en fonction de la concentration en flavonoides).

L’appareil mesure la densité optique (DO) des échantillons a I'instant initial puis toutes les 3

minutes pendant 15 minutes.

Pour le test a la xanthine oxydase :

Les manipulations ont été réalisées manuellement a I'aide de micropipettes. Les mesures
d’absorbance et de cinétique de réaction ont été suivies a l'aide d’'un spectrophotomeétre
thermos UV.
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3.1.2. Méthodes
3.1.2.1. Méthodes HAT et SET

La mesure du pouvoir antioxydant des flavonoides est utile pour déterminer la valeur
nutritive des aliments, leurs effets bénéfiques sur la santé mais aussi pour suivre I'évolution
des maladies liées au stress oxydatif (athérosclérose etc).

Les flavonoides agissent en tant qu’antioxydant en transférant un atome d’hydrogéne (H) ou
un électron (e”) a des espeéces réactives de 'oxygéne, permettant ainsi de les désactiver.
Doser l'activité anti-oxydante des flavonoides repose sur le méme principe. Il existe deux
grandes méthodes de mesure de I'activité anti-oxydante :

- La méthode SET (Single Electron Transfer) est un mécanisme de transfert d’'un e non

apparié du radical libre (R-) vers I'antioxydant. Il s’agit par exemple du test DPPH (97) ;

- La méthode HAT (Hydrogen Atom Transfer) qui est un mécanisme de transfert d’'un

atome d’hydrogéne. Il s’agit de la méthode ABTS ; certains chercheurs disent qu'il
s’agit également de la méthode DPPH (Le test DPPH est donc une méthode mixte
SET/HAT) (97-99).

Les résultats obtenus avec les tests DPPH et ABTS sont comparés avec une valeur de

référence, celle du trolox. lls sont exprimés en équivalent TROLOX. Cela permet de comparer

les mesures de ces deux tests entre elles par rapport a la méme référence.
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3.1.2.1.1. Le test DPPH
+» Principe de réaction entre le radical libre DPPH- et un antioxydant

De par sa structure chimique, le DPPH posséde un électron libre sur un atome d’azote se

situant au niveau du pont de liaison de la molécule (Figure 14).

Figure 14 - Structure chimique du DPPH-

Lorsqu’il est sous cette forme, le DPPH- est de couleur pourpre, avec une absorption maximale
de 517 nm dans I'éthanol. Au contact d’un antioxydant, le DPPH se voit réduit en une molécule
stable, le 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine (DPPHH), et sa couleur passe alors au jaune. La
récupération du radical libre du DPPH- par I'antioxydant est suivie par une diminution des
lectures d’absorbance au cours du temps par un spectrophotomeétre-UV visible.
La capacité de piégeage des radicaux libres par les antioxydants est mesurée de deux
manieres différentes :
- Par la concentration efficace médiane (CE50). Plus précisément, la CE50 indique la
concentration d’antioxydant nécessaire pour inhiber 50% de la concentration initiale de
DPPH. Plus la CE50 est petite, plus le pouvoir antioxydant du flavonoide sera élevé
(100) ;
- Par le pourcentage d’inhibition de I'activité anti-radicalaire du DPPH a un temps donné

noté %RSA (Radical Scavenger Activity)

Le %RSA est calculé de la maniére suivante :

Abs controle — Abs échantillon
%RSA = ( — ) x100
Abs controle

Equation 2 - Formule permettant de calculer le pourcentage d'inhibition de I'activité anti-radicalaire du DPPH

Sur Excel est tracé le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I'échantillon

(en uM). Lorsque les mesures sont effectuées dans une gamme de concentration optimale,
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on obtient une droite linéaire dont I'équation est de la forme y = ax + b. Chaque mesure est
répétée 3 fois.
Pour obtenir I'IC50 de chacune des 3 répétitions, on divise 50 par les pentes respectives des

droites. A partir des 3 IC50 obtenues est calculé la moyenne et I'écart-type.

Enfin, la pente de la droite de I'échantillon est divisée par la pente de la droite du trolox (=
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en Trolox (en yM)). La valeur obtenue
correspond a la quantité de Trolox nécessaire pour inhiber une mole de I'échantillon analysé.

Il s’agit du TEAC qui est exprimé en yM.

+» Mode opératoire

La mesure de I'activité antioxydante par le test DPPH est basée selon la méthode de Burda &
Oleszerk (101).

1) Préparation des réactifs

Solution de DPPH- :
Une solution de DPPH a 46,7 mg/L est préparée (11,7 mg de DPPH- dans une fiole jaugée de

250 mL, complétée jusqu'au trait de jaugée avec du méthanol). Cette solution doit étre
préparée a I'avance (1-2 heures avant les manipulations). Il faut également veiller a ce que le
réactif soit entierement dissout car ce dernier présente une faible solubilité dans les solvants.

La solution ne pourra étre gardée que 4 jours, de préférence au frais et a I'abri de la lumiére.

Solution de Trolox :

Une solution mére de Trolox a une concentration de 1,5 mM est préparée (9,37 mg de Trolox
dans une fiole jaugée de 25 mL, complétée jusqu’au trait de jaugée avec du méthanol). Une

dilution de la solution mére est réalisée pour obtenir une solution fille de 150 uM.

Echantillon :

Une solution mére de flavonoide est préparée dans du méthanol. La concentration choisie est
optimale lorsque la courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I'échantillon est linéaire. Si ce n’est pas le cas, il faut diluer la solution meére

jusqu’a obtenir une droite linéaire.
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2) Expérience

La mesure de l'activité antioxydante des échantillons est détaillée dans la partie Matériels
et méthodes, 3.1.1.3. Appareils, page 46. Ces mesures sont effectuées a 'aide de I'automate
SAFAS a 517 nm.

3.1.2.1.2. Le test ABTS

X/

% Principe de réaction entre le radical libre ABTS-*- et un antioxydant

Il est nécessaire de générer un radical libre de 'ABTS pour pouvoir utiliser ce test. Pour
cela, ’ABTS stable est mis au contact de persulfate de potassium (K,S,0s). Le réactif se voit
alors oxydé et se transforme en ABTS-" qui a une couleur bleue/verte dans I'eau distillée et
un spectre d’absorption a 734 nm.

La mise en contact de 'ABTS-" avec un antioxydant entraine le transfert d'un atome
d’hydrogéne de I'antioxydant vers le réactif. Visuellement, cette réaction est visible pas une
décoloration de la solution.

La mesure de I'activité anti-oxydante est exprimée en Trolox Equivalent Antioxydant Activity
(TEAC). Elle correspond a la capacité de I'antioxydant a diminuer l'intensité de la coloration
bleue/verte de '’ABTS-"a 734 nm (102-104).

Le pourcentage d’inhibition est déterminé de la maniére suivante :

Abs témoin — Abs blanc

Pourcentage d'inhibition (%) = ( ) x100

Abs témoin

Equation 3 - Formule permettant de calculer le pourcentage d'inhibition de I'activité anti-radicalaire par le test
ABTS

Avec Abs témoin : absorbance du radical ABTS-" méthanol ; Abs blanc : absorbance de
I’échantillon ABTS + antioxydant

Un des principaux avantages de cette méthode est que 'ABTS-" réagit rapidement avec les
antioxydants et peut étre utilisé sur une gamme de pH étendue. De par sa simplicité
d’utilisation, ce test permet d’étudier les capacités antioxydantes de molécules lipophiles et
des phases aqueuses.

Sur Excel est tracé le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I'échantillon

(en uM). Lorsque les mesures sont effectuées dans une gamme de concentration optimale,
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on obtient une droite linéaire dont 'équation est de la forme y = axx + b. Chaque mesure est
répétée 3 fois.
Pour obtenir I'IC50 de chacune des 3 répétitions, on divise 50 par les pentes respectives des

droites. Sur les 3 IC50 obtenues sont calculés la moyenne et I'écart-type.

Enfin, la pente moyenne de la droite de I'échantillon est divisée par la pente de la droite du
trolox (= pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en Trolox (en pM)). La valeur
obtenue correspond a la quantité de Trolox nécessaire pour inhiber une mole de I'échantillon

analysé. Il s’agit du TEAC qui est exprimé en pM.

+» Mode opératoire

La mesure de I'activité antioxydante par le test ABTS est basée selon la méthode modifiée de
Re et al. (102).
1) Préparation des réactifs

Solution d’ABTS-":

Une solution mére d’ABTS-* a 7 mM est préparée. Pour cela, des masses de 38,4 mg d’ABTS

et de 6,62 mg de PP respectivement sont pesées puis introduites dans une fiole jaugée de 10
mL. La fiole est complétée jusqu’au trait de jauge avec de I'eau distillée. Cette solution sera
incubée dans I'obscurité et a température ambiante durant 12-16 heures de maniére a ce que
les radicaux de 'ABTS-" soient bien activés.

Cette solution mére sera diluée dans de I'éthanol afin que la DO soit égale a 0,95 a la longueur

d’'onde de 734 nm sur le spectrophotometre.

Solution de Trolox :

Une solution mére de Trolox a une concentration de 2,5 mM est préparée dans I'éthanol.

A l'aide de cette solution est préparée une solution fille de trolox de 62,5 uM.

Echantillon :

Une solution mére de flavonoide est préparée dans de I'éthanol. La concentration choisie est
optimale lorsque les courbes représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I'échantillon est linéaire. Si ce n’est pas le cas, il faut diluer la solution meére

jusqu’a obtenir une droite linéaire.

51



2) Expérience

La mesure de l'activité antioxydante des échantillons est détaillée dans la partie Matériels
et méthodes, 3.1.1.3. Appareils, page 46. Ces mesures sont effectuées a I'aide de 'automate
SAFAS a une DO de 734 nm.

3.1.2.2. Test a la xanthine oxydase
*» Principe de réaction entre la xanthine oxydase et un antioxydant

La xanthine oxydase est une enzyme catalysant deux oxydations (95) :
- L’hypoxanthine en xanthine

hypoxanthine + 0, + H,0 < xanthine + H,0, -

Equation 4 - Oxydoréduction de I'hypoxanthine en xanthine

- La xanthine en acide urique

xanthine + 0, + H,0 < acide urique + H,0, -

Equation 5 - Oxydoréduction de la xanthine en acide urique

Ces réactions s’accompagnent de la formation de peroxyde d’hydrogéne H,O,- qui est
responsable des dommages oxydatifs des tissus de I'organisme.

La méthode de la xanthine oxydase correspond a la capacité des flavonoides a inhiber cette
enzyme, permettant ainsi de diminuer la production d'acide urique.

La diminution de I'acide urique est suivie au cours du temps et est mesurée a l'aide d’'un

spectrophotomeétre afin d’évaluer I'activité anti-oxydante de I'’échantillon.

+» Mode opératoire

Ce test d’inhibition est extrait des du livre de Bergmeyer et al. (105) et adapté par Anthoni Julie
(104).

1) Préparation des réactifs

Solution tampon phosphate :

Une solution de tampon phosphate de 33 mM a pH 7,5 a été préparée en utilisant une solution
phosphate monosodique a 66 mM et une solution d’hydrogénophosphate de sodium dibasique
a 66 mM.
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Solution de xanthine a 150 uM :

Une masse de 5,71 mg de xanthine a été préalablement dissoute dans un volume de 2 mL de
soude puis introduite dans une fiole de 250 mL. La fiole est complétée jusqu’au trait de jauge

avec la solution de tampon phosphate 33 mM fraichement préparée.

Solution de xanthine oxydase 0,2 U/mL :

Un volume de 160 uL de xanthine oxydase a 10 U/mL est introduit dans un tube a hémolyse.

Ce tube est complété avec un volume de 1840 uL de tampon phosphate 33 mM.

Echantillon :
Une concentration initiale de flavonoides est définie. La masse d’échantillon correspondante
est diluée dans un volume minimal de diméthylsulfoxyde (DMSO) puis aussitét dans du

tampon phosphate 33 mM.

2) Expérience

Les dilutions de la solution mere de I'échantillon sont effectuées dans des tubes a hémolyse.
Le volume total des différentes solutions filles est de 2000 uL (volume de flavonoide + volume

de tampon phosphate variant entre 0 et 2000 pL).

Dans chaque cuve a spectrophotométre est ajouté :
- 300 pL de solution d’échantillon ;
- 1600 pL de tampon phosphate 33 mM ;
- 1000 pL de xanthine a 150 pM.

Le dosage de I'échantillon est initié par I'ajout de 100 pL de xanthine oxydase (0,2 U/mL). La
cinétique de la réaction est suivie a une DO de 290 nm, toutes les 30 secondes, pendant 6
minutes.

Sur Excel est tracé I'absorbance de I'échantillon en fonction du temps. On obtient une

régression linéaire dont la pente de la droite correspond a la vitesse de dosage de I'échantillon.

Le dosage de I'’échantillon témoin repose sur le méme principe, sauf qu’il n’y a pas d’ajout de
xanthine oxydase. Ce dernier est remplacé par I'ajout de 100 pL de tampon phosphate. La
cinétique de la réaction est suivie a une DO de 290 nm toutes les 30 secondes, pendant 6

minutes.
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Sur Excel est tracé I'absorbance de I'échantillon témoin en fonction du temps. Comme la pente
de I'échantillon témoin est toujours égale a 0, il n'‘est pas nécessaire d’effectuer cette
manipulation.

Chacune de ces mesures citées ci-dessus sera répétée 3 fois.

La détermination de la cinétique des différents échantillons permet de calculer I'activité

enzymatique de chaque dilution d’échantillon effectué :

X0 = (uech - utem)XV1de
CxV,

Equation 6 - Formule de I'activité enzymatique de la xanthine oxydase

Avec : XO : activité de la xanthine oxydase (U/mL d’enzyme)

Uech : vitesse du dosage de I'échantillon (en Absorbance/min & 290 nm)

Uiem : vitesse du dosage de I'échantillon témoin (en Absorbance/min a 290 nm ; égale
ao)

V, : volume total du dosage en millilitre (ici 3 mL)

df : facteur de dilution de la solution mére de I'’échantillon

C : coefficient d’extinction molaire de I'acide urique a 290 nm (ici 12,2)

V, : volume de I'enzyme utilisée en millilitre (ici 0,1 mL)

NB : Lorsqu'il s’agit de l'activité de la XO a une concentration en échantillon de 0 uM, le facteur

de dilution df ne sera pas pris en compte

Les valeurs de l'activité de la XO pour chaque concentration d’échantillon permettent de

calculer le pourcentage d’inhibition de 'enzyme :

XOtamp - XOéc
XOtamp

Inhibition X0 (%) = " %100

Equation 7 - Formule du pourcentage d'inhibition de la xanthine oxydase (%)
L’inhibition de la XO est exprimée comme la concentration permettant de diminuer de 50%
I'activité enzymatique. Il s’agit de la concentration inhibitrice médiane (IC50). En figure 15 est

représenté une allure de courbe modéle a obtenir, représentant le pourcentage d’inhibition

de la XO en fonction des concentrations en échantillon testées.
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3.2. Reésultats

2 sous-classes de flavonoides ont été étudiées : les flavanones et les flavonols. Leur

activité anti-oxydante a été évaluée grace a la méthode de l'inhibition de la xanthine oxydase

et les tests ABTS et DPPH. Ces deux derniers utilisent le méme mécanisme réactionnel, ils

difféerent juste par l'utilisation de radicaux différents.

Le tableau Xl montre pour les différentes sous-classes de flavonoides I'IlC50 mesurée a l'aide
de la méthode ABTS, DPPH et de l'inhibition de la xanthine oxydase.

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SD (Standard Deviation).

Tableau XI - Mesure de ['activité anti-oxydante de 2 groupes de flavonoides par la mesure ABTS, DPPH et

l'inhibition de la xanthine oxydase en calculant leur IC50

IC50 (uM)
Sous-classe Molécule ABTS DPPH Xanthine
Oxydase
oL 495 + 7440,341 +
Flavanone Naringénine 0.795 993 423 254
Naringine | 101:352% 1 4577 1 965 273
6,111
s 27,571 +
Taxifoline 15,6 £0,5 0.756 250
Flavonol
. 15,411 +
Rutine 17,3+0,3 0,387 170
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3.3. Discussion

L’observation des résultats montre que par la méthode ABTS, la naringine posséde I'IC50
la plus élevée (101,352 + 6,111). Cette derniére est 6 fois plus grande que celle de la rutine
(17,353 +£ 0,307). Ce résultat reléve le fait que la naringine a un faible pouvoir anti-oxydant car
il faudra une quantité importante de ce composé pour atteindre 50% d’inhibition de sa
concentration initiale.

On observe également que la taxifoline et la rutine ont les IC50 les plus faibles et que leurs
valeurs sont proches (15,631 = 0,449 et 17,353 + 0,307 pour la taxifoline et la rutine
respectivement). Il semble que ces deux molécules ont un pouvoir anti-oxydant élevé car leurs
concentrations permettant d’inhiber 50% de la concentration initiale est faible. Cela reste a

démontrer avec les deux autres tests.

Concernant les résultats obtenus par la méthode DPPH, on remarque la encore que la
taxifoline (27,571 + 0,756) et la rutine (15,411 £ 0,387) ont les IC50 les plus faibles. A l'inverse,
la naringine et la naringénine ont des IC50 trés élevées avec des valeurs de 4277,926 +
965,554 et 7440,341 + 993,423 respectivement. Cela signifie qu’elles ont un pouvoir anti-
oxydant trés faible. Il faudra une grande quantité de ces composés pour obtenir 50%

d’inhibition de la quantité initiale de ces flavonoides.

Au sujet de la méthode de I'inhibition de la xanthine oxydase, la rutine est la molécule
ayant I'lC50 la plus faible. Cela confirme les résultats précédents qui montrent que cette
molécule a un pouvoir anti-oxydant supérieur a celui des molécules appartenant a la sous-
classe des flavanones.

La mesure de I'lC50 de la naringénine, la naringine et la taxifoline a révélé des résultats
presque identiques entre eux avec des concentrations inhibitrices comprises entre 250 et 273
uM. Ces résultats sont contradictoires par rapport a ceux obtenus avec les autres méthodes.
En effet, avec le test ABTS et DPPH, la taxifoline a un pouvoir anti-oxydant identique a celui
de la rutine ce qui n’est pas le cas ici (250 uM pour la taxifoline contre 170 uM pour la rutine).

Pour tenter d’apporter des éléments de réponse a ces résultats, il est nécessaire de
s’intéresser a la relation entre la structure chimique des flavonoides et leur activité inhibitrice
sur la XO. C’est ce qu’ont fait Cos et ses collaborateurs a la fin des années 90 (95). Dans leur
étude, ils ont mesuré 'activité d’une trentaine de flavonoides sur la production de I'acide urique
par la XO. Leur étude a révélé que le groupe des flavonols auquel appartient la rutine est I'un
des seuls groupes avec celui des flavones a pouvoir inhiber cette oxydoréductase. Cos et al.

ont expliqué que les groupements hydroxyles en position 5 et 7 du cycle C, ainsi que la double
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liaison en C2-C3 jouent un rdle important dans cette inhibition de 'enzyme. C’est le cas de la
rutine qui posséde ces éléments dans sa structure chimique. Cela explique donc le fait qu’elle
ait une IC50 plus faible que les autres car elle a un pouvoir anti-oxydant plus élevé.

A linverse, cette étude a montré que la sous-classe des flavanones (naringénine, naringine et
taxifoline) n’est pas capable d’inhiber cette enzyme. Cette sous-classe présente une différence
de structure par rapport aux flavonols.

Les flavanones ne possedent pas la double liaison en C2-C3 qui, lorsqu’elle est présente,
permet au cycle B d’étre coplanaire avec les cycles A et C.

L’étude de Van Hoorn et al. menée au début des années 2000 (106) confirme les résultats de
I'équipe de Cos en renforgcant I'idée que la structure plane des flavonoides est essentielle a

une inhibition efficace de la xanthine oxydase.

Il serait intéressant de compléter le travail obtenu en I'extrapolant a des flavonoides
appartenant a d’autres sous-classes.
Néanmoins, le probléme de solubilité est un facteur limitant a la réalisation de ces expériences,
surtout pour les tests a la xanthine oxydase. De ce fait, les molécules étudiées sont diluées

dans du tampon phosphate et peu de molécules présentent une affinité avec ce solvant.

L’objectif, a long terme au laboratoire, sera de trouver un flavonoide dont le pouvoir anti-
oxydant serait suffisamment élevé pour pouvoir I'étudier a I'aide de la technique de docking.
Cette méthode permet d’étudier informatiquement les interactions enzyme-ligand tout en
prenant en compte les propriétés physicochimiques, biologiques et les structures moléculaires
dans une unité de temps et de lieu. Cela permet de prédire les orientations et les modes de
liaisons privilégiés entre une protéine et un ligand dans un processus imitant la formation d’un
complexe stable.

C’est ce qu’a réalisé I'équipe de Santi en 2018 (107) sur sept flavones isolées a partir

d’'un arbre de Nouvelle Calédonie, le Gardenia Oudiepe. lls ont évalué la capacité de ces
flavonoides a inhiber la XO et ont comparé les résultats avec ceux obtenus pour I'allopurinol.
C’est le 3-methoxykaempferol qui s’est révélé étre le flavonoide le plus puissant avec une IC50
de 0,004+0,001 uM contre 0,25 +0,004 uM pour 'allopurinol.
L’étude de docking a, quant a elle, permis de localiser avec précision le site actif des
flavonoides et déterminer les configurations spatiales préférentielles des molécules étudiées.
Les résultats ont montré que les acides aminés Glu1261, Glu802 et Arg880 sont essentiels a
une inhibition correcte de la xanthine oxydase. L’étude de docking a également permis de
confirmer les hypothéses de Cos et al selon lesquelles les groupements hydroxyles en position
5 et 7 du cycle C ainsi que la double liaison C2-C3 du cycle B sont essentiels a une puissante
inhibition de la XO.
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Cependant, des études complémentaires telles que de la dynamique moléculaire sont
essentielles pour obtenir une évaluation compléte de l'interaction flavone-XO.

Cette étude a ouvert la voie a une méthode efficace permettant d’évaluer I'efficacité des
flavonoides a inhiber la XO. Les études de docking permettent de déterminer quels
flavonoides peuvent étre considérés comme candidats idéaux dans le traitement de la goutte
(impliquant I'inhibition de la XO). Il serait intéressant d’approfondir les recherches a TENSAIA

avec cette étude de docking.
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4. Conclusion générale et perspectives

Grace a leurs nombreuses propriétés, les flavonoides représentent un intérét majeur
dans le domaine de la santé. De par leur pouvoir réducteur, les flavonoides sont capables de
piéger les radicaux libres et ont donc un pouvoir antioxydant plus ou moins élevé (en fonction

de leur structure) qu’il serait intéressant de valoriser en industrie pharmaceutique.

Dans ce but, de nombreux chercheurs se sont penchés sur le sujet et, depuis plusieurs
annees, les tests permettant de mesurer le pouvoir anti-oxydant des flavonoides se sont
multipliés. Nous nous sommes intéressés a 3 de ces tests : ABTS, DPPH et inhibition de la
xanthine oxydase. Cette derniére méthode nous a tout particulierement intéressée car elle
présenterait un intérét pharmaceutique tout particulier. En effet, la xanthine oxydase est une
enzyme qui est impliquée dans la goutte chronique. Elle induit la formation d’acide urique,
provoquant de douloureuses crises articulaires aux malades. Actuellement, I'allopurinol est le
traitement le plus répandu pour traiter cette maladie. L’allopurinol, une molécule appartenant
a la famille des purines, est un puissant inhibiteur de la XO, diminuant ainsi la production
d’acide urique. Malheureusement, son utilisation reste controversée car de nombreux patients
ayant présenté des effets secondaires ont été relevés (éruption cutanée, hépatites toxiques,
néphropathies). Une alternative a ce médicament serait I'utilisation de flavonoides dont

certains présentent un fort pouvoir anti-oxydant.

L’étude du pouvoir anti-oxydant de la rutine, naringénine, naringine et taxifoline a révélé
que c’est ce premier flavonoide qui présente le plus fort pouvoir anti-oxydant. La comparaison
de ces résultats avec des études déja réalisées sur ce sujet montre que la rutine présente un
fort pouvoir anti-oxydant de par sa structure chimique. Les groupements hydroxyles en
position 5 et 7 du cycle C, ainsi que la double liaison en C2-C3 jouent un réle important dans
cette inhibition de I'enzyme. La rutine posséde ces caractéristiques mais pas les 3 autres

flavonoides étudiés.

Les résultats obtenus ne constituent qu'une ébauche a la mesure du pouvoir anti-
oxydant des flavonoides. Il serait intéressant d’étayer ces résultats en étudiant d’autres
flavonoides appartenant a d’autres sous-classes. Pour élargir la méthode a d’autres
molécules, il serait nécessaire d’automatiser la méthode afin de gagner du temps. Le seul
facteur limitant est la confrontation aux problémes de solubilité. De ce fait, peu de flavonoides
sont solubles dans le tampon phosphate.

Approfondir cette méthode permettrait de réaliser une banque de données répertoriant le

pouvoir anti-oxydant de différents polyphénols. Un classement de ces résultats serait utile pour
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identifier les molécules ayant les plus puissants pouvoirs anti-oxydants. Cela ouvrirait la voie
a une étude de docking (107) en vue de comprendre le mode de liaison lors de la formation
d’'un complexe XO - flavonoide le plus « actif ». Cette étude permettrait de trouver le meilleur

« candidat » potentiel qui présenterait la meilleure alternative a 'allopurinol.
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Annexes

Annexe 1 : Résultats obtenus pour la Naringénine par la méthode ABTS,
DPPH et I'inhibition de la XO
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Figure 16 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en
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Figure 17 - Courbe représentant le pourcentage d’inhibition moyen en fonction de la concentration en

Naringénine (mg/L) par la méthode DPPH
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Figure 18 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition de la XO en fonction de la concentration en

Naringénine (uM)

Tableau XlI - Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour la Naringénine

Méthode Concentration Pente de la ]
e s solution utilisée | droite moyenne IC50 Ecart-type
utilisée .
(MM) (noté a)
ABTS 39,7 1,010 >0 = 49,500 0,795
a
DPPH 2001,1 0,007 7440,341 993,423
Inhibition
XO 400 254
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Annexe 2 : Résultats obtenus pour la Naringine par la méthode ABTS, DPPH
et I'inhibition de la XO

Pourcentage d'inhibition moyen

16
14
12
10

A O

y = 0,4946x
R2=0,96707 /./ [ ]
[ ]
[ |
[ |

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Concentration en Naringine (mg/L)

Figure 19 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en Naringine
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Figure 20 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en Naringine

(mg/L) par la méthode DPPH
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Figure 21 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition de la XO en fonction de la concentration en Naringine

(LM)

Tableau Xlll - Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour la Naringine

Méthode Concentration Pente de la ]
e s solution utilisée | droite moyenne IC50 Ecart-type
utilisée .
(MM) (noté a)
ABTS 104,72 0,495 20 = 101,352 6,111
a
DPPH 1378,1 0,008 4277,926 965,554
Inhibition
XO 517 273
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Annexe 3 : Résultats obtenus pour la Taxifoline par la méthode ABTS, DPPH
et I'inhibition de la XO
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Figure 22 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en Taxifoline
(uM) par la méthode ABTS
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Figure 23 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en Taxifoline
(mg/L) par la méthode DPPH
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Figure 24 - Pourcentage d'inhibition de la XO en fonction de la concentration en Taxifoline (uM)

Tableau X|V - Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour la Taxifoline

Méthode Concentration Pente de la ]
g solution utilisée | droite moyenne IC50 Ecart-type
utilisée .
(MM) (noté a)
ABTS 99 3,201 >0 = 15,631 0,449
a
DPPH 157,8 1,814 27,571 0,756
Inhibition
XO 400 250 2,49
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Annexe 4 : Résultats obtenus pour la Rutine par la méthode ABTS, DPPH et

I'inhibition de la XO
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Figure 25 - Courbe représentant le pourcentage d’inhibition moyen en fonction de la concentration en Rutine
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Figure 26 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition moyen en fonction de la concentration en Rutine

(mg/L) par la méthode DPPH
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Figure 27 - Courbe représentant le pourcentage d'inhibition de la XO en fonction de la concentration en Rutine

(LM)

Tableau XV - Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour la Rutine

Méthode Concentration Pente de la ]
e s solution utilisée | droite moyenne IC50 Ecart-type
utilisée .
(MM) (noté a)
ABTS 72 2,882 >0 = 17,353 0,307
a
DPPH 86,5 3,246 15,411 0,387
Inhibition
XO 400 170
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RESUME :

Les flavonoides sont largement répandus dans le régne végétal. Ils sont connus pour leur puissant
pouvoir anti-oxydant in vitro mais également leurs nombreuses autres propriétés biologiques : vasculo-
protectrice, anti-inflammatoire, antibactérienne, anti-tumorale etc. L objectif premier de ce travail est
d’établir une synthése bibliographique des connaissances actuelles des flavonoides (structure,
biosynthése, propriétés physico-chimiques et biologiques). Dans un second temps, 1’objectif est de
mesurer ’activité anti-oxydante de 4 flavonoides : rutine, naringénine, naringine et taxifoline
appartenant a 2 sous-classes différentes. Leur pouvoir anti-oxydant a été évalué a 1’aide de trois
méthodes différentes : la méthode ABTS, DPPH et I’inhibition de la xanthine oxydase (XO). Cette
enzyme, génératrice de radicaux libres, est notamment impliquée dans la goutte chronique.
Actuellement, le traitement le plus largement utilisé pour la goutte chronique est 1’allopurinol. Son
utilisation reste décriée car des études ont révélé que cet antigoutteux pouvait provoquer de graves
réactions cutanées (allergies, éruption cutanée, syndrome de Lyell). Les scientifiques sont a la
recherche d’alternatives a ce médicament et la piste des flavonoides est privilégiée. Les résultats
obtenus en laboratoire, qui corroborent avec ceux de la littérature, ont montré que la rutine présente le
plus fort pouvoir anti-oxydant. Cela s’explique par la présence de groupements chimiques que les
autres molécules étudiées n’ont pas. L’objectif a long terme est d’étendre les résultats a d’autres sous-
classes de flavonoides et de les classer en fonction de leur pouvoir anti-oxydant. Une relation structure-
activité pourra étre réalisée sur les flavonoides les plus puissants pour trouver un candidat potentiel

pouvant remplacer I’allopurinol.
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