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Résumé

Les chalcones sont des composés précurseurs de la biosynthése des flavonoides chez les
plantes, et elles peuvent également étre synthétisées en laboratoire. Les chalcones possedent
un large spectre d'activités biologiques, des changements dans leur structure ont offert un
degré élevé de diversité qui s'est avéré utile pour le développement de nouveaux agents
medicinaux ayant une puissance améliorée. La chalcone est devenu un objet d'intérét continu
a la fois dans les universités et dans I'industrie. En effet elle posséde des propriétés bénéfiques
pour la santé qui sont détectés in vitro. Dans cette optique nous avons évalué les activités
biologiques de la chalcone synthétique tels que le teste de cytotoxicité, I’activité anti-
hémolytique, anti inflammatoire et le teste d’inhibition de la peroxydation lipidique. Nos
résultats on démontrés que la chalcone est cytotoxique a des concentrations eleves, de plus les
résultats de ce présent travail démontrent que la chalcone a des effets anti-hémolytique
considérables comparativement aux molécules de référence testée, la chalcone a aussi révélé
une inhibition efficace de la dénaturation thermique de I’albumine bovine avec des
pourcentages maximaux de 71,6%. De plus, la chalcone a provoqué une inhibition de la
péroxydation des lipides a faible concentration, ceci est le reflet de ’activité antioxydante de
la chalcone. Notre travail permet donc de conclure que la chalcone est une molécule qui doit
étre exploité, en effet cette derniere posséde une structure qui lui procure des activités anti-
inflammatoires et antioxydantes a des concentrations bien déterminé. Cette structure peut étre

modifiée pour I’utilisation de la chalcone dans différents domaines.

Mots clés : Chalcone, intérét thérapeutique, activités biologique.



Abstract

Chalcones are precursor compounds for flavonoid biosynthesis in plants, and they can also
be synthesised in the laboratory. Chalcones possess a broad spectrum of biological activities,
changes in their structure have provided a high degree of diversity that has proved useful for
the development of new medicinal agents with improved potency. Chalcone has become an
object of continuing interest in both academia and industry. Indeed, it possesses health-
promoting properties that are detected in vitro. To this end, we evaluated the biological
activities of chalcone such as cytotoxicity, anti-hemolytic, anti-inflammatory and lipid
peroxidation inhibition tests. Our results showed that chalcone is cytotoxic at high
concentrations, furthermore the results of the present work demonstrate that chalcone has
considerable anti-hemolytic effects compared to the reference molecules tested, chalcone also
revealed an effective inhibition of thermal denaturation of bovine albumin with maximum
percentages of 71.6%. In addition, chalcone caused an inhibition of lipid peroxidation at low
concentrations, reflecting the antioxidant activity of chalcone. Our work therefore allows us to
conclude that chalcone is a molecule that should be exploited, as it has a structure that
provides anti-inflammatory and antioxidant activities at well-defined concentrations. This

structure can be modified for the use of chalcone in different fields.

Key words : Chalcone, therapeutic interest, biological activities.
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Introduction



Les sources naturelles sont toujours l'une des inspirations les plus importantes pour la
découverte et la conception de nouvelles entités chimiques en tant que médicaments
potentiels (Matos et al., 2015).

De nos jours, les recherches ont prouvé qu’il existe, dans la nature, plusieurs substances
naturelles qui ont des propriétés thérapeutiques importantes. Parmi ces substances connues
par leurs intéréts pharmacologiques on note les molécules suivantes : les polyphénols, les
molécules azotées, les terpénes et les flavonoides. Ces derniers comprennent différents sous
groupes a I’instar des chalcones. Différentes études ont été effectuées pour statuer sur leurs

activités biologiques (Doan et Tran, 2011).

En effet, la valeur médicinale de la plupart des plantes repose sur certains composes
chimiques bioactifs efficaces naturellement présents dans différentes parties de la plante qui
produisent un effet physiologique spécifique dans le corps humain (Kumar et Satapathy,
2011).

Parmis ces composé naturelle on évoque les chalcones, ou 1,3-diphényl-2-propéne-1-one,
I'une des classes de flavonoides les plus importantes dans I'ensemble du regne végétal (Sahu
etal., 2012 ; Ni et al., 2004), ils sont largement répandu dans les légumes, les fruits, le thés et
d'autres plantes (Karthikeyan et al., 2015 ; Zhou et Xing, 2015).

Les chalcone sont des précurseurs a chaine ouverte pour la biosynthése des flavonoides et
des isoflavonoides et se présentent principalement sous forme de composés polyphénoliques

dont la couleur passe du jaune a l'orange (Wong, 1968).

Ils existent sous forme d’isoméres trans ou cis ayant deux cycles aromatiques reliés par un
systéme carbonyle a,B-insaturé a trois atomes de carbone dans la plupart des cas, I'isomere
trans est plus stable du point de vue de la thermodynamique, ce qui en fait la configuration

prédominante parmi les chalcones (Evranos et Ertan, 2011).

Les applications thérapeutiques des chalcones remontent a des milliers d'années grace a
l'utilisation de plantes et d'herbes par nous ancétre pour le traitement de différents troubles

médicaux bien avant que la médecine ne soit développée (Zhou et Xing, 2015).

La chimie des chalcones reste toujours une fascination pour les chercheurs du 21eme siécle
en raison du grand nombre d'hydrogenes remplacables qui permet de générer un grand

nombre de dérivés et une variété d'activités biologiques prometteuses (Gomes et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7783804/#b0160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7783804/#b0160

Plus important encore les chalcones sont attrayants comme intermédiaires de synthése clés
et descadres dans la conception d'outils thérapeutiques pour le traitement de diverses
infections, y compris aux anti- bactérien, antipaludéens, anti- cancer, anti-inflammatoire, anti-
VIH, et anti-Alzheimer, etc (Sinha et al., 2019 ; Anandam et al., 2018 ; Wang et al., 2018 ;
Syahri et al., 2017 ; Zhuang et al., 2017 ; Mahapatra et al., 2015 ; Ventura et al., 2015 ;
Bano et al., 2013).

Etant donné que les chalcones sont faciles a synthétiser, il est possible que les chalcones
d'origine naturelle puissent servir de composés principaux pour I'enrichissement ultérieur de
la diversité structurelle ou I'amélioration de son innocuité ou de son efficacité pour un profil

pharmacologique ciblé (Chen et al., 2020).

En effet, la modification structurelle des chalcones ou I'anneau B est remplacé par d'autres
fragments ou unités bioactifs est une stratégie contemporaine qui a été largement utilisée par
divers groupes de recherche impliqués dans la conception de composés bioactifs pour le
traitement de différentes maladies (Karthikeyan et al., 2015).

L’objectif de notre étude est de déterminer la cytotoxicité de la chalcone synthétique et
d’évaluer certaines de ses activités biologiques, notamment ses activités anti-hémolytique,

anti-inflammatoire et sa capacit¢ de I’inhibition de 1la peroxydation lipidique.



Etat actuel du sujet



1. Généralités sur la chalcone

La chalcone est une énone aromatique qui forme le noyau central de nombreux composés
biologiques importants. 1ls sont les précurseurs biogénétiques des flavonoides, catalysée par la
chalcone synthase, la cyclisation des 6’-hydroxy chalcones forme des flavanones et
finalement plusieurs classes de flavonoides, tels que les flavones, flavonols, dihydroflavonols,
aurones et isoflavones (figure 1) (Ferreyra et al., 2012). L’origine de ces composés peut étre
naturelle, extraits de plantes, hémi-synthétique, synthétique ou par biosynthése (Rammohan
et al., 2019). On trouve des chalcones dans de nombreux fruits (agrumes, pomme, tomate,
etc.), des légumes (échalotes, féeves germées, pommes de terre, etc.), ainsi que
quelques plantes comestibles de notre alimentation quotidienne comme la réglisse
(Schnekenburger et Diederich, 2015).

L'expression «chalcone» vient du grec «chalcos», qui signifie «bronze» a été donné en
1921 par Kostanecki et Tambor, qui résulte des couleurs de la plupart des chalcones

naturelles.

En 1880-1881 Claisen et Schmidt ont publiés les rapports de leur recherche individuelle de
condensation catalysée par une base entre un aldéhyde et une cétone, ce qui semble étre le

premier rapport publié dans la préparation de la chalcone.

Elles ont une structure chimique commune en 1,3-diphényl-2-propene-1-one, également
connue sous le nom de chalconoide, qui existe sous forme d'isomeres trans (E, 1) ou cis
(Z, 2), dont I’isomére trans étant thermodynamiquement plus stable (figure 2) (Sahu et al.,
2012 ; Sebti et al., 2002).

L'échafaudage intéressant des chalcones en termes de structure chimique de base a attiré de
nombreux chercheurs dans le monde entier afin d’étudier leurs dérivés et leurs activités
biologiques. Les chalcones naturelles ont été produites par la voie de biosynthése des

chalcones synthase, comme présenté dans la figure 3 (Mah, 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Falcone+Ferreyra+ML&cauthor_id=23060891
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Figure 1 : Participation de la chalcone dans la biosynthese des principaux types de
flavonoides (Guignard, 2000 ; Bruneton, 1999).
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Figure 2 : Représentations structurelles et numériques de I'échafaudage chalcone
(Gomes et al., 2017).
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Figure 3 : Réaction chalcone synthase (Mah, 2020).



En bref, la réaction de biosynthése implique la condensation entre un coenzyme A (CoA)-

ester (substrat de départ) de ’acide cinnamique ou ses dérivés tels que l'acide coumarique ou

l'acide férulique et trois unités de malonyl-CoA (substrat extenseur) par réaction de

décarboxylation. Le produit formé est une chaine polykétidique linéaire, qui est ensuite

cyclisée a travers la chaine intramoléculaire de Claisen condensation et aromatisation pour

donner la naringeninechalcone qui est un composé organique de la famille des flavanones

(Dao et al., 2011 ; Jez et al., 2001).

Les chalcones d'origine naturelle ont généralement des cycles aromatiques hydroxylés.

Les plantes les plus courantes pour produire des chalcones naturellement sont mentionnées

dans le tableau 1.

Tableau 1 : Les différentes plantes naturelles.

Nom botanique

Noms communs

Les acacia (Hudson et Lewis, 1983)

Mimeosa d’hiver, mimosa des fleuristes

Angelica (Nakata et al., 1999; Baba et al,
1990 ; Kozawa et al., 1978)

Angelique des jardins, angélique des pres,
herbe du Saint-Esprit, herbe impériale

Carthamus (Obara et Onodera, 1979)

Carthame laineux, chardon béni des parisiens

Myrica (Mathiesen et al., 1996)

Le piment royal, galé odorant, Lorette

Coreopsis (Kim et al., 2019 ; Geissman, 1941)

Coreéopsis élégant

Cryptocarya (Fujioka et al., 2010)

le laurier indigene, le hétre brun, le laurier
brun

Desmos (Nakagawa-Goto et al., 2005)

Herbe mauritanien



https://fr.wikipedia.org/wiki/Nom_vulgaire

Bien que les chalcones existent a I'état naturel, ils pourraient étre disponibles en plus
grande quantité grace a une synthése simple et efficace en laboratoire par une réaction
générale de condensation de Claisen-Schmidt, L’appellation a été donné ainsi par les deux
chercheurs pionniers Claisen et Schmidt. Dans cette réaction l'aldéhyde aromatique est
condensé avec une cétone aliphatique ou aromatique par la présence d’un acide ou d’une base

(Patil et al. 2009).

Les chalcones naturelles et synthétiques ont montrés d'excellentes propriétés biologiques
avec un faible profil de toxicité. La présence du groupe cétoéthylénique serait le principal
contributeur de ces activités biologiques, certaines études ayant confirmé que la suppression
de ce groupe diminue leurs activités. Le groupe cétoéthylénique fournit un effet de
conjugaison entre le groupe carbonyle (-C=0) et sa double liaison voisine (-C=C). La
résonance se produit en raison de la position cOte a cote des deux et se traduit par le libre

mouvement des électrons autour de ces atomes (Yuvaraj et al., 2016 ; Mayr et al., 2003).

Par conséquent, le groupe céto-éthylénique des chalcones est facilement cyclisé, les
composes hétérocycliques se forme par addition de Claisen (addition de 1,2) ou de Michael
(addition de 1,4), en fonction des conditions de réaction. Par exemple, les chalcones peuvent
étre transformeées en pyrazoline, oxazoline, thiazine, oxazine, et pyrimidine (Selvam et al.,
2013 ; Hayat et al., 2010 ; Kanagarajan et al., 2010 ; Reddy, 2010 ; Ingarsal et al., 2007).



2. Intérét thérapeutique de la chalcone

La mise en évidence de I’effet thérapeutique des chalcones est signalée par une multitude
de publications ; invoquant a titre d’exemples :

Le métochalcone utilisé en thérapie pour traiter I’inflammation de la vésicule biliaire, et
I’ictére provenant de I’hépatite (Dorvault, 1982), il a été approuvée comme médicament
cholérétique (Sahu et al., 2012).

L’sobavachalcone (IBC), a eu des remarquable effets comme antifongique, antioxydant

anticancéreux, et il a été également trouvé comme inhibiteur des plaquettes d’agrégation (Tsali

et al., 1996).

L’IBC a aussi été consideré comme une cible prometteuse pour la chimio prévention et le
traitement du cancer, des tests ont été réaliser pour but de détecter les effets de I’IBC sur la
viabilité et la prolifération des cellules et les résultats ont démontrés que I’'IBC a efficacement
inhibé la prolifération des cellules du cancer du foie (Binbin et al., 2019). Globalement, les
données actuelles indiquent que I'IBC peut étre un candidat thérapeutique potentiel pour

d’autre cancer humain.

De méme les chalcones ont étés initiés en tant que précurseurs pharmacochimiques
potentiels de nouveaux antipaludiques. Le regain d’intérét en chimie médicinale pour les
chalcones ou 1,3-diphényl-2-propene-1-ones est survenu depuis la mise en évidence de la
forte potentialité antiplasmodiale de la licochalcone A par (Chen et al., 1994), un produit
naturel isolé¢ d’une réglisse chinoise. En effet, les chalcones posséderaient de bonnes
propriétés anti-infectieuses qui ont étés mises a profit pour 1’élaboration de médicaments
antiviraux, antimicrobiens et antiparasitaires dont des médicaments antipaludiques (Bijo et
al., 2014 ; Jain et Triveti, 2010).

Yochikawa et son groupe extraient deux nouveaux composants (licogrochalcone A ;
licogrocapin) de cellules cultivées a partir de culture cellulaire capillaire de plante
(glycyrhizaglobraleguminasie) (Dorvault, 1982), Ces composés ce sont avéré étre efficaces
contre le diabéte en permettent d’abaissé le taux de glycémie dans le sang (Kumar et al.,
2010). Des chalcones ont également étés reconnues comme des agents médicinaux précieux

pour les maladies cardio-vasculaires et le dysfonctionnement endocrinien (Dahr, 1981) ;
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I’hésperidine-méthylchalcon exerce une action thérapeutique dans le traitement des maladies
chroniques de l'oeil et des reins, en incluant des maladies rhumatoides et ’arthrose. Aussi, des
études sur des rats ont également montrés que I’hésperidine-méthylchalcone, incorporée dans

l'alimentation & 0,2%, a un effet inhibiteur des caries dentaires (Liming, 2004).

Le sofalcone, autre dérivé synthétique de la chalcone, est considéré comme agent anti-
ulcéreux qui augmente la quantité de prostaglandine muqueuse, conférant un effet

gastroprotecteur contre Helicobacter pylori. (Higuchi et al., 2010).

De méme, dans certains pays africains et asiatiques les chalcones sont trés utilisées sous
forme d’extraits de plantes médicinales principalement dans le traitement de la malaria
(Dominguez, 2005 ; Liu, 2004). Elles possédent en outre des activités anti-inflammatoires
(Viana, 2003) et antioxydantes (Yoshimasa, 2003).



3. Activités biologiques de la chalcone

Les chalcones et leurs dérivés ont une importance énorme en chimie médicinale en raison
de leur large spectre de potentiel thérapeutique et des propriétés pharmacologiques. Les
dérivés des chalcones montrent une variété d'activités biologiques grace a la présence de la
double liaison et du groupe carbonyle dans leur conformation (Rammohan et al., 2019). Une
¢tude concise sur I’importance biologique des chalcones avec exemples sont résumées dans le

tabeau 2 (Zhuang et al., 2017).

Les agents pathogénes nosocomiaux deviennent une menace croissante pour la santé
humaine en raison de la quasi propagation incontrdlée des résistances aux antibiotiques est
ceci en raison des lacunes dans le développement de nouveaux antibiotiques et l'utilisation
sans restriction des antibiotiques existant en medecine humaine et en élevage dans le monde
entier. Cela a conduit a I’évolution des bactéries résistantes aux molécules antibiotiques

présente actuellement sur le marchées (Tacconelli et al., 2017).

En effet ’OMS en 2017 a rapporter la résistance du Staphylococcus aureus (SARM), un

commensal opportuniste Gram positif, a la méthicilline.

En outre, le SARM est un des agents pathogenes du groupe ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et les especes d'Enterobacter) qui sont a l'origine de la majorité des

infections nosocomiales résistantes aux médicaments (Boucher et al., 2009).

Pour faire face a ce défi et le relever, il est urgent de mettre en place de nouvelles

structures de pointe pour le développement des antibiotiques.

Les composés naturels sont une source intéressante pour le développement de
médicaments car leur diversité structurelle fournit de nombreux nouveaux échafaudages pour
les antimicrobiens et autres composants bioactifs. Malgré leur large utilisation traditionnelle,
les effets de nombreuses plantes médicinales n'ont pas encore été élucidés. C'est pourquoi les
produits phytochimiques restent des composés naturels intéressants, offrant de larges

bioactivités sous-exploitées (Richwagen et al., 2019 ; Cushnie et Lamb, 2005).

Une activité antibactérienne pour les chalcone a été décrite (Zhuang et al., 2017 ; Inamori
et al., 1991).
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Tableau 2 : Dérivés de chalcones (Zhuang et al., 2017).

NOM STRUCTURE ACTIVITE SOURCE NATURELLE
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o O o O o Antioxydant

Anti-inflammation
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0

°"
HO OH OH
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Isobavachalcone

Anti-cancer
Antibactérienne
Antifongique
Antioxydant

Psoralea corylifolia
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Kadsura ananosma

Bavachalcone

OH 0

HO OH
0

~o OH OH

Antibactérienne
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OH O
HO o~ OH

Anti-VIH
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Ho O
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v oo OH
/ °
° o4
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Hypericum Geminiflorum

Licochalcone A

HO /00|-|
= =

0

Anti-inflammation

Anti-cancer
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Nous rapporterons, pour notre part 1’utilisation de la chalcone comme agent antimicrobien
en prenant comme exemple le Xanthoangelol. L’évaluation antibactérienne des dérivés de la
chalcone révele deux fractions qui sont essentiels pour l'activité antibactérienne, en premier
lieu, le groupe hydroxyle placé soit a la position 2'ou 6 qui est importante pour l'activité,
tandis qu'un second groupe hydroxyle en position 4" renforce les effets antibactériens sur les
agents pathogenes a Gram positif. Deuxiemement, un substituant lipophile augmente l'activité
antibactérienne suggérant que ce substituant est crucial pour la pénétration de la membrane.
En outre, l'augmentation d'hydrophile par des groupes hydroxyle supplémentaires élimine
I'activité antibactérienne due a la membrane et diminue la capacités de pénétration (Feng et
al., 2014).

Le Xanthoangelol est un hydroxy chalcone jaune géranylé isolé des fruits d’Amorpha
fructicosa, un arbuste de la famille des legumineuses (Muharini et al., 2017). Cette molécule
présente des effets antibactériens a faible concentration micro-molaire contre les bactéries
pathogenes a Gram positif tels que le SARM, Enterococcus faecium et Enterococcus faecalis
(Inamori et al., 1991).

Il a été démontré dans une étude mene par Meiere et ces collaborateurs que le traitement au
Xanthoangelol sur des bactéries Gram-positives affecte I'intégrité de la membrane bactérienne
et entraine une fuite des métabolites intracellulaires. C’est en corrélation avec un
effondrement rapide du potentiel membranaire et entraine un effet bactéricide. En effet, le
profilage protéomique des cellules traitées au Xanthoangelol a révélé un endommagement au
niveau de la membrane de la bactérie et un stress oxydatif. Le Xanthoangelol perturbe
spécifiqguement la membrane des bactéries Gram-positives potentiellement en formant des
pores entrainant une lyse cellulaire (figure 4) (Meier et al., 2019). En revanche, le traitement
des cellules humaines par le Xanthoangelol n'a montré que des effets légérement
hémolytiques et cytotoxiques a des concentrations plus élevées. C'est pourquoi les chalcones
comme le Xanthoangelol restent une source prometteuse pour la production de nouveaux
antimicrobiens contre les agents pathogénes a gram-positifs résistants aux médicaments déja
existants (Meier et al., 2019).

Les chalcones se relient également & des activités anti-inflammatoires. L’ inflammation se
définie comme étant la réponse du systéeme immunitaire aux stimuli nocifs, tels que les agents
pathogenes, les cellules endommagées, les composés toxiques ou l'irradiation (Medzhitov,
2010).
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Figure 4 : Effet du Xanthoangelol sur la membrane bactérienne (Meier et al., 2019).

Elle agit en supprimant les stimuli nuisibles en initiant le processus de guérison (Ferrero-
Miliani et al., 2007).

La réponse inflammatoire est l'activation coordonnée des voies de signalisation qui
régulent les niveaux des médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires résidentes et
les cellules inflammatoires recrutées dans le sang (Lawrence, 2009). L'inflammation est donc
un mécanisme de défense indispensable a la santé, habituellement, pendant les réponses
inflammatoires aigués, les événements et interactions cellulaires et moléculaires minimisent

efficacement les blessures ou les infections imminentes (Nathan et Ding, 2010).

Ce processus d'atténuation contribue a la restauration de I'homéostasie tissulaire et a la
résolution de l'inflammation aigué. Cependant, une inflammation aigué incontrdlée peut
devenir chronique, contribuant a diverses maladies inflammatoires (Zhou et al., 2016).
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Elle peut étre une forme de pathogenése courante de nombreuses maladies chroniques,
notamment les maladies cardiovasculaires, intestinales, le diabete et I'arthrite (Libby, 2007).

Bien que les processus de réponse inflammatoire dépendent de la nature précise du
stimulus initial et de son emplacement dans le corps, ils partagent tous un mécanisme
commun, qui est initié d’abord par les récepteurs de la surface cellulaire reconnaissent les
stimuli nuisibles puis ’activation des voies inflammatoires survient, ce qui provoque la
libération des marqueurs inflammatoires et le recrutement des cellules inflammatoires (Linlin
Chen et al., 2018).

Il a été démontré qu’un certain nombre de dérivés de chalcone naturels et (semi-)
synthétiques ont une activité anti-inflammatoire admirable en raison de leur potentiel
inhibiteur contre diverses cibles thérapeutiques telles que la cyclooxygénase (COX), la
lipooxygénase (LOX), les interleukines (IL), les prostaglandines (PG), les nitriques, 1’oxyde
synthase (NOS), leucotriéne D4 (LTD4), facteur nucléaire-xB (NF- kB), molécule d'adhésion
cellulaire intracellulaire-1 (ICAM-1), molécule d'adhésion de cellules vasculaires-1 (VCAM-
1), protéine chimioattractive monocyte- 1 (MCP-1), etc. L'échafaudage des chalcones avec
substitution hydroxyle, méthoxyle, carboxyle, groupe prenyle et / ou hétérocycle a montré une

activité anti-inflammatoire prometteuse (figure 5) (Debarshi et al., 2017).

Ce phénomeéne a mené les chercheurs a étudié des dérivés de chalcones pour leurs activités
anti-inflammatoires et aussi pour leur activité inhibitrice de plusieurs facteurs impliqués dans
le désordre de I’inflammation dont, l'isoliquiritigénine (ISL), qui est une chalcone isolée des
racines de réglisse (Peng et al., 2015 ; Wang et al., 2015). L'ISL a été considéré comme un
candidat puissant ayant un effet anti-inflammatoire et immunomodulateur sur le systéeme

digestif et le systeme cardiovasculaire (Nakamura et al., 2018 ; Wang et al., 2015).

Des études récentes ont rapporté que I'ISL pourrait activer PPAR-y (qui est un récepteur
nucléaire participent au contréle des mécanismes anti-inflammatoires) (Zhang et al., 2018) et
inhiber le facteur nucléaire k amplificateur de chaine légere des cellules B activées par la voie
des (NF-xB) (Liu et al., 2017) pour protéger l'organe pulmonaire contre les lésions
pulmonaires aigués. Les chercheures pensent également qu'il s'agit d'un puissant inducteur de
Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) ce dernier joue un rdle essentiel dans la

protection contre le stress oxydant (Hou et al., 2018 ; Ji et al., 2017).

Ces études indiquent que I'ISL a des effets anti-inflammatoires sur les principaux organes.

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467962
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29467962
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mahapatra+DK&cauthor_id=28914193

I

LB

TRPYA \ /

fh - 5 A..'

v

vt

N\ /  Leukocytes

MCP-1 L6
rd

g A’ =

‘\.,J

: COX LOX

Prostaglandins  Thromboxanes Leukotrienes

Figure 5 : Chalcone agissant sur diverses cibles moléculaires impliquées dans
I'inflammation (Debarshi et al., 2017).

Pour démontrer le rdle et les effets de I'ISL sur les 1ésions rénales aigués (IRA) induites

par la septicémie, des chercheures ont établi un modele IRA murin par injection de

lipopolysaccharides (LPS) qui a été utilisé dans de nombreuses recherches pour induire
I'inflammation (Zhang et al., 2017 ; Xu et al., 2014).

Dans le processus pathologigue de IRA induite par le LPS, une vacuolisation pouvait étre

trouvée dans les cellules tubulaires rénales, indiquant une Iésion rénale modérée/

séveére. L’injection de LPS a également augmenté de maniére significative le niveau de la

créatinine et de I'urée sérique. Cependant, le traitement ISL améliorait le dysfonctionnement

rénal en réduisant le niveau de la créatinine et de 1’'urée sérique. Il a également atténué la
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lésion tubulaire rénale suite a I’induction du LPS. Les résultats de cette recherche suggerent le
role puissant de I’ISL contre I’IRA septique, en particulier, ils ont révélé le rdle protecteur de
I'ISL contre la polarisation des macrophages, l'activation des neutrophiles et la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires déclenchées par la translocation de NF-kB dans I’inflammation
rénale aigué induite par le LPS (Yun et al., 2018).

Il est primordial de rapporter I’activité antioxydante des chalcones. Le stress oxydatif
survient lorsque la production d'especes réactives de I'oxygene (ERO) submerge les défenses
anti-oxydantes intrinséques. Les ERO jouent un réle important en tant que seconds messagers
dans de nombreuses cascades de signalisation intracellulaire visant a maintenir la cellule en
homéostasie avec son environnement immédiat. A des niveaux plus élevés, ils peuvent causer
des dommages aveugles aux molécules biologiques, entrainant une perte de fonction et méme

la mort cellulaire (Burton et al., 2011).

L'oxygéne présente a la fois des avantages positifs et des effets secondaires potentiellement
dommageables pour les systemes biologiques. La reactivité permet a lI'oxygéne de participer
aux transferts d'électrons a haute énergie, et donc de soutenir la génération de grandes
quantités d'adénosine-5-triphosphate (ATP) par phosphorylation oxydative. Ceci est
nécessaire pour permettre I'évolution d'organismes multicellulaires complexes, mais les rend
également susceptibles d'attaquer toute molécule biologique, que ce soit une protéine, un
lipide ou un ADN. Par conséquent, notre corps est soumis a une attaque oxydative constante
des espéces réactives de l'oxygene (ERO). Un systeme complexe de défenses antioxydantes
maintient généralement cette attaque en équilibre. Parfois, cet équilibre peut étre perturbg,

entrainant un stress oxydatif (Halliwell et Gutteridge, 1999).

L’Exposition aux radicaux libres provenant de diverses sources a conduit les organismes a

développer une série de mécanismes de défense (Cadenas, 1997).

En effet, afin de contrecarrer I’action des ERO, notre organisme dispose d’un systéme de
défense représenté par les antioxydants qui peuvent étre défini comme toute substance
capable, a concentration relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats

oxydables et ainsi retarder ou empécher lI'oxydation de ces substrats (Berger, 2006).

Les défenses antioxydantes regroupe des antioxydants enzymatiques comprennent le

superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) et les
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antioxydants non enzymatiques qui sont représentés par acide ascorbique (Vitamine C),
tocophérol (Vitamine E), glutathion (GSH), caroténoides, flavonoides et autres antioxydants.
Dans des conditions normales, il existe un équilibre entre les activités et les niveaux
intracellulaires de ces antioxydants. Cet équilibre est essentiel pour la survie des organismes
et leur santé (Masella et al., 2005).

On compte parmi les sources biologiques importante d’ERO la xanthine-oxydase qui est
une enzyme indispensable au métabolisme des purines, Elle catalyse I’oxydation de
I’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique produisant ainsi des radicaux
superoxydes (Moussard, 2006). Des recherches menées sur 3,3”,4,4’-tetrahydroxychalcone a
travers des essais sur des rats, ont abouties a des résultats qui démontre une bonne activité
inhibitrice de la xantine oxydase (Beiler et Martin, 1951). D’autre teste de la naringénine-
chalcone, I’hesperidine-chalcone et la phoridzine qui est un dihydrochalcones effectué sur des
rats ont aussi démontrés les mémes activités inhibitrices de la xantine oxydase (Beiler et al.,
1952).

Par ailleurs, il a été montré que l'activité antioxydante des chalcones est due principalement

aux groupements OH greffés sur les cycles aromatiques (Haenen et al., 2001).

L’activité antioxydante des chalcone s’assigne a la présence des différent groupe
fonctionnelle quelle comporte, les concentrations nécessaires pour inhiber 50% (CI50) de
radicaux peroxynitrites (ONOQO") et de la peroxidation lipidique sont présenté en un apercue
générale dans la figure 6. Les résultats montrent que le groupe phénol ne présentant qu’un
seul groupe OH, est un faible antioxydant. Plus on augmente le nombre de groupements OH,
plus Pactivité antioxydante augmente : phloroglucinol > résorcinol > phénol. Elle est encore
plus importante en présence du groupe carbonyle (2,4,6-trinydroxyacétophénone). La
phlorétine (une dihydrochalcone) présente une forte activité antioxydante, et inhibe la

peroxidation lipidique (figure 6).

La forte activité de la 2,6-dihydroxyacétophénone est due a la stabilisation de son radical
par tautomérie. La CI50 de la phlorétine est de 3,1 uM pour I’inhibition du (ONOOQO") et 24
uM pour I’inhibition de la LPO (figure 6). Le remplacement de deux groupes OH par le
glucose dans la phloridzine diminue les activités antioxydantes par rapport a la phlorétine. Les
groupes hydroxyles du sucre n’ont aucun role dans l'activité antioxydante de la phloridzine, la
CI50 du glucose étant de plus de 1000 uM (Rezk, 2002).
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Concernent ’activité anticancéreuse, plusieurs études on rapporter que les chalcone
peuvent étre classer parmi les molécules ayant présenté une propriété de suppression des

cellules tumoral.

Le cancer nait d'une seule cellule les tumeurs malignes qui sont décrites comme étant
monoclonales, ce qui signifie que chaque tumeur provient d'une seule cellule. Le
développement d'une tumeur maligne a partir d'une cellule normale s'étale généralement sur

une période considérable de notre vie (Miller, 1979).

Cependant, I’efficacité des traitements conventionnels contre le cancer n’est pas toujours
optimale et la recherche de nouvelles molécules naturelles, possédant des propriétés

anticancéreuses et n'induisant pas d'effets secondaires, est donc d'un intérét majeur.

De nombreux médicaments anticancéreux cliniqguement efficaces sont eux-mémes des
produits naturels ou ont éte développés a partir de composés principaux d'origine naturelle
(Kinghoru et al., 1993).

Bien que des chalcones antimitotiques aient été identifiées dans les années 1980 (Edwards
et al., 1990), des efforts considérables sont encore consacrés a l'identification de nouvelles
pistes a base de chalcones dans le domaine de I'oncologie, en raison de leurs vastes propriétés
anticancéreuses et de leur simple synthése. Les progres les plus récents comprennent les
agents photodynamiques (Tuncel et al., 2012), les chalcones dihalogénées (Dyrager et al.,
2011) et les dérivés peptidyliques (Rodrigues at al., 2011) et d'acide boronique (Kong et al.,
2010).

Un flavonoide se distingue des autres molécules naturelles par ses nombreux effets
thérapeutiques potentiels, Il'isoliquiritigénine (ISL). Cette chalcone naturellement présente
dans la racine de réglisse, posséde de nombreuses propriétés, incluant une activité anti-
tumorale (Michael et Murray, 2020).

L'ISL a présenté une activité anticancéreuse significative par le biais de divers
mécanismes, tels que la suppression de la prolifération, l'induction de l'apoptose et/ou
l'autophagie, et I'inhibition de la migration et l'invasion dans diverses cellules cancéreuses.
Cependant, les essais cliniques utilisant I'ISL contre le cancer n'ont pas été initiés. Sans aucun
doute, des études in vitro et in vivo ont démontré le potentiel de I'lSL pour la prévention et le

traitement de différents types de cancers (Cuendet et al., 2010).
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Figure 6 : Comparaison de I’activité antioxydante des dihydrochalcones (phlorétine et
phloridzine) et de quelques phénols. L’activité est exprimée par la concentration
nécessaire pour inhiber 50% du peroxynitrite (PON) et la peroxidation lipidique

(LPO) (Rezk, 2002).
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Un effet de cytotoxicité sélectif de I'ISL a été rapporté et la dose efficace dans les lignées
cellulaires tumorales montre trés peu d'effet cytotoxique sur les cellules normales (Wang et
al., 2021).

La plupart des études ont affirmé que I'ISL inhibe de maniére significative la viabilité des
cellules cancéreuses mais a peu de toxicité sur les cellules normales. Par exemple, Wu et ces
collaborateurs ont comparé les cellules stromales de I'endométre humaines (T-HESC ; en tant
que contrble) et les lignées cellulaires de cancer de I'endométre humain (cellules Ishikawa,
HEC-1A et RL95-2), leurs résultats ont indiqué que I'ISL inhibe la croissance des cellules
cancéreuses a des concentrations inférieures a 27 M, mais a peu d'effet sur les cellules
normales (Wu et al., 2016). De plus une autre étude mené par Na et ces collaborateurs
affirme que I''SL montre peu de toxicité sur les lignées cellulaires d’hépatocytes normaux
(AML-12) ; ce n'est que lorsqu'il est appliqué a des concentrations supérieures a 100 uM que
I'ISL est nocif pour les hépatocytes normaux (Na et al., 2018). La plupart des études se sont

concentrees sur la cytotoxicité entre les cellules tumorales et normales.

Cependant les effets de I''SL sur les cellules normales restent inconnus comme I’a
mentionné Peng, des recherches supplémentaires sur la toxicité pour les organes cibles et pour

I’évaluation des effets secondaires de I'ISL sont nécessaires (Peng et al., 2015).
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Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de I’université de
BELHADJ BOUCHAIB Ain Témouchent.

1. Détermination de Dactivité cytotoxique anti-hémolytique, anti-inflammatoire et
antioxydante de la chalcone :
1.1 Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh)

8 ml de sang frais sont récupérés dans des tubes héparinés, au niveau du laboratoire ou la
prise de sang a été effectuée, sur des volontaires.

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant
15 min, afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de globules
rouges est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline. Aprés cette étape,
le volume a été mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v) (GRh), avec

une solution iso-saline et utilisé immédiatement.

1.2 Test de cytotoxicité de la chalcone

Un test de toxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations a utiliser. Le principe est
de mettre en contact des hématies avec la chalcone, a différentes concentrations (30-110 uM),
dans une solution isotonique et de suivre le taux d’hémoglobine libérée par les cellules

hémolysées, afin d’évaluer la cytotoxicité de la chalcone, vis-a-vis, des GRh.

D’aprés le protocole de (Bulmus et al., 2003) un volume de 1,6mL de la chalcone a
différents concentration est mélangé avec un volume de 0,4ml de la suspension de GRh
(10%). Le melange réactionnel est incubé dans divers condition a 37°C, pendant 30min, puis
47°C pendant 20min et 57°C pendant 10min ensuite centrifugé a 3000rpm pendant 10min et
I’absorbance de ’hémoglobine libérée est mesuré a 560nm. Parallélement, et dans les mémes
conditions, deux contréles sont réalisés en remplacant la chalcone avec de 1’eau physiologique
(controle négatif) ou avec de I’eau distillée (controle positif correspondant a 100%

d’hémolyse). Le pourcentage d’hémolyse est calculé a partir de la formule suivante :

% d’hémolyse = (At /Ac) X 100 (Ac = Absorbance du contréle positif ; At =

Absorbance du test).
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1.3. Evaluation de P’activité anti-hémolytique, in vitro, de la chalcone par la méthode de
stabilisation membranaire des globules rouges

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de la chalcone a empécher ’hémolyse
des GRh, induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de ’hémoglobine
(Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2010). Le milieu réactionnel qui contient 0,5mL de la
chalcone, a différentes concentrations (30-90 puM), est mélangé avec 1,5mL du tampon
phosphate (0,9% NaCl, pH=7.,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36% NaCl), est incubé
dans divers condition a 37°C pendant 20min et 47°C pendant 10min puis 27°C pendant 30
min. Ensuite 0,5mL de la suspension de GRh (10%) sont ajoutés a chaque concentration et
une deuxiéme incubation est réalisée a 56°C pendant 1lh, 76°C pendant 40min et 96°C
pendant 20min.

Finalement, les tubes sont refroidis sous I’eau courante et suivis par une centrifugation a
2500rpm pendant 5min. Les absorbances du surnageant sont mesurées a 560nm. En paralléle,
un controle est realisé en remplacant la chalcone avec 0,5mL d’Ibuproféne a différents
concentration. Le pourcentage de stabilité membranaire est estimé a partir de I'expression
suivante :

% de stabilité membranaire = (Ac — At/ Ac) X100 (Ac : absorbance du contrdle ;

At : absorbance du test).

1.4. Activité Anti-inflammatoire de la chalcone

La dénaturation des protéines est 1'une des causes de I'inflammation (Williams et al.,
2008). Des études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur I’activité
anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines (Bouhlali et al.,
2016). L’activité anti-inflammatoire in vitro de la chalcone est effectuée selon la méthode

d’inhibition de la dénaturation des protéines (Chandra et al., 2012).

4 tubes sont préparés :
1. La solution d’essai : composée de 0,45ml de la solution aqueuse de sérum bovine albumine
(BSA 5%) et 0,05ml de chalcone avec une concentration de (30uM - 90uM). (Test solution).

2. La solution test controle : 0,45ml de la solution aqueuse de BSA 5% et 0,05ml d’eau

distillé. (Test control).
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3. La solution contrdle produit : 0,45ml d’eau distillé et 0,05ml de chalcone avec une
concentration de (30uM - 90uM). (Control).
4. La solution standard test : 0,45ml de la solution aqueuse de BSA 5% et 0,05ml de la
solution d’Tbuproféne avec une concentration de (30 uM — 90 pM). (Etalon).
Ces quatre solutions sont ajustées a Ph=6,3 par une solution d’HCL (1N). Apres I’incubation
des échantillons a 37°C pendant 20min, 27°C pendant 30min ensuite la température est
augmentée pour garder les échantillons respectivement a 57°C pendant 3min, 47°C pendant
13min. Apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon phosphate saline
(pH=6,3) est ajoutée aux solutions. L’absorbance est lue par le spectrophotometre UV —
visible & 416nm. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé
comme suit :

% d’inhibition = 100- [(DO test solution-DO control / DO test control)] x 100
Le contrble représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec

I’anti- inflammatoire de référence, Ibuproféne.

1.5. Test de ’inhibition de la peroxydation lipidique

L’inhibition de la peroxydation des lipides est déterminée par le dosage des substances
réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) par I'utilisation du jaune d’oeuf comme une
source riche en lipide selon la méthode de (Wong et al., 1995). Le jaune d’oeuf est utilisé a
une concentration de 10% (p/v) dans un KCL (1,15%, p/v). Cette homogénéisation qui se fait
pendant 30s, est suivie par un traitement aux ultrasons pendant Smin. 500uL de la solution
jaune d’ceuf a 10% (p/v) et 100uL de chalcone solubilisés dans méthanol a différentes
concentrations, sont mis dans des tubes a essai et complétés a 1ml avec de I'eau distillée, avec
l'addition de 1,5ml d'acide acétique a 20% (pH=3,5) et 1,5ml de solution d’acide
thiobarbiturique (TBA) (préparée avec 0,8g de TBA et 1g de dodécylsulfate de sodium SDS
dans 100ml H20).

Ce mélange est agité dans un vortex, et chauffé a 95°C pendant 1h. Apres refroidissement
a température ambiante, 5ml de butanol sont ajoutés dans chaque tube, agité et centrifugé a
3000 tours pendant 10min. L'absorbance du surnageant est mesurée a 532nm en utilisant un
spectrophotometre. Un controle est realisé en remplacant la chalcone par de I’eau distillée

(correspond a 100% de peroxydation). Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :
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% D’inhibition = 100 — (

DO du teste

DO du control

x 100).
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Reésultats et interpretations



1. Test de cytotoxicité de la Chalcone

Le test in vitro de cytotoxicité représentée par le pourcentage d’hémolyse des globules
rouges humain (GRh) est effectué en utilisant des GRh d’un donneur sain en bonne santé.
Différentes concentrations de 1’acide gallique (Ac. gallique) (polyphénol de référence) et de la
Chalcone sont testées. Le pourcentage de I’hémolyse est évalué, en mesurant I’absorbance de
I’hémoglobine libérée des globules rouges par hémolyse, en comparaison aux concentrations
en Ac. gallique équivalentes. Les résultats obtenus sont représentés dans la (figure 7).

Nos résultats montrent que la Chalcone a la concentration de 30 UM et 50 UM présente un
pourcentage d’hémolyse de 26,2% et 33,7% respectivement ce qui est pratiquement similaire
a celui de I'acide gallique qui est de 20% et 28,1% respectivement, cependant a la
concentration de 70 uM, on constate que 1’effet hémolytique de la Chalcone est passé a 49,3%
versus 33,8 pour I’ Acide gallique et qui est hautement significatif.

Par ailleurs, on note qu’a la concentration de 90 uM, I’effet hémolytique de la Chalcone est
passe a 73,2% versus 41,2% pour 1’Acide gallique, aussi pour la concentration de 110 uM la

chalcone montre un pourcentage d’hémolyse de 97,3% contre 63,4% pour I’Ac. gallique.

m Acide gallique = Chalcone
120

100

pourcentage d'hemolyse (%0)

30 UM 50 uM 70 uM 90 uM 110 uM

Figure 7 : Comparaison en % du taux d’hémolyse provoqué par la Chalcone et I’Ac.

Gallique.
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2. Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) de la Chalcone

L’¢étude in vitro de Dactivité anti-hémolytique de la Chalcone est réalisée en utilisant la
méthode de stabilisation de la membrane des GRh. L’évaluation de la stabilisation
membranaire est mesurée par le taux de libération de 1’hémoglobine a 560 nm pour chaque
concentration de chalcone et en les comparant a deux molécules de référence, a savoir le
I’Tbuproféne qui est un médicament anti-inflammatoire et anti-hémolytique et 1’acide gallique
étant un polyphénol a activité anti-hémolytique. Les résultats obtenus sont représentés dans la
(figure 8).

Nos résultats montrent que la Chalcone a la concentration de 30 uM et 50 pM marque un
pourcentage de stabilité membranaire de 38,9% et 52,5% respectivement et qui est supérieure
au pourcentages de I’acide gallique et I’Ibuproféne au mémes concentrations, Cependant on
constate que lorsque on dépasse 50 UM, a la concentration de (70 uM) la Chalcone présente
un effet anti-hémolytique protecteur et stabilisateur des membranes des GRh avec un pic de
protection de 70,3% ce qui est hautement significatif comparé a 1’acide gallique et a
I’Ibuproféne, par contre a la concentration de 90 UM le pourcentage de stabilités membranaire

de la chalcone diminue significativement pour atteindre un pourcentage de 21,4%.

m Acide gallique ® Ibuproféne Chalcone

[el)
o

~
o

o)
5%

N
o
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10 -

pourcentage de stabilité

30 uM 50 uM 70 uM 90 uM

Figure 8 : Comparaison de I’activité anti-hémolytique de I’acide gallique,
d’Ibuproféneet de la Chalcone.
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3. Activité anti-inflammatoire de la Chalcone

La méthode de I’inhibition de la dénaturation protéique est la plus convenable pour
I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de notre molécule. La protéine utilisée pour ces
tests est le sérum albumine bovine (SBA). Les résultats de I’inhibition de la dénaturation de la

SBA sont donnés dans la (figure 9).

Nos résultats montrent que le pourcentage d’inhibition protéique de la Chalcone augmente a
la concentration de 30 uM et 50 UM et commence a diminué a 70 uM et 90 uM, On constate
que P’activité anti-inflammatoire et plus importante a 30 pM, elle est de 71,6% mais elle reste
aussi importante avec un pourcentage de 54,2% a la concentration 50 UM versus 99,18% pour
I’ibuprofene.

Cependant pour la concentration de 70 UM le pourcentage d’inhibition de la dénaturation

protéique est de 37% compar¢ a I’'ibuprofene qui est de 68,83%.

® Ibuproféne m Chalcone
120

=
o
o

oo
o
1

D
o
1

pourcentage d'inhibition (%)

o
1

30 uM 50 uM 70 uM 90 uM

Figure 9 : Comparaison de ’inhibition de la dénaturation protéique par I’Ibuproféne et
la Chalcone.
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4. Test de ’inhibition de la peroxydation lipidique par la Chalcone

La capacité d’inhibition de la peroxydation lipidique de la Chalcone est déterminée par la
méthode utilisant le dosage des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS) et le
jaune d’oeuf comme une source riche en lipides. L’effet de la Chalcone est testé a différentes
concentrations (entre 30-90 uM). Les résultats sont présentés dans la (figure 10).

Nos résultats montrent que la Chalcone représente un taux décroissant, plus la concentration
de la Chalcone est faible plus I’inhibition de la peroxydation lipidique est positive, pour
atteindre un taux maximal d’inhibition de 73 % a la concentration de 30 uM.

® Chalcone
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30 uM 50 uM 70 uM 90 uM

Figure 10 : Inhibition de la peroxydation lipidique par la Chalcone.
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Discussion



La chalcone ou 1,3-diphényl-2-propéne-1-one est une structure comprenant deux cycles
aromatiques reliés entre eux par un pont carbonyle o,f insaturé a trois carbones. Elle est
souvent reconnue comme un produit naturel en raison de son existence dans la nature sous

diverses formes libres, complexes et hybrides (Debarshi et al., 2019).

De nombreuses chalcones ont étés isolées a partir de sources végétales naturelles (Sahu et
al., 2012). Cependant, les dérivés synthétiques de chalcone avec diverses substitutions au
niveau des cycles benzéniques ou avec des analogues hétérocycliques ont également étés
préparés en laboratoire (Gomes et al., 2017). Du point de vue synthétique, I'avantage est la
polyvalence structurelle générée par des procédures synthétiques relativement simples
(Mahapatra et al., 2017 ; Gomes et al., 2017 ; Ritter et al., 2014). Les chalcones et leurs
dérivés font I’objet d’une attention croissante en raison de leurs implication dans diverses
activités biologiques telles que les agents antituberculeux, antiviraux, anti-inflammatoires,
antiplaquettaires, antipaludiques, inhibiteurs de la tubuline, agents anti-leishmaniens et autres
(Polo et al., 2019).

Bien que les plantes soient une riche source de molécules chimiques bénéfiques de
diverses structures avec différentes propriétés pharmacologiques sur les systémes biologiques
(Nisar et al., 2018 ; Valli et al., 2018), certaines plantes peuvent étre toxiques pour
I'homme. Par exemple, certaines des toxicites liées a l'utilisation de substances présente dans

les plantes médicinales meéne a la destruction des globules rouges (Nondo et al., 2015).

L’étude de la cytotoxicité des extraits de plantes, in vitro, en utilisant les globules rouges
comme modele a été largement utilisee (Novaes et al., 2007). En effet, les érythrocytes
représentent un bon modele pour évaluer la cytotoxicité des molécules, organiques et
inorganiques, naturelles ou synthétiques, par la mesure des dommages cellulaires, avant toute
investigation sur le mécanisme d'action de différentes molécules, il est important de réaliser
un test de cytotoxicité. Parmi les différents tests de cytotoxicité permettant d'évaluer une
éventuelle toxicité au niveau des globules rouges, on trouve le taux d'hémolyse (Pagano et
Faggio, 2015).

Cet essai est basé sur I'évaluation des altérations des membranes des globules rouges en
présence d'une éventuelle substance et donc permet dévaluer l'effet de différentes

concentrations de biomolécules sur les érythrocytes humains (Kumar et al., 2011).
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Toute altération au nivaux de la structure de la membrane plasmique des globules rouges
entraine des signes évidents de souffrance cellulaire. Une méthode d'évaluation de la toxicité
est basée sur la mesure de l'efflux d'hémoglobine des globules rouges en suspension.
L'hémolyse, et donc la perte d'hémoglobine (Pagano et Faggio, 2015).

Selon nos résultats on constate que 1’effet cytotoxique de la chalcone a la concentration de
110 uM provoque 97,3% d’hémolyse et ne doit donc pas étre utilisés a cette concentration. La
chalcone provoque par contre un pourcentage d’hémolyse d’environ 26,2 % a la concentration
de 30 uM et de 33,7 % a la concentration de 50 uM, aussi a la concentration de 70 uM et
90uM le pourcentage d’hémolyse est de 49,3% et 73,2 % respectivement. Ainsi, la

concentration de 30 uM semble étre la moins toxique.

En effet, selon une étude précedente de (Stepanic et al., 2019) sur 26 composé
synthétiqgue de la chalcones qui ont été évalués par utilisation du test MTS (test de
prolifération) qui résulte que les composes qui ont été préparées dans la plage de
concentration de 0.2 & 100 uM n’ont montré aucun effet considérable sur le métabolisme
cellulaire et la viabilité des cellules HepG2 (carcinome hepatocytaire du foie) et THP-1(ligné
leucémie monocytaire), Aucun des composés n’était cytotoxique contre les cellules HepG2.
Cependant en ce qui concerne les cellules THP-1, une cytotoxicité plus forte n'a été détectee
que pour les deux composés de chalcone : le dérive 2-OH substitué 1d et le derivé 3-OCH s,
4-OH substitué 4f, pour lesquels I'IC 50 les valeurs étaient respectivement de 27 uM et 36
KM.

Nos résultats sont en accord avec cette étude car la chalcone que nous avons testé montre

un effet cytotoxique qui augmente proportionnellement avec la concentration.

Les membranes des globules rouges contiennent des lipides riches en acides gras
insaturés. Les globules rouges sont plus freguemment exposés a l'oxygéne que les autres
tissus corporels et par consequent, sont plus sensibles aux dommages oxydatifs. L'invasion de
la membrane des globules rouges par les peroxydants peut entrainer une hémolyse
cellulaire. De plus, I'némoglobine dans les globules rouges est un puissant catalyseur qui peut

initier la peroxydation lipidique (Asgary, 2005).

L’acide gallique est utilisé dans notre travail comme un polyphénol de référence. A faible

concentration, 1’Ac. gallique n’est pas toxique. Mais a forte concentration, il est capable de
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réduire Fe3* en Fe2+* ou Cu2* en Cu*, et ainsi d’enclencher la réaction de Fenton avec

formation du radical hydroxyle (Kessler et al., 2002)..

Dans notre travail, ’acide gallique a 110 uM montre une toxicité de 63,4% d’hémolyse.
Nos résultats montrent que la chalcone provoque un taux d’hémolyse plus important que celui

provoqué par ’acide gallique. Ceci peut étre di a la composition chimique de la chalcone.

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été étudiée pour établir le
mécanisme d’action anti-hémolytique de la chalcone. Nous avons utilisé deux molécules de
référence, I’acide gallique et I’Ibuproféne induisent des effets anti-hémolytiques différents. En
effet, nos résultats montrent que la chalcone a la concentration de 70 uM provoque un effet anti-
hémolytique important, protecteur et stabilisateur des membranes des GRh d’environ 70,3%.
Cependant, cet effet protecteur diminue significativement a la concentration (90 uM). L’Acide
gallique possede un effet anti-hémolytique généralement faible a celui de I’ibuproféne, L’effet
protecteur le plus important pour I’ibuproféne est enregistré a la concentration de 90 uM pour
atteindre 52,1% de protection.

Dans notre travail, la chalcone été efficaces pour inhiber I’hémolyse, et on a constaté que
la stabilit¢ membranaire continue d’évoluer avec I’augmentation de la concentration mais
diminue lorsque on dépasse la concentration de 70 uM.

Selon I’étude de (Arokia et al., 2019). Il a été démontré que les chalcones isolés a partir
de Glycyrrhiza glabra avec des concentrations variables de (20 mg/ml, 40 mg/ml, 60 mg/ml
et 80 mg/ml) ont montré un effet de stabilisation de la membrane en inhibant la lyse de la
membrane érythrocytaire induite par I'hypotonicité, dans 20 pg de chalcones, on obtient
21,56% d'inhibition de I'némolyse. Le pourcentage d'inhibition de I'hémolyse augmente en
fonction de la dose. L'aspirine est prise comme contréle positif. L'extrait a montré une
protection comme observé dans le médicament standard Aspirine.

Cette étude nous démontre que les chalcone protégent les GRh contre 1’hémolyse
proportionnellement a la concentration ce qui est on accord avec nos réesultats, sauf que pour

nous lorsque on a dépassé une certaine concentration I’effet anti-hémolytique a diminué.

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par application d'un stress ou d'un composé
externe, tel qu'un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique

ou de la chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique
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lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien documentée
d'inflammation (Leelaprakash et Mohandass, 2011). Les agents qui peuvent empécher la
dénaturation des protéines seraient donc utiles pour le développement de médicaments anti-
inflammatoire (Chandra et al., 2012). La majorité des médicaments cliniquement importants
appartiennent a la classe des stéroides ou des thérapies chimiques anti-inflammatoires non
stéroidiennes tels que I’ibuproféne (Bushra et Aslam, 2010). Bien qu'elles aient une activité
puissante, leur administration a long terme est nécessaire pour le traitement des maladies
chroniques. En outre, ces médicaments ont des effets indésirables divers et graves par
exemple une dose élevée d'ibuproféne provoque des perforations jéjunales, méme a court
terme (Yehiyan et al., 2017). Par conséquent, il est souhaitable que des agents d'origine
naturelle ayant trés peu d'effets secondaires comme certains extraits de plantes pour remplacer
les thérapies chimiques (Conforti et al., 2008).

Selon une étude de (Yang et al., 2020) qui démontre les mecanismes moléculaires médie
par un dérivé de chalcone FKA qui a eté testé avec des concentrations croissantes (1 a
60 UM) sur I’inflammation induite par les lipopolysaccharides (LPS) dans les splénocytes
primaires il a bien été constate que cette derive de chalcone a entrainé une diminution
significative des ratios de cytokines pro- et anti-inflammatoires (IL-6/IL-10 ; TNF- o/IL-10)
qui signifiant le role protecteur de FKA dans I’inflammation induite par le LPS dans

des splénocytes primaires.

Dans notre étude la diminution de I’effet de I’inhibition de la dénaturation proteique de la
chalcone avec ’augmentation de la concentration, pourrait impliquer un effet antagoniste des
composes phénoliques quelle contient. Parmi ses composants, certains exerceraient un effet
opposé a d’autres se manifestant lorsque leur concentration est élevée. D’un autre coté, elle
pourrait étre liée a la formation d’agrégats suite a la forte interaction entre 1’albumine et

certains composés (provoquent la précipitation de I’albumine).

Concernant I’inhibition de la péroxydation lipidique, on constate que la chalcone
représente un taux d’inhibition décroissant, qui diminue par augmentation de concentration.
Ceci valorise I’activité de notre molécule.

Des étude ont démontrés les effets biologiques des chalcones qui ont également été
attribués a leurs activités antioxydantes (Machala et al., 2001). Les chalcones exercent des

activités redox indirectes et directes. Ce sont des inhibiteurs de l'aldose réductase (ALR2),
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une enzyme aux effets antioxydants et anti-inflammatoires (Kucerova-Chlupacova et al.,
2018 ; Srivastava et al., 2005 ; Go et al., 2005). Il existe également des chalcones avec des
activités de piegeage direct des radicaux libres (Rossi et al., 2013 ; Machala et al., 2001).
L'activité de piégeage direct des radicaux libres des chalcones naturelles telles que le
xanthohumol prénylé (Batovska et Todorova, 2010), la butéine non prénylée (Batovska et
Todorova, 2010 ; Cheng, 1998), ou diverses chalcones de réglisse est bien documentée
(Hatano et al., 1997). La présence de groupes hydroxyle libres (en C-2' dans le cycle A et
d'un groupe catéchol dans le cycle B) et la double liaison o, dans le lieur sont considérées
comme des caractéristiques structurelles importantes pour une activité antiradicalaire efficace
des chalcones (Batovska et Todorova, 2010).

De plus les résultats des travaux de (Chen et al., 2020) démontrent le potentiels
antioxydants d’un dérivé de chalcone 'ANO7 en utilisant des cellules RAW 264.7 stimulées
par LPS, suite a un suivie du prétraitement de ANO7 sur la génération de radicaux libres
induite par le LPS et les expressions protéiques de gp91 phox (NOX2), La production de de
radicaux libres induite par le LPS a été mesurée et les résultats ont indiqué que I'ANO7 & 0,01-
1,0 M a atténué la surproduction de radicaux libres induite par le LPS d'une maniere
dépendante de la concentration, qui saccompagne d'une régulation négative de la

surexpression de gp91 phox (NOX2) induite par LPS.

Dans notre travail, la chalcone a bien induit une inhibition de la péroxydation des lipides a

faible concentration, marquant ainsi un pouvoir antioxydant évident.
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Conclusion
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La chalcone est considérée comme une structure privilégiée d’un grand intérét pratique car
ces dérivés naturels et synthétigues ont montré de nombreuses activités biologiques
intéressantes avec un potentiel clinique contre diverses maladies. La chalcone a suscité un
intérét considérable pour la recherche dans de multiples disciplines.

Au cours de ces dernieres années les chalcones constituent un champ de recherche tres
vaste, on s’attend a ce que de nouveaux médicaments a base de chalcone soient découverts en
utilisant des stratégies modernes.

Dans ce travail de Master, nous avons utilisé la chalcone pour testé ces activités
biologiques in vitro.

Nos résultats ont montré que la chalcone est cytotoxique a la concentration de 110 uM
Cependant, elle est faiblement toxique a la concentration de 30 uM puisqu’elle induit une
faible hémolyse.

Les résultats de ce présent travail démontrent que la chalcone a des effets anti-hemolytique
et antioxydant considérables comparativement a la molécule de composés phénoliques testée,
a savoir I’acide gallique. Ainsi, elles procurent une stabilité membranaire des GRh qui a des

similitudes avec d’autres membranes cellulaires, notamment la membrane du lysosome.

La chalcone a aussi révélé une inhibition efficace de la dénaturation thermique de
I’albumine bovine avec des pourcentages maximaux de 71,6%. La chalcone est donc doté
d’une activité anti-inflammatoire et surtout a faible concentration.

De plus, la chalcone provoque une inhibition de la péroxydation des lipides a faible
concentration. Ceci est le reflet de I’activité antioxydante de la chalcone.

Notre travail permet donc de conclure que la chalcone est une molécule qui doit étre
exploité, en effet cette derniere possede une structure qui lui procure des activités anti-
inflammatoires et antioxydantes a des concentrations bien déterminé. Cette structure peut étre
modifiée pour I’utilisation de la chalcone dans différents domaines.

A cet effet, nos résultats ouvrent de larges perspectives pour d’autres études afin de :
- Etudier plusieurs dérivés synthétiques de chalcone avec diverses substitutions
- Evaluer leur activité anti-inflammatoire in vivo associée & des pathologies.

- Déterminer leur mécanisme et leur mode d’action.
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