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Introduction

Introduction

Dans le régne animal et spécialement chez les mammiféres, la présence d’un appareil
génital est liée a la reproduction sexuée. Le testicule est un organe du systéme reproducteur
masculin ayant deux fonctions principales, soit la production des gametes males et la production

de I’hormone masculinisante testostérone (Mawhinney and Mariotti, 2013).

La doxorubicine (DOXO), est l'un des antibiotiques antitumoraux, les plus efficaces
appartenant a la classe des anthracyclines, est la base de nombreux protocoles chimiothérapies
avec un large spectre d’activité antitumorale leucémie, lymphome malin, cancer du sein, et
diverses tumeurs solides (Sahna et al., 2003 ; Machado et al., 2010). Le réle principal de la
doxorubicine est : L’interaction avec les bases azotées de I'ADN, et capable également générer
des radicaux libres ou inhiber la topoisomérase 1, au niveau de I’ADN meénent a 1’activation du

P53, I’arrét du cycle cellulaire puis a 1’apoptose (Hanna et al., 2011 ; Alkuraishy et al., 2017).

La doxorubicine a long temps été largement utilisée pour sa puissante efficacité dans le
traitement contre le cancer (Thorn et al., 2011). Cependant, son utilisation clinique s'est
accompagnée d'effets indésirables sur le systéeme reproducteur masculin (Sridevi et al., 2012).
L’accumulation du DOXO dans les testicules induite des effets indésirables sur la fertilité
masculine en interférant avec le processus de spermatogenése, en provoguant une altération de la
structure et de la fonction des cellules germinales (Yang et al., 2017). Et aussi, la toxicité induite
par la doxorubicine a été attribuée aux formation des ROS dans les tissus testiculaires, ce qui
conduit finalement a l'infertilité masculine en imposant un stress oxydatif et une apoptose
cellulaire (Yeh et al., 2007). De plus, aprés une exposition a la chimiothérapie, la fonction
cellulaire de Leydig peut étre altérée chez les survivants de cancer a long terme associés a une
augmentation du taux sanguin de LH et a une concentration de testostérone faible ou normale
(Gerl et al., 2001).

Le stress oxydatif testiculaire induit par la doxorubicine peut étre di a un systéeme de
défense antioxydant faible dans le tissu testiculaire et le sperme (Yeh et al., 2007). Alors, les
scientifiques ne cessaient de rechercher et penchent vers les plantes médicinales riches en
multiples substances phytothérapiques tel que les flavonoides qui peuvent étre permettant de
faire face a la toxicité de la DOXO et le stress oxydant. Les flavonoides sont des substances
naturelles qui acquierent diverses propriétés pharmacologiques et des applications
thérapeutiques, ils sont endossée aux structures phénoliques qui ont I'efficacité antioxydante et
de limiter les processus meédités par les radicaux libres. Les flavonoides sont composés de

plusieurs classes, y compris flavonols, flavones, flavanols et flavans (Brown et al., 2007).
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Notre étude vise a connaitre les effets protecteurs des polyphénols et flavonoides en
réduisant la toxicité de la doxorubicine au niveau des testicules. Pour cela notre mémoire est
divisé en trois chapitres :

-Chapitre | : Les testicules

-Chapitre 11 : Doxorubicine et stress oxydatif

-Chapitre 111 : Les polyphénols
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Chapitre I : Les testicules

1-Tractus génital male

L'appareil reproducteur male (figure 1) est constitué: de deux testicules (ou gonades
males), des voies excrétrices (canaux efférents, épididymes, canaux déférents) permettant la
sécrétion des spermatozoides vers 1’extérieur, des glandes annexes (vésicules séminales, prostate
et glandes de Cowper) sécrétrices du liquide qui permet de constituer avec les spermatozoides le
sperme et du tractus uro-génital formé par l'urétre (prostatique, périnéal et pénien) qui s'ouvre a

I'extérieur par le méat urinaire (Manuel, 2010).

— Sacrum

Vessic > = > N 3 T 7 g Urétre

Rectum

vV séminale

Vessie
Uretre

Vésicule
séminale

Tissus

érectiles Gilande bulbo-urétrale | l

Ureétre
Gland Prostate — L
Gilande ——_ N -
Scrotum bulbo-urétrale

‘E‘pldidyme

Testicule |
@ Canal déférent *f—.’
J

Epididyme :

Testicule

(o)

Figure 1 : Structure de ’appareil reproducteur masculin chez I’homme (Manuel, 2010).

1-1-Les testicules

Le testicule représente la glande génitale male, est un organe pair chez les mammiféres qui
se développe dans la paroi dorsale de la cavité péritonéale, migrent vers le canal inguinal pour se
loger dans le scrotum entre 5 et 6 mois de la vie intra utérine (Bourenane, 2015).

Les testicules sont situés en annexe de la verge, a I’extérieur de la cavité pelvienne dans
une poche entourée d’une peau plissée appelée "scrotum". Ils sont directement entourés d’un
tissu conjonctif solide et protecteur appelé "albuginée". Le fait que les testicules soient a
I’extérieur du corps diminue leur température d’environ 2°C par rapport a la température
corporelle. Les testicules mesurent en moyenne 3x2x5 centimeétres, pour un poids d’environ 20

grammes. Les testicules sont divisés en plusieurs lobules testiculaires qui contiennent les tubes
3
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séminiferes, lieu de la spermatogenese. Entre les tubes séminiferes se situe le tissu interstitiel
réalisant la fonction endocrine (Lakhdari, 2013) (figure 2).

Deux fonctions distinctes :

-Exocrine : formation des spermatozoides assurée par les tubes séminiferes.

-Endocrine : synthése d’hormones androgenése par la tissu interstitiel (Bourenane, 2015).

COIFFE EPIDIDYMAIRE

rete testis

canal
épididymaire

tubes &
séminiféresy” canal

déférent

——

tube droit

lobule ™ 7
testiculaire

TESTICULE

Figure 2 : Représentation schématique de la structure interne du testicule (Blanc and Porcu,
2002).

1-2-Histologie et fonctions des testicules

1-2-1-Les tubes séminiféres

Les tubes séminiféres sont le lieu de la production des gamétes males, spermatogénése. La
paroi de chaque tube est constituée par I'épithélium séminifere, ou sont associées les cellules
somatiques de Sertoli et les cellules de la lignée germinale, reposant sur une enveloppe
péritubulaire ou lamina propria (Kohler, 2011).

L’enveloppe péritubulaire est composée d'une lame basale et de trois ou quatre couches
concentriques de cellules péritubulaires séparées par du matériel fibrillaire et collagene. Les
cellules péritubulaires, contractiles, permettent la progression du contenu luminal vers les voies
excrétrices. Les altérations de cette enveloppe sont un signe d'accompagnement constant des

atteintes de la spermatogenese (Lakhdari, 2013).
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1-2-1-1-Les cellules de Sertoli

C'est en 1865 qu’Enrico Sertoli décrivit pour la premiére fois les cellules qui portent
aujourd'hui son nom. Dés 1871, ce chercheur italien reconnut la fonction nourriciere et sécrétoire
de ces cellules somatiques, fonction dont le role central est aujourd’hui connu dans le contrdle du
processus spermatogénique (Ludwig, 2011).

Ce sont des cellules fixes qui occupent toute la hauteur de I'épithélium séminifere (70 pm)
et envoient des expansions autour des cellules germinales. Les cellules de Sertoli ont un réle
important pour la bonne marche de spermatogénese (Mruk and Cheng, 2004 ; Kohler, 2011).

- Role dans la barriére hémato-testiculaire : le contact entre les faces basolatérales des cellules
de Sertoli forme un complexe de jonctions continues essentiellement composé de jonctions
serrées. Au niveau du tiers basal de I'épithélium séminifere, elles créent une véritable barriere
avec le flux sanguin : c’est la barriere hémato-testiculaire. Cette barriere sépare le tube
séminifere en deux compartiments, le compartiment basal et le compartiment apical. Les cellules
du compartiment basal sont en contact avec le milieu extérieur du tube séminifere, alors que les
cellules du compartiment apical en sont isolées. Les spermatogonies de type A et B, ainsi que les
spermatocytes I jusqu’au stade préleptotene, sont localisés dans le compartiment basal (figure 3).
Les jonctions serrées s’ouvrent afin que les spermatocytes leptoténes rejoignent le compartiment
apical. Enfin, toutes les autres cellules plus matures sont localisées dans ce dernier compartiment

: spermatocytes, spermatides et spermatozoides (figure 3) (Mruk and Cheng, 2004).

LUMIERE DU TUBE

J\ perma!ozoudes
{ formatlon /—'4

spermatocyte II

complexes

spermatides mpiex
de jonction

cellule
de
SERTOLI

d'union

spermatogonie B

MEMBRANE
BASALE

Figure 3 : Schéma d’une cellule de Sertoli : étroite interaction avec les 5
cellules germinales (Ludwig, 2011).
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-Réle de structure : les cellules de Sertoli enveloppent les cellules germinales en développement
et constituent un support physique, type "échafaudage”, permettant le maintien des cellules
germinales dans le compartiment adluminal. Elles participent également a la constitution de la
matrice extracellulaire en entrainant la formation de jonctions cellulaires spécialisées, et
maintiennent 1’architecture de 1’épithélium séminifére (Wong and Cheng, 2005).

-Role dans la progression des cellules germinales : Elles exercent des fonctions mécaniques,
par leur cytosquelette associé a des protéines contractiles, elles permettent aux cellules
germinales de migrer au fur et & mesure de leur maturation, en direction de la lumiere du tube
séminifere (Mruk and Cheng, 2004 ; Kohler, 2011).

-Réles secretoires : Les cellules de Sertoli possédent une activité de sécrétion essentielle au bon
déroulement de la spermatogenése, qui leur permet de communiquer directement et
simultanément avec les autres cellules, leur conférant un réle prépondérant dans le contréle de
I’activité de 1’épithélium séminifere. Les cellules de Sertoli sécretent notamment le fluide
testiculaire, des nutriments, des protéines ainsi que différents facteurs de croissance (Mruk and
Cheng, 2004).

Les cellules de Sertoli ont une activité de sécrétion importante notamment pour le soutien
et la maturation des cellules germinales. Parmi les protéines qui sont sécrétées on retrouve des
protéases (ex: cathepsines D, L et S), des anti-protéases (ex: cystatin C), des hormones, des
substrats énergétiques, des facteurs de croissance (ex: TGF-a, FGF), des facteurs autocrines et
paracrines (ex: SCF, inhibin B, IL-1) et des composants de la matrice extracellulaire (ex:
collagene, laminine). L'une des premieres protéines a avoir été identifiée est I'Androgen Binding
Protein (ABP) permettant le transport de la testostérone depuis la partie basale vers les cellules
germinales chez les rongeurs. Parmi les protéines synthétisées par les cellules de Sertoli,
nécessaires au contréle de la prolifération, la différenciation et au métabolisme des cellules
germinales (Lakhdari, 2013):

-L'inhibine et ’activine sont des glycoprotéines hétérodiméres. L’inhibine est constituée
de deux sousunités a et B reliées par deux ponts disulfures. L'activine est un homodimére de 2
sous-unités B, I'inhibine et l'activine sont principalement produites par les cellules de Sertoli. La
sécrétion d'inhibine par la cellule de Sertoli est directement influencée par la FSH qui stimule la
production de la sous-unité o sans modifier celle de la sous-unité . A coté de leur action
hormonale sur la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires, I'inhibine et I'activine sont des
facteurs paracrines, intervenant au cours du développement embryonnaire du testicule et dans la
régulation des fonctions testiculaires. Elles sont respectivement responsables de 1’activation et

I’inhibition de la stéroidogénése (de Kretser et al., 2004).



Chapitre I : Les testicules

1-2-1-2-La spermatogéneése

La spermatogenese consiste en une série d’événements qui se déroulent dans les tubes
séminiféres et menent a partir de cellules germinales diploides, les spermatogonies souches, a la
production des gametes males haploides, les spermatozoides. Sur le plan fonctionnel, la
spermatogenese peut étre scindée en trois phases : la phase proliférative, la phase méiotique et la
spermiogenése (Hermo et al., 2010). La spermatogenése se fait de facon centripéte dans le tube
séminifére sous le controle de deux hormones gonadotrophines : LH (Luteinizing Hormone) et
FSH (Follicle Stimulating Hormone). La durée de la spermatogénese est constante pour une
espece donnée et chaque éetape a une durée constante. Cette durée est indépendante de toute
action hormonale. Chez ’Homme, il faut 74 jours pour aboutir a un spermatozoide mature a
partir d’une spermatogonie, chez la souris 35 jours sont nécessaires (Luangpraseuth-Prosper,
2015).

-La phase proliférative

C'est la premiere phase de la spermatogenese reposant sur la mitose des cellules germinales
souches : les spermatogonies. La division mitotique des spermatogonies de type A a lieu de
maniere continue et permet le maintien et le renouvellement de I'épithélium séminifere. Au
départ, une spermatogonie indifférenciée et isolée de type As (single) appartenant au stock de
cellules germinales souches se divise de maniére asymeétrique en 2 cellules filles: une
spermatogonie de type As qui permet le maintien du pool de spermatogonies souches et une
spermatogonie de type appariée Apr (paired). Ces derniéres subissent plusieurs cycles de
divisions mitotiques successifs en passant par différents stades de spermatogonies A
(Apr—Aal—> A1—A2—A3—A4) et’aboutit aux spermatogonies In, intermédiaires, qui se
divisent en spermatogonies de type B. Une mitose finale des spermatogonies de type B permet
de donner naissance aux spermatocytes primaires (spermatocytes I) dits préleptoténes (Hermo et
al., 2010).

-La phase méiotique

La méiose est ainsi constituée d'une succession de deux divisions cellulaires consécutives.
La premiére division meiotique (méiose 1) ou division reductionnelle comporte une prophase |
longue (se subdivisant en 5 stades : leptoténe, zygoténe, pachyténe, diplotene et diacinese), la
métaphase I, I'anaphase | et la télophase I. Au cours de la prophase | a lieu le brassage génétique
(par crossing-over) qui assure la diversité génétique des gamétes. De cette maniére, les

spermatocytes | (2n chromosomes, 2 chromatides) donnent des spermatocytes Il (n
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chromosomes, 2 chromatides). Ces spermatocytes Il subissent la seconde division méiotique
(méiose 1) ou division équationnelle ou les chromatides sceurs se répartissent entre les deux
cellules filles pour donner les spermatides rondes (n chromosomes, 1 chromatide)

(Luangpraseuth-Prosper, 2015).
-La spermiogenese

Au cours de cette phase les spermatides rondes immatures se différencient en
spermatozoides (figure 4). Lors de leur différenciation en spermatozoide, les spermatides
subissent plusieurs modifications et changements morphologiques. Tout d'abord, leur noyau se
condense et se place en position sous-membranaire. On assiste également au remplacement des
histones par des protéines nucléaires plus basiques, les protamines. L'acrosome se forme par le
rassemblement des vésicules de I'appareil de Golgi, il contiendra notamment les enzymes
protéolytiques nécessaires lors de la fécondation. Au niveau de la partie proximale, les
mitochondries s'assemblent en spirale au niveau de la piece intermédiaire. Le flagelle se
développe a partir du centriole distal. Des microtubules se développement en arriére de
I'acrosome et les corps résiduels (fragments de cytoplasme non utilisés) seront éliminés par la
cellule puis phagocytés par les cellules sertoliennes. Au cours de la spermiogenése, la téte des
spermatides fait face au compartiment basal des tubes séminiféres et la derniére étape consiste en
la translocation des spermatozoides de la partie adluminale du tube seminifére vers la lumiére du
tube. Cette phase de libération des spermatozoides matures, ou ils se détachent de la cellule de
Sertoli dans la lumiére du tube séminifere, est appelée spermiation (Jan et al., 2012;
Luangpraseuth-Prosper, 2015).
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Figure 4 : Schéma de spermiogenése (Kohler, 2011)
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1-2-2-L’espace interstitiel et sa fonction

Ce compartiment est constitué par les cellules de Leydig situées dans le tissu conjonctif
lache entre les espaces intertubulaires. Sur le plan histologique, les cellules de leydig
apparaissent comme des cellules polyédriques de 10 a 15 pm de diamétre groupées autour des
capillaires sanguins et entourées par une lame basale discontinue. La présence dans le
cytoplasme d'un abondant réticulum endoplasmique lisse, de nombreuses mitochondries a crétes
lamellaires ou tubulaires, d'un appareil de Golgi développé et d'inclusions lipidiques sont
caractéristiques d'une activité de stéroidogenese. Elles renferment également des enclaves
pigmentaires et des inclusions protéiques spécifiques (cristalloides de Reinke). Les fonctions
endocrines consistent de la production des hormones stéroides (95 % de la testostérone

plasmatique) est assurée par les cellules de Leydig (Ludwig, 2011).

-La fonction endocrine des cellules de Leydig

La cellule de Leydig a été décrite pour la premiére fois en 1850 par Franz Leydig. C'est
seulement en 1903 que Bouin et Ancel apportent les premiers éléments montrant que la cellule
de Leydig est une cellule glandulaire endocrine, contrélant le développement des caractéres
sexuels secondaires males.

La cellule de Leydig est une cellule polygonale au noyau ovoide proéminent. Elle posséde
une ultrastructure caractéristique des cellules synthétisant des stéroides : cytoplasme riche en
citernes de réticulum endoplasmique lisse, mitochondries de taille variable et peu nombreuses
garnies de crétes généralement lamellaires, et enclaves lipidigques abondantes dans le cytoplasme
des cellules matures. Les cellules de Leydig sont soit isolées, soit groupées en amas autour des
capillaires sanguins, et entourées par une lame basale discontinue. La proximité de ces cellules
avec les tubes séminiféeres facilite la sécrétion de fortes concentrations de testostérone, qui sont

nécessaires a ’initiation et au maintien de la spermatogenese (Haider, 2004 ; Ludwig, 2011).

Dans la cellule de Leydig, la stéroidogénése est initiée par la LH. En se liant a son
récepteur couplé a la protéine G situé sur la membrane plasmique, la LH stimule 1’adénylate
cyclase qui catalyse la transformation d’ATP en AMPc. L’AMPc ainsi généré, active alors une
protéine kinase A qui phosphoryle une cholestérol estérase neutre cytosolique. Son activation
hydrolyse finalement les esters de cholestérol stockés dans les gouttelettes lipidiques

cytoplasmiques (Ludwig, 2011).

Les cellules de Leydig synthétisent la testostérone et des substances intermédiaires de

testostérone. Ces hormones sont issues d’un précurseur commun, le cholestérol. Différentes
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enzymes permettent la transformation du cholestérol en trois principaux stéroides testiculaires: la

testostérone, la dihydrotestosterone et le 17-B-cestradiol (Amann, 2011) (figure 5).
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Les flches rouges pleines indiquent la voie priférenticlle de la stéroidogenive
dans les cellules de Leydig (Abréviations : cyt P450sce : enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol ; 3BHSD : 3P-hydroxystéroi-
de déshydrogéinare/AS-Ad isomérase). La fléche bleue discontinue indique les réactions catalysées par la IBHSD et sépare schématiquement
la vole AS & ganche de la voie Ad & droite (17BHSD : 17P-Hydroxystéroide déshydrogénase) La fliche rouge discontinwe indique les réoc-
fions catalyrées par cette enzyme.

Figure 5 : Biosynthése des stéroides sexuels chez I’homme (Lakhdari, 2013).
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La testostérone est le principal androgéne circulant. La sécrétion globale de la
testostérone est de 5 a 7,5 mg / 24h chez I’homme adulte normal. Quand a la
dihydrotestostérone, c’est l'androgeéne actif au niveau des tissus périphériques (prostate,
épididyme, vésicule séminale) grace a la présence de I’enzyme 5-a réductase dans ces tissus. Elle
résulte de la réduction de la testostérone par la 5-o réductase. La DHT produite au sein du
testicule intervient dans la régulation de la spermatogenése mais la quantité libérée dans la
circulation est négligeable au regard de la production par les tissus périphériques. Le 17-B-
estradiol secrété par le testicule mais ne représente que 20 % du 17-B- estradiol circulant (le reste
provenant de la conversion périphérique de la testostérone).

Les androgénes ont pour principales fonctions la différenciation sexuelle masculine, le
développement des organes génitaux internes et externes (action conjointe de I'AMH), le
développement et le maintien des caracteres sexuels secondaires. La testostérone agit
directement pour la différenciation des canaux de wolff, le développement et le maintien des
caractéres sexuels secondaires. Mais la testostérone doit étre métabolisee en DHT pour induire la
virilisation du sinus urogénital et des organes génitaux externes, le développement de la prostate
et du follicule pilosébacé a la puberté. La testostérone a, par ailleurs, une action anabolisante au
niveau de tous les tissus, en particulier musculaire et osseux, et intervient dans le dimorphisme
sexuel cérébral et la physiologie du comportement sexuel. En association avec la FSH, la
testostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien de la spermatogenése. Elle agit sur les
cellules de Sertoli, et sur les cellules péritubulaires, via des récepteurs spécifiques, stimulant

indirectement la spermiogénese par une voie paracrine (Lakhdari, 2013).

1-3- Régulation de la spermatogenése

La spermatogenése est un processus cyclique complexe comprenant des divisions
mitotiques et méiotiques, ainsi qu’une différenciation terminale. Elle se déroule dans le tube
séminifere, et elle est sous le contrble trés précis de gonadotrophines hypophysaires et de

facteurs locaux.

1-3-1- Régulation hormonale

Sous I’influence de I’hormone GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), I’hypophyse
sécrete deux hormones appelées gonadotrophines : FSH et LH. Ces deux hormones sont
indispensables a la spermatogenése puisqu’en leur absence chez I’homme, lors de cas

d’hypophysectomie, il y a un arrét de la spermatogenese.
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Dans la gonade pubere, LH stimule les cellules de Leydig au niveau de ses récepteurs. Ces
récepteurs sont de la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une
protéine G intracellulaire. Le signal passe ensuite par la formation d’AMPc. En réponse a ce
signal, les cellules de Leydig produisent et secretent la testostérone. Cette hormone est
I’androgene principal chez la plupart des especes de mammiféres. Elle agit hors du testicule sur
les organes sexuels et les caracteres sexuels secondaires (Luangpraseuth-Prosper, 2015).

Avant la puberté¢, FSH stimule la prolifération des cellules de Sertoli. C’est un role
fondamental pour la fertilité car ¢’est le nombre de cellules de Sertoli qui définit le nombre de
spermatozoides pouvant étre produit. En plus de ce réle sur la prolifération, FSH joue également
un réle sur la maturation et la différenciation des cellules de Sertoli. De plus, FSH est la
principale hormone impliquée dans I’initiation de la spermatogenése a la puberté. L’invalidation
du géne codant pour FSH (Souris FSHBKO) ou pour son récepteur (FSHRKO) ne provoque pas
de stérilité mais induit une diminution du nombre de cellules germinales ainsi que de la qualité
du sperme. FSH augmente donc le nombre de spermatogonies, en augmentant la prolifération des
cellules de Sertoli et ainsi leur capacité a nourrir les cellules germinales (figure 6 et 7) (Wreford
et al., 2001 ; Luangpraseuth-Prosper, 2015).

___ Testo
stérone

|

1. Organes reproducteurs Inhibine
2. Maintien des caractéres
sexuels secondaires

Figure 6 : Contréle hormonale de spermatogenése (Lakhdari, 2013).
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D'autres hormones circulantes peuvent participer a la régulation de la spermatogénése. La
prolactine module la production de testostérone, mais le mécanisme de cette action n’est pas
encore bien élucidé. Chez I'homme, I'hyperprolactinémie chronique se traduit par une inhibition
de l'axe hypothalamo-hypophysaire et a une diminution de la sécrétion de testostérone. Chez
I'adulte, la spermatogenése est entierement dépendante de la présence de LH / testostérone
(qualité), et aussi de la FSH (quantité de spermatozoides). En effet, il existe une bonne
corrélation entre le taux de FSH et le nombre de spermatogonies. Le controle exercé par I’axe
hypothalamo-hypophyso-testiculaire est modulée par un rétrocontrdle assuré par les hormones
testiculaires de nature stéroidienne (testostérone) ou protéique (inhibine).

La régulation de la spermatogenése dépend en premier lieu de 1’axe hypothalomo-hypophysaire,
toutefois, elle implique aussi un systeme de régulation locale qui module les effets du systeme
endocrine. Cette régulation locale fait intervenir non seulement les contacts cellulaires (entre
cellules de Leydig et cellules de Sertoli, entre cellules de Sertoli et cellules germinales, entre
cellules germinales elles-mémes) mais aussi des facteurs de régulation ayant une action de type

paracrine ou autocrine (Semet et al., 2017).
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Figure 7 : Régulation endocrine de I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (Semet et al., 2017)
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1-3-2-La régulation paracrine

En plus d’étre régulées par les hormones, les fonctions des différentes cellules du testicule
sont soumises a une régulation paracrine au cours de la spermatogenése. On appelle facteur de
régulation paracrine un facteur produit par un type cellulaire et qui régule (prolifération ou
différenciation) un autre type cellulaire adjacent au sein du méme organe. Le testicule, de par son
architecture complexe, est typiquement le genre d’organe cible a régulation paracrine. La cellule
de Sertoli a, comme décrit précédemment, plus particulierement un role primordial dans la
régulation de la spermatogénese car elle se localise entre le milieu interstitiel et la lumiere du
tube séminifére, en contact avec les différents types cellulaires du testicule. Il existe un nombre
important d’interrelations spécifiques entre ces différents types cellulaires au sein du testicule.
On s’intéressera a trois d’entre elles : cellules de Sertoli et cellules germinales, cellules de
Leydig et cellules de Sertoli, cellules péritubulaires et cellules de Sertoli (Semet et al., 2017).

Elle est due a des substances (protéines, peptides...), sécrétées par une cellule ou un
groupe de cellules, qui agissent sur des cellules voisines a l'intérieur du testicule.
Ces substances sont responsables d'interactions réciproques entre les cellules de Leydig, les
cellules de Sertoli et cellules germinales. La cellule de Sertoli synthétise un grand nombre de

substances, notamment:

-Les inhibines et activines

Dans le contexte de la régulation paracrine du testicule, elles ont un role opposé: I’inhibine
est sécrétée lorsque la production de spermatozoides est élevée. Cette protéine inhibe la synthese
d'’ADN et les mitoses des spermatogonies.
En revanche, I’activine favorise les mitoses de spermatogonies ( de Kretser et al., 2004 ; Ludwig,
2011).
-L'IGF-1 joue un rdle important dans la régulation des fonctions endocrine et exocrine du
testicule. La part respective de I'lGF-1 circulant et de I'lGF-1 produit in situ par les cellules de
Leydig et Sertoli sous influence de LH et FSH, est difficile a préciser. L'IGF-1 a une action
mitogeéne sur les cellules somatiques et germinales. Il augmente le nombre de récepteurs a LH et
la capacité stéroidogénique de la cellule de Leydig. Il stimule, dans la cellule de Sertoli, la
production de lactate et de I'activateur du plasminogéne, facteurs importants d'interaction avec

les cellules germinales.

-Le TGF-B est produit et agit sur les cellules somatiques en inhibant leurs fonctions

différenciées en réponse aux gonadotrophines. Il diminue l'activité de plusieurs enzymes de la
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stéroidogenése et la production de testostérone de la cellule de Leydig ; il inhibe la production de
lactate de la cellule de Sertoli. Il a des effets opposés a I'l|GF 1.

-L'EGF et TGF-a sont deux peptides proches agissant via le méme récepteur et pourraient étre
des modulateurs de la spermiogenese et des fonctions leydigiennes et sertoliennes.

-Les IL-1 et IL-6 sont seécrétées principalement par les cellules de Sertoli ou elles
interviendraient comme régulateurs essentiels des stades précoces de la spermatogenese (Syed et
al., 1993 ; Ludwig, 2011).
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Chapitre II : Doxorubicine et stress oxydatif

1-Historique

Au début des années 60, des chercheurs Francais et Italiens ont isolé simultanément la
méme molécule antibiotique a partir de souches de Streptomyces caeroleorubidus et peucetius.
Le nom italien de cet antibiotique fut daunomycine, et le nom francais fut rubidomycine (Pein,
1995) pour enfin de compte étre actuellement distribué sous le nom de daunorubicine ou
daunomycine. L'activité antitumorale de cet antibiotique fut rapidement mise en évidence et il
devint le chef de file d'une famille d'anticancéreux appartenant a la famille des anthracyclines.
La doxorubicine (adriamycine), un analogue 14 hydroxy de la daunorubicine, fut isolée d'une
souche mutante de Streptomyces peucetius (var. caesius). Depuis les années 70 de nombreuses
anthracyclines ont été développées au cours d'études in vitro et in vivo, et ont montré une large

diversité dans leurs actions biologiques et chimiques (Hortobagyi, 1997).

2-Structure et propriétés physico-chimique des anthracyclines
La structure chimique des anthracyclines inclut deux composants un composant
polycyclique aromatique (tétracycline) correspondant a la portion aglycone (anthraquinone), et

un composant sucre (glucosamine) correspondant a la daunosamine (figure 8).

NH

Figure 8 : Structure chimique des anthracyclines (Geneviéve, 2004).

Les agents cytotoxiques de cette classe ont tous une structure quinone et hydroquinone.
Les structures moléculaires des diverses anthracyclines, elles différentes en radical comme :
Daunorubicine R = CO-CH, Doxorubicine R = CO-CH,0OH. Les anthracyclines sont des
composés relativement stables et cristallins, habituellement rouge-orangé. Elles sont solubles
dans I'eau, le méthanol et les solutions alcooliques. Elles sont insolubles dans la plupart des

solvants organiques. Ce sont des composés fluorescents possédant une fluorescence maximale
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dans une longueur d'onde supérieure a 500 nanometres. Cette propriété peut étre exploitée dans
un certain nombre d'études pharmacocinétiques, Le poids moléculaire est de 527530 pour la
daunorubicine (DNR), 543510 pour la doxorubicine (DOXO) (Hortobagyi, 1997 ; Geneviéve,
2004).

2-1-Doxorubicine

La DOXO appartient a la famille des antibiotiques anthracyclines, et produite par la
bactérie Streptomyces peucetius, DOXO est une médicament anticancéreux, aussi connu sous le
nom Adryamycine ou Adriblastine utilisé en chimiothérapie pour de nombreux types de tumeurs
telles que le cancer du sein, le cancer de I'ovaire, la leucémie et d'autres types de cancers (Zhou
and Chowbay, 2002 ; Granados et al., 2010 ; Meredith and Dass, 2016).

2-1-1-Structure et propriétés-chimique

/o\ OH
[V - _pCOCH,OH
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Figure 9 : Structure chimique de la doxorubicine (Kalyanaraman, 2013).

Le groupement tétracycline de la doxorubicine est composé des quatre cycles A-D. Les
principaux groupements fonctionnels qui y sont rattachés sont : la quinone sur le cycle C
(bleu), ’hydroquinone sur le cycle B (jaune), la chaine latérale acyclique (vert) et le sucre

daunosamine (rouge) sur le cycle A.

La formule chimique brute de la doxorubicine est C,7H29NO;; et sa masse moléculaire est
de 543,52 g/mol. La doxorubicine posséde une structure poly-aromatique plane. Elle est
composée d’une fraction chromophore aglycone (adriamycinone : C»1H130g), tétracycle avec des
groupements adjacents quinone-hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme accepteur
et donneur d’électrons, un substituant méthoxy et une chaine courte avec un groupement

carbonyl se terminant par un alcool primaire, reliés par une liaison glycosidique avec un
17



Chapitre II : Doxorubicine et stress oxydatif

aminosucre (daunosamine : CgH13NOs3) (figure 9), responsable de 1I’hydrosolubilité de la DOXO.
La forme utilisée en clinique est le chlorhydrate de DOXO, un sel rouge hydrosoluble (Abidli,
2004 ; Sheela et al., 2005 ; Meredith and Dass, 2016).

2-1-2-Pharmacocinétique de la doxorubicine
-Absorption et distribution
La doxorubicine est administrée par voie intraveineuse afin d'atteindre rapidement la

tumeur sans étre trop dégradeée, et en injection rapide, pour éviter une extravasation a coté de la
veine qui endommagerait les tissus. Ces substances possedent une importante diffusion tissulaire
et sont rapidement captées par différents organes: cceur, reins, poumons, foie et rate, mais ne
traversent pas la barriéere hémato-encéphalique car a son caractére lipophile (Hande, 1998). La
doxorubicine est liée aux protéines plasmatiques est d’environ 75%, surtout I'albumine. La
DOXO pénétre dans les cellules par diffusion passive, et que 1’accumulation intracellulaire des
concentrations est de 10 a 500 fois supérieure par rapport a celle du milieu extracellulaire (Lal et
al., 2010). La demi-vie de distribution initiale d'environ 5 minutes, tandis que son élimination est
lente a partir des tissus qui se traduisent par une demi-vie terminale de 20 a 48 heures (Campos
etal., 2012).

-Métabolisme

Le métabolisme de la doxorubicine se déroule principalement au niveau du foie et est un
processus trés complexe et comprend plusieurs interactions :
e Réduction de la fonction carbonyle (C = O) de I’atome de carbone numéro 13 dans la chaine
latérale de la Doxorubicine a un groupement alcoolique (OH) et cela par stimulation de I'enzyme
cytoplasmique (NADPH-dépendent Aldo-céto réductase) et formation du métabolite hydroxy
doxorubicine (figure 10), nommé doxorubicinol qui est le principal métabolite actif de ce
médicament.
e Déglycosylation en activant I'enzyme cytochrome P450 réductase et formation de hydroxy

aglycones ou déoxy aglycones.

e Ensuite la doxorubicine et ses métabolites sont excrétés par la bile sous forme de doxorubicine
ou doxorubicinol apreés 24 heures d’absorption ou bien sous forme de sulfates et glucoronides

apres 48 heures (Zhou and Chowbay, 2002).
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-Elimination

L’¢limination est biliaire. Environ 40% de la dose apparait dans la bile en 5 jours, alors que
seulement 5 a 12% du médicament et de ses métabolites apparait au cours de la méme peériode de
temps dans ’urine (Zhou and Chowbay, 2002), ce qui explique la coloration rouge de l'urine,

quelques jours apres le traitement (Lauzon, 2008 ; Alkuraishy et al., 2017).
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Figure 10 : Voie métabolique de la doxorubicine (Sheela et al., 2005).

19



Chapitre II : Doxorubicine et stress oxydatif

2-1-3-Mécanisme d’action

La doxorubicine posséde divers action moléculaire, elle pénétre la cellule par le récepteur
pore MDR (multi drug resistance), puis est transportée au noyau sur un protéasome (transport
nucléaire) (Minotti et al., 2004).

2-1-3-1-L’interaction avec les bases azotées de 'ADN
La doxorubicine s’intercale entre deux paires de bases azotées de la double hélice de
I’ADN, modifiant ainsi la structure de I'ADN (Phillips et al., 1996). Ce changement conduit a
entraver la corrélation enzymatique, les enzymes de réplication de I'ADN polymérase, des
enzymes de clonage ARN polymeérase, les enzymes de réparation de I'ADN, ce qui inhibent la
réplication de I’ADN ainsi que sa transcription en ARN (figure 11). Cette interruption du cycle

cellulaire conduit a la mort de la cellule (Outomuro et al., 2007 ; Tacar et al., 2013).

2-1-3-2-Inhibition de I’enzyme topo-isomérase 11

La doxorubicine est capable d’inhiber les topo-isomérases Il. Ces enzymes nucléaires
assurent la torsion et la détorsion de la molécule d’ADN au fur et a mesure de la réplication et de
la transcription via des coupures transitoires des deux brins d’ADN suivies de religations de ces
mémes brins. En stabilisant le complexe de clivage ADN-topo-isomérase Il obtenu apres la
coupure des brins d’ADN par I’enzyme, la doxorubicine empéche 1’étape de religation, formant
ainsi un complexe topo-isomérase 1I-ADN-DOXO (figure 11), ce qui conduit a une coupure
définitive des brins d’ADN (Lansiaux et Pourquier, 2011), au niveau de ’ADN menent a
I’activation du P53, I’arrét du cycle cellulaire puis a 1’apoptose (Lauzon, 2008 ; Alkuraishy et
al., 2017).

2-1-3-3-Inhibition de I’enzyme hélicase
Hélicase est une enzyme qui catalyse le désenroulérent de la double hélice d'’ADN pour
permettre la réplication. Des nouvelles études estiment I’inhibition de cet enzyme par la

doxorubicine (Bouaouina et al., 2017).

2-1-3-4-Toxicite directe sur les membranes cellulaires
Cette toxicité intervient avant méme la pénétration dans les cellules car la doxorubicine a
une grande affinité pour les lipides membranaires. La DOXO alterent la fluidité des membranes
liposomales, altérent le transport d'électrons a travers la membrane mitochondriale. De plus, elles
élevent la concentration intracellulaire du calcium par troubles de la perméabilité au calcium

(Geneviéve, 2004).
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2-1-3-5-Production des radicaux libres
Les composés de dégradation de la doxorubicine entraineraient la formation de radicaux
libres tels que I'anion superoxyde (0,*), le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), et le radical hydroxyle
(OH®). Ces radicaux libres endommageraient I'ADN (figure 11), les protéines et les constituants

des membranes cellulaires (larussi et al., 2001).

2-1-3-6-Apoptose

L’action proapoptotique de la doxorubicine est en partie initiée par les radicaux libres, qui
activent la protéine p53 et sa fixation sur ’ADN. La p53 y active la transcription du géne Bax
(médiateur proapoptotique), inhibe celle du géne Bcl-XL (médiateur antiapoptotique). Bax induit
la libération du cytochrome c¢ par la mitochondrie, par ouverture du pore mitochondrial, tandis
que Bcl-XL a l’effet inverse. Cette libération du cytochrome c entraine la formation de
I’apoptosome, complexe Apaf-1 (effecteur comprenant 1’apoptosis activating factor-1), et le
cytochrome c et la pro-caspase-9, ce complexe conduit a I’apoptose. La p53 interagit aussi avec

la topoisomérase 11, dont elle inhibe la fonction ligase (Minotti et al., 2004).
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Figure 11: Les diverses actions moléculaires de la doxorubicine (Yang et al., 2014).

La doxorubicine peut former des espéces réactives a I’oxygéne (ROS) pouvant induire des
réactions toxiques pour I’ADN. La métabolisation peut entrainer la production de molécule
de formaldehyde impliqué dans Uintercalation d’une molécule de doxorubicine dans
I’ADN. Enfin, la doxorubicine peut fixer la topoisomérase Il induisant des torsions de

I’ADN et des cassures doubles brins de I’ADN.
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2-2-Le Stress oxydatif

Pour mieux comprendre le phénomene du stress oxydant il faut tout d’abord connaitre que
signifie les radicaux libres et qui peuvent étre défini autant qu’especes chimiques instable, tres
réactive. Comprend d’un ou plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe, ce qui leur
confeére un fort degré de réactivité (Migdal and Serres, 2011). La présence de cette électron non
apparié permet a ces molécules d’avoir une grande instabilité, qui est exprimée par une réactivité
extréme et une vie trés courte et qui leur permet de jouer un réle d’accepteurs d’électrons en
soustrairont les électrons a d’autres molécules, cette perte d’électrons coincide au processus de
I’oxydation (Gilgun-Sherki et al., 2001).

Les radicaux libres provoquent le stress oxydant qui est défini comme un deséquilibre de la
balance entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, conduisant a une
perturbation du contrdle et de la signalisation redox des cellules et/ou a des dommages
moléculaires. Le systéeme pro-oxydant comprend les espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de
I’azote (ERN) (tableau 1). Celles-ci sont composées en grande partie de radicaux libres, et de
molécules non-radicalaires mais néanmoins oxydantes. Une augmentation de la présence des
ERO et ERN est le résultat d’'une augmentation de leur production et/ou d’une diminution du

systeme antioxydant chargé de les neutraliser (Sies and Jones, 2007).

Tableau 1 : Principales espéces réactives de I’oxygéne et de I’azote (Devasagayam et al., 2004).

Especes Réactives dérivées de I'Oxygene Especes Réactives dérivées de I'Azote (ERN)
(ERO)
Anion superoxyde 0" Oxyde nitrique NO*
Radical hydroxyle OH* Peroxynitrite ONOO
Peroxyde H,0, Acide proxy-nitreux ONOOH
d'hydrogéne
Radical Peroxyle ROO* Dioxyde de nitrogene NO,
Hydroperoxyde ROOH
Oxygéne singulet '0,
Ozone O3
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2-2-1-Les systemes antioxydants
Un antioxydant est défini comme étant toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher ’oxydation de ces substrats, il existe deux types de systéme antioxydant (Berger,
2006).

2-2-1-1-Les systemes antioxydants enzymatiques
-Les superoxydes dismutases (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiere ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de I'oxygéne (Vergely and Rochette, 2003). Les superoxydes dismutases se
différent en Mn SOD qui se trouve au niveau des mitochondries, et le Cu Zn SOD au niveau du
cytosol et des eérythrocytes (Kalyanaraman, 2013). Elle catalyse la dismutation de 1’anion

superoxyde (O,°) en O, et peroxyde d’hydrogene (Valko et al., 2006) ) (figurel2).

2H*+20," 2P H,0,+0,

-Les catalases (CAT)

Présentent principalement au niveau des peroxysomes (Boonstra and Post, 2004), elles se
situent dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le foie et les globules rouges.
Elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Valko
et al., 2006) (figurel2), mais elles ne I’¢liminent pas totalement en effet elles jouent un role trés
important en permettant d'éliminer I'exces de peroxyde d'’hydrogéné afin que la réaction de

Fenton ne puisse pas s'amplifier et surtout en présence d'ions ferreux (Kalyanaraman, 2013).

2 H,0, 2288 H Lo+ 0,

-Les glutathion peroxydases (GPx)

Les GPx connues sont des Enzymes a sélénium. Pour leur fonctionnement elles utilisent le
glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elles transférent L’oxygéne, et le
transformant en glutathion oxydé (GSSG) (Vitoux et al., 1996 ; Kaneko et al., 2002). Elles
agissent en réduisent le peroxyde d'hydrogene (H,O,) (figurel2) et les peroxydes organiques

(ROOR) toxiques formés par I’oxydation des acides gras ou du cholestérol (Favier, 2003).
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Figure 12 : Principaux systémes enzymatiques antioxydants impliqués dans le
controle des ROS (Favier, 2006).

2-2-1-2-Les systemes antioxydants non-enzymatique
-Vitamine E
La vitamine E est un antioxydant principale liposoluble, elle est attaché a la membrane
utilisé par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Proyor, 2000). La vitamine E tres
active dans la résistance a I’oxydation des LDL (Lopez et al., 2005).

-Vitamine C (Acide ascorbique)
La vitamine C est un antioxydant puissant hydrosoluble, Elle réagit avec les especes

réactives de I’oxygéne comme (OH®) ou (O,*) (Vertuani et al., 2004). Elle est un réducteur
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susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la régénération des autres
antioxydants tels que les a-tocophérol (Vitamine E) (Greff, 2011).

y-glutamyl-cystéine
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y-glutamyl-cystéine <——— &
+ Glutamine

0,” Glycine

l @ @ glutathion synthétase
HZOZ GSH NADP*
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Figure 13 : Le systéme d’antioxydant du glutathion (Kalyanaraman, 2013).
Les niveaux de glutathion réduit (GSH) sont maintenus par deux voies indiquées par les cercles
rouges: 1- la voie de synthése de novo a partir d’acides aminés et 2- le recyclage du glutathion
oxydé (GSSQG) via la glutathion réductase (GR) NADPH-dépendante. L’activité antioxydant du
GSH implique deux principaux mécanismes indigqués par les cercles verts: 1- la capture des
radicaux libres comme I’anion superoxyde (O,*) et 2- la détoxification du peroxyde d’hydrogéne
(H202) par I’enzyme glutathion peroxydase (GPy).

-Le b-caroténe
La principale source du B-caroténe est 1’alimentation, il peut agir comme un précurseur
pour la vitamine A. Aussi il a le pouvoir de capter I'oxygéne singulet sous faible pression
d'oxygeéne et il s'oppose a la génotoxicité de nombreux agents en protégeant les structures

cellulaires contre I'agression oxydante (Allard et al., 1994).

-Glutathion (GSH)
Le systeme du GSH est un acteur important dans la défense antioxydant des cellules. 1l fait
intervenir des enzymes et des antioxydants non-enzymatiques (Luczaj et al., 2017). Le GSH est
un tri-peptide composé de glutamine, cystéine et glycine. Il a deux fonctions principales, soit le

contréle du stress oxydatif (Dalto and Matte, 2017) et la détoxification de diverses molécules
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(Kaneko et al., 2002). Le GSH est considéré comme un antioxydant non-enzymatique car il peut
directement piéger les radicaux libres (Sebastia et al., 2003) (figurel3). De plus, il agit comme
un donneur d’¢lectrons pour la seléno-enzyme GPyx, qui détoxifie ’H,O, (Kaneko et al., 2002).
Lors de ce processus, le GSH passe de sa forme réduite a oxydée, en donnant son électron au

peroxyde qui devient alors de 1’eau (Kalyanaraman, 2013).

3-Doxorubicine et stress oxydatif
La DOXO est capable d’induire du stress oxydatif dans les cellules cibles par différents

mécanismes (Kalyanaraman, 2013 ; Rochette et al., 2015) :

3-1-Voie enzymatique

La voie principale commence par la réduction de la forme quinone de la DOXO, catalysée
par les flavines réductases (NADPH-cytochrome P-450 réductase, NADH déshydrogénase), pour
aboutir a la formation d’un dérivé semi-quinone radicalaire par le gain d'un électron (figure 14).
En présence de dioxygene, ce dérivé radicalaire est rapidement oxydé, et donne son électron au
dioxygéne moléculaire pour former un anion superoxyde (O,"), suivit du retour de la DOXO
sous sa forme quinone initiale. L’anion superoxyde est transformé en peroxyde d’hydrogeéne
(H20,) par le superoxyde dismutase (SOD) ou peut se produire de fagcon spontanée, puis 1’0,
réagir avec H,O, selon la réaction de Haber Weiss, et conduit a la formation de radicaux

hydroxyles (OH®), un des radicaux libres les plus réactifs et destructifs (larussi et al., 2001).
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Figure 14 : Formation des ERO par réduction a un électron de la doxorubicine (Meciad, 2019).

3-2-Voie non enzymatique

Le fer est un déterminant majeur de I’oxydoréduction cellulaire. Il participe a la réaction
de Fenton comme donneur d’électron a peroxyde d’hydrogéne, aboutissant a la formation d’une
espece radicalaire puissante, le radical hydroxyle (Gudjoncik et al., 2014). la doxorubicine réagit
avec le fer aprés l'avoir libéré de ses sites de stockage par attaque les protéines ferritine et
transferrine, provoquant ainsi la libération de ces ions (Kara et al., 2018).

Le Fe** se lie alors & trois molécules de DOXO a partir des fonctions cétone hydroxyle des
cycles B et C, pour former un complexe ternaire trés stable : Fe**-(DOXO); (figure 15). Ce
complexe subit un cycle interne d’oxydoréduction, donnant naissance a un complexe Fe?'-
(DOXO)s. Ce dernier peut céder son électron supplémentaire a 1’oxygeéne moléculaire et aboutir
ainsi a la formation de O," et par la suite la formation des autres radicaux libres (Kara et al.,
2018).

Aussi le complexe doxorubicine-fer réagit également avec la membrane plasmique
induisant la peroxydation des lipides et production des ERO qui conduit leurs accumulations
dans le milieu intracellulaire. L’ensemble de ces événements causent des dommages a la cellule
pouvant induire 1’apoptose (Rochette et al., 2015).

D’autres ions métalliques telles que le cuivre Cu(Il) ou le magnésium Mg(Il) peuvent se

substituer le fer (111) pour former un complexe avec la doxorubicine et mener a la formation des
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ERO. Les chelateurs du fer pourraient représenter une nouvelle approche pour interrompre le

cycle du stress oxydant induit par le fer (Meciad, 2019).
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Figure 15 : Formation des ERO par voie non enzymatique (Meciad, 2019)

Finalement, il ne faut pas négliger le fait que le métabolisme de la DOXO peut affecter ses
propriétés et donc impliquer d’autres voies de production de stress oxydatif. Par exemple, la
formation de doxorubicine aglycone plus lipophile lui permet de diffuser dans la membrane
mitochondriale et de s’y accumuler, ce qui crée plus d’ERO a partir de la chaine respiratoire

mitochondriale (Granados et al., 2010).

29



Chapitre II : Doxorubicine et stress oxydatif

Il est important de noter que les mécanismes d’induction de dommages a ’ADN et de
stress oxydatif de la DOXO ne sont pas complétement indépendants 1’un de I’autre. Par exemple,
la production de radicaux libres hautement réactifs comme 1’hydroxyle radical peut mener a des
cassures dans I’ADN (Accord Healthcare Limited, 2017). De plus, la formation d’adduits a
I’ADN passe en grande partie par les ERO, qui peuvent réagir avec les désoxyguanosines,
désoxyadénosines et désoxycytidines de I’ADN (Granados et al., 2010).

Les ERO, peu importe leur mécanisme de production, 1’accumulation d’ERO
intracellulaires est généralement suivie de la mort cellulaire par apoptose (Meredith and Dass,
2016).

4- L’infertilité masculine et Doxorubicine

L’infertilit¢ masculine est 1’impossibilit¢ pour un homme d’assurer une procréation du
faite d’une défaillance des parameétres spermatiques.
Les infertilités masculines acquises portant atteintes a la morphologie, la mobilité ou au pouvoir
fécondant des spermatozoides, peuvent étre d’origine médicamenteuse (Schlosser et al., 2007).
C’est pourquoi les études sont réalisées afin d’évaluer 1I’impact des médicaments sur les
parametres spermatiques et leurs effets plus ou moins réversibles sur la fertilité (Millsop et al.,
2013). Donc I’infertilité est I’incapacité a procréer est peut &tre primaire ou secondaire :
Primaire : C'est I'absence de grossesse aprés un minimum d'un an de rapports sexuels non
protégés chez une femme n'ayant jamais eu de grossesse.

Secondaire : chez une femme qui a déja eu une grossesse (Bouchelaghem and Serour, 2017).

4-1- Les causes d’infertilité masculine
L’infertilit¢ masculine en différentes causes car le mécanisme de production du sperme

étant un processus complexe toute altération de ce processus peut entrainer une infertilité :

4-1-1- Les infertilités obstructives

Agénésie vésiculo-déférentielle bilatérale congénitale : c’est une forme génitale de la
mucovixidose, elle est due a la mutation de gene de la mucovixidose CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator). On peut également retrouver une agénésie unilatérale ou

une agenésie des canaux €jaculateurs (Barthelemy, 2003 ; Schlosser et al., 2007).
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4-1-2- Les obstructions post infectieuses

La cicatrisation évalue vers 1’obstruction sur le trajet du sperme 1’obstruction est souvent
asymétrique. Les infections urinaires récidivantes surtout lorsqu’ elles s’accompagnent d’orchi-
épididymites sont également une cause d’obstruction post-infections spécifique comme la

tuberculose uro-génitale et autre peuvent étre en cause (Bouchelaghem and Serour, 2017).

4-1-3- Les causes endocriniennes

Les causes d’infertilités pré-testiculaires sont majoritairement liées a un hypogonadisme
hypogonadotrope, c’est-a-dire une diminution de la synthese des hormones sexuelles due a une
diminution de la sécrétion des hormones gonadotropes LH et FSH. Cette diminution entraine une
altération de la production de spermatozoides (Roze et al., 2009).
Les tumeurs hypothalamiques, les adénomes hypophysaires, 1’hémochromatose et la
radiothérapie de la hypothalamo-hypophysaires. Ces causes provoquent en générale une
insuffisance de sécrétion de 1I’ensemble des hormones hypophysaires (Bouchelaghem and Serour
2017).

4-1-4- Les causes testiculaires

Le processus pathologique se situe au niveau de testicule avec diminution de la production
de spermatozoides, et les problemes de fertilité sont associés a une plusieurs anomalies du
sperme (Leaver, 2016).
Une asthénozoospermie, oligozoospermie et tératozoospermie, les causes de ces anomalies, au
niveau de testicule sur les canaux conducteurs des spermatozoides qui amenent une réduction de
la testostérone qui affecte la maturation des spermatozoides (Junguirth et al., 2012), et la
réduction de la circulation sanguine des testicules et des canaux déférentes, qui peuvent étre
endommagés ou obstrués peuvent empécher le transport des spermatozoides vers 1’extérieur

(Lindsay and Vitrikas, 2015).

4-1-4-1- Malformations anatomiques
- Varicocéle : est une dilatation variqueuse des veines (varices) du cordon spermatique (situées
dans les bourses, au-dessus de chaque testicule), elle peut étre symptomatique d’une tumeur
abdominale, en particulier une tumeur du pole inférieur du rein droit.
La varicocele est responsable d’une altération de la spermatogenése sous forme d’une oligo
asthéno-tératospermie la perturbation de la fonction endocrine sera confirmée par un taux de
FSH éleve, enfin la varicocele entraine tres fréquement une hypotrophie testiculaire homolatérale

(El Hajjami, 2017).
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4-1-4-2- L’auto-immunisation anti-spermatozoides
Il s’agit d’une anomalie de physiopathologie ma connue ou il y a production
d’autoanticorps anti-spermatozoides par ’homme. Ces anticorps provoquent 1’agglutination des
spermatozoides entre eux ce qui diminue leur mobilité et leur pouvoir fécondant. Les

épididymites et la vasectomie en seraient des facteurs favorisants (Skakkebaek, 2003).

4-1-4-3- Les causes chromosomiques

Parmi les causes chromosomiques on retrouve le syndrome de Klinefelter, aneuploidie
caractérisée par un chromosome sexuel X supplémentaire. Ce syndrome entraine une
augmentation des taux de gonadotrophines donc un taux de testostérone faible (Ploton et al.,
2010). Elle est I’anomalie cytogénétique la plus fréquente dans ce cadre, un développement
insuffisant du pénis et de scrotum, une descente incompléte des testicules ainsi qu’une
azoospermie ou une oligospermie sévére (Rock et al., 2014).
D’autres causes monogéniques trés rares altérant la spermatogenése ont ¢t€¢ mises en évidence
comme la mutation du récepteur de la FSH découvertes il y a prés de 20 ans et qui empéchent la
stimulation des cellules de Sertoli par cette gonadotrophine et la mutation de TEX11 un géne
situé dans le chromosome X et impliqué dans la meiose des cellules germinales (Yatsenko et al.,
2015).

4-1-5- La chimiothérapie

La chimiothérapie est une stratégie thérapeutique qui fait appel a I’aptitude d’agents
antiméoplasiques qui favorisent la mort des cellules tumorales via une variété de processus tels
que I’arrét du cycle cellulaire (Teuffel et al., 2013), elle a été initialement utilisée dans les
tumeurs solides métastatiques et dans les néoplasies hématologiques (leucémies et lymphomes)
(Marianne, 2015).
La chimiothérapie assure la simulation de 1’apoptose et I’inhibition des voies métaboliques
essentielles a la croissance des cellules tumorales (Teuffel et al., 2013). Comme elle peut référer
aussi aux médicaments traitant certaines autre maladie non néoplsiques. Ces médicaments
peuvent étre classés en quatre catégories : les inhibiteurs de 1’activité protéine tyrosine kinase,
les modificateurs de la réponse immune, les hormones et les agents cytotoxiques (Lagha and
Smali, 2016). Plusieurs classes médicaments on peut distinguer les cytotoxiques qui peuvent
provoquer la mort des cellules entrainant 1’altération de I’ADN donc la chimiothérapie est un

traitement majeur du cancer (Thirion, 2017).
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4-1-5-1- Les différents classes de chimiothérapie
La chimiothérapie inhibe la croissance tumorale, ou il se trouve une multitude de drogues
utilisées en chimiothérapie, classées en deux grandes catégories :
-Les médicaments cytotoxiques : permettant de bloguer la synthese, le fonctionnement ou la
multiplication cellulaire.
-Les médicaments non cytostatiques : qui bloguent certaines fonctions anormales des cellules
cancéreuses et leur microenvironnement (Charlier et al., 2005).
e Les agents cytotoxiques ont été classés : les agents alkyltants, les anti métabolites, les
agents antimicrotubules, les inhibiteurs des topoisomérases | et 1l, les vinca-alcaloides
(Vuillet et al., 2014).

» Les agents alkylants : altérent la fonction cellulaire, ils provoquent une Iésion biochimique
dans I’ADN (la molécule a la base des geénes) du noyau et altérent ainsi la cellule cancéreuse
(Bouchard, 2005), les agents alkylants forment les liaisons covalentes avec nucléotides de la

chaine ADN et inhibent ainsi la réplication (Desplat, 2016).

> Inhibiteurs des topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes permettent de séparer les brins d’ADN, ils sont
ciblés par les anticancéreuse, les Inhibiteurs des topoisomérases permettent de bloquer ’activité
des enzymes de stabiliser les coupures transitoires de I’ADN et une inhibition de la

réplication (Marlene, 2017).

> Les antimétabolites : Les antimétabolites sont des analogues structuraux de métabolites
impliqués dans la synthése de ’ADN et ’ARN (Hori et al., 2010). lls trompent la cellule en
initant ses substances indispensables a la division et a la survie des cellules (Bouchard, 2005).
Les antimétabolites exercent leur activité cytotoxique agissant comme inhibiteur compétitifs,
ils divisent en trois sous groupe : analogue de 1’acide folique, analogue de la pyrimidine,
analogue de la purine, et leur principales molécules sont: Méthotrexate, cytarabine,

Gemcitabine, Fludarabine, et 6 thio-guanine (Monassier, 2012).

» Anthracyclines : les anthracyclines sont des antibiotiques qui s’intercalent a 1’ADN, ils
peuvent également générer un stress oxydatif ou inhiber la topoisomérase Il (Hanna et al.,
2011), et leur principales molécules sont : Doxorubicine, Epirubicine, la daunorubucine, la

Pirarubicine (Gustafson et al., 2002 ; Teuffel et al., 2013) et la Doxorubicine demeure I’une
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des anthracyclines les plus utilisé grace a son large éventail d’effets thérapeutiques contre de
nombreux types de tumeurs (Thorn et al., 2011).

4-1-5-2- Les effets des agents cytotoxiques de chimiothérapie sur la fertilité
masculine

La chimiothérapie cytotoxique est un traitement utilisé contre le cancer, elle altére la

multiplication cellulaire en ciblant I’ADN, cette cytotoxicité touche les cellules cancéreuses et
les cellules non malades en phase de division, I’atteinte des tissus normaux est une limite a
I’utilisation des chimiothérapies (Chauvergne and Hoerni, 2001).
La chimiothérapie est également connue comme étant une arme majeure du traitement du cancer
du testicule, elle interrompt des mécanismes cellulaires tres présents dans les cellules en division
rapide, expliquant la sensibilité des cellules germinales (El Hajjami, 2017) et I’utilisation d’une
combinaison d’agent de chimiothérapies permet de cibler les cellules cancéreuse par différents
mécanismes d’action. Les agents sont répartis en différentes classes en fonction de leur mode
d’action ou de leur structure moléculaire, tel que le doxorubicine est un inhibiteur de
topoisomérase (Aghaee et al., 2013).

La plupart des molécules de chimiothérapie ont été classées selon a leur risque
gonadotoxique, c'est-a-dire selon le degré d'altération de la spermatogenese allant de
I'oligozoospermie a l'azoospermie non obstructive apres récupération (tableau 2) (Lee et al.,
2006 ; Wyns et al.,, 2010). Cette classification indique les risques d'infertilité apres une

exposition a la chimiothérapie.
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Tableau 2 : Principales classes de chimiothérapie et effets de chaque agent sur la

spermatogenése chez I’homme D’aprés (Meistrich, 2013).

Classe de chimiothérapie Agent Effet sur la
spermatogenése
Cyclophosphamide (>10g/m?) Azoospermie prolongée

Moutarde azotée
Procarbazine (>4g/m?) Cisplatine

Agent alkylant (>500mg/m?)
Busulfan (>600mg/m?) Azoospermie potentielle
Effet additif potentiel
Anthracycline, Doxorubicine (>770mg/m?) Réduction temporaire
Antibiotique Effet additif potentiel
Antibiotique Bléomycine Réduction temporaire
Effet additif potentiel
Antimétabolite 6-Mecaptopurine Réduction temporaire
Meéthotrexate Effet additif potentiel
Alcaloide Vincristine Réduction temporaire
Vinblastine (>50mg/m?) Effet additif potentiel
Etoposide
Corticostéroide Prednisone Pas d’effet toxique

La doxorubicine est capable d’entraver le processus de spermatogenese dans le testicule,
en provoquant une altération de la structure et de la fonction des cellules germinales (Yang et al.,
2017). Parmi les cellules les plus affectées par I’action cytotoxique de la DOXO, se trouvent les
spermatogonies A et les spermatocytes | (Kang et al., 2002), le traitement par le DOXO affecte
I’épithélium par : une inhibition de la synthése de I'ADN spermatogonial et une migration des
spermatogonies de type A vers la membrane basale (Hou et al., 2005), et par la peroxydation
lipidique et production d’énergie des cellules germinales qui contribue a la perte de la
spermatogenese associée a 1’apoptose démesurée des cellules germinales (Peluso et al., 2000), et

par une perturbation du processus de maturation des spermatozoides (Meistrich et al., 1990).
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» Effet du doxorubicine sur la spermatogénése
L'infertilité masculine est un effet secondaire d’une chimiothérapie (Valli et al., 2014).
L’accumulation du DOXO dans les testis induite des effets indésirables sur la fertilité masculine
qui affect sur le mouvement du sperme, le contenu du sperme et la morphologie des
spermatozoides (Kato et al., 2001). Pour examiné les effets causés par la doxorubicine sur les
testicules on doit dépendre sur une expérience (Silva et al., 2018) :
e Expérience
Choisissez 20 rats pesant (250-300g), on divise les rats en deux groupes, Le premier

groupe (A) contient (16 rats) traité par une dose (7.5mg /kg) du DOXO, le deuxiéme groupe (B)

contient (4 rats) traité par une dose (0.15mg/kg) du PBS, Le traitement dure 28 jours avec les

mémes conditions. Apres le traitement, les rats sont disséqués, les testicules prélevés et coupés
en 5 um, placer sur lame de verre et coloré avec I'nématoxyline et a I'éosine, finalement une

observation avec un microscope (X 1000) (Silva et al., 2018).

e Observations du cette expérience

a. Le poids corporal entre les rats du groupe (A) et (B) n’a pas changé, par contre une perte de
poids dans les testis et les gonadosomatique indice (GSI) seulement dans le groupe traité par
le DOXO (Silva et al., 2018).

b. toutes les étapes du cycle d'épithélium séminifére ont été modifiées dans les rats (A) traites
par le DOXO dans le 7 et le 14 jours du traitement par apport aux rats (B). Jusqu’au le 21 et
28 jours la quantité des cellules germinales dans le groupe (A) est diminue (Silva et al.,
2018).

c. La numération des spermatocytes dans le groupes traité par le PBS a été normal, la formes
des spermatides, les spermatogonies, les cellules de Sertoli sont normal par contres dans le
groupe traité par le DOXO la formes des spermatides au début ont été rond apres, ils ont
trouvées allongées a la fin plusieurs corps résiduels vacuoles ont été trouvés, Au 28 jours,
les spermatogonies étaient plus rares dans le tubules (Silva et al., 2018).

d. Les rats traités au DOXO ont présenté une diminution significative du diametre tubulaire et
hauteur de I'épithélium a 7, 14, 21 et 28 jours par rapport a le groupe témoin. Des réductions
significatives du diamétre tubulaire et de la hauteur de I'épithélium ont également été
trouvées dans le groupe expérimental, des diminutions significatives du compartiment
intertubulaire ont été observées dans les rats traités au DOXO a sept jours et augmentations
significatives chez les évaluations réalisées chez les rats a 14, 21 et 28 jours par rapport

au groupe témoin. Le compartiment tubulaire et intertubulaire également présentaient des
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différences significatives dans le groupe expérimental a 7,14, 21 et 28 jours (Silva et al.,
2018).
» Effet du DOXO sur les cellules de Sertoli
DOXO pourrait causer des dommages transitoires dans la fonction cellulaire de Sertoli, et
comme les cellules de Sertoli sont responsables de la synchronisation du cycle de I'épithélium
séminifére, des altérations de ces cellules peuvent provoquer problémes de progression des
étapes au cours du cycle, et I'échec de la libération de spermatozoides et méme I’apoptose des

cellules germinal car ils subit des divisions cellulaire (Brilhante et al., 2012).

» Effet du DOXO sur I’ADN

La doxorubicine est toxique pour les organes reproducteurs males et les spermatozoides en
induisant des dégat et des mutations sur L’ADN (Kang et al., 2002). La toxicité induite par la
doxorubicine a été attribuée aux formation des ROS qui favorisant la nécrose et I'apoptose dans
les tissus testiculaires (Vapa et al., 2012). Car une augmentation de 1'expression du TNFa, NF-
kB, caspase-3, INOS dans les testicules (Magalhdes et al., 2017 ; Kabel, 2018 ). Egalement
I'inhibiteur de I'ADN topoisomérase Il a conduit a des altérations morphologiques et nucléaires,
entrainant une vacuolisation cytoplasmique et une condensation anormale de la chromatine
(Brilhante et al., 2012). Des dommages a I'ADN des télomeres, associés a une inhibition de
I'activité de la télomérase, ont été mis en évidence que leur dysfonctionnement pourrait agir sur
les types de cellules germinales les plus différenciés et contribuer a I'infertilité masculin (Liu et
al., 2014). L'exposition a la DOXO pour modifier méthylation de I'ADN des spermatozoides a
été mise en évidence dans des modeles animaux. Anomalies de la téte dans prés de 50% des
spermatozoides, associées a une perturbation du compactage de la chromatine (Romerius et al.,
2010).

» Effet du DOXO sur les hormones

La DOXO conduire dysfonctionnement de cellule de Sertoli avec diminution de la
production de protéine de liaison aux androgénes (ABP) et de transferrine, deux protéines
impliquées dans la régulation de la spermatogenése (Stumpp et al., 2006). De plus, la réduction
du nombre de spermatozoides chez les males eétait systématiquement associée a une
augmentation des taux dhormone folliculo-stimulante hormone (FSH) a cause de
disfonctionnement de FSH feed-back, reflétant indirectement l'altération des cellules de Sertoli
(Van et al., 2009).
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» Insuffisance cellulaire de Leydig aprés chimiothérapie cytotoxique
Les cellules de Leydig, qui sécrétent de la testostérone, ont souvent été considérées comme plus
résistantes a la chimiothérapie que les cellules germinales et les cellules de Sertoli. Cependant, il
a étée montré que la fonction cellulaire de Leydig peut étre altérée chez les survivants de cancer a
long terme associés & une augmentation du taux sanguin de LH et a une concentration de
testostérone faible ou normale (Gerl et al., 2001). De plus, il a été émis I'nypothése que
I'altération de I'épithélium séminifere pourrait entrainer une diminution du volume testiculaire et
du débit sanguin et, par conséquent, limiter le taux de testostérone a la sortie du testicule
(Setchell and Galil, 1983). Cette réduction du débit sanguin peut étre compensée par les cellules
de Leydig en augmentant la concentration de testostérone intra-testiculaire. De plus, la réduction
du flux artériel conduit a une perturbation du contréle paracrine des cellules de Leydig et a une

réduction de la réponse stimulante a la LH (Howell and Shalet, 2001).
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1- Les Polyphénols
1-1- Introduction

Depuis leur apparition sur Terre, les plantes ont toujours fait partie de L’alimentation
humaine puisqu’il n’est physiologiquement pas possible pour I’'Homme de se nourrir
exclusivement de produits d’origine animale (Debuigne, 2006). Durant les dernieres décennies,
de grandes firmes pharmaceutiques, des universités et d’autres organismes recensent et
développent les usages traditionnels de tous les végétaux possibles en questionnant les
populations et, en particulier, les "guérisseurs" afin d’isoler de nouvelles molécules bioactives
issues de plantes. C’est ainsi que nous assistons a I’émergence d’une médecine nutritionnelle qui
vise a conserver le plus longtemps possible la santé en optimisant les fonctions des cellules, des
tissus et des organes sous I’action de nutriments de qualité. Parmi la grande diversité des
molécules bioactives retrouvées dans les plantes, de nombreuses recherches se sont concentrées
sur les effets physiologiques des phytonutriments, plus particulierement les polyphénols. Les
phytonutriments sont des métabolites présents a 1’état naturel dans les aliments d’origine
végétale, nécessaires a 1’organisme humain et agissant en combinaison avec d’autres nutriments
essentiels (Roche, 2017). Les polyphénols sont impliqués dans diverses fonctions physiologiques
du regne végétal a savoir la croissance, la lignification, la pigmentation, la pollinisation de méme
que dans la protection contre le rayonnement ultraviolet et la résistance face aux prédateurs

exogenes tel s que les insectes nuisibles ou les microorganismes (Duthie et al., 2003).

1-2- Définition

Les polyphenols, dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du régne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Chen et al., 2008). C’est
une classe constituée d’environ 8 000 composés, divisés en plusieurs catégories (Wollgast and
Anklam, 2000). On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs
fonctions ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances
jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi
a la survie de I’organisme dans son écosystéme. Le terme « phénol » englobe approximativement
10000 composés naturels identifiés (Druzynka et al., 2007). L’¢élément structural fondamental
qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones (figure 16),
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre

fonction : éther, ester ou hétéroside (Balasundram et al., 2006).
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OH

Figure 16 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado and Cheynier, 2006).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’élaboration de
cycles aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la synthése des acides aminés
Phe et Tyr) et la voie polyacétate, qui consiste en la condensation de molécules
d’acétylcoenzyme A. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire

(Bruneton, 2008).

1-3- Biosynthese des composés phénoliques

Les flavonoides sont synthétisés au niveau du chloroplaste et participent a la phase
lumineuse de la photosynthése comme transporteurs d’électrons. Certains quittent le chloroplaste
et s’accumulent dans les vacuoles (Elicoh-Middleton et al., 2000). Les composés de départ de la
biosynthese des flavonoides sont le malonyl CoA et les dérivés CoA de I’acide cinnamique, le
cinnamoyl CoA (Gerhard, 1993). Ces composes sont formés suite a deux voies complémentaires,
voie acétate malonate et voie shikimate (Hollman et al., 1999 ; Elicoh Middleton et al., 2000).
La voie shikimate conduit a la syntheése de I’acide cinnamique et donc au cycle B et a la chaine
en C3 qui formera le cycle oxygéné C de la structure de base des flavonoides. Les précurseurs de
cette voie sont I’érythrose 4-phosphate de la voie des pentoses et le PEP résultant de la glycolyse
(Marfak, 2003). La voie acétate malonate constitue la voie de synthese du noyau A. Ce systéeme
aromatique est formé par condensation répétée d’unités d’acétate (Gerhard, 1993). Ces deux
voies sont alors condensées pour engendrer un précurseur commun la 4,2°,4°,6°
tétrahydroxychalcone avec la catalyse de la chalcone synthase (Elicoh-Middleton et al., 2000).
Ce pigment jaune est métabolisé en différentes classes des flavonoides sous I’action d’enzymes
spécifiques. Des réactions post-biosynthétiques sont enfin effectuées pour donner la structure
finale aux flavonoides telles que la glycosylation, ’acylation formes natives sur lesquelles se
trouvent in vivo (Marfak, 2003).
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1-4- Classification des polyphénols
La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. on peut distinguer
(D’archivio et al., 2007) :

1-4-1- Acides phénoliques
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. lls sont représentés par deux sous-classes les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Bruneton, 2008).

1-4-2- Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique
et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4
dihydroxyphenylethanol) sont les principales molécules de cette classe. Ces composés sont trés
abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libres ou associés a 1’acide élénolique (Micol et al.,

2005 ; Silva et al., 2010).

1-4-3- Les tanins

Le terme « tanin » regroupe des composes polyphénoliques caractérisés par leurs
propriétés de combinaison aux protéines ils représentent une classe tres importante de
polyphénols localisés dans les vacuoles, sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et
tanins condensés (Aguilera-Carbo et al., 2008) :

-Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou de ses
dérivés, en particulier ’acide ellagique, Ces substances sont facilement hydrolysables par voie
chimique ou enzymatique (O’Connell and Fox, 2001).

-Tannins condenseés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeres
constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6

(O’Connell and Fox, 2001).

1-4-4- Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
Carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira, 2005) (figure 17). Ce sont les composeés les plus
abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs

et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques
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microbiennes, Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et

Iégumes, céréales, jus de fruits, thé) (Crozier, 2003).

Figure 17 : Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure de
base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements
hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et ces substances existent généralement sous
forme de glycosides (Chira et al., 2008).

1-4-4-1- Classification des flavonoides
- Flavonols
Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3. Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme

d’hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses : D-glucose et Lrhamnose
(figure 18), (Crozier, 2003).

OH

HO

R1=H, RZ2=0OH : kaempferol R2
R1=0CH, R2=0H :quercéting

R1=0H, R2 = glucoss-rhamnose | rutine o °

Figure 18 : Structures chimiques de flavonols (Crozie , 2003).
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- Flavanones
Les flavanones sont caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la
présence d’un centre de chiralit¢é en C2 (Bruneton, 2008 ; Chira et al., 2008). Les agrumes
constituent la principale source alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont

I'ériodictyol dans le citron, la naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans 1’orange

(figure 19) (Manach et al., 2004).

T

R = 0OH, R’ = H: naringénine

R = R’ = OH: érodictyol
R = OCHas R’ = H: héspéritine

Figure 19 : Structure chimique des flavanones (Crozie, 2003).

- Flavan-3ols
Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus complexe.
Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (-) épicatéchine,
jusqu’aux oligoméres et polymeéres, les proanthocyanidines. De plus, les flavan 3-ols peuvent
étre estérifiés par 1’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines (€épicatéchine
gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) (figure 20), (Chira et al., 2008). Les

catéchines sont présentes dans le chocolat, le thé et les fruits comme 1’abricot (Hollman et al.,
1999).

OH
CIGH ilrm-[
HO 0 HO 0
a OH W OH
R R
OH OH
R = OH catéchine R=0H épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R =0-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 20 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Chira et al., 2008).
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- Anthocyanidines
Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,
rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin (Kosir et al.,
2004) (figure 21). Les composeés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la
malvidine (Vitrac et al., 2005).

qi
H . B
. R1=R; = H: pelargonidine
HO 0 R1=0H, Rz = H: cyanidine
R2 Ry =R:= OCHs' mahidine

OH

OH

Figure 21 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (Han et al., 2007).

1-4-4-2- Pharmacocinétique des flavonoides
- Biodisponibilité
Les études de (Vanessa et al., 2003) montrent que cette biodisponibilité dépend de trois

facteurs essentiels : la capacité de transport a travers la bordure en brosse des anthérocytes,
I’intensité de la sécrétion intestinale des flavonoides conjugués vers la lumiére intestinale et vers
le sang et de la capacité de la sécrétion biliaire. Les flavonoides présentent une faible
biodisponibilité avec une €limination lente qui difféere d’un flavonoide a 1’autre. En prenant
comme exemple, la quercétine, le principal flavonoide consommé par I’homme dans ses aliments
(persil, oignon, myrtilles, cerises) (Remesy et al., 1996), aprés 174 min, un temps de demi-vie
d’absorption de 52 min, de distribution de 228 min et d’élimination de 1008 min. In vitro, le
pouvoir antioxydant de nombreux flavonoides est supérieur a celui de la vitamine C et de la
vitamine E (Elicoh-Middeleton et al., 2000).

- Absorption intestinale et métabolisme
Les flavonoides sont présents dans notre alimentation sous plusieurs formes. Cette
particularité va leur conférer des métabolismes différents. Les formes libres (aglycones) peuvent
étre directement absorbées au niveau de l’intestin gréle, tandis que les formes glycosylées
doivent étre hydrolysées, sous I’influence des glycosidases, par la flore intestinale au niveau du

colon avant d’étre absorbées (Manach et al., 2004). Cependant les formes libres issues de cette
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hydrolyse peuvent également étre dégradées par la microflore en acide phénolique, lui méme
absorbé ou éliminé via les feces (Williams et al., 2004). Les principaux sites de métabolisme
sont la flore intestinale et le foie (Haslam, 1998). Les métabolites, glucuro- et sulfoconjugués des
flavonoides absorbés sont ¢liminés principalement par la bile, 1’excrétion urinaire ne
représentant que 3 a 6 % de 1’élimination totale. En effet, les flavonoides sont transformés, dans
I’enthérocyte, en flavonoides conjugués par méthylation, sulfatation, glucuronidation (Crespy et
al., 2004). Une partie de ces flavonoides est déversée dans le sang tandis qu’une autre est
destinée vers la lumiére intestinale ce qui constitue 1’'un des mécanismes de controle de
I’absorption intestinale de ces substances phénoliques (Gee et al., 2000 ; Crespy et al., 2004).

Dans le sang, les flavonoides ne sont pas présents sous leur forme native car ils ont été
transformés, a cause de leur transformation au niveau du foie et de la cellule intestinale.
La fraction des flavonoides conjugués destinée finalement vers les tissus pourrait avoir un effet
biologique potentiel ou serait ¢éliminée dans les urines. Cependant, d’autres flavonoides
conjugués pourraient étre déversés dans 1’intestin via la bile et y étre hydrolysés par les enzymes
de la flore intestinale libérant ainsi de nouveaux aglycones en constituant probablement un
recyclage entérohépatique des flavonoides qui permet le maintien d’une concentration non

négligeable dans le sang (Manach et al., 1995 ; Rechner et al., 2000).

- Distribution des flavonoides

Les flavonoides se répartissent dans les organes aériens jeunes (jeunes feuilles, boutons
floraux) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise palissadique), et parfois dans les
racines (Milane, 2004). Au niveau cellulaire, les flavonoides de type hétérosides, sont dissous
dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des végétaux
(Bruneton, 1993). Chez les angiospermes la diversité structurale des flavonoides est maximale
avec une trentaine de flavonoides identifiés chez les Astéracées En définitive, les flavonoides
possedent une large répartition dans le monde végétal. Le tableau 2 illustre la répartition des 4-
oxo-flavonoides dans quelques fruits et légumes (Bruneton, 1993 ; Milane, 2004).

1-4-4-3- Les activités biologiques des polyphénols
- Activité antioxydant
Les antioxydants sont définis comme des composés qui peuvent inhiber ou empécher
I’oxydation du matérielles oxydables par les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif. lls
sont des composés qui protegent les cellules du corps des dommages causés par les radicaux
libres (Ames et al., 1993 ; Willcox et al., 2004).
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Les flavonoides sont des composés avec une activité anti-oxydante prononcée (Hodek et
al., 2002), qui sont considérés comme des agents antioxydants trés puissants en raison de leur
structure, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur les noyaux
aromatiques et la capacité des composés aromatiques a supporter une décalisation électronique
importante (Liyana — Pathirana and Shahidi, 2006 ; Wang et al., 2010 ; Soocheon et al., 2013),
les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydante par: le piégeage direct des especes
réactive de 1’oxygene (ERO), La suppression de la formation des ERO par I’inhibition de
quelques enzymes ou par chélation des ions meétalliques impliqués dans leur production
(Boudiaf, 2006).

Et les principaux facteurs qui déterminent la capacité de piégeur de radicaux :
-I'ortho-dihydroxy structure sur le cycle B, qui a la meilleure propriété électro-donneuse et
confere une plus grande stabilité a la forme radicale et participe a délocalisation des électrons
(Bouabid and Zatout, 2015).
-La 2,3 double liaison avec une fonction 4 — oxo dans 1’anneau C, qui est responsable de
délocalisation des électrons de 1’anneau B (Bouabid and Zatout, 2015).
-Les 3 et 5 groupes hydroxyle avec la fonction 4-oxo dans les anneaux A et C, qui sont essentiels
pour un maximum potentiel piégeur de radicaux (Bouabid and Zatout, 2015).
-Le groupe 3-hydroxyle est important pour l'activité antioxydante. Les 3-glycosylations réduit
leur activité lorsque ils sont comparées avec aglycones correspondantes (Bouabid and Zatout,
2015).
C’est pourquoi les propriétés anti-oxydantes des polyphénols son souvent associées, a leur
potentiel anti radicalaire. De nombreuses études soutiennent le fait que 1’activité antioxydant des
polyphenols est essentiellement liée a leur capacité de réduire les especes réactives de I’oxygene
comme les supéroxyde, hydroxyles, péroxyls, et alkoxyles par transfert d’hydrogeéne (Fiorucci,
2006).

D’autre part ; les flavonoides sont capables d’inhiber la peroxydation lipidique causée par
les ERO dans la bicouche phospholipidique, du fait leur caractere hydrophile, ils peuvent
interférer avec les réactions en chaine a D’interface des membranes et prévenir ainsi la

propagation de ces réactions en chaine (Cillard, 2006).

- Activité pro-oxydante
Parfois les flavonoides jouent un réle de Pro-oxydants. En effet, plusieurs d’entre eux ont
été décrits comme responsables d’auto-oxydation et de la génération de radicaux oxygénés actifs,
comme le proxy de I’hydrogene. Certains flavonoides pourraient accéder la survenue de

I’atteinte oxydative de I'ADN, des protéines et des glucides in vitro (Milane, 2004).
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L’effet pro-oxydant des flavonoides a la capacité du ces flavonoides a s’auto-oxyder, en
engendrant les formes semiquinones et quinones ainsi que la production de ERO (Van Der
Wound et al., 2005 ; Award et al., 2015) et la présence d’une double liaison en position 2, 3 et de
la fonction carbonyle en position 4 permet une isomerisation de la forme quinone en méthides de
quinones connues pour ettre responsables d’altérations sur les acides nucléiques et les acides
aminés (Hadj Salem, 2009).

Et Iactivité pro-oxydante des substances est le résultat de leur capacité a réduire les métaux
comme le Fe* pour donner Fe*? lequel réagira avec O, ou H,0, avec génération d’initiateurs de

I’oxydation (Kessler et al., 2002).

- Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d’activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du & leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur
les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la
toxicité (Cowan, 1999).
L’activité antimicrobienne est donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse études, cette activité est due principalement a la capacité des ces molécules a inhiber
I’expression de I’ADN et la syntheése de certaines enzymes et protéines membranaires des
microorganismes (Ulanowska et al., 2006), et les flavonoides affecteraient la réplication

intracellulaire et atténueraient les propriétés infectieuse de bactéries et virus (Ghedira, 2005).

- Activité anti-inflammatoire
Les flavonoides possedent entre autre une capacité anti-inflammatoire (Kim et al., 2004),
ils sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des mastocytes. La
quercitrine a une effet anti-inflammatoire en inhibant quelques enzymes de synthése tel que la
cyclooxygeénase (Gonzalez et al., 2007).
A doses élevees, les flavonoides inhibent les fonctions lymphocytaires mais a concentrations
plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulant chez les sujets immunodéprimés, et la
capacité des flavonoides pour inhiber la formation des eicosanoides et de I’histamine et de leur

pouvoir piégeur des radicaux libre d’autre part (Ghedira, 2005).

- Emplois thérapeutiques des flavonoides
L’utilité thérapeutique de ces composés a été démontrée dans les hémorragies gastro

intestinales, avortement habituel, ménoragie, cystite saignante, tuberculose hémoptysie, la
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maladie de Meniere, épistaxis, rétinopathie, hémorroides et syndrome de Raynaud. IlIs ont été
fréquemment combinés avec la vitamine K et I’acide ascorbique (Laboudi, 2012).

Dans le domaine capillaro-veineux que 1’on utilise les flavonoides; ce sont les constituants
habituels des vasculo-protecteurs et veinotoniques et des toniques utilisés en phlébologie
(Billami, 2016). Et la plupart des spécialités actuellement disponibles ont des indications ou
propositions d’emploi Suivantes:

-Traitement des symptomes en rapport avec I’insuffisance veino-lymphatique (jambes lourdes,
douleurs, impatiences des primo-décubitus).

-Traitement des signes fonctionnels liés a la crise hémorroidaire.

-Amélioration des troubles de la fragilité capillaire au niveau de la peau.

-Traitements des métrorragies lors de la contraception par micro-progestatifs et des métrorragies
dues au port du stérilet.

-Traitement du lymphoedeme du membre supérieur apres traitement radio-chirurgical du cancer
du sein (Bruneton, 1999).

- Le role des flavonoides contre le cancer

Les polyphénols pourraient utilisés comme des agent de prévention de différentes
maladies cancéreuses (Stagos et al., 2010), ils sont des composés bioactifs puissants qui
interferent avec I’initiation, le développement et la progression du cancer par des processus
critiques (Yang et al., 2013).
Les propriétés anticancéreuses des flavonoides peuvent étre expliquées par les mécanismes
suivant :
-Induction de I’apoptose des cellules tumorales (Tabar, 2011).
-Protection contre les dommages oxydatifs sur ’ADN grace a leur capacité de réduction des
radicaux libres (Tabar, 2011), et la catéchine, quand a elle, est un inhibiteur de certaines
réactions d’oxydation donnant un ADN anormal, elle inhibe la formation du 8-
hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN (Pietta,
2000 ; Tomofujiat et al., 2009). Les es polyphénols peuvent agir comme agents bloquants au
stade de l'initiation. lls influencent le métabolisme des procarcinogénes en modulant I'expression
des enzymes du cytochrome P450 impliquées dans leur activation a des agents cancérogenes. lls
peuvent également faciliter leur excrétion en augmentant I'expression des enzymes conjuguantes
de phase Il (Scalbert et al., 2005).
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1-5-Le role protecteur des composés phénoliques contre la toxicité induite par la
doxorubicine dans le testicule

La doxorubicine est le composé de chimiothérapie qui a été la plus étudié¢ pour 1’induction
de stress oxydatif testiculaire (Chen et al., 2007), elle augmente les dommages aux protéines et
I’ADN cause aussi la peroxydation des lipides qui résultant a I’augmentation des ERO. Et le
facteur p53 joue un réle ambigu concernant la régulation du stress et capable de répondre au
stress oxydatif en déclenchant I’apoptose et d’autre part de réguler le stress oxydant par des
mécanismes de défense. La glutaminase 2 (GS2), et le NRF2 (est un facteur de croissance majeur
de la réponse antioxydant) sont permettant la régulation de plusieurs antioxydants (Prahalathan
et al., 2006).

Les composés phénoliques peuvent inhiber le stress oxydatif et éliminer les radicaux libre
et améliorer les mécanismes de défense antioxydants cellulaires dans les cellules, La forte
tendance des composés phénoliques a chélate les métaux joue un réle important dans leur
activité antioxydant, les composés possedent des groupes hydroxyle et carboxyle qui sont jouer
un role dans la génération des ROS. D’autre part, les composés phénoliques piégent le radical
alcoxyle lipidique et inhibent ensuite la peroxydation lipidique (Amedjoudj et al., 2017).

Les flavonoides ont des activités antioxydants et le doxorubicine réagit également avec le
membrane plasmique induisent la péroxydation des lipides et la production des ERO (Rochette
etal., 2015).

La doxorubicine a long temps été largement utilisée pour sa puissante efficacité dans le
traitement des tumeurs malignes solides et non solides (Thorn et al., 2011). Cependant, son
utilisation clinique s'est accompagnée d'effets indésirables sur le systéme reproducteur masculin
(Sridevi et al., 2012). Le mécanisme exact de la toxicité testiculaire induite par la doxorubicine
est peu connu, mais des études antérieures ont fourni des preuves que la doxorubicine retarde la
croissance testiculaire, empéche le processus de spermatogenése, ce qui conduit finalement a
I'infertilité masculine en imposant un stress oxydatif et une apoptose cellulaire (Yeh et al., 2007).
Le médicament s'intercale dans les brins d'’ADN et entraine des ruptures d’/ADN double brin et la
mort cellulaire (Gewirtz, 1999 ; Thorn et al., 2011).

Le stress oxydatif testiculaire induit par la doxorubicine peut étre dd a un systeme de
défense antioxydant faible dans le tissu testiculaire et le sperme (Gu and Hecht, 1997 ; Yeh et
al., 2007). Sur la base de ce concept, une variété d'antioxydants ont été utilises pour protéger les
testicules des lésions de la doxorubicine (Attia et al., 2010 ; Shalizar Jalali and Hasanzadeh,
2013).
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Plusieurs études ont prouvé le r6le des plantes médicinales riches en polyphénols et
flavonoides dans la réduction de la toxicité de la doxorubicine au niveau des testicules. L'extrait
aqueux du fruit de la plante Crataegus monogyna a €té étudié, car cet extrait est riche en
proanthocyanidines et flavonoides (Ljubuncic et al., 2005), et de nombreux composés
phénoliques ayant des propriétés cytoprotectrices par piégeage des radicaux (Bahorun et al.,
1994). Le co-traitement Crataegus monogyna compenserait efficacement l'impact oxydatif
imposé par la doxorubicine sur les parameétres testiculaires et spermatozoides grace a la
restauration du systeme de défense antioxydant (Shalizar Jalali and Hasanzadeh, 2013). Aussi,
une expérience a montré que les extraits de thé vert atténuent les troubles spermatogénéses
induites par la doxorubicine en conjonction avec une activité télomérase plus élevée chez les
souris. Donc le thé est un polyphénols permettent de neutraliser les radicaux libres, inhibent les
dommages oxydatifs et dysfonctionnement cellulaire en agissant comme agents chimiopréventifs
(Kenji et al., 2010). Des resultats similaires ont également été décrits dans I'extrait du fruit de la
plante Rosa canina, car cet extrait est riche en proanthocyanidines et flavonoides (Chrubasik et
al., 2008), ont un effet protecteur dans la réduction de la mutagenése induite par la doxorubicine
et des changements de prolifération cellulaire dans les cellules somatiques et germinales, ainsi
que dans I'amélioration des parametres du sperme des souris car elle sert de piégeurs de radicaux
libres et d'antioxydants (Attia et al., 2010 ; Nowrouzi et al., 2019).
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Conclusion
Conclusion

Le fonctionnement normal des organes nécessite un équilibre entre les antioxydants et les
pro-oxydant, un deséquilibre peut étre rectifié par des systémes internes comme le superoxyde
dismutase (SOD), les catalases (CAT). Ces systémes sont insuffisants en cas d’une
chimiothérapie donc la combinaison entre des sources internes et d’autre externe pour

I’élimination la menace.

Le traitement avec la doxorubicine indirectement a affecté les testicules par provoquer un
stress oxydatif ce qui a conduit a des plusieurs problémes au niveau des testicules tels que: une

infertilité masculine et méme le cancer.

Les polyphénols sont majoritairement issus de sources végétales, qui permettent de lutter
contre la formation des radicaux libre qui conduite a une infertilité masculine defini par un
probleme de spermatogenese qui se traduit par : incapacité des cellules germinales de se divisés
ou proliférés, déficit de mobilité, malformation des spermatozoides, les polyphénols a une
capacité de réparé ce probléme par la diminution de la quantité massive des radicaux libres donc
¢équilibre dans I’organe. D’autre coté de I’infertilité défini par un probleme hormonale, aussi les
polyphénols a peut réparer par la diminution du taux des radicaux libre et exercé un feed-back
qui contréle la libération du LH et FSH. Aussi Les polyphénols préviennent la formation des
tumeurs, ils empéchent la formation des agents a 1’origine des mutations génétiques nocives.
Donc la doxorubicine est un agent chimio-toxique pour les testicules qui empéche leurs

fonctionnements normaux.
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Résumé

Le testicule est un organe du systeme reproducteur masculin ayant deux fonctions
principales, soit la production des gametes males et la production de I’hormone masculinisante
testostérone. Un impact des chimiothérapies sur cet organe a donc le potentiel d’induire des
conséquences significatives sur la fonction reproductrice masculine.

La DOXO appartient a la famille des antibiotiques anthracyclines et est considéree parmi
les composés de chimiothérapie les plus efficaces de nos jours. La forme utilisée en clinique est
le chlorhydrate de DOXO, un sel rouge hydrosoluble produit par la bactérie Streptomyces
peucetius. La DOXO posséde deux principaux mécanismes d’action, I’action anticancer est
surtout associée au blocage de la synthése et a 1’induction de dommages a I’ADN, et les effets
secondaires comme la cardiotoxicité sont principalement associés a l’induction de stress
oxydatif. Le stress oxydatif est un mécanisme connu d’induction d’effets secondaires par la
DOXO. L’impact négatif de la DOXO sur la fertilité masculine pourrait donc lui aussi étre lié a
une induction de stress oxydatif dans le testicule. Le stress oxydatif testiculaire induit par la
doxorubicine peut étre dd a un systeme de défense antioxydant faible dans le tissu testiculaire et
le sperme. Sur la base de ce concept, une variété d'antioxydants ont été utilisés pour protéger les
testicules des lésions de la doxorubicine.

Plusieurs études ont prouvé le role des plantes médicinales riches en polyphénols et
flavonoides dans la réduction de la toxicité de la doxorubicine au niveau des testicules. Les
plantes ont toujours été utilisées a des fins médicinales et sont la principale source de composés
phytochimiques présents dans les médicaments. Chez I'homme, ces molécules traces jouent un
role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur
impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre l'apparition de
certains cancers...).

Mots clé: Doxorubicine; Stress oxydatif; Testicules; Antioxydant; Flavonoides.
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Résumé

Abstract

The testis is an organ of the male reproductive system with two main functions, the
production of male gametes and the production of the masculinizing hormone testosterone. An
impact of chemotherapy on this organ therefore has the potential to induce significant
consequences on male reproductive function.

DOXO belongs to the anthracycline family of antibiotics and is considered to be among the
most effective chemotherapy compounds today. The form used clinically is DOXO
hydrochloride, a water soluble red salt produced by the bacterium Streptomyces peucetius.
DOXO has two main mechanisms of action, the anticancer action is mostly associated with
blocking synthesis and induction of DNA damage, and side effects like cardiotoxicity are mainly
associated with induction of oxidative stress. Oxidative stress is a known mechanism of
induction of side effects by DOXO. The negative impact of DOXO on male fertility could
therefore also be linked to an induction of oxidative stress in the testis. Doxorubicin-induced
oxidative stress in the testicle may be due to a weak antioxidant defense system in testicular
tissue and semen. Based on this concept, a variety of antioxidants have been used to protect the
testes from doxorubicin damage.

Several studies have proven the role of medicinal plants rich in polyphenols and flavonoids
in reducing the toxicity of doxorubicin in the testis. Plants have always been used for medicinal
purposes and are the main source of phytochemicals found in medicines. In humans, these trace
molecules play an important role by acting directly on the nutritional quality of fruits and
vegetables and their impact on the health of consumers (antioxidant effect, protective effect
against the appearance of certain cancers,...).

Key words: Doxorubicin; Oxidative stress; Testicles; Antioxidant; Flavonoids.
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L’activité biologique des polyphénols vis-a-vis
de la toxicité testiculaire induite par la doxorubicine

Résume

Le testicule est un organe du systeme reproducteur masculin ayant deux
fonctions principales, soit la production des gametes males et la production de
I’hormone masculinisante testostérone. Un impact des chimiothérapies sur cet organe
a donc le potentiel d’induire des conséquences significatives sur la fonction
reproductrice masculine.

La DOXO appartient a la famille des antibiotiques anthracyclines et est
considérée parmi les composés de chimiothérapie les plus efficaces de nos jours. La
forme utilisée en clinique est le chlorhydrate de DOXO, un sel rouge hydrosoluble
produit par la bactérie Streptomyces peucetius. La DOXO possede deux principaux
mécanismes d’action, I’action anticancer est surtout associée au blocage de la
synthese et a I’induction de dommages a ’ADN, et les effets secondaires comme la
cardiotoxicité sont principalement associ€s a I’induction de stress oxydatif. Le stress
oxydatif est un mécanisme connu d’induction d’effets secondaires par la DOXO.
L’impact négatif de la DOXO sur la fertilité masculine pourrait donc lui aussi étre lie
a une induction de stress oxydatif dans le testicule. Le stress oxydatif testiculaire
induit par la doxorubicine peut étre dd a un systeme de défense antioxydant faible
dans le tissu testiculaire et le sperme. Sur la base de ce concept, une variete
d'antioxydants ont été utilisés pour protéger les testicules des lésions de la
doxorubicine.

Plusieurs études ont prouvé le rble des plantes médicinales riches en
polyphénols et flavonoides dans la réduction de la toxicité de la doxorubicine au
niveau des testicules. Les plantes ont toujours été utilisées a des fins médicinales et
sont la principale source de composés phytochimiques présents dans les
médicaments. Chez I'homme, ces molécules traces jouent un role important en
agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et Iégumes et leur impact
sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition
de certains cancers...).

Mots clé: Doxorubicine; Stress oxydatif; Testicules; Antioxydant; Flavonoides.




