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Résumé 

La doxorubicine (DOX) est un médicament très efficace utilisé en chimiothérapie pour traiter de 
nombreuses tumeurs. Cependant, son utilisation clinique est limitée par des effets secondaires 
cardiotoxiques sévères causés majoritairement par une augmentation de production de radicaux libres de 
l’oxygène (RLO) et de l'apoptose. Chimiothérapie et ischémie cardiaque pourraient s'entrecroiser dans 
certains cas, ce qui constitue une situation critique qui est peu explorée. Dans cette thèse, nous avons donc 
examiné au niveau du cœur isolé de lapin et des cardiomyocytes en culture la cardiotoxicité de la DOX 
dans le cas d'une ischémie/reperfusion (IR) myocardique, ainsi que la cardioprotection assurée par un 
antioxydant naturel puissant, le safran (SAF). 
 
D'abord nous avons procédé à une extraction méthanol-eau des stigmates du safran cultivé au Liban. Une 
analyse par HPLC des principaux constituants (safranal et crocines) a été réalisée afin de s’assurer de la 
qualité des extraits, suivie par des tests (xanthine/xanthine oxydase et électrolyse) comme sources de 
RLO pour rechercher le pouvoir antioxydant de ces extraits. 
 
Nous avons testé l'effet du SAF sur des cœurs de lapins isolés et perfusés selon la technique de 
Langendorff. Une dose optimale de 10 μg/mL a été adoptée. Par ailleurs, la toxicité aigüe de la DOX a été 
évaluée sur des cœurs isolés traités par la DOX, soumis à une électrolyse ou à une IR globale (I 30 min/R 
40 min) en présence ou absence de SAF. La toxicité chronique de la DOX a aussi été recherchée chez des 
lapins traités pendant 21 jours avec des extraits de SAF (voie orale) et la DOX (voie ip). Les cœurs ont 
été par suite isolés et soumis à une ischémie globale (I 30 min/R 30 min). D’après les études 
cardiodynamiques, anatomopathologiques et biochimiques; il apparaît que les extraits de safran protègent 
le cœur de la toxicité aigüe et chronique de la doxorubicine et assurent une protection efficace lors de la 
reperfusion. De plus, le SAF a inhibé l'apoptose induite par IR et DOX en activant la voie de survie 
AKT/mTOR, en augmentant le niveau de Troponine T et en inhibant l'expression de p-P38 tel que montré 
par les analyses de Western blot. Le safran contribuerait donc à améliorer nettement le retour des 
fonctions myocardiques vers la normale suite à l’IR et au traitement par la DOX. 
 
Les effets de la DOX et du SAF ont aussi été étudiés dans les cardiomyocytes H9c2 soumis à une IR 
simulée. Les effets des différents traitements ont été évalués par les tests MTT, LDH et Western blot. 
L'apoptose a été analysée par utilisation du colorant Hoechst 33258, les sondes TMRM et l'activité des 
caspases. Les résultats ont montré que la DOX exacerbe les lésions cardiaques sous-jacentes à une IR. 
Nos données prouvent que IR et DOX diminuent significativement la viabilité cellulaire; inhibent la voie 
RISK de cardioprotection; réduisent les quantités de protéines contractiles (α-Actinine, Troponine C et 
MLC); activent les caspases 3 et provoquent la perte du potentiel de membrane mitochondrial. Ces effets 
ont été remarquablement inhibés par le traitement avec le SAF (10 μg/mL) à la reperfusion. Les résultats 
suggèrent que le SAF a un effet protecteur contre les effets délétères de l’IR et la DOX  par un mécanisme 
impliquant la réduction de l’apoptose cardiaque, des RLO et du stress oxydatif. La cardioprotection du 
SAF est médiée par l'activation des voies de survie AKT/P70S6K et ERK; l’augmentation de l'expression 
des protéines contractiles; l’inhibition de la perméabilité des pores de transition mitochondrial et la 
diminution de l'activité des caspases 3. En outre, nous avons montré que l'effet protecteur du SAF serait 
attribué à la crocine, son métabolite actif principal. 
 
Pris ensemble, nos résultats indiquent que la DOX exacerbe les lésions myocardiques dues à l’IR. Le 
traitement par le  SAF à la reperfusion pourrait exercer des effets cardioprotecteurs contre la toxicité 
induite par la DOX via son activité antioxydante. Ainsi, nos travaux sur le safran se révèlent fort 
intéressants dans le développement d’une stratégie thérapeutique antioxydante potentielle afin de limiter 
la toxicité cardiaque de la doxorubicine, ouvrant la voie à de futurs essais cliniques.  

 



 
 

Abstract 

Doxorubicin (DOX) is a highly active chemotherapeutic drug used to treat many tumors. However, its 
clinical use is limited by severe cardiotoxic side effects. Previous studies have shown that DOX-induced 
cardiotoxicity is mainly mediated by increased oxidative stress and apoptosis. Moreover, DOX could be 
indicated in association with myocardial ischemia. In this thesis we investigated, in isolated rabbit heart 
and cultured cardiomyocytes, the cardiotoxic effects of DOX in conditions of ischemia/reperfusion (IR). 
We also studied whether saffron (SAF), a natural compound that showed potent antioxidant activity, 
could exert cardioprotection against DOX and IR toxicity.  
 
First, the extraction of saffron stigmas grown in Lebanon was performed using methanol-water mixture. 
HPLC analysis of the main components (safranal and crocines) was used to ensure the quality of the 
extracts; followed by tests using xanthine/xanthine oxidase and electrolysis as sources of free radicals to 
determine the antioxidant activity of the sample. 
 
The toxicity of SAF was evaluated in isolated rabbit hearts according to Langendorff technique and the 
optimal therapeutic dose established is 10 μg/mL. Then, the acute toxicity of DOX was tested in isolated 
hearts treated with or without DOX and SAF compared with hearts subjected to electrolysis or a period of 
global ischemia (I 30 min/R 40 min). The chronic toxicity of DOX was evaluated in rabbits treated for 21 
days with SAF extracts (orally) and DOX (ip). The hearts were afterward isolated and subjected to global 
ischemia (I 30 min/R 30 min). According to cardiodynamic, pathological and biochemical studies, it 
appears that saffron extracts protect the heart from the acute and chronic toxicity of doxorubicin, and 
ensure optimal protection during reperfusion. Furthermore, SAF inhibited IR and DOX-induced apoptosis 
by activating the AKT/mTOR survival pathway, increasing Troponine T and inhibiting p-P38 expression 
as shown by Western blot analysis. Saffron could therefore significantly improve myocardial function- 
returning to its normal state- following IR and DOX treatment.  
 
The effects of DOX and SAF were also investigated in H9c2 cardiomyocytes subjected to simulated IR 
injury. We evaluated the effects of the treatments by MTT assay, LDH release measurements and 
Western blot analysis. Apoptosis was assessed by Hoechst 33258 staining, TMRM probes and caspase 
activity. The results proved that DOX exacerbates cardiac cell injury when an underlying IR heart 
condition is present. Our data showed that IR and DOX significantly decreased cardiac cells viability; 
inhibited RISK cardioprotective pathway; reduced contractile protein levels (α-Actinin, Troponin C and 
MLC); increased caspase 3 expression and induced loss of mitochondrial membrane potential. These 
effects were remarkably inhibited by treatment with SAF (10 μg/mL) during reperfusion. Our data 
suggest that SAF has a protective effect against IR and DOX-induced cardiac apoptosis through a 
mechanism involving free radicals scavenging and oxidative stress reduction. SAF cardioprotection is 
mediated by activation of survival pathways including AKT/P70S6K and ERK; increase in the expression 
of contractile proteins; inhibition of mitochondrial permeability transition pore and decrease caspase 
3 activity. In addition, our studies showed that protective activities of SAF belong to crocin, its major 
active metabolite. 
 
Taken together, our findings indicate that DOX exacerbates IR myocardial injury. The SAF treatment 
during reperfusion could exert cardioprotective effects against DOX-induced toxicity through its 
antioxidant activity. Thereby, saffron offers a potential novel antioxidant therapeutic strategy to 
counteract doxorubicin cardiotoxicity, paving the way for future clinical trials. 
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              a doxorubicine (DOX), appartenant à la famille des anthracyclines, est l’un des agents 

chimiothérapeutiques le plus efficace utilisé dans le traitement d’une variété de tumeurs solides 

et hématologiques malignes (Judson et al., 2014). Son efficacité antitumorale est dose-

dépendante, mais son utilisation clinique est limitée par le développement de cardiomyopathies 

et d’insuffisances cardiaques congestives (Billingham et al., 1978; Chatterjee et al., 2010).  

Plusieurs hypothèses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité cardiaque 

induite par les anthracyclines. Il a été reporté que les radicaux libres de l’oxygène (RLO) et la 

peroxydation lipidique jouent un rôle essentiel dans la cardiomyopathie provoquée par la DOX 

(Singal & Iliskovic, 1998). En effet, la plupart des études mettent en jeu le rôle du stress oxydatif 

dans ce processus qui est induit par la formation des RLO découlant de la structure chimique de 

la DOX ayant tendance à générer des espèces réactives de l’oxygène durant la métabolisation du 

médicament (Mukhopadhyay et al., 2009; Stěrba et al., 2013).  

Au niveau des voies de signalisation, il a été clairement mis en évidence que la destinée des 

cardiomyocytes stressés se base sur deux voies de survie et d’apoptose qui sont altérées dans le 

myocarde exposé aux anthracyclines. L’activation de la voie PI3K/AKT représente le mécanisme 

majeur adaptatif de la cardioprotection qui est altérée par les anthracyclines. L’équilibre délicat 

entre la signalisation pro et anti-apoptotique qui se base sur les voies régulées par des protéines 

kinases continue à préoccuper les chercheurs lors d’investigations de molécules anticancéreuses 

sans trouver une solution efficace (Gratia et al., 2012; Montaigne et al., 2012). 

Par ailleurs, la prévalence des cancers augmente avec l'âge dans un contexte où les pathologies 

cardiovasculaires deviennent plus fréquentes (Crivellari et al., 2000). Les patients atteints de 

maladies cardiaques préexistantes sont généralement exclus ou sous-représentés dans les essais 

cliniques qui visent à identifier l'efficacité et les effets indésirables potentiels des médicaments. Il 

est donc important d'étudier les effets hors-cible de la thérapie anticancéreuse d'appoint dans des 

conditions de stress ou d'ischémie. En effet, il y a très peu de travaux combinant cardiotoxicité 

des anthracyclines et ischémie-reperfusion du myocarde. 

Au cours des dernières décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en chimie de 

synthèse, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicaments et de 

nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc à un regain de la phytothérapie surtout pour 

L

   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukhopadhyay%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19286953
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les produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoïdes qui ont montré des 

propriétés biologiques antioxydants intéressantes (Kurek-Górecka et al., 2013; Georgiev et al., 

2014). 

Dans ce cadre, de nombreuses molécules antioxydantes ont été proposées comme protectrices de 

la cardiotoxicité (Du & Lou, 2008; Vincent et al., 2013), mais des controverses existent encore 

sur les études cliniques. Il n’y a donc aujourd’hui aucune substance mise sur le marché qui 

protège réellement le cœur des effets toxiques des anthracyclines… Ainsi, la recherche d’agents 

cardioprotecteurs constitue une voie d’exploration toujours ouverte.  

 

Au laboratoire du Stress Oxydatif et Antioxydants (SOA) des résultats intéressants ont été déjà 

obtenus concernant l’utilisation des extraits de safran, cultivé au Liban, comme un puissant 

antioxydant efficace contre la génération des radicaux libres par électrolyse in vitro. Partant de 

ces données et compte tenu de la panoplie d’effets bénéfiques reconnus au safran, une 

coopération a été lancée entre l’université Libanaise: Equipe Stress Oxydatif et Antioxydants 

(SOA) et l’université de Reims Champagne- Ardenne : Laboratoire de Signalisation et 

Récepteurs Matriciels (SiRMa) de l'UMR CNRS 6237 MEDyC.  

Notre projet de thèse vise à appréhender sur des modèles animaux :  

1) La cardiotoxicité aiguë induite par la doxorubicine sur le cœur isolé de lapin sain et 

ischémique.  

2) La cardiotoxicité chronique induite par la doxorubicine sur le cœur isolé de lapin par 

injections intra-péritonéales quotidiennes.  

3) La potentialité de cardioprotection d’un composé naturel agissant sur le niveau du stress 

oxydatif (extraits de safran).  

4) Les incidences des différents traitements associés appréciées au niveau du potentiel redox 

intracellulaire myocardique, de l’apoptose et des voies de signalisation.  
 

Dans le contexte de la présente thèse en cotutelle entre les deux universités, le travail relatif à 

l'extraction et aux essais sur cœurs isolés a été réalisé au laboratoire libanais alors que l'analyse 

des voies de signalisation a été réalisée dans le laboratoire français.  
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I. Radicaux libres et antioxydants 

1. Généralités  

Il y a à peu près 3 milliards d’années, l’atmosphère de  notre planète était anaérobie jusqu’à 

l’apparition de l’algue bleue-verte. L’oxygène (O2), sous forme gazeux, apparut ainsi lors de 

l’avènement de la photosynthèse (Blankenship & Hartman, 1998). Ce gaz, qui est indispensable 

à la plupart des espèces vivantes, fournit un énorme pouvoir métabolique pour la production 

d’énergie. Cependant, en raison de sa conformation chimique, la molécule d’O2 peut, dans 

certaines circonstances, s’avérer toxique. Cette toxicité est induite par des éléments réactifs, 

instables et pro-oxydants : les radicaux libres de l’oxygène (RLO) ou espèces réactives de 

l’oxygène. Dérivés pour la plupart de l’O2 et produits par divers mécanismes physiologiques; ils 

sont utiles pour l'organisme à dose raisonnable. Inopportunément, ils peuvent induire des 

dommages oxydatifs souvent irréversibles au niveau d’un grand nombre de substrats biologiques. 

Afin que les RLO n’exercent pas de façon incontrôlée leurs effets délétères, l’organisme dispose 

d’un vaste réseau de défense constitué par les Antioxydants (AO). Dans les circonstances 

quotidiennes normales, des RLO sont produits en permanence en faible quantité, et cette 

production physiologique est parfaitement maîtrisée par les AO qui sont produits d'ailleurs en 

fonction des radicaux générés. La balance oxydants/antioxydants est alors en équilibre. Si tel 

n'est pas le cas, que ce soit par déficit en AO ou par suite d'une surproduction de RLO, le 

déséquilibre observé correspond au "stress oxydatif " (Halliwell, 2013).  

 

2. Les radicaux libres et le stress oxydatif  

2.1. Définition et terminologie 

Stricto sensu, un radical libre est une espèce chimique (atome ou molécule) contenant un 

électron non apparié. Il s’agit d’espèces chimiques très réactives, agressives et à durée de vie très 

courte (10-9-10-6 sec). Ces radicaux cherchent dans leur environnement un électron pour 

s’apparier en  déclenchant alors une série de réactions en chaînes attaquant les structures voisines 

et aboutissant à des lésions cellulaires irréversibles.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blankenship%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9581499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hartman%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9581499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Halliwell%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22420826
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2.2. Différents types de radicaux libres 

Parmi les espèces radicalaires qui se forment dans les cellules, on distingue des composés qui 

jouent un rôle particulier en physiologie et dénommés radicaux primaires. Les autres RLO, dits 

radicaux secondaires, se forment par réaction de radicaux primaires sur les composés de la 

cellule. Les radicaux primaires dérivent de l'O2 tels le radical superoxyde (O2
•-) et le radical 

hydroxyl (OH•), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NO•). D'autres espèces dérivées de 

l'oxygène dites espèces réactives de l'oxygène, comme l'oxygène singulet (1O2), le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des RLO, mais des espèces 

réactives précurseurs de radicaux (Favier et al., 2003) (figure 1).  

2.3. Formation des radicaux libres 

1) Le radical superoxyde O2
•- est formé chimiquement par l’addition d’un électron 

supplémentaire à la molécule d’O2. Cette réaction peut se dérouler accidentellement dans la 

chaîne respiratoire mitochondrie suite à la fuite d’un électron de ses transporteurs qui se lie à 

l’O2. Les Polymorphonucléaires (PMN) et les macrophages forment la source essentielle d’O2
•- 

dans les tissus. Ce radical est considéré comme un agent antibactérien. La production se fait par 

l’enzyme membranaire NADPH oxydase qui catalyse la réaction d’oxydation du NADPH par 

le dioxygène générant ainsi l’O2
•-. Il est un radical de faible réactivité pourtant il peut attaquer les 

tissus et se dismuter spontanément en milieux aqueux pour donner H2O2 et 1O2. Ces derniers 

peuvent à leur tour causer des dommages cellulaires (Winterbourn & Kettle, 2013). 

2)  Le peroxyde d’hydrogène H2O2 peut être produit par certaines bactéries pathogènes, par les 

phagocytes, par la voie de la NADPH oxydase ainsi que par dismutation de l’O2
•-. Malgré que ce 

soit un faible oxydant, sa capacité à produire des dommages est élevée en raison de son habileté 

de diffuser librement à travers les membranes. Il a été proposé que le H2O2 puisse agir comme un 

signal métabolique déclenchant des événements intracellulaires  pré-inflammatoires (Dröge, 

2002). 

3)  Le radical hydroxyl OH• est produit par une réaction entre le O2
•- et le H2O2. C'est une 

procédure complexe catalysée par les ions métaux Fe2+ou Cu2+et résumée par l’équation appelée 

réaction de Haber-Weiss. Le radical hydroxyl est le plus réactif chez l’homme. Il peut attaquer la 

membrane cellulaire et préférentiellement l’acide arachidonique (Chen & Schopfer, 1999).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/NADPH
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
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4)  L’oxygène singlet 1O2 n’est pas un vrai radical. Molécule instable capable d’oxyder d’autres 

molécules, elle est très réactive avec les lipides membranaires produisant les peroxydes. 

5)  L’acide hypochlorique est formé par l’action des myéloperoxydases des phagocytes et il est 

libéré dans le milieu extracellulaire. C’est un fort agent antibactérien, mais il est capable aussi 

d’interrompre certaines fonctions des protéines même à de très faibles concentrations. La lyse 

cellulaire s'opère à des concentrations élevées d’acide hypochlorique (Howes, 2006). 

6)  L’oxyde nitrique  ou monoxyde d’azote peut être produit par les macrophages et par 

l’endothélium vasculaire. C’est l’O2
•- qui interagit avec le NO• et abouti au ONOO- qui peut 

endommager les molécules  biologiques (Howes, 2006).           

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1. Radicaux libres : métabolites dérivés de l’oxygène (Favier et al., 2003). 
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2.4. Sources de radicaux libres 

2.4.1. Les radicaux libres de source exogène  

1) Les radiations ionisantes de la lumière: les rayons X et α ionisants sont capable de générer des 

RLO en scindant la molécule d’eau. Lorsqu’il s’agit des rayons ultraviolets, ils forment des RLO 

en activant des molécules photo-sensibilisantes. 

2) Le stress: les facteurs personnels et émotionnels, les traumatismes physiques… 

3) L’âge: avec l’âge les cellules sont moins actives et produisent ainsi beaucoup plus de RLO. 

4) Les substances chimiques: les herbicides, insecticides… 

5) L’alcool, le tabac: ils s’oxydent au niveau du cytochrome P450. La fumée de la cigarette 

contient du fer et du cuivre qui stimule la production des radicaux OH•. 

6) Les médicaments: ceux contenant du fer administrés en grande quantité peuvent conduire à la 

formation de OH•  très toxique pour l’organisme. 

7) Les particules inhalées: l’amiante, la silice... sont susceptibles d'exacerber la phagocytose 

(Adly, 2010). 

 
2.4.2.  Les radicaux libres de source endogène  

De manière générale, toute réaction biochimique faisant intervenir la molécule d’oxygène est 

susceptible d’être à l’origine d’une production de RLO (Hamanaka & Chandel 2010; Alfadda & 

Sallam, 2013): 

1) Au niveau des mitochondries (figure 2), au cours du transfert d’électrons dans la chaîne 

respiratoire, l’O2
•– est produit par réaction de l’O2 avec un radical semi-ubiquinone. Son 

caractère continu et ubiquitaire pourrait être à l’origine d’un stress oxydatif responsable de 

dommages dont l’accumulation favoriserait le processus du vieillissement cellulaire. 

2) Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre, sont de remarquables promoteurs de processus 

radicalaires in vitro : ils transforment le H2O2 en radical OH•, encore plus toxique, et accélèrent 

la peroxydation lipidique. En situation physiologique, la concentration libre de fer ou de cuivre 

est particulièrement basse. En revanche, les destructions cellulaires entraînent une libération de 

ces métaux pouvant engendrer un stress oxydatif. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alfadda%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22927725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sallam%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22927725
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3) Aussi, des RLO sont produits au cours de la synthèse des prostaglandines et des leucotriènes 

de même que durant le catabolisme de certaines molécules exogènes ou endogènes comme les 

catécholamines. 

4) Parmi les sources importantes de RLO, l'oxydation des médicaments, des drogues ou des 

composés chimiques au niveau du cytochrome P450. Ce mécanisme est souvent incriminé pour 

expliquer la toxicité de l'alcool, des résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreux 

médicaments.  

 
5) Les cellules phagocytaires (PMN et macrophages) possèdent une enzyme membranaire, la 

NADPH oxydase spécialisée dans la fabrication du O2
•–. Cette enzyme normalement dormante 

est activée lorsque la cellule phagocytaire est stimulée. La forte consommation d’O2 qui en 

résulte est appelée "respiratory burst". Cette production de O2
•– est à l’origine de la synthèse de 

molécules comme le H2O2 ou l’HOCl, indispensables à la destruction du matériel phagocyté. 

Cette voie est particulièrement stimulée au cours des processus inflammatoires. 

 

 

Figure 2. Production mitochondriale et prise en charge de l’anion superoxyde (Carriere et al., 2006). 
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2.5. Rôle physiologique des radicaux libres 

Le paradoxe des RLO provient du fait qu’ils constituent des espèces extrêmement dangereuses, 

susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des espèces 

indispensables à la vie. Ils remplissent en effet de très nombreuses fonctions utiles. Ils participent 

à la transduction de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes 

(phagocytose des bactéries par les macrophages), à la destruction par apoptose des cellules 

tumorales, au cycle cellulaire, à la régulation de la dilatation capillaire, au dysfonctionnement de 

certains neurones et notamment ceux de la mémoire, à la régulation des gènes, phénomène 

appelé contrôle redox des gènes... Les RLO pourraient être responsables de l'activation des 

kinases en cas de réponse à des agressions comme l'irradiation, les cytokines inflammatoires ou 

les carcinogènes chimiques.  Ayant besoin d'une certaine quantité d'espèces réactives de l'O2, 

l'organisme ne cherche pas à les détruire mais à contrôler leur niveau pour éviter le stress 

oxydatif (Dröge, 2002) (figure 3). 

 

  

 

 

 

Figure 3.  Balance des activités entre pro-oxydants et antioxydants. 
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2.6. Le stress oxydatif 

Les causes essentielles du stress oxydatif sont d'origine (Deshmukh et al., 2013):  

1) Nutritionnelle: la rupture d'équilibre peut provenir d'une défaillance nutritionnelle ou de la 

carence en un ou plusieurs  des antioxydants apportés par la nutrition comme les vitamines ou les 

oligo-éléments, présents en quantité limitée dans l'alimentation. 

2) Accidentelle: la surcharge en facteurs pro-oxydants (fer, acides gras) par exemple dans le cas 

d’inflammation ou l'exposition à des xénobiotiques pro-oxydants... 

3) Génétique: des anomalies génétiques peuvent être responsables d'un mauvais codage d'une 

protéine enzymatique antioxydante, synthétisant un antioxydant ou régénérant un antioxydant... 

 

2.7. Conséquences du stress oxydatif 

La production excessive de RLO provoque des lésions directes de molécules biologiques 

(oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires 

dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés notamment lors de l'oxydation 

des lipides (figure 4). L'organisme peut réagir contre ces composés anormaux par production 

d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi être des auto-anticorps créant une troisième 

vague d'attaque chimique (Therond, 2006; Adly, 2010; Deshmukh et al., 2013). 

1) Les lipides  

Principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par OH• 

capable d'arracher un H sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un 

radical diène conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique 

forme une réaction en chaîne (figure 4). L’attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines 

circulantes aboutissant à la formation de LDL oxydées qui formeront le dépôt lipidique de la 

plaque d'athérome des maladies cardio-vasculaires alors que l'attaque des phospholipides 

membranaires modifie la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux 

récepteurs et transporteurs et la transduction du signal.                                                                        
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2) L’ADN   

Il s'agit d'une molécule très sensible à l'attaque par les RLO. Les bases qui composent l'ADN 

sont sensibles à l'oxydation. La modification de l'ADN induit des mutations souvent observées 

spontanément dans les cellules cancéreuses.  L'attaque radicalaire peut être directe et entraîner 

l'oxydation des bases, engendrant des bases modifiées. Le stress oxydatif peut aussi attaquer la 

liaison entre la base et le désoxyribose, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de 

chaîne simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la 

peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l'ADN. 

 

3) Les polysaccharides   

Les RLO attaquent les glycosaminoglycanes et notamment les protéoglycanes. Par ailleurs, le 

glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, en 

libérant du H2O2 et OH•, qui entraîneront la coupure des protéines et leur glycation. Ce 

phénomène est très important chez les diabétiques et contribue à la fragilité des parois 

vasculaires. 

Figure 4. Mécanisme en chaîne de la peroxydation des  acides  gras  polyinsaturés  et nature des 
produits terminaux formés (Favier al., 2003).  
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4) Les protéines  

De nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport sont oxydées et inactivées et  

perdent ainsi leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus 

sensibles à l'action des protéases. Les protéines oxydées deviennent aussi très hydrophobes, elles 

vont alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules. 
 

2.8. Stress oxydatif et maladies associées 

Le stress oxydatif est impliqué dans l'étiologie de nombreuses maladies; parmi ces maladies on 

cite les maladies cardiovasculaires, le diabète, la carcinogenèse, les maladies auto-

immunes (sclérose en plaque), l’immunodépression (SIDA), les maladies du système nerveux et 

les maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les problèmes de vision (cataracte), 

les troubles rénaux, les maladies respiratoires, les maladies inflammatoires... (Pham-Huy et al., 

2008) (figure 5).  

 

 
Figure 5. Troubles liés au stress oxydatif (www.lefruitdubienetre.com). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pham-Huy%20LA%5Bauth%5D
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3. Les systèmes de défenses : les antioxydants (AO) 

3.1. Définition  

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente à faible concentration par 

rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber l’oxydation de ce substrat. Cette 

définition fonctionnelle s’applique à un grand nombre de substances, comprenant des enzymes 

aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles.  

 

3.2. Différentes sources d’antioxydants  

Il existe deux sources de défenses antioxydantes : l’une est apportée par l’alimentation sous 

forme de fruits et de légumes riches en vitamine C, vitamine E, caroténoïdes, flavonoïdes… 

Tandis que l’autre est endogène et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion 

peroxydase, catalase) ou de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine). A cela 

s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des co-

facteurs importants pour l’activité de certains enzymes AO (Pham-Huy et al., 2008). 

 

3.3. Mode d’action des Antioxydants  

Indépendamment de leur localisation, les AO peuvent agir à deux niveaux : en prévenant la 

formation de RLO par inhibition directe de leur production (AO Ires) ou en épurant les RLO (AO 

IIres) (figure 6).  

  

 

 

 

 

 

 
Figure 6. Antioxydants neutralisant les RLO (www.probiox.com). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pham-Huy%20LA%5Bauth%5D
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En complément de cette double ligne de défense, l’organisme est capable de réparer ou 

d’éliminer les molécules endommagées par l’attaque radicalaire (Obrenovich et al., 2011).     
 
3.4. Le dispositif anti-radicalaire de protection  

Les AO sont classifiés selon leur mode d’action. Les AO essentiels comprennent (Obrenovich et 

al., 2011) (figure 7):  

1) Les AO piégeurs "scavengers" : vitamine E (α-tocophérol), vitamine C (acide ascorbique), 

provitamine A (β-carotène), urate, bilirubine et les substances contenant le groupe thiol. 

2) Les AO préventifs : ferritine, transferrine, lactoférrine, céruloplasmine et acide ascorbique. 

Leur fonction est de séquestrer les métaux de transition et prévenir les réactions de Fenton 

(réactions d'oxydation au cours desquels le peroxyde d'hydrogène oxyde l’ion fer II aboutissant à 

la formation du radical hydroxyle).  

3) Les enzymes antioxydantes : le système d’enzymes a pour rôle de catalyser des réactions 

pour neutraliser les RLO (superoxyde dismutase, catalase, et glutathion peroxydase). 

 
3.5. Les réactions de défense  

Le système de défense dépend de la qualité et de la concentration des substances AO disponibles. 

Il dépend aussi de la concentration des RLO qui peuvent écraser ce système de protection s’ils 

sont présents en grandes quantités dans les fluides corporelles (Pham-Huy et al., 2008; 

Wahlqvist, 2013).  

1) Le fer et le cuivre sous forme libre étant particulièrement promoteurs de dommages 

radicalaires, ces métaux sont physiologiquement séquestrés et transportés grâce à des protéines 

comme la ferritine, la céruloplasmine… qui agissent en tant qu’AO primaires. C’est donc 

indirectement que ces métaux possèdent une activité antioxydante. 

2) Le superoxyde dismutase (SOD) (I) est une enzyme convertissant le superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène. Ce dernier est secondairement soit dismuté en oxygène et eau grâce à la catalase 

(II) soit transformé en eau lors d’une réaction couplée à l’oxydation du glutathion, catalysée par 

la glutathion peroxydase (GSH-Px) (III).   

http://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pham-Huy%20LA%5Bauth%5D
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La glutathion peroxydase ainsi que les différents isoformes de superoxyde dismutase sont des 

métallo-enzymes comprenant soit du sélénium (glutathion peroxydase) soit du manganèse (SOD 

mitochondriale) soit du cuivre et du zinc (SOD cytosolique).  

   SOD 
2 O2•- + 2 H+    →     H2O2 + O2 

     

 Catalase 

        2 H2O2   → 2 H2O + O2 

   GSH-Px 

    2GSH + H2O2   →  GSSH + 2 H2O 
 

3) Les AO liposolubles, comme la vitamine E et l’ubiquinol, sont concentrés dans les membranes 

cellulaires où ils sont particulièrement efficaces pour limiter la peroxydation lipidique. Leur effet 

protecteur est principalement lié à leur capacité à céder un de leurs électrons pour arrêter la 

propagation radicalaire tout en étant capable soit de céder un second électron lors d’une réaction 

d’oxydation conventionnelle soit de se régénérer par le remplacement de l’électron manquant. 

4) Dans les milieux hydrosolubles, de nombreuses molécules semblent avoir un pouvoir 

antioxydant. C’est le cas par exemple de la vitamine C, de l’acide urique et de l’albumine. 

Même si les mécanismes de défense sont différents, le dispositif mis en jeu permet d’assurer une 

protection anti-radicalaire sur l’ensemble de l’espace cellulaire. Tous les acteurs de cette lutte ne 

sont pas seulement complémentaires, ils sont synergiques. 

 
3.6. Les vitamines antioxydantes 

1) Vitamine E 

Liposoluble, elle regroupe la famille des tocophérols et se trouve dans l’huile de germe de blé, 

les autres céréales germées, les légumes verts, la plupart des graines des oléagineuses et les 

huiles végétales, la margarine, le beurre, le foie, la viande, le jaune d’œuf et les produits laitiers. 

La vitamine E possède une activité antioxydante. Elle joue un rôle dans la prévention des 

maladies cardiovasculaires. Au niveau des membranes cellulaires, elle inhibe le mécanisme de 

peroxydation des lipides et limite l’oxydation des LDL. Par ailleurs la vitamine E diminue le 

risque de maladie d’Alzheimer. Elle est régénérée par d’autres antioxydants comme l’acide 

ascorbique et le bêta carotène (Jomova & Valko, 2013).  

(I) 
 

(II) 
 

(III) 
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2) Vitamine C 

Elle appartient à la classe des vitamines hydrosolubles et se trouve dans les agrumes, le poivron 

rouge, la fraise, le brocoli... La vitamine C est un puissant antioxydant, elle intervient très tôt au 

niveau du plasma pour piéger énormément de radicaux libres comme le O2
•-, le H2O2, le OH• 

pour protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras, ADN) de l’oxydation. Elle est 

aussi responsable de la régénération de la vitamine E dans le corps.  Plusieurs études ont montré 

que des valeurs de vitamine C inférieures à 4 mg/mL sont associées a un risque accru de 

développement de maladies cardiovasculaires (Sorg, 2004; Farbstein et al., 2010). 
 

3) Les caroténoïdes  

Ce sont des pigments orange, rouge et jaune, liposolubles, synthétisés par les plantes. Ils 

regroupent les carotènes (dont les lycopènes) et les xanthophylles. Certains caroténoïdes jouent 

un rôle important dans la synthèse de la vitamine A. Ils présentent des propriétés antioxydantes 

agissant surtout sur l’oxygène singlet ¹O2. Une molécule de β-carotène ou provitamine A peut 

inactiver des centaines de molécules d'oxygène singlet. Les caroténoïdes jouent un rôle dans la 

prévention et la prise en charge des maladies cardio-vasculaires et du cancer; elles interviennent 

aussi pour retarder ou minimiser certains symptômes du vieillissement (Fiedor & Burda, 2014).  

 

Figure 7. Stratégies de conception  de systèmes AO  susceptibles de prévenir la formation des RLO ou de  
permettre  leur destruction (Favier et al., 2013). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Pigment
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3.7. Les polyphénols 

Les polyphénols constituent une large classe de molécules organiques synthétisées par les fruits 

et les végétaux (racines, tiges, fleurs, graines, feuilles et fruits). Ils participent à la défense contre 

les agressions environnementales et ont des propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoire, anti-

carcinogénique... Les polyphénols sont caractérisés par la présence de nombreux groupes phé-

noliques arrangés en structures complexes. Ils ont en commun la présence de plusieurs noyaux 

benzéniques comportant des fonctions hydroxyle. Les polyphénols possèdent un poids 

moléculaire allant de 500 à 4000 kDa. Ils peuvent se présenter sous la forme de molécules sim-

ples comme l’acide gallique ou de polymères comme les tanins. Les polyphénols sont très 

abondants dans la nature, plus de 8000 composés ont été identifiés à date, pour cela leur 

classification est très complexe. Ils sont communément subdivisés en phénols simples, acides-

phénols (café, thé, bleuets, fraises, grenade, laitue, épinards...), coumarines, naphtoquinones, 

stilbénoïdes, flavonoïdes, lignines et tanins (raisin, lentilles, noix...). Les flavonoïdes sont des 

pigments responsable de la coloration des plantes et des fruits, ils correspondent à la famille la 

plus large de polyphénols incluant plusieurs sous-classes: anthocyanes (couleur mauve et bleue: 

bleuet, cerise, mûre, prune, raisins...), flavonols, isoflavones... (Quideau et al., 2011). 

Les polyphénols sont une source importante d'antioxydants et exercent cette action par divers 

mécanismes : ils peuvent former des complexes avec les métaux réactifs tels que le fer et le 

cuivre ce qui induit une réduction de leur absorption. À première vue, ceci peut sembler être un 

effet secondaire négatif (réduisant l'absorption nutritive), mais les fortes concentrations de ces 

métaux dans le corps peuvent favoriser la génération des RLO et contribuer aux dommages 

oxydants des membranes de cellules et de l'ADN cellulaire. En plus de leur effet de chélation sur 

des cations en métal, les polyphénols fonctionnent également comme extracteurs efficaces de 

radicaux libres dans le corps, où ils peuvent neutraliser directement les radicaux libres dans le 

sang avant qu'ils puissent endommager les cellules (Perron & Brumaghim, 2009). 

Les composés phénoliques permettent également de préserver et d’économiser la vitamine E et la 

vitamine C qui sont eux-mêmes de puissants antioxydants. Ils peuvent en plus inhiber l’activité 

de certaines enzymes oxydatives comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase qui aboutissent à 

la formation de prostaglandines, thromboxanes et leucotriènes intervenant dans le mécanisme de 

l’agrégation plaquettaire et l’inflammation (Takano-Ishikawa & Yamaki, 2006).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nol_(groupe)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide-ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide-ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Coumarine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Naphtoquinone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Stilb%C3%A9no%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Flavono%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lignine
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perron%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19184542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brumaghim%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19184542
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II. La doxorubicine et sa cardiotoxicité 
 
Les RL sont impliqués dans plusieurs processus relatifs au cancer et plus particulièrement, à la 

chimiothérapie anticancéreuse. Dans cette partie, nous allons développer le role des RL dans la 

cardiotoxicité de la doxorubicine. 

 
1. Le cancer 

Le cancer est une cause majeure de décès dans le monde, à l’origine de 8,2 millions de décès en 

2012. Les cancers du poumon, de l’estomac, du foie, du côlon et du sein sont ceux qui entraînent 

le plus grand nombre de décès chaque année. Par ailleurs, les types de cancer les plus fréquents 

ne sont pas identiques chez les hommes et chez les femmes. D’après les projections, la mortalité 

due au cancer devrait augmenter de 50 % d'ici 2030 (OMS, 2013). Loin d'être une maladie 

récente, des écritures sur le cancer remontent à l'Egypte ancienne (3000 av. J-C). Hippocrate, le 

père de la médecine (460-370 av. J-C), fut le premier à comparer le cancer à un crabe, il utilisa 

alors le terme carcinos qui provient du mot grec karkinos, qui signifie crabe et dont le mot cancer 

est la forme latine. Cette image représente la façon qu'ont les cellules cancéreuses à adhérer et à 

se répandre en développant des ramifications ressemblant aux pattes des crabes (Hajdu, 2011). 

Le terme médical utilisé pour décrire le cancer est néoplasie qui provient du grec et signifie 

nouvelle formation. Le cancer est donc le résultat de la multiplication anarchique de cellules 

anormales mutées d’un tissu, qui échappent aux mécanismes habituels de différentiation et de 

régulation lors de leur multiplication. Ces cellules sont capables d’envahir un tissu normal 

avoisinant, en le détruisant, puis de migrer dans d’autres compartiments de l’organisme pour 

former des métastases (Diamandopoulos, 1996; Sudhakar, 2009).  

Plusieurs voies thérapeutiques ont été décrites: 
 

1) La chirurgie: c'est un traitement local du cancer qui a pour objectif d'enlever la tumeur et les 

ganglions, elle peut être conservatrice ou radicale. La chirurgie est utilisée seule ou en 

combinaison avec d'autres traitements (Weinberger et al., 2012). 
 

2) La radiothérapie: c'est un traitement régional des cancers qui consiste à utiliser des 

rayonnements ionisants pour détruire les cellules cancéreuses en bloquant leur capacité à se 

http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/t_traitement-local/
http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/t_traitement-locoregional/
http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/ressources-utiles/dictionnaire/c_cellule/
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multiplier. Elle a pour but de détruire toutes les cellules tumorales en dirigeant précisément les 

radiations sur la zone à traiter tout en épargnant les tissus sains périphériques pour les préserver 

le mieux possible. La radiothérapie peut être utilisée seule ou associée à la chirurgie et à la 

chimiothérapie. Elle complète la chirurgie en détruisant les éventuelles cellules cancéreuses 

restantes dans le but de diminuer le risque de récidive locale (Lancet, 2000; Murphy et al., 2013). 
 

3) L’hormonothérapie: c'est un traitement qui intervient dans les mécanismes hormonaux, pour 

éviter la stimulation par les hormones de la prolifération des cellules tumorales. En effet, il a été 

constaté que l’ovariectomie bilatérale améliore les conditions de vie de femmes souffrant de 

cancer du sein. L’hormonothérapie se fonde sur trois mécanismes d’action: la disparition de 

l’hormone circulante, l’inhibition de la synthèse du dérivé actif ou le blocage du récepteur 

hormonal. Elle n’est indiquée que si les dosages des récepteurs hormonaux (oestrogéniques et 

progestéroniques) dans la tumeur sont positifs (Pouillart, 1998; Padilha et al., 2013).  
 

4) La chimiothérapie: c'est un traitement qui fait appel à la capacité de certaines molécules 

chimiques à favoriser la mort des cellules cancéreuses par arrêt de la division des noyaux. La 

chimiothérapie fut initiée pendant la deuxième guerre mondiale mais ce n'est qu'en 1970 

qu'apparaissent la majorité des médicaments qui se divisent en : agents alkylants (cisplatine), 

antimétabolites ( 5-fluorouracile, méthotrexates), alcaloïdes végétaux (vinca-alcaloïdes, taxanes), 

inhibiteurs de la topoisomérase et antibiotiques antitumoraux (anthracyclines). Ils affectent 

la mitose, la synthèse ou la fonction de l'ADN. En clinique, l’usage veut que des molécules à 

cibles différentes soient utilisées en association. Une soixantaine de produits actifs sont utilisés et 

parmi eux, les anthracyclines, le sont dans 80 % des traitements. La chimiothérapie présente des 

effets secondaires touchant en général les cellules à division rapide provoquant des alopécies, 

nausées, diarrhée et mucites, ainsi qu'une cardiotoxicité, hépathotoxicité, neurotoxicité et 

néphrotoxicité (Cvitkovic-Bertheault et Rouessë, 1999; Teuffel et al., 2013).  
 

5) Thérapies ciblées: c'est un traitement qui vise à prévenir la croissance tumorale en 

intervenant avec une cible moléculaire spécifique telle que, par exemple un facteur de croissance 

indispensable à la prolifération cellulaire. Les progrès récents en termes de biologie moléculaire 

sur la compréhension des mécanismes cellulaires dans les tissus sains et tumoraux, ont mis en 

lumière plusieurs processus de transmission de signaux. Ceci a permis l’avènement des thérapies 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Chirurgie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chimioth%C3%A9rapie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fluorouracile
http://fr.wikipedia.org/wiki/Topoisom%C3%A9rase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tumeur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mitose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
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ciblées anticancéreuses qui englobent la mise au point d'anticorps monoclonaux et d'inhibiteurs 

capables de neutraliser certains transmetteurs des cellules cancéreuses. Ce traitement  sous-

entend une plus grande efficacité à des doses  pharmacologiques faibles, une toxicité limitée et la 

possibilité d’individualiser le traitement  selon le profil pathologique et moléculaire du  patient. 

De telles voies constituent des cibles idéales, toutefois ces nouvelles thérapies, aussi 

prometteuses soient elles, sont très spécifiques et couteuses (Slamon et al., 2011; Roché, 2013).  

 
C’est pourquoi, la chimiothérapie est encore très employée malgré les effets secondaires qui 

peuvent en résulter. Parmi les agents chimio-thérapeutiques les plus utilisés en milieu clinique 

pour le traitement de formes variées de cancers, figurent les anthracyclines. Cette famille 

d’agents anti-tumoraux regroupe de nombreuses molécules analogues. Parmi les anthracyclines 

les plus prescrits, jusqu'à ce jour, on retrouve la doxorubicine (DOX).  

 

2. La Doxorubicine  
 

2.1. Historique 
 

La doxorubicine (ou adriamycine) est un médicament antibiotique anticancéreux de la famille 

des anthracyclines. L’histoire de la doxorubicine peut être rapportée aux années 1950, lorsqu’un 

laboratoire italien "Farmitalia Research Laboratories" était à la recherche d’un composé 

anticancéreux. Dans ce cadre, une nouvelle souche de bactérie Streptomyces peucetius a été 

découverte, produisant un pigment rouge brillant qui a été isolé. L'antibiotique fabriqué par cette 

bactérie a présenté une activité anticancéreuse importante contre certains modèles de tumeurs 

murines. Ainsi, la première anthracycline découverte et utilisée fut la daunorubicine.  Le suffixe 

-rubicine rappelle la couleur rouge intense. Les essais cliniques ont débuté en 1960 et le 

médicament reconnu un succès dans le traitement des leucémies aiguës et des lymphomes. Mais, 

en 1967 il a été démontré que la daunorubicine produit une toxicité cardiaque fatale. Des 

modifications ont été réalisées sur la machinerie génétique des Streptomyces pour produire un 

antibiotique différent. Ils nommèrent le nouveau composé adriamycine, puis a été changé en 

doxorubicine  pour devenir conforme avec la convention pharmaceutique et approuvée par la 

Food and Drug Administration (FDA) en 1974. En 1976, il est apparu une troisième génération 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Slamon%20D%5Bauth%5D
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de ces molécules avec l’idarubicine, d’origine synthétique, obtenue en supprimant le radical 

méthoxyl de la daunorubicine (Kufe et al., 2003; Minotti et al., 2004).  

À ce jour, la doxorubicine est la molécule de référence la plus utilisée en chimiothérapie malgré 

sa cardiotoxicité élevée. Elle possède un large spectre anticancéreux y compris les leucémies, les 

lymphomes (maladie de Hodgkin) et les tumeurs solides (cancer du sein et de l’ovaire, sarcomes 

osseux et tissulaires, neuroblastomes) (Tacar et al., 2013). 

 

2.2. Pharmacologie 

 
2.2.1. Structure moléculaire 

La structure des anthracyclines comprend deux parties: 

● Une aglycone composée d'un noyau polyaromatique tétracyclique hydrophobe quasi plan 

portant des fonctions quinones et hydroquinones, qui leur permet de fonctionner comme 

accepteur et donneur d’électrons. 

●  Un aminosucre, la daunosamine, lié au carbone C7 de l'aglycone par une liaison glycosidique. 
 

La doxorubicine (ou adriamycine) a une masse moléculaire de 578.98 Da, elle est composée d’un 

noyau tétracyclique chromophore relié par une liaison glycosidique à un substitut glucosamine; 

c'est l’anthracycline de référence (figure 8). La structure particulière des anthracyclines, en 

l’occurrence la DOX, leur permet d'interagir avec l'ADN et de s'intercaler entre deux paires de 

bases de la double hélice, ainsi qu'avec les lipides pour lesquels elles ont une forte affinité. Ces 

molécules réactives sont sensibles aux oxydoréductions cellulaires (Hortobàgyi, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Doxorubicine Daunorubicine 

Aglycone 

Daunosamine 

Figure 8. Les structures moléculaires de la doxorubicine et daunorubicine. 

 



29 
 

 

2.2.2. Pharmacocinétique 

L'hydrophobicité de la doxorubicine associée à sa nature de base faible non chargée lui permet 

de diffuser passivement à travers la membrane plasmique par un mouvement de flip-flop du 

feuillet externe au feuillet interne (figure 9) (Ferte, 2000). Elle atteint le noyau toujours par 

diffusion pour enfin se lier à l'ADN. Au pH physiologique intracellulaire (7.2-7.4), le 

groupement sucre se charge positivement, ce qui permet de stabiliser la drogue intercalée via des 

liaisons électrostatiques Le transport transmembranaire de la doxorubicine associe ainsi une 

diffusion passive et un efflux actif par la P-glycoprotéine (P-gP) dont le mécanisme d'action n'est 

pas encore complètement élucidé. Son accumulation intracellulaire est fonction de la cinétique 

d'incorporation qui dépend des mécanismes d'influx et d'efflux (figure 10) (Gallois et al., 1996).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figure 9.  Modèle de transport d'une molécule d'anthracycline par flip-flop (changement de position 

des molécules d'un feuillet de la bicouche à l'autre). 
 

 

Les anthracyclines sont administrées par voie intraveineuse afin d'atteindre rapidement la tumeur 

sans être trop dégradée, et en injection rapide, pour éviter une extravasation à côté de la veine qui 

endommagerait les tissus. Ces substances possèdent une importante diffusion tissulaire et sont 

rapidement captées par différents organes : cœur, reins, poumons, foie et rate, mais ne traversent 

pas la barrière hémato-encéphalique (Hande, 1998).  
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Les études pharmacocinétiques montrent que la doxorubicine a un profil multiphasique, la phase 

initiale de distribution est rapide avec un temps de demi-vie entre 5 et 30 min et la phase finale 

d'élimination est lente avec un temps de demi-vie de 30 à 40 h. Elle est liée à 75 % aux protéines 

plasmatiques, surtout l'albumine (Campos et al., 2012). La DOX est métabolisée, au niveau du 

foie, en doxorubicinol, son métabolite actif principal (Lal et al., 2010). Elle est éliminée 

principalement par voie biliaire, mais également par voie rénale. En effet, 10 à 15 % de la dose 

administrée sont retrouvées dans les urines, ce qui explique la coloration rouge de l'urine, 

quelques jours après le traitement (Hortobàgyi, 1997; Tannock et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
Figure 10. Diffusion passive de la doxorubicine à travers la  membrane  plasmique  et  son  

efflux actif par la P-glycoprotéine. 
 

 

2.3. Principaux mécanismes d’action 

La compréhension de l’action anticancéreuse des anthracyclines a considérablement progressé 

avec le développement de la biologie et de la pharmacologie cellulaire. Les anthracyclines 

s'intercalent entre les paires de bases azotées de l'ADN et inhibent l'activité de la topoisomérase 

II, d'où le nom d'intercalants donné à ce groupe de substances. Le noyau, les mitochondries et les 

membranes cellulaires des cellules tumorales sont les cibles potentielles des anthracyclines. La 

plupart d'entre elles forment des RLO responsables de leur toxicité, mais pas de leur activité 

antitumorale. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans leur activité anticancéreuse: 

 

Membrane plasmique 

P-glycoprotéine 

Diffusion de la 
Doxorubicine 

 

Dommages à l'ADN 
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1) Intercalation dans la molécule d’ADN: les anthracyclines se lient de façon covalente aux 

doubles-brins de l'ADN pour former un complexe [ADN-anthracycline]. Ces liaisons se font 

principalement sur les résidus guanine de l'ADN et sont réversibles. Leur structure multicyclique 

plane leur permet de former des adduits ou ponts  (crosslink) en s’interposant entre deux paires de 

bases adjacentes dans la double hélice et d’y contracter des liaisons hydrophobes et 

électrostatiques. En s’intercalant dans l’ADN, les anthracyclines inhibent la réplication, la 

transcription et donc la synthèse protéique (figure 11) (Szuławska et Czyz, 2006). 

 

2) Inhibition de l'enzyme topoisomérase II : les topoisomérases sont des enzymes chargées de 

réguler les conversions topologiques de l'ADN. Leur fonction est essentielle durant de 

nombreuses étapes du métabolisme de l'ADN et permettent le bon fonctionnement nucléaire. Les 

topoisomérases II induisent des cassures doubles brins transitoires de l'ADN afin de permettre à 

un segment de l'ADN de passer à travers un autre et ensuite ressouder les segments coupés. Les 

anthracyclines en s'intercalant à l'ADN stabilisent le complexe transitoire de clivage [ADN-

enzyme] et empêchent la religation des brins par les topoisomérases II. Ainsi, la formation du 

complexe ternaire stable [anthracycline-ADN-topoisomérase II] stabilise les coupures double 

brins et prévient la topoisomérase II de relier les extrémités libres des segments coupés pour la 

restitution de la structure tridimensionnelle de l'ADN (figure 11). L'inhibition de cette enzyme 

provoque un arrêt du cycle cellulaire en G2/M et la mort cellulaire. Les cellules en phase G0 ne 

possédant que peu de topoisomérases II sont peu sensibles à ces agents (Isaacs et al., 1995). 

 

3) Inhibition de la synthèse d’ADN: l’action pro-apoptotique des anthracyclines est en partie 

initiée par une voie de signalisation impliquant la protéine P53. En effet, la doxorubicine peut 

induire l'expression de cette protéine de manière dose dépendante. La p53 se fixe sur l’ADN, y 

active la transcription du gène Bax (médiateur pro-apoptotique), qui induit la libération du 

cytochrome c par ouverture des pores mitochondrial, et inhibe celle du gène Bcl-xL (médiateur 

anti-apoptotique). La synthèse d’ADN est donc inhibée (Minotti et al. 2004). 

 

4) Interaction avec les membranes plasmiques: la doxorubicine et les anthracyclines en 

général ont une très forte affinité pour les membranes lipidiques à travers lesquelles elles 

diffusent passivement. Elles s'associent directement avec les phospholipides par interactions 
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ionique. La présence d'anthracyclines au sein de la bicouche lipidique peut altérer la structure et 

la fonction membranaire en modifiant les interactions lipides-lipides et lipides-protéines, 

notamment les protéines membranaires impliquées dans les voies de signalisation cellulaires. La 

doxorubicine peut ainsi exercer son action cytotoxique directement en modifiant les propriétés de 

fluidité membranaire (Lubgan et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
Figure 11. Mécanisme d’action des anthracyclines: intercalation dans l’ADN et 

stabilisation de l’enzyme topoisomerase II. 1. ADN 2. Anthracycline 3. Topoisomérase II. 

 

2.4. Mécanismes de résistance à la doxorubicine 

Les mécanismes de résistances aux anthracyclines sont de deux sortes (Nielsen, 1996) : 

1) Accompagnées d'une diminution de la concentration intracellulaire du médicament, elles sont 

dues à la surexpression de P-gp ou d'autres pompes membranaires. 

2) Non accompagnées d'une diminution de l'entrée du médicament, il s'agit au contraire d'une 

tolérance de la présence d'anthracyclines dans la cellule par augmentation des mécanismes de 

détoxication, augmentation de la réparation de l'ADN et inhibition du processus d'apoptose. 

 

1 

2 
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2.5. Indications thérapeutiques et toxicité 

Le schéma d'administration de la doxorubicine est modulé par la dose, selon la toxicité cardiaque 

potentielle. Généralement les anthracyclines sont utilisées en association ou en relais avec 

d'autres agents chimiothérapeutiques comme par exemple, le 5-fluorouracile, le cyclo-

phosphamide, le paclitaxel ou la vincristine. La posologie moyenne est de 40 à 75 mg/m² tous les 

3 à 4 semaines. Les cycles sont répétés jusqu'à une dose totale maximale de 550 mg/m². On 

administre la dose de doxorubicine en 3 à 5 min dans la tubulure d'une perfusion intraveineuse 

de solution de chlorure de sodium isotonique ou de solution de glucose à 5% en une ou deux fois 

au cours de la journée (Pfizer, 2012). 
 

Les indications de la doxorubicine sont assez nombreuses:  

Cancer du sein (taux de réponse 40 à 50%), cancer de l'ovaire, cancer de la prostate, cancer du 

foie, cancer de l'estomac, cancer de la vessie, cancer du poumon, tumeurs solides de l'enfant, 

sarcome des os, leucémies aiguës et chroniques, maladie de hodgkin, lymphome non hodgkinien 

et neuroblastome (Polovich et al., 2005). 

 

Les noms commerciaux des principales anthracyclines utilisées en clinique sont: 

 Daunorubicine : Cérubidine®, Daunoxome® 

 Doxorubicine ou Adriamycine : Adriablastine® (laboratoire Pfizer), Caelyx® (laboratoire 

Schering-Plough) et Myocet® (Zeneus Pharma) 

 Epirubicine : Farmorubicine® 

 Idarubicine : Zavedos® 

 Pirarubicine : Théprubicine® 

 

Les effets secondaires de la doxorubicine sont: 

1) Les effets secondaires divers : alopécie, nausée, diarrhée, vomissement, mucite, œdème, 

toxicité hématologique (anémie, leucopénie et thrombopénie), neurotoxicité, troubles digestifs, 

fatigue et immunodépression. 

2) Les effets secondaires spécifiques aux anthracyclines : toxicité rénale et cardiaque. La toxicité 

cardiaque est cumulative et liée à la dose, avec une dose totale maximale tolérée de 550 mg/m2 

pour la doxorubicine (Bonita et Pradhan, 2013). 
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3. Toxicité cardiaque 
 

Les anthracyclines représentent un pilier de la chimiothérapie; mais, leur cardiotoxicité est le 

facteur limitant dans la prescription de cette classe thérapeutique. En effet, l’utilisation des ces 

drogues s’accompagne d’un risque de 10 à 50 % de cardiotoxicité cumulative se traduisant par 

une cardiomyopathie. Celle ci pouvant évoluer à plus ou moins long terme vers une insuffisance 

cardiaque (IC) congestive sévère et irréversible, engageant parfois le pronostic vital alors même 

que la tumeur est guérie ou contrôlée (Wojtacki et al., 2000; Monsuez et al., 2010). 

 

3.1. Principaux mécanismes de la cardiotoxicité des anthracyclines 

Les études ont montré que les anthracyclines ont deux mécanismes d'actions distincts. En effet, 

l’activité antitumorale et la cardiotoxicité correspondent à des cibles intracellulaires différentes. 

L'action anticancéreuse est rapportée à un effet intercalant du médicament au niveau de l'ADN et 

à l’inhibition de l’enzyme nucléaire, la topoisomérase II, inhibant ainsi la transcription et la 

synthèse protéique. Cependant, cette enzyme est très peu exprimée dans les cellules cardiaques. 

Ce constat a conduit à la recherche d’autres mécanismes susceptibles de rendre compte de la 

toxicité cardiaque des anthracyclines (Zhang et al., 2012). Le mécanisme de cardiotoxicité n’est 

pas totalement connu. Les données les plus convaincantes supposent que les effets secondaires 

de toxicité cardiaques sont attribués à la génération de radicaux libres (RL) au cours d'une 

réaction redox entre la forme quinone de l'anthracycline et sa forme semi-quinone qui auraient un 

potentiel délétère au niveau des cardiomyocytes du fait de leur faible capacité antioxydante 

(Monsuez et al., 2010). Ceci pourrait être à l'origine des cardiomyopathies développées plus de 

10 ans après un traitement par les anthracyclines (De Angelis et al., 2010; Huang et al., 2010). 

Plusieurs hypothèses ont été avancées: 

 

3.1.1. Production de radicaux libres par les anthracyclines 

La pathogénie de la toxicité cardiaque des anthracyclines n’est pas clairement définie; elle est 

probablement multifactorielle, avec principalement production de RL de l'oxygène et de l'azote, 

perturbation de l’homéostasie calcique, apoptose cellulaire et modulation de l’expression de 

certains gènes de la signalisation cellulaire. L’hypothèse du développement d’un stress oxydatif 
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induit par les anthracyclines est le plus communément admis. L’augmentation de la production 

de RL associée à une diminution des systèmes de défenses AO serait à l’origine des atteintes 

irréversibles observées au niveau des cardiomyocytes (Dalloz et al., 1999; Floyd et al., 2005). 

Les oxydants appartiennent à deux familles principales: les espèces réactives d'oxygène, dont le 

parent est O2
•-, et les espèces réactives d'azote, dont le parent est le NO• (figure 12). 

 

1) Formation d’espèces activées de l’oxygène  

Le métabolisme de la doxorubicine entraîne l’apparition de RL, principalement l’anion 

superoxyde O2
•- et le radical hydroxyle OH•. Ces molécules chargées négativement sont très 

instables et responsables de l’oxydation des lipides polyinsaturés, avec désorganisation 

membranaire et dysfonctionnement de la respiration mitochondriale. Les cellules myocardiques 

sont particulièrement sensibles aux RL car elles sont pauvres en agents AO comme la catalase et 

la SOD (Zucchi et al., 2003). Ces RL sont créés par deux voies différentes :  
 

- La voie de la réduction par les flavine réductases placées au niveau de la membrane 

mitochondriale avec transformation de l’anthracycline en dérivé semi-quinone puis 

hydroquinone en cédant des électrons. Les anthracyclines ont une structure de type quinone 

pouvant subir une réduction par les flavines réductases (cytochrome P450 réductase, NADH 

déshydrogénase), pour aboutir à la formation d’un dérivé semi-quinone radicalaire et induire une 

production accrue de RLO (Olson et Mushlin, 1990). Ce dérivé peut subir une réduction en 

hydroquinone, ou retourner à sa forme initiale en cédant son électron célibataire à l’oxygène, 

produisant ainsi des radicaux superoxydes (O2•–) (figure 12).  
 

-  La voie non enzymatique par la réaction d’Haber-Weiss avec liaison du cation Fe3+ avec trois 

molécules de doxorubicine puis réduction du Fe3+ en Fe2+ avec transfert d’électrons (Cummings 

et al., 1991). Cette voie fait intervenir la formation d’un complexe entre les anthracyclines et le 

fer. Dans la cellule, l’ion ferrique Fe3+ est libéré de ses sites de stockage, transferrine et ferritine, 

par l’attaque des anthracyclines.  Le Fe3+ se lie alors à trois molécules d’anthracyclines pour 

former un complexe très stable : Fe3+–(anthracycline)3. Ce complexe subit un cycle 

d’oxydoréduction, donnant naissance à un complexe radicalaire Fe2+–(anthracycline)3. Ce dernier 

peut céder son électron supplémentaire à l’oxygène moléculaire et aboutir ainsi à la formation de 

radicaux O2
•– (Minotti et al., 1999) (figures 12 et 13).  
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Les radicaux O2•– sont normalement transformés en peroxyde d’hydrogène (H2O2) par la 

superoxyde dismutase (SOD). L’H2O2 peut ensuite être décomposé en eau et oxygène grâce à 

l’action des catalases et des glutathions peroxydases (GSH-Px). Toutefois, les cellules 

myocardiques sont très riches en  mitochondries mais très pauvres en enzymes protectrices 

contre les radicaux libres comme la catalase et la SOD. De plus, les études ont montrés que les 

anthracyclines peuvent induire une déplétion en enzymes antioxydantes, notamment en SOD et 

en GSH-Px (Li et Singal, 2000). Il en résulte une accumulation de radicaux O2•– et de H2O2, à 

l’origine d’une production de radicaux hydroxyles (OH•) par la voie de Fenton. De plus, le 

complexe Fe3+–(anthracycline)3 se comporte comme un puissant catalyseur de la réaction. Ce qui 

explique que le tissu cardiaque, soit particulièrement sensible au stress oxydatif engendré par les 

anthracyclines (Tomás et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 12. Production de radicaux superoxydes (O2•–) par réaction enzymatique d’oxydoréduction de la 
fonction quinone des anthracyclines et formation de peroxynitrites (ONOO–). 
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2) Formation d’espèces activées de l’azote  

Le NO• est produit à partir de L-arginine et d'oxygène par le domaine oxydase de l'enzyme NO 

synthase endothéliale (eNOS). De plus, sous l'effet de stimuli inflammatoires induit par les 

anthracyclines, le NO• est également produit à partir de L-arginine par l'enzyme NO synthase 

sous sa forme inductible (iNOS) présente au niveau des macrophages et des cellules vasculaires. 

Les anthracyclines peuvent aussi être réduites par le domaine réductase des eNOS en dérivé 

radicalaire semi-quinone qui, en présence d’oxygène, peut conduire à la formation d’O2•– 

(Vasquez-Vivar et al., 1997).  Les deux radicaux O2
•- et NO• sont modérément toxiques 

individuellement, mais lorsqu'ils sont produits de façon concomitante et en grandes quantités, ils 

se combinent immédiatement pour former un oxydant puissant, le peroxynitrite (ONOO-). Celui-

ci peut générer le radical OH• indépendamment des processus faisant intervenir le fer (Beckman 

et al., 1990; Pacher et al., 2003) (figures 12 et 13). 

 

3) Effets toxiques cellulaires de la production des RL  

Dans les cellules myocardiques, en présence de la doxorubicine, les RL sont formés à des 

concentrations très élevées ne pouvant pas être prises en charge par les systèmes de détoxication 

(Pelicano et al., 2004). Les RL sous formes d'anthracyclines radicalaires, H2O2, O2
•-, OH•, 

ONOO– ou autres jouent un rôle très important dans la cardiotoxicité induite par les 

anthracyclines. Ils induisent l'oxydation des constituants cellulaires (lipides, protéines, ADN) 

altérant leurs structures et leurs fonctions (Weinstein et al., 2000).  

 

La peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés est responsable de l’altération et 

dégradation des fonctions membranaires: elle altère la physiologie des membranes cellulaires en 

induisant une diminution de leur fluidité membranaire, modifie leur perméabilité aux ions, 

entraîne l'inactivation d'enzymes et de récepteurs... L'oxydation des acides aminés modifie les 

structures secondaires et tertiaires des protéines, et entraîne des dénaturations, des 

fragmentations et la formation d'agrégats (Minotti et al., 2004). L’homéostasie calcique est 

perturbée, ce qui entraine une diminution de la contractilité myocardique ainsi qu'un défaut de 

relaxation par excès du calcium. En effet, les anthracyclines sont responsables d’un relargage 

intracellulaire de Ca2+ à partir du réticulum endoplasmique, ce qui induit une augmentation de la 

concentration du calcium intra-cytoplasmique (Kusuoka et al., 1991). De plus, les lésions de la 



38 
 

paroi des organites engendrées par les radicaux libres entrainent aussi une surcharge calcique 

mitochondriale. En effet, le stress oxydatif associé au traitement par les anthracyclines peut 

induire des lésions mitochondriales ayant pour conséquence une évolution de la cellule vers 

l’apoptose (figure 13). Des études ont montrés que des souris transgéniques surexprimant la 

manganèse-SOD (MnSOD), qui est une SOD mitochondriale, acquièrent une résistance à 

la toxicité des anthracyclines. Ainsi, l’administration de doxorubicine à ces souris n’entraîne pas 

de lésions cardiaques; suggérant que la prévention du stress oxydatif intra-mitochondrial prévient 

la cardiotoxicité de cette drogue (Hsiu-Chuan et al., 1996).  

 
Ceci représente les déterminants clés de la signalisation cellulaire dans la réponse à de nombreux 

stress et la régulation des fonctions cellulaires impliquant la prolifération et l'apoptose 

(Thannickal et Fanburg, 2000; Yeh et al., 2009).  

   

Figure  13. Mécanisme de toxicité cardiaque de la doxorubicine dans les cardiomyocytes. 
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3.1.2. Apoptose cellulaire induite par les anthracyclines 

Une hypothèse physiopathologique est née du fait que les anthracyclines sont de puissants 

inductrices d’apoptose impliquées dans le développement de l’insuffisance cardiaque. La 

maîtrise des mécanismes réactionnels cytotoxiques des anthracyclines s'intègre dans la 

compréhension des processus d'induction de la mort cellulaire (Anversa et al., 1996). Cette voie 

a été mise en évidence au cours de nombreuses expérimentations in vitro et in vivo qui ont 

montré que les anthracyclines pouvaient conduire à une perte de cellules cardiaques par 

apoptose. Il a été démontré chez le rat traité par une dose cumulative de 20 mg/kg de DOX, que 

l’apoptose peut être induite via une activation de la caspase 3, une augmentation de Bad et une 

diminution de Bcl-2 (Childs et al., 2002). In vitro, une incubation de myocytes ventriculaires de 

rat adulte pendant une heure avec de faibles concentrations de DOX (0.1–0.5 μM) entraîne 

l'apoptose cellulaire (Deply et al., 1999). La cardiotoxicité provient de l'action pro-apoptotique 

initiée par les RLO qui activent la protéine p53. En effet, l'anion superoxyde O2
•- entraine 

l'activation de p53 qui à son tour active Bax pour ensuite permettre l'induction de la cascade pro-

apoptotique par ouverture des pores mitochondrial et libération du cytochrome c (Collins et al., 

2006). Ainsi, il a été prouvé que l’apoptose induite par la DOX dans les cardiomyocytes est 

médiée par les RLO via la voie intrinsèque mitochondriale et l'activation des caspases. De plus, 

l'induction de lésions de l'ADN mitochondrial est à l'origine d'une dysfonction de la chaîne 

respiratoire mitochondriale entrainant l'apoptose (Lebrecht et al., 2003). Par ailleurs, la DOX 

module l'activité de nombreuses protéines comme les facteurs de transcription, les kinases P38, 

la voie PI3K/AKT... Il est aussi constaté une inhibition par les anthracyclines de l’expression des 

gènes actine, myosine et troponine codant des protéines qui participent à la contraction du 

myocarde (Briehl et al., 1997; Zucchi et al., 2003). 

 

3.2. Anatomo-pathologie des lésions cardiaques induites par les anthracyclines 
 

L’administration d’anthracyclines entraîne des lésions au niveau des cardiomyocytes et du tissu 

interstitiel cardiaque. L’évaluation histologique de la toxicité des anthracyclines a été rendue 

possible grâce au développement des techniques de biopsie endomyocardique. 

Macroscopiquement, le cœur endommagé par les anthracyclines est flasque et ses ventricules 

sont souvent dilatés. L’examen montre un épaississement endocardique et une fibrose 
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interstitielle. L’administration de DOX entraîne des remaniements importants de la matrice 

extracellulaire : raréfaction, voir disparition du réseau fibreux périmyocytaire, remplacé par des 

plaques de tissu fibreux cicatriciel dense. Microscopiquement, des anomalies quantitatives et 

qualitatives des cardiomyocytes ont été observées (Billingham et al., 1978). Les myocytes 

apparaissent petits, rétractés avec un cytoplasme présentant une accumulation lipidique, des 

lysosomes nombreux, une perte myofibrillaire et un aspect vacuolaire par distension du 

réticulum sarcoplasmique, puis un œdème interstitiel et une dégénérescence nucléaire 

surviennent, conduisant à la mort cellulaire. Ces lésions pourraient être évolutives même après 

l’arrêt de la chimiothérapie avec hypertrophie compensatrice des myocytes intacts et fibrose 

cicatricielle menant à la diminution des capacités de contraction et la rigidification du myocarde 

(Lefrak et al., 2006). Les cardiomyocytes perdus par nécrose ne sont pas remplacés, mais ceux 

restant augmentent de taille pour les compenser. La microscopie électronique peut révéler une 

déplétion en granules de glycogène et des perturbations au niveau des membranes et des crêtes 

mitochondriales (Singal et Iliskovic., 1998). Ces anomalies sont classées selon un score 

indiquant 3 stades de gravité, en fonction des lésions histologiques constatées et de la sévérité 

des altérations. Le stade I correspond aux modifications histologiques quasi obligatoires chez 

tout sujet traité par une anthracycline au-delà d’une dose cumulative totale (DCT) de 250 mg/m2. 

Des anomalies précoces portant sur moins de 5 % des cellules sont observés. Le stade II 

correspond à des anomalies portant sur 5 à 35 % des cellules, c'est le score moyen des malades 

ayant reçu une DCT de 500 mg/m2. D'où la remise en cause de la suite du traitement. Le stade III 

représente une toxicité cardiaque certaine, incompatible avec la poursuite du traitement. Les 

lésions cellulaires portent sur plus de 35 % des cellules avec altérations sévères: perte totale des 

myofibrilles, des organites intracellulaires, dégénérescence nucléaire et mitochondriale 

(Billingham et al., 1978). Il existe une relation linéaire entre le score biopsique et la DCT 

d’anthracyclines. Le risque de développer une insuffisance cardiaque (IC) est d’autant plus grand 

que le grade est élevé. 

3.3. Aspects cliniques de la cardiotoxicité des anthracyclines 

En clinique, la cardiotoxicité induite par les anthracyclines peut être aiguë, sub-aiguë, chronique 

ou tardive. Selon les manifestations et les conséquences, en fonction du délai d’apparition par 

rapport à l’introduction de l’anthracycline (Wojtacki et al., 2000). 
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3.3.1. Cardiotoxicité aiguë et subaiguë 

Elle survient immédiatement pendant l’administration de l’anthracycline ou dans les heures et  

jours après l’injection et consiste en plusieurs types d’effets : les manifestations immédiates de la 

cardiotoxicité des anthracyclines sont principalement représentées par des troubles du rythme et 

de la conduction observés chez 30% des patients, des tachycardies sinusales ou des anomalies de 

l’électrocardiogramme (ECG). Certaines complications aiguës, comme les troubles du rythme 

ventriculaires, fibrillations auriculaires, troubles de la repolarisation, IC aiguë, tachycardies et 

fibrillations peuvent être responsables d'une mort subite. L’IC aiguë se manifeste par une 

péricardite et/ou une myocardite. Ces modifications électrocardiographiques sont très fréquentes, 

ne semblent pas être dose-dépendantes et sont indépendantes du type d’anthracycline administrée 

(Nousiainen et al., 2002; Guglin et al., 2009).  

 

3.3.2. Cardiotoxicité chronique 

La survenue des signes cliniques est décalée par rapport à l’administration de l’anthracycline. La 

survenue de cette forme de complication apparait de 1 à 3 mois après la dernière injection, délai 

pouvant aller jusqu’à 2 ans. Son risque d’apparition est dépendant de la dose cumulée 

d’anthracycline reçue par le patient. Elle consiste le plus souvent en une insuffisance cardiaque 

congestive cumulative de survenue précoce, d’installation progressive, se traduisant par une 

dysfonction systolique et diastolique du ventricule gauche et s’avère fatale dans 60 % des cas. 

Elle se présente cliniquement sous la forme d’une insuffisance ventriculaire gauche et une 

cardiomyopathie dilatée, comprenant une dyspnée d’effort, un œdème aigu du poumon, des 

sueurs, une toux incessante, une diminution de la fraction d’éjection du ventricule gauche, un 

accroissement de la taille des cavités, un remodelage du ventricule gauche et une altération des 

fonctions systoliques et diastoliques gauches. La mortalité est importante, mais l’évolution à long 

terme est variable et peut être marquée par une amélioration de la fonction ventriculaire gauche, 

une stabilisation ou une aggravation de l’IC (Lipshultz et al., 2005). 

 

3.3.3. Cardiotoxicité tardive 

Une cardiotoxicité tardive peut survenir plusieurs années après la fin du traitement, menant à un 

mauvais pronostic. Le suivi à long terme des patients traités par les anthracyclines a montré, 
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qu’une forme de toxicité cardiaque pouvait être diagnostiquée plusieurs années après la dernière 

perfusion d’anthracycline. Le suivi a permis de détecter chez plus de 40% d’entre eux des 

décompensations très tardives se manifestant par des anomalies électriques et échographiques de 

contractilité myocardique 20 ans après la fin du traitement par la DOX (Steinherz et al., 1991; 

Van der Pal et al., 2010).  

 
3.3.4. Histopathologie 

Des études anatomo-pathologiques réalisées sur des cœurs de rats ayant reçu la DOX d’une 

façon aigue, montre des changements structuraux au niveau des myocytes tel que la réduction de 

la densité des myofibrilles, altération des stries Z et vacuolisation cytoplasmique. Les dommages 

s’accentuent  en cumulant les doses de DOX (figure 14). 

 

Figure 14. Coupes histologiques à travers le myocarde de rat. A. Coeur contrôle B. Coeur ayant reçu une 
injection unique de DOX (2.5 mg/kg) C. Coeur ayant reçu une dose cumulative de DOX durant 7 jours 
(15 mg/kg) (Olli et al., 2000). 
 

3.4. Facteurs de risque cardiovasculaires  

Certains facteurs augmentent le risque de développer des complications cardiaques suite à la 

chimiothérapie. En effet, la toxicité cardiaque après exposition aux anthracyclines est corrélée à 

la dose totale cumulée de ces drogues bien que soumise à une grande susceptibilité individuelle 

et à divers facteurs de risque associés.  

A B C 
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D'abord, la fréquence de l’apparition d’une insuffisance cardiaque est fonction de la dose de 

doxorubicine administrée. Elle atteint 7% pour une dose cumulée totale de 550 mg/m², 18% pour 

une dose cumulée totale de 700 mg/m² et 50% pour une dose cumulée totale de 1000 mg/m². En 

plus, il est établi que les âges extrêmes (< 15 ans et > 65 ans) représentent aussi un facteur de 

risque de toxicité cardiaque vis-à-vis des anthracyclines. Le nombre de cardiomyocytes est 

définitif à l’âge de 6 mois et ceux qui sont détruits ne sont pas remplacés. Ainsi, le traitement 

d’un enfant par des anthracyclines perturbe le myocarde avec apparition d’une atrophie 

ventriculaire (Lipshultz   et al., 1991). Dans une étude portant sur 115 enfants traités par la 

doxorubicine pour une leucémie aiguë, 57 % des patients présentaient des anomalies de 

contractilité du ventricule gauche et 10 % souffraient d’insuffisance cardiaque congestive lors de 

la première année suivant la fin du traitement (Lipshultz  et al., 1991). D'autre part, dans le 

cancer du sein, la limite de 65 ans a été avancée comme le seuil majorant la cardiotoxicité de la 

doxorubicine (Doyle et al., 2005; Fumoleau et al., 2006). Deux études rétrospectives portant sur 

630 et 2553 patients, ont montré que l’âge supérieur à 65 ans est un facteur de risque d’IC 

secondaire aux anthracyclines (Fumoleau et al., 2002; Swain et al., 2003). Une surcharge 

pondérale ressort aussi comme un facteur de risque de toxicité cardiaque (Fumoleau et al., 2006). 

L’augmentation des doses d’anthracyclines corrélée à la plus grande surface corporelle des 

patientes en surcharge pondérale semble une cause évidente de ce risque. En outre, l’association 

simultanée d’une anthracycline avec d’autres composés cytotoxiques majore la toxicité 

cardiaque. Cela a été notamment décrit avec le paclitaxel, le cyclophosphamide, l’actinomycine 

D, la mitomycine, la bléomycine, l’étoposide, le cisplatine, le méthotrexate et la vincristine 

(Wojtacki et al., 2000). En association avec le paclitaxel, il est maintenant conseillé d’éviter une 

dose cumulée de doxorubicine supérieure à 360 mg/m2 et de respecter un délai d’au moins 4 

heures entre les deux perfusions (Valero et al., 2001). La radiothérapie préalable est aussi 

retrouvée comme facteur de risque de la cardiotoxicité des anthracyclines (Ryberg et al., 1998). 

En effet, l’irradiation mammaire gauche peut augmenter la toxicité myocardique. Une étude à 

l’Institut National des Tumeurs de Milan portant sur 637 patientes traitées avec la doxorubicine 

montre une cardiotoxicité de 3% avec irradiation mammaire gauche contre 0,4% sans irradiation 

mammaire (Zambetti et al., 2001). Il a été montré que les femmes seraient plus vulnérables à la 

toxicité cardiaque des anthracyclines, avec un risque multiplié par deux par rapport aux hommes 

(Lipshultz et al., 1995; Krischer et al., 1997). Cette différence serait liée à des variations 
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métaboliques constatées chez les femmes entraînant un stockage de l’anthracycline dans une 

masse lipidique plus importante et une diminution de sa clairance (Grenier et al., 1998). Enfin, 

l’agression du myocarde dans d’autres situations comme le diabète, l'hypercholestérolémie et 

l’existence préalable de tares cardiovasculaires telles que l’hypertension artérielle ou une 

cardiomyopathie ischémique, favorise l’apparition d’une IC après traitement par des 

anthracyclines (Yeh et al., 2004; Carver et al., 2008). 

 

3.5. Prévention et réduction de la toxicité cardiaque des anthracyclines 

Les études de suivi évaluent à environ 5 % les patients traités par des anthracyclines et 

développant une insuffisance cardiaque plusieurs années après le traitement. Il est donc 

nécessaire d’anticiper le risque de cardiotoxicité dès le début du traitement, en choisissant un 

schéma d’administration optimal, en respectant la dose cumulée maximale, en favorisant 

l’emploi d'anthracyclines moins cardiotoxiques ou en prescrivant un cardioprotecteur. Il faut 

également savoir que la cardiotoxicité potentielle de l’anthracycline pourra être majorée par les 

thérapies concomitantes. La surveillance attentive en cours du traitement et lors du suivi post-

thérapeutique permet le diagnostic précoce de la cardiotoxicité et l'adaptation thérapeutique. 

 

3.5.1. Surveillance de la fonction cardiaque 

L’évaluation et la surveillance cardiaque lors du traitement par les anthracyclines a pour but de 

dépister l'atteinte précoce et d'éviter sa progression vers la dysfonction ventriculaire gauche et 

l'insuffisance cardiaque. Plusieurs méthodes sont utilisées: l'échocardiographie, l'imagerie 

isotopique, la biopsie endomyocardique et les marqueurs plasmatiques. La réalisation d’un 

électrocardiogramme (ECG), la mesure de la fraction d’éjection du ventricule gauche et la 

fonction cardiaque du patient doivent être surveillés pendant toute la durée du traitement 

(Remme et al., 2001).  

1) L'échocardiographie est l'examen le plus facile. Les anthracyclines altèrent la fonction 

systolique et induisent une dysfonction diastolique. Il est ainsi possible de constater une 

augmentation du temps de relaxation isovolumétrique, une diminution de la contractilité 

ventriculaire une dilatation ventriculaire (Stoddard et al., 1992). 
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2) L'imagerie isotopique présente des avantages sur l'échocardiographie, elle est plus sensible et 

plus fiable. Elle montre la baisse de la fraction d'éjection isotopique suite à l'administration de 

doxorubicine correspondant à une dysfonction ventriculaire gauche latente.  

3) La biopsie myocardique montre des modifications histologiques qui sont constantes chez tous 

les patients ayant reçu une dose totale cumulée de 250 mg/m2 d'anthracyclines; alors que l'étude 

de la fraction d'éjection isotopique et l'échocardiographie peuvent rester normales à ce stade 

(Doroshow et al., 1991). Les lésions myocardiques restent longtemps infra-cliniques et le 

premier symptôme se manifeste habituellement à l’effort. En conséquence, l'apparition 

d'anomalies à l'examen clinique est trop tardive et peu spécifique pour représenter un moyen 

fiable de surveillance de la fonction cardiaque.  

4) La libération de protéines par les cellules cardiaques altérées est un reflet précoce des lésions 

myocardiques. La libération de peptides natriurétiques comme l’Atrial Natriuretic Peptide (ANP) 

et le Brain Natriuretic Peptide (BNP), est aussi un signe d’agression myocardique (Perik et al., 

2005). En effet, l’utilisation du dosage du BNP comme marqueur biologique semble présenter un 

intérêt majeur dans l’aide au diagnostic et dans le suivi de l’insuffisance cardiaque (Jeyakumar et 

al., 2012). De plus, le dosage de la troponine cardiaque, un complexe protéique, pendant un 

traitement par la doxorubicine, permettrait de sélectionner les patients ayant un risque élevé de 

développer une toxicité cardiaque. En effet, une diminution de sa concentration est observée 

suite à la perte des cardiomyocyte (Ewer, 2010). 

 

3.5.2. Modifications des modalités thérapeutiques 

1) Développement d’analogues des anthracyclines 

L’utilisation d’analogues de la doxorubicine, comme l’épirubicine et l’idarubicine, s’est 

répandue. L’épirubicine est un isomère de la doxorubicine avec un profil de tolérance plus 

favorable que celui de la doxorubicine. À la dose de 50 mg/m2, la doxorubicine et l’épirubicine 

permettaient d’obtenir des taux de réponse et des survies identiques. La toxicité cardiaque étant 

significativement plus faible chez les patientes traitées par l'épirubicine. Par contre, pour les 

formes de tumeurs les plus graves en situation métastatique, l’utilisation d’analogues moins 

cardiotoxiques peut conduire à l'augmentation des doses, ce qui n'amène plus un bénéfice car la 
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toxicité devient équivalente à celle de la doxorubicine à dose classique (Kaklamani et al., 2003; 

Ryberg et al., 2008). 

 
2) Limitation de la dose cumulée totale  

Il est recommandé de limiter la dose cumulée totale des anthracyclines afin de diminuer la 

cardiotoxicité. Une dose cumulée maximale a été définie pour chaque anthracycline. Cette dose 

est de 550 mg/m2 pour la doxorubicine, 900 mg/m2 pour la daunorubicine, 950 mg/m2 pour 

l’épirubicine et 225 mg/m2 pour l’idarubicine. Cette stratégie n’est pas suffisante à cause de la 

grande variabilité des susceptibilités individuelles. Cette limitation peut conduire à arrêter un 

traitement chez un patient qui pourrait supporter des doses plus importantes sans manifester de 

cardiotoxicité. De plus, la diminution du pic de concentration maximale ne permet pas d’éliminer 

le risque de cardiotoxicité, puisque 3 % des patients traités développeront une IC pour des doses 

cumulées inférieures aux doses limites (To et al., 2003; Van Dalen et al., 2009). 
 

3) Modification du schéma d’administration 

Une des approches pour tenter de réduire la toxicité myocardique des anthracyclines consiste 

à les administrer en perfusion continue. Plusieurs essais cliniques ont été réalisés en utilisant une 

perfusion continue plusieurs jours de suite plutôt qu’une injection en bolus toutes les trois 

semaines. L’allongement de la durée de perfusion de doxorubicine n’offrait pas d’avantages en 

termes de cardioprotection par rapport au schéma d’administration classique. De plus, la toxicité 

au niveau des muqueuses est beaucoup plus importante; ajoutant à ceci un allongement 

considérable des durées d’hospitalisation posant des problèmes économiques. De ce fait, cette 

approche a été abandonnée en pratique clinique (Lipshultz et al., 2002). 

 

4) Formes liposomales  

Une méthode substitutive consiste à développer des anthracyclines encapsulées au sein de 

structures liposomales. En servant de véhicule pour des agents cytotoxiques, les liposomes 

favorisent leur distribution dans la tumeur en limitant leur diffusion dans les tissus sains. Leur 

taille les empêche de franchir les capillaires au niveau du cœur, ce qui devrait ainsi nettement 

réduire le risque de cardiotoxicité (Theodoulou et al., 2004). Des études de phase II ont été 
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achevées chez l’adulte prouvant la réduction de la toxicité cardiaque tout en conservant l’activité 

antitumorale; mais aucune donnée de phase III n’existe encore avec les anthracyclines 

liposomales, des études sont donc à compléter. En revanche, le coût de ces médicaments et leurs 

modalités de préparation plus longues pourraient être un frein important à une utilisation de plus 

grande ampleur (Lawrie et al., 2013). 

 

3.5.3. La cardioprotection 

L'utilisation d’agents protecteurs vis-à-vis de la toxicité cardiaque des anthracyclines et les voies 

de protection potentiellement envisagées seront abordées. 
 

1) Antioxydants 

Les mécanismes de la toxicité myocardique des anthracyclines reposent sur la production de RL, 

plusieurs thérapies AO ont été donc proposées afin de limiter la production d’O2
•–, H2O2 et OH•. 

Les recherches se sont orientées vers plusieurs composés, ayant des propriétés antioxydantes et 

cardioprotecteurs in vitro. En revanche les approches in vivo sont apparues parfois décevantes.  

Plusieurs essais de médicaments cardioprotecteurs ont fait l'objet de publications. Ainsi, des 

substances antioxydantes comme la N-acétylcystéine, le coenzyme Q, la vitamine C (acide 

ascorbique) et la vitamine E (α-tocophérol) possèdent des effets bénéfiques sur des modèles de 

cardiotoxicité induite par les anthracyclines chez l’animal; mais, ils ne préviennent pas les 

dommages myocardiques chez l’homme (Dorr, 1991). Il existe donc une certaine discordance 

entre l’importance du stress oxydatif qui induit la cardiotoxicité des anthracyclines et le manque 

de résultats obtenus en clinique,  en ce qui concerne les défenses antioxydantes.  

Il a été montré, chez des animaux surexprimant des enzymes possédant une activité antioxydante 

comme la catalase (Kang et al., 1996) ou la MnSOD (Yen et al., 1996), que les effets 

cardiotoxiques de la doxorubicine étaient atténués. En effet, la catalase limite le degré des lésions 

cardiaques après incubation des cellules en présence de doxorubicine. Le rôle des radicaux libres 

dans la toxicité cardiaque des anthracyclines a été donc confirmé (Lee et al., 1991).  

Le probucol est un anti-lipidémiant qui agit aussi en tant que puissant antioxydant; sa structure 

chimique se rapproche de la vitamine E. Il prévient les lésions myocardiques induites par la 
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doxorubicine dans plusieurs modèles animaux, en augmentant l’activité de la SOD et celle de la 

glutathion-peroxydase myocardique, qui sont réduites par les anthracyclines. Aucun décès n’a 

été observé dans le groupe de rats traités par l’association probucol-doxorubicine contre 32% de 

mortalité dans le groupe de rats traités par la doxorubicine seule, sans affecter l’activité 

antitumorale. Cette protection n’est pas obtenue par les autres hypo-lipidémiants, dépourvus 

d’action antioxydante (Singal et al., 1995; El-Demerdash et al., 2003).  

La trimétazidine, est un anti-ischémique ayant des effets protecteurs contre les RL. Administrée 

de manière adjuvante à la chimiothérapie, elle permet de maintenir la contractilité normale du 

myocarde en prévenant les perturbations calciques dans le cytoplasme (Piccinini, 1987).  

 

2) Chélateurs de fer 

L’association d’un cardioprotecteur du type dexrazoxane (Cardioxane®, laboratoire Iprad) a été 

étudiée. Son principe d’action majeur est lié à sa capacité de chélater le fer présent au sein des 

complexes Fe3+-(anthracyclines)3 et ainsi éviter la production de RLO par ce dernier. C’est une 

prodrogue qui se transforme après pénétration dans la cellule en métabolites chélateurs du fer. 

Lorsque le dexrazoxane est administré en même temps qu'une anthracycline comme la DOX, le 

complexe anthracycline/fer formé dans la cellule hydrolyse le dexrazoxane en métabolites dont 

la structure est proche de celle de l'EDTA. Ces métabolites, piègent le fer intracellulaire et 

forment un complexe avec l'anthracycline/fer, réduisant ainsi la production de radicaux libres. 

Ainsi, le dexrazoxane est indiqué dans la prévention de la cardiotoxicité chronique cumulative 

liée à l’utilisation de la DOX. Ce médicament, doit être administré par perfusion intraveineuse 

brève environ 30 minutes avant l’administration de l’anthracycline à une dose égale à 20 fois 

celle de l’équivalent de DOX (Tebbi et al., 2007). Les études montrent que le dexrazoxane 

prévient la survenue d’une cardiotoxicité dans la majorité des modèles animaux, sans 
compromettre l’efficacité antitumorale. En effet, le prétraitement avec le dexrazoxane de 

patientes atteintes de cancer du sein recevant des cycles de chimiothérapie comprenant de la 

doxorubicine, montre que la diminution de la fraction d’éjection est moins importante dans le 

groupe recevant le dexrazoxane (2,7%) que dans le groupe témoin (14,7%). De plus, la 

probabilité de développer des signes de dysfonction ventriculaire gauche échographique ou une 

insuffisance cardiaque clinique est 2,63 fois plus élevée au cours du traitement de 534 femmes 
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atteintes de cancer du sein à un stade avancé, lorsque le dexrazoxane n’est pas administré, par 

rapport aux patientes qui le reçoivent (Swain et al., 1997). En revanche, son utilisation a été 

interrompue à cause des risques de développement de métastases (Jones, 2008).  

D'autre part, la coadministration d’anthracycline et de carvédilol, un bêta bloquant utilisé en 

clinique dans le traitement de l’IC a conduit à des résultats très intéressants dans la protection de 

la cardiotoxicité induite par les anthracyclines chez le rat. Cet effet protecteur serait lié à son 

activité antioxydante et attribué à sa capacité de chélater le fer libre (Oliveira et al., 2004). 
 

3) Accélérateurs de la dégradation des peroxynitrites  

Une production excessive de peroxynitrite (ONOO–) joue un rôle clé dans les lésions impliquant 

un stress oxydatif telles que l'insuffisance cardiaque, l’ischémie-reperfusion et le traitement par 

la DOX, présentant un dysfonctionnement ventriculaire gauche (Weinstein et al., 2000). La 

formation de peroxynitrite est suspectée en pathologie au niveau cardiaque en altérant la fonction 

cardiaque et dénaturant les protéines contractiles. Dans ces conditions, diverses 

métalloporphyrines de synthèse capables de dégrader le peroxynitrite en nitrate, ont montrés 

d’importants effets bénéfiques cardioprotecteurs chez l’animal, et pourraient ainsi représenter de 

nouveaux agents pharmacologiques dans le traitement de la cardiotoxicité de la DOX. Ces 

molécules, contenant un métal de transition localisé au centre de leur structure, peuvent mimer 

l’activité de la SOD et de la catalase. Ils peuvent être efficaces pour prévenir ou traiter les 

dommages oxydatifs suite à la production d’espèces activées de l’oxygène et de l’azote dans le 

contexte de l’administration d’anthracyclines (Pacher et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2009). 

 

3.6. Conclusion 

La problématique de la cardiotoxicité des anthracyclines se pose de plus en plus en pratique 

quotidienne. La toxicité cardiaque limite leur utilisation prolongée et induit une cardiomyopathie 

chronique pouvant évoluer à plus ou moins long terme vers une IC de mauvais pronostic. La 

prévention de cette cardiotoxicité repose actuellement sur des stratégies de modifications des 

modalités thérapeutiques ne tenant pas en compte la susceptibilité individuelle. Il est impératif de 

connaître, avant toute prise en charge, l’état cardiovasculaire du patient, ses antécédents, ses 

prises médicamenteuses et la toxicité cardiaque potentielle des thérapies proposées. Avec dans 
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tous les cas une évaluation précise du rapport bénéfice/risque. La protection myocardique 

nécessitant l’emploi d’agents cardioprotecteurs couplés à la chimiothérapie, tels que des 

composés pharmacologiques agissant sur le niveau du stress oxydatif, fait actuellement l’objet de 

recherches poussées, en vue d’une utilisation optimale des anthracyclines. 

 

4. Les voies de signalisation intracellulaires 

La plupart des médicaments anticancéreux ont une faible spécificité et affectent les tissus 

normaux avec une forte cytotoxicité. Les anthracyclines, et plus spécifiquement, la doxorubicine 

qui est largement utilisée en chimiothérapie contre le cancer, entraîne de sérieux problèmes 

cardiaques, très documentés, mais dont le mécanisme reste inconnu. Les études se sont focalisées 

sur l'effet particulièrement nocif de la doxorubicine sur le cœur. Plusieurs chercheurs ont montré 

qu'elle induit un stress oxydatif, épuise l'énergie et modifie la signalisation cellulaire de 

cardioprotection (Takemura et al., 2007).  
 

L’activation de plusieurs voies de signalisation a été décrite dans la cardioprotection contre les 

lésions de reperfusion suite à l'ischémie cardiaque (Hausenloy et al., 2004). Ces voies ont été 

aussi explorées vis-à-vis de leur participation à la signalisation impliquée dans la protection du 

myocarde ayant subi les effets délétères de la DOX. Plusieurs études ont confirmés que 

l'activation de certaines voies de cardioprotection pourraient sauver le cœur des dommages 

causés par les anthracyclines (Volkova et al., 2011; Octavia et al., 2012). 
 

L'action cardiotoxique de la doxorubicine résulterait principalement d'un impact sur les voies de 

signalisation impliquant surtout PI3K/AKT/mTOR et MAPK (Zhang et al., 2011). L'approche 

phospho-protéomique a mis en évidence plusieurs protéines dans un état phosphorylé, 

impliquées entre autres dans le fonctionnement des cardiomyocytes. Ainsi, les chercheurs ont 

employé des méthodes in vivo et ex vivo et une approche protéomique pour détecter de 

nouveaux événements de phosphorylation expliquant la réponse à la doxorubicine. Ces 

modifications pourraient expliquer certains des symptômes de dysfonctionnement cardiaque 

causés par le traitement à la doxorubicine (Gratia el al., 2012; Stěrba et al., 2013). Nous allons 

détailler la voie principale de cardioprotection: la voie RISK (Reperfusion Injury Salvage 

Kinase).  
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5. Les stratégies de cardioprotection 

5.1. Les activateurs de la voie RISK 

Les voies en amont de RISK les mieux caractérisées sont celles activant des récepteurs tyrosine 

kinase et des récepteurs couplés aux protéines G. Les activateurs connus de RISK sont l’insuline, 

certains facteurs de croissance, l’angiotensine II, l’endothéline 1, la phényléphrine (Hausenloy et 

Yellon. 2004), l’érythropoïétine (Bullard et al., 2005), la bradykinine (Bell & Yellon. 2003) et 

l’adénosine (Maddock et al., 2002). Le préconditionnement (Hausenloy et al. 2005) et le 

postconditionnement ischémique (Tsang et al. 2004) activent aussi la voie RISK.  

1) Les récepteurs tyrosine kinases (RTK) sont des protéines transmembranaires essentielles à la  

communication cellulaire grâce à leur capacité à la transduction des signaux extracellulaires. Ce  

sont des enzymes ayant une activité tyrosine kinase intrinsèque, qui catalysent le transfert d’un 

groupement phosphore d’une molécule ATP (Adénosine tri-phosphate) à un substrat protéique 

(Robinson et al., 2000). La famille des RTKs comprend les récepteurs de l’insuline et plusieurs 

facteurs de croissance (Epidermal Growth Factor Receptor EGFR, Insulin like Growth Factor 

Receptor IGFR...). Les  RTKs ont un rôle fondamental dès le stade embryonnaire et au cours de 

la vie adulte dans de nombreux tissus et organes. Ils contrôlent des processus vitaux tels que la 

prolifération, la différentiation, le cycle cellulaire, la survie cellulaire et les changements 

métaboliques (Schlessinger, 2000). Ces récepteurs comportent 3 domaines: un domaine 

extracellulaire de liaison au ligand polypeptidique, un domaine transmembranaire et un domaine 

kinase cytoplasmique qui catalyse le transfert d’un groupement phosphate de l’ATP à un 

groupement hydroxyle d’un résidu tyrosine d’une protéine. La phosphorylation des résidus 

tyrosine des protéines est une modification post-traductionnelle fortement régulée et qui est 

importante dans la communication inter et intra-cellulaire. Les ligands peuvent être des facteurs 

de croissance (EGF, IGF, Vascular Endothelial Growth Factor VEGF, Platelet Derived Growth 

Factor PDGF...) et des cytokines (interleukines) (Lodish et al., 2000). 

De grand progrès ont été accomplis depuis les années 1990 dans la compréhension des voies de 

signalisation intracellulaires induites par les RTKs. Les deux voies majeures de la signalisation 

des RTKs sont la voie Ras/MAPK et la voie PI3K/AKT. L’ensemble de ces voies contrôlent 

l’expression des gènes dans le noyau, régulant ainsi des processus fondamentaux de la 
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physiologie cellulaire. La coordination de ces processus biologiques variés exercés par les RTKs 

est sous le contrôle de multiples mécanismes de régulation dans le but de maintenir 

l’homéostasie cellulaire (Blume-Jensen & Hunter, 2001). Ces récepteurs vont activer les 

cascades de voies cardioprotectrices, comprenant la voie RISK (figure 15). 

 

2) La voie RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) est constituée de la voie PI3K                

(Phosphatidyl Inositol-3-Kinase) et de la voie p42/44MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

ou ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) (figure 14). L’activation de la voie RISK au 

moment  de la reperfusion myocardique induit une cardioprotection en limitant les lésions de  

reperfusion (qui va être développée plus loin) (Hausenloy & Yellon, 2004). Plusieurs données 

précliniques indiquent que l’activation de la voie RISK par des agents pharmacologiques 

(Hausenloy & Yellon, 2004; Hausenloy & Yellon, 2007) ou par des interventions tels que le 

préconditionnement ou le postconditionnement (Hausenloy et al., 2005) peut entraîner une 

réduction de plus de 50% de la taille d’infarctus. De même, plusieurs études ont montré que 

l'activation de PI3K/AKT et ERK/MAPK pourrait diminuer les effets secondaires de la toxicité 

cardiaque due au traitement par la doxorubicine (Chan et al., 2011; Gharanei et al., 2013).   

- Au niveau cardiaque, le rôle protecteur de la PI3K contre les effets délétères des lésions de 

reperfusion passe par l’activation de AKT qui à son tour active mTOR (Mammalian Target Of 

Rapamycin) (figure 14).  PI3K est un hétérodimère à activité kinase constitué de deux protéines: 

une sous-unité régulatrice p85, et une sous-unité catalytique p110. L’activation de la PI3K est 

associée à une cardioprotection et à une réduction de l’apoptose. En effet, son inhibition 

pharmacologique par la wortmannine ou le LY294002 bloque son effet cardioprotecteur lors du 

préconditionnement (Matsui et al., 2001; Uchiyama et al., 2004). De même, PI3K apparait être 

cardioprotecteur vis-à-vis du traitement par la doxorubicine puisque son activation diminue 

l'apoptose des cardiomyocytes et augmente la survie cellulaire (Negoro et al., 2001; Kim et al., 

2008). AKT (ou protéine kinase B) est une sérine/thréonine kinase qui contrôle une grande 

variété de réponses cellulaires, incluant l’inhibition de l’apoptose, la régulation de la 

prolifération cellulaire, et l’hypertrophie liée au stress (Hanada et al., 2004). En effet, il a été 

montré sur un modèle de cultures primaires de myocytes ventriculaires de rat, que l’expression 

d’un dominant négatif d’AKT bloque la protection cardiaque lors de la reperfusion (Uchiyama et 

al., 2004). De plus, il a été démontré que l'activation de AKT pourrait diminuer les lésions 
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cardiaques consécutives au traitement par la doxorubicine (Maruyama et al., 2011). mTOR est 

une sérine/thréonine kinase impliquée dans une grande variété de fonctions cellulaires, incluant 

la progression et le contrôle du cycle cellulaire et la réparation de l’ADN. En effet, Shen et al., 

ont démontré que des souris knock out pour mTOR possèdent des fonctions cardiaques altérées 

(Shen et al., 2008). De plus, mTOR est capable de moduler la phosphorylation et l’activation de 

p70S6K et de 4EBP1 (4E-Binding Protein 1). p70S6K est une cible de mTOR impliquée dans le 

contrôle de la progression du cycle cellulaire et a un rôle anti-apoptotique. En effet, l’activation 

de p70S6K induit la phosphorylation de Bad et inhibe son rôle pro-apoptotique (Harada et al., 

2001). De plus, il a été démontré que mTOR et p70S6K jouent un rôle important dans les 

cardiomyopathies induites par la chimiothérapie (Hosono et al., 2010). Une autre cible 

importante de mTOR est la protéine 4EBP1, qui est un régulateur négatif du facteur eIF4E 

(Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E), lui‐même régulateur de la traduction et inhibiteur 

de l’apoptose. La phosphorylation de 4EBP1 par mTOR résulte en une dissociation de eIF4E, 

suivi par la supression de l’effet inhibiteur de 4EBP1 sur l’initiation de la traduction dépendante 

de eIF4E (Zhang et al., 2010). 

- En réponse à différents stress, une cascade de sérine/thréonine protéines kinases, regroupées 

sous le terme de Mitogen Activated Protein kinases (MAPK), est activée. Ces protéines 

phosphorylent les résidus sérine et thréonine des protéines cibles, affectant ainsi l’expression des 

gènes, la mitose, le métabolisme et la mort cellulaire (Michel et al., 2001). Parmi ces MAPK; 

ERK et P38 MAPK sont celles identifiées dans le myocarde (figure 14). ERK (aussi nommée 

ERK1/2 ou p42/44 MAPK) est un membre de la famille des MAPK, c'est une sérine/thréonine 

kinase impliquée dans la régulation de la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. 

Parmi les cinq isoformes d’ERK identifiées, ERK1 et ERK2 sont les deux formes les plus 

abondamment exprimées au niveau cardiaque (Lips et al., 2004). ERK1/2 sont les effecteurs des 

MEK1/2 qui sont elles-mêmes des effecteurs de Raf. La voie de signalisation Raf / MEK1/2 / 

ERK1/2 est activée par Ras, qui est responsable de plusieurs fonctions telles que la 

différentiation, la prolifération et l’apoptose. Ces fonctions dépendent de la nature des stimuli et 

du type cellulaire (Rafiee et al., 2005). Durant la reperfusion, l’activation de ERK conduit à 

l’inhibition du mPTP (Mitochondrial Permeability Transition Pore) et à la diminution des lésions 

cardiaques (Ping et al., 1999). De plus, ERK peut phosphoryler, et donc inactiver la protéine pro-

apoptotique Bad, libérant et activant ainsi les protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Bcl-2. Le 
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préconditionnement augmente la phosphorylation de ERK et préserve les fonctions du myocarde 

(Baines et al., 2002). En outre, les études ont montré que la phosphorylation de ERK peut aussi 

protéger le cœur contre les dommages induits par la doxorubicine (Liu et al., 2008; Tassigny et 

al., 2008). P38 MAPK est un membre de la famille des protéines kinase, activée par le stress et 

notamment lors de l'ischémie-reperfusion myocardique. Elle est impliquée dans la différenciation 

cellulaire et la cascade de signalisation pro-apoptotique. Il a été montré que l’ischémie entraine 

la phosphorylation, et donc l’activation de la P38 MAPK conduisant ainsi à un effet délétère; 

alors que le préconditionnement inhibe la P38 et conduit à un effet cardioprotecteur (Chen et al., 

2001). De plus, l'implication de P38 dans la cytotoxicité de la doxorubicine au niveau des 

cardiomyocytes a été confirmé par plusieurs études (Guo et al., 2013). L'inhibition de P38 par un 

inhibiteur spécifique, pourrait avoir un effet anti-apoptotique considérable au niveau du 

myocarde traité par la doxorubicine et ainsi améliorer les fonctions cardiaques (Wold et al., 

2005). 

 

5.2. Inhibition du mPTP et mécanisme anti-apoptotique 

L'apoptose est une mort cellulaire programmée durant laquelle les cellules déclenchent leur 

autodestruction. On distingue 2 voies de signalisation aboutissant à la mort cellulaire: une voie 

extrinsèque, impliquant des récepteurs membranaires et une voie intrinsèque, mettant en jeu 

la mitochondrie qui a un rôle centrale dans les mécanismes de l'apoptose. Ces deux voies 

conduisent à l’activation des caspases. De par leur importance dans la production énergétique, 

les mitochondries occupent une place prépondérante dans la viabilité de la cellule. Ainsi, lors de 

l'apoptose, on observe une modification de la perméabilité membranaire mitochondriale liée à 

une dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (Δψm), une ouverture des pores de 

transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) et la libération dans le cytoplasme de protéines 

pro-apoptotiques comme le cytochrome c (cyt c) (Ruiz-Meana et al., 2009) (figure 16).  

Durant l'ischémie-reperfusion myocardique, les études ont montré que lors des premières 

minutes de la réoxygénation tissulaire, il se produit une explosion de la production de RL, avec 

une prépondérance pour le peroxynitrite qui est reconnu comme étant impliqué dans les lésions 

de reperfusion (Roberts et al., 1990; Pacher et al., 2007). Cette augmentation radicalaire peut 

initier la peroxydation des acides gras de la membrane mitochondriale conduisant à une 

http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteur_(cellule)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Caspase
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ouverture des pores mPTP et à la diminution du potentiel membranaire Δψm. Le maintien de 

l’ouverture du mPTP provoque un gonflement qui a pour conséquence une perte de tous les 

gradients ioniques indispensables à la phosphorylation oxydative responsable de la synthèse 

d’ATP et donc de la survie cellulaire. L’ouverture de ces pores est connue comme étant induite 

par la combinaison d’une surcharge calcique et du stress oxydant. Ainsi, les travaux ont 

démontré que la perte du Δψm, l'ouverture du mPTP et la libération du cyt c sont à l’origine de la 

mort cellulaire durant la séquence d’ischémie-reperfusion (Griffiths & Halestrap, 1995). De plus, 

il a été prouvé que l’inhibition du mPTP permet de lutter contre les lésions du myocarde induites 

par la reperfusion (Hausenloy et al., 2003). D'autre part, des études ont aussi montré l'implication 

de l'ouverture du mPTP dans les lésions cardiaques suite au traitement par la doxorubicine 

(Montaigne et al., 2012). L'inhibition de l'ouverture de ces pores pourrait, entre autres, protéger 

le cœur contre les dommages de la chimiothérapie (Javadov et al., 2009; Gharanei et al., 2013). 

En effet, plusieurs stratégies de cardioprotection ont été développées pour diminuer les lésions 

cardiaques dues à la doxorubicine en ciblant spécifiquement les dysfonctions mitochondriales 

(Ahmed & El-Maraghy, 2013).  

L'ouverture du mPTP semble être controlée par les protéines de la famille Bcl-2 qui regroupe des 

protéines pro-apoptotique (Bax, Bad et Bid) et anti-apoptotique (Bcl-2 et Bcl-xL). L'activation 

intrinsèque de l'apoptose conduit à l'insertion des protéines pro-apoptotique dans la membrane 

des mitochondries et la formation des complexes provoquant la rupture de ces membranes. Alors 

que Bcl-2 et Bcl-xL jouent un rôle anti-apoptotique à la surface de la mitochondrie en prévenant 

le relargage de cytochrome c dans le cytoplasme et empêchant l’activation des caspases. En 

outre, l'activation de la voie RISK s'est avérée cardioprotectrice par un mécanisme incluant 

l'inhibition de l’ouverture des pores mPTP. Ainsi, la limitation de la taille d’infarctus suite à 

l’activation de la voie RISK passe par un processus anti-apoptotique via l’inhibition des 

protéines pro-apoptotique Bax et Bad, l’inhibition de l’activité de la caspase 3 et l’activation des 

protéines anti-apoptotique Bcl-xL et Bcl-2 (Yellon & Baxter., 1999). En effet, l'inhibition de ces 

voies apoptotiques a montré une diminution de la cardiotoxicité de la doxorubicine et une 

amélioration des paramètres cardiaques (Negoro et al., 2001; Tacar et al., 2013) (figure 15 et 16).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ahmed%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23872193
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El-Maraghy%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23872193
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Figure 15. Schéma représentatif des 
différentes voies de signalisation 
impliquées dans la cardioprotection.  

 



57 
 

 

 
Figure 16. Les voies de signalisations potentielles impliquées dans l’atteinte des cardiomyocytes 

induite par les anthracyclines (Montaigne et al., 2012). 

 

La mort cellulaire induite par les anthracyclines est contrebalancée par l'activation des voies de 

signalisation de cardioprotection incluant PI3K/AKT et MAPK jouant un rôle crucial dans la 

survie des cellules cardiaques. Le mécanisme principal de cardiotoxicité est lié à la génération de 

radicaux libres induisant la peroxydation lipidique et des dommages membranaires. Le stress 

oxydatif (NO et ONOO–) module les voies kinases (MAPK, PI3K et JNK) et active les voies de 

l'apoptose (P38, Bax, Bad et caspase). Dans les mitochondries, les radicaux libres et la surcharge 

de calcium provoque la sortie du cytochrome c (cyt c) de la mitochondrie dans le cytoplasme par 

les pores de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) avec pour résultat la dissipation 

du potentiel de membrane (Δψm), l'activation des caspases et l'apoptose. D'autres mécanismes 

incluent des dommages à l'ADN, la perturbation du sarcomère et la modulation de l'activité des 

facteurs de transcription (GATA-4, p300 et p53) qui régulent l'apoptose, la différenciation 

cellulaire, la survie cellulaire, la synthèse des protéines du sarcomère et le métabolisme 

énergétique (figure 16). 
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5.3. Interaction avec les myofilaments 

Un mécanisme envisagé pour expliquer la cardiotoxicité des anthracyclines, accorde la place 

prépondérante aux interactions avec les myofilaments, qu’il s’agisse d’une dénaturation intra-

cytoplasmique ou d’une altération de leur transcription. Ainsi, l'atteinte des myofilaments, étayé 

par plusieurs modèles expérimentaux, a permis de montrer l’apparition de modifications au 

niveau de l'expression des protéines contractiles: actine, myosine, troponine, α-actinine et 

créatine-kinase lors de l’administration d’anthracyclines. En effet, ces protéines cardiaques sont 

préférentiellement réduites, ce qui pourrait rendre compte, par l’intermédiaire d’une 

dégénérescence des microfilaments, d’une partie de la cardiotoxicité des anthracyclines. En 

outre, la réduction d’expression des gènes d’actine associée à celle d’autres gènes de protéines 

contractiles: myosine, troponine... précède la raréfaction des myofilaments, observée après 

administration d’anthracyclines (Zucchi et al., 2003; Ewer, 2010; Karagiannis et al., 2010).  

 
5.3.1. La contraction musculaire 

Le muscle cardiaque est un muscle strié, l’unité contractile est représentée par la myofibrille, 

formée d’unités répétitives: les sarcomères. Chaque sarcomère est délimité par des bandes A 

sombres contenant l'actine et la myosine, et des bande I claires contenant seulement l’actine. La 

zone centrale (bande M) du sarcomère contient uniquement de la myosine. L’actine est attachée 

de part et d'autre aux disques Z, comprenant de l'α-actinine, une protéine d'ancrage des filaments 

d'actine. Ainsi, chaque sarcomère est composé de deux sortes de filaments: les filaments fins et 

les filaments épais (Faulkner, 2003; Saladin, 2012). 

Les filaments épais ont un diamètre d'environ 15 nm et sont essentiellement constitués de 

myosine (figure 16). La myosine est une molécule allongée de 2x240 kDa, c'est un moteur 

moléculaire qui transforme l'énergie chimique en énergie mécanique. Elle  est composée de deux 

chaînes lourdes (Myosin Heavy Chain, MHC) et de quatres chaînes légères (Myosin Light 

Chain, MLC). Chaque chaîne lourde est constituée d'une queue C-terminale allongée et fibrillaire 

en hélice alpha, d'une tête globulaire N-terminale enzymatique à activité ATPasique associée à 

deux chaînes légères et d'un domaine cervical déformable reliant les deux extrémités. Plusieurs 

centaines de molécules de myosine s'assemblent pour former un filament épais. Les parties 
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caudales des myosines sont rassemblées parallèlement; alors que les têtes globulaires dépassent 

en périphérie de ce filament et sont donc disponibles pour pouvoir se fixer aux filaments d'actine. 

Les filaments fins ont un diamètre d'environ 7 nm et sont constitués de plusieurs types de 

molécules: l'actine, la tropomyosine et la troponine (Saladin, 2012) (figure 17). 

1) L'actine est une molécule globulaire de 42 kDa pouvant polymériser pour former des 

filaments. Deux filaments d'actine forment une double hélice en s'enroulant l'une sur l'autre. 

2)  La tropomyosine  est  une  protéine  allongée  homodimèrique  ou  hétérodimèrique,  chaque 

monomère étant constitué de 284 acides aminés adoptant une structure en hélice alpha 

s'enroulant l'une autour de l'autre pour former une superhélice. Elle va se lier à l'actine pour la 

stabiliser en se logeant au creux des sillons de la double hélice formée par l'actine.  

3)  La troponine est composée de 3 chaînes: troponine T, I et C; ayant des fonctions différentes. 

À chaque extrémité d'une molécule de tropomyosine, une molécule de troponine vient se lier.  La 

troponine T est responsable de la liaison troponine-tropomyosine ; la troponine I se lie à l'actine 

et inhibe l'activité ATPasique de la myosine ; et la troponine C possède 4 sites de fixation pour le 

calcium qui, lorsqu'ils sont occupés, lèvent l'action de la troponine I.  

Dans un muscle au repos il y a peu de Ca2+ dans le cytoplasme de la cellule. Ainsi, la troponine I 

inhibe l'interaction actine-myosine en faisant occuper par la tropomyosine le site d'interaction de 

la myosine situé sur l'actine. Le filament de tropomyosine recouvre les sites d'accrochage des 

molécules d'actine les rendant inaccessibles aux têtes de myosine (Saladin, 2012). 

La contraction musculaire se traduit par le raccourcissement des sarcomères. Ainsi, les stries Z 

successives se rapprochent par glissement des filaments fins le long des filaments épais. Le 

glissement se fait grâce aux têtes de myosine qui s’accrochent aux sites de liaison des filaments 

d’actine. Plus spécifiquement, la fixation du Ca2+ à la troponine C entraîne un changement de 

conformation de la troponine, renforce l'interaction troponine C-troponine I et détache la 

troponine I de ses contacts avec l'actine. Ceci permet à la tropomyosine de se déplacer et 

empêche l'inhibition de la liaison actine-myosine, ce qui libère les sites d'accrochage de l'actine. 

Ainsi, la fixation du Ca2+ à la troponine initie l'interaction de la myosine et de l'actine, le site de 

liaison de l’actine devient accessible à la myosine. Les têtes de myosine activées par l'ATP 
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s'accrochent aux sites de liaison situés sur les molécules d'actine et, en se repliant, font glisser la 

myosine entre les filaments d'actine et la contraction peut donc avoir lieu. Le cycle d'accrochage-

décrochage permettant le glissement de l'actine sur la myosine se reproduit tant que les ions 

Ca2+ sont fixés sur la troponine. L'hydrolyse de l’ATP en ADP + Phosphate, fournit l'énergie et 

génère la force motrice pour les changements moléculaires. Enfin, le réticulum endoplasmique 

réabsorbe progressivement les ions Ca2+ qui se détachent de la troponine. Le complexe de 

troponine reprend alors sa position initiale, entraînant le filament de tropomyosine qui masque à 

nouveau les sites d'accrochage de l'actine et la contraction s'arrête (Faulkner, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Représentations schématiques du sarcomère cardiaque et des protéines contractiles présentes. 
La bande A contient l'actine et la myosine, la bande I contient l’actine et la bande M contient la myosine. 
L’actine est attachée de part et d'autre aux disques Z. Sur le filament d'actine on retrouve deux protéines 
régulatrices: la troponine (un complexe de 3 sous-unités, T, I et C), et la tropomyosine. La contraction 
musculaire se produit lorsque le calcium se lie à la troponine, déplaçant la tropomyosine,  permettant ainsi 
à la myosine de se lier à l'actine et de générer la contraction (Spinto et al., 1997). 
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5.3.2. Dosage des protéines cardiaques  

La libération de protéines par les cellules myocardiques altérées pourrait être un reflet précoce de 

l'insuffisance cardiaque (Hamm, 1994). Plusieurs études ont montré que des lésions cardiaques 

se manifestant par une diminution drastique du niveau de plusieurs protéines contractiles comme 

l'actine, la troponine T, I et C, l'α-actinine et la myosine (MLC et MHC), apparaissent suite à 

l'ischémie-reperfusion myocardique ou suite à un traitement par la doxorubicine (DalleDonne et 

al., 1992; Karagiannis et al., 2010).  

Des travaux ont prouvé que le niveau de troponine diminue suite à l'apoptose des 

cardiomyocytes en cas d’infarctus. Il semblerait exister une corrélation entre la dose cumulative 

d'anthracyclines et la diminution de troponine. En effet, une diminution de la concentration de la 

troponine T et C pendant un traitement par la doxorubicine permettrait de sélectionner les 

patients ayant un risque élevé de développer une toxicité cardiaque (Bian et al., 2009; Ewer, 

2010). Il a aussi été montré que la doxorubicine pourrait moduler l'expression de la myosine. 

Ainsi, la variation des taux de MLC et MHC a été évaluée dans plusieurs études comme 

marqueurs de l'hypertrophie cardiaque. Leur diminution étant un indicatif de la cardiotoxicité des 

traitements chimiothérapiques (Takashi et al., 2009). D'autre part, au niveau de la modulation de 

l’expression de certains gènes, il est aussi constaté une inhibition par les anthracyclines de 

l’expression des gènes qui codent des protéines participant à la contraction du myocarde comme 

l'actine, la troponine et la myosine (Zucchi et al., 2003).  

De plus, la libération de peptides natriurétiques comme l’ANP et le BNP, est aussi un signe 

précoce d’agression myocardique. En effet, leur taux augmente de manière importante en cas 

d'insuffisance cardiaque. Par contre, l’élévation de la concentration de ces protéines 

myocardiques n’est pas spécifique de la toxicité induite par les anthracyclines et leur dosage 

reste encore du domaine de la recherche clinique pour évaluer la toxicité cardiaque de la 

doxorubicine (Bhalla et al., 2004; Daugaardb et al., 2005).  
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III. Mécanismes de l’ischémie‐reperfusion (IR) cardiaque 
 
La cardiotoxicité de la doxorubicine a été amplement étudiée, cependant, en situation d’ischémie 

du myocarde, très peu d’études ont été menés. Ainsi, cette partie est destinée à décrire les 

mécanismes sous-jascents à l’ischémie et le phénomène de la reperfusion incontournable afin de 

sauver le myocarde ischémié et qui est en soi source de RL. 

 
1. Débit coronaire et métabolisme énergétique du myocarde 

La fonction première du myocarde est d'assurer le pompage du sang non oxygéné vers les 

poumons, et du sang oxygéné vers les tissus périphériques, en assurant un débit apte à satisfaire 

leurs besoins métaboliques. Cette fonction vitale est fournie par la contraction rythmique et 

incessante du myocarde qui fait de cet organe le site d'une activité métabolique intense, 

susceptible de varier brutalement en fonction des besoins de l'organisme tout entier. 

Le muscle cardiaque est perfusé, à partir de l'aorte, par les artères coronaires droite (15%) et  

gauche (85%) constituant le débit sanguin coronaire. Le retour veineux vers l'oreillette droite est 

assuré, pour environ 2/3 par le sinus coronaire et pour le 1/3 restant par les petites veines du 

cœur. Le débit coronaire  dépend de la différence de pression entre l'aorte et l'oreillette droite et 

du diamètre des coronaires; ce dernier est sous la dépendance de la pression transmurale et du 

tonus de la musculature lisse des coronaires. Dans les zones subendocardiques des artères 

coronaires en particulier, la pression sanguine est si élevée durant la systole, consécutivement à 

la contraction cardiaque, que la pression transmurale s'abaisse ainsi de manière appréciable. De 

ce fait le débit sanguin coronaire est, en pratique, uniquement diastolique.  

La consommation d'oxygène du myocarde augmente, d'une part, proportionnellement à la vitesse 

de raccourcissement maximale des fibres myocardiques, d'autre part, en fonction du produit 

longueur de repos des fibres par durée de la systole. L'augmentation de la consommation 

d'oxygène myocardique est assurée par une augmentation du débit coronaire. Celle-ci est obtenue 

avant tout grâce à des facteurs chimiques locaux tels le manque en oxygène, la libération 

d'adénosine, de K+, bien qu'il semble que des facteurs endothéliaux et la stimulation des nerfs du 

système végétatif contribuent à la vasodilatation. 
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Le cœur est un organe fonctionnant exclusivement en aérobie. Il tire l’énergie nécessaire à 

l’accomplissement de ce travail mécanique de l’oxydation de divers substrats énergétiques au 

premier rang desquels figurent les acides gras, le glucose et le lactate. En conditions 

physiologiques, l’apport en énergie du myocarde est assuré essentiellement par l’oxydation des 

acides gras libres, apportés au myocarde par la circulation, plutôt que par celle du glucose (70 % 

contre 30 %). C’est à cette fin que la circulation coronaire apporte, au niveau des myofibrilles, 

l’oxygène et des proportions variables de substrats énergétiques. L’hydrolyse de l’ATP est la 

source ultime de l’énergie utilisée lors d’un grand nombre de réactions biochimiques se 

produisant dans différents compartiments de la cellule. En ce qui concerne le cardiomyocyte, les 

principaux processus consommateurs d’ATP sont : la contraction, les processus de transport 

ioniques et la synthèse protéique. 
 

Une caractéristique essentielle du myocarde est sa capacité à modifier de manière brutale son 

activité mécanique. Le contrôle de l'utilisation des substrats énergétiques dans les myocytes 

cardiaques sont donc des processus essentiels à la vie. Ils permettent une balance précise et 

instantanée entre vitesse de production et d'utilisation de l'ATP. La voie de synthèse de l'ATP la 

plus importante dans le myocarde est la phosphorylation oxydative. La survenue d’une ischémie 

myocardique, diminuant la capacité de synthèse de l’ATP par le myocarde, va compromettre la 

fonction contractile du myocarde, la survie des cardiomyocytes et, in fine, celle de l'individu. 

 
2. Ischémie cardiaque 

L'ischémie définit l'arrêt de l'apport de sang artériel au niveau de tout ou partie d'un tissu ou d'un 

organe. Au niveau du cœur, l’ischémie est généralement due à l’obstruction accidentelle partielle 

ou totale d’une artère coronaire, à l'obstruction par un thrombus ou à la présence d’une plaque 

d’athérome mais peut également s’imposer lors de la chirurgie cardiaque ou dans le cas de la 

transplantation cardiaque. Le maintien de conditions d’ischémie sévère et la réduction du débit 

coronaire sur un tissu comme le myocarde dont le métabolisme requiert un apport important et 

permanent en substrats à catabolisme oxydatif aura des conséquences considérables sur les 

différentes fonctions cellulaires. Le déséquilibre entre les besoins métaboliques et l’apport en 

oxygène et nutriments du myocarde aboutit à des perturbations électriques, mécaniques, 

biochimiques et structurales pouvant entraîner une altération de la contractilité myocardique, une 

http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/13551-ischemie-definition
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modification de l’hémodynamique physiologique et par conséquent une mort cellulaire. Les 

atteintes tissulaires peuvent être réversibles ou irréversibles en fonction de la durée et de 

l’intensité de l’ischémie (Giordano, 2005) (figure 18).  

Si le tissu est reperfusé rapidement, les cellules resteront viables. Si par contre, l’ischémie est 

prolongée, les altérations vont aboutir à une mort cellulaire, par apoptose puis par nécrose. Cette 

nécrose se propage dans le myocarde, de l’endocarde vers l’épicarde, et la zone nécrosée sera 

ensuite remplacée par du tissu cicatriciel incapable de se contracter. Dans l’infarctus du 

myocarde, un nombre significatif de cellules cardiaques ischémiques meurent. Cette mort 

cellulaire évolue de l'endocarde vers l'épicarde et du centre de la nécrose vers la périphérie. Chez 

l'homme, 50 % de la zone ischémique est détruite en 2 h, 100 % en 4 à 6 h. Cette vitesse est 

variable d'une espèce à l’autre et au sein d’une même espèce (Logue et al., 2005). 

2.1. Perturbations métaboliques 

Les premières perturbations cellulaires au cours de l’ischémie sont d’ordre métabolique et 

affectent principalement le turnover de l’ATP. Lors d’une ischémie, le cœur réduit son activité 

mécanique en réponse à une diminution d’apport énergétique due à une perfusion insuffisante. 

La diminution de l’apport en oxygène provoquée par l’ischémie conduit dans un premier temps à 

un ralentissement ou à un arrêt total du métabolisme oxydatif et à une stimulation de la glycolyse 

anaérobie. Dans ce cas, le myocarde augmente sa consommation anaérobie de glucose, le 

métabolisme énergétique devenant alors plus glycolytique qu’oxydatif (Rumsey et al., 1999). La 

glycolyse anaérobie  permet de compenser en partie le déficit énergétique, mais la production 

d’ATP reste insuffisante pour couvrir l’ensemble des besoins énergétiques du myocarde.  La 

conséquence principale de ces lésions précoces est la diminution de l’activité contractile. Quel 

que soit le degré de l’ischémie, le métabolisme oxydatif des acides gras est interrompu, ce qui 

conduit à une accumulation de métabolites intermédiaires qui ont des effets délétères sur les 

membranes cellulaires. Le pyruvate, produit lors de la glycolyse, ne peut rentrer dans le cycle de 

Krebs et s’accumule, ce qui favorise sa transformation en lactate. De plus, du fait de la réduction 

du débit coronaire, les produits du catabolisme de l’ATP (Adénosine, phosphate inorganique) 

s’accumulent et entraînent non seulement l’inhibition du cycle de contraction des sarcomères 

mais aussi une acidose intracellulaire qui va progressivement bloquer la glycolyse et accroître le 

déficit énergétique. Si l’ischémie se prolonge, la glycolyse anaérobie est donc diminuée puis 
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arrêtée complètement, ce qui conduit à un arrêt de la production d’ATP. On observe une 

accumulation d’équivalents réduits, de lactate et de protons dans les myocytes à l’origine d’une 

acidose intracellulaire provoquant une inhibition des enzymes de la glycolyse et une 

augmentation du déficit énergétique (Argaud & Ovize, 2000).  Au-delà de 30 min d'anoxie, le 

cœur ne peut plus récupérer (s'il est à 37 °C). Si l'on maintient le cœur à 10 °C, ce temps double, 

car la consommation énergétique chute (refroidissement des organes lors des transplantations). 
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Figure 18. A. Défaillance cardiaque suite à l'ischémie. B. Les lésions dues à l'ischémie cardiaque 
en fonction de la période ischémique. 
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2.2. Perturbations ioniques 

L’activation de la glycolyse anaérobie se traduit par la production de lactate et de protons 

entraînant une acidification intracellulaire, évaluée à 1 unité pH en 10 min environ. Cette 

acidification va entraîner l’activation de l’échangeur Na+/H+ membranaire afin d’expulser des 

protons vers l’extérieur de la cellule, de même que l’activation du système alcalinisant, le 

symport Na+/HCO3ˉ (Argaud & Ovize, 2000) (figure 19). 

L’augmentation de l’activité de ces systèmes aboutit à une augmentation de la concentration 

sodique intracellulaire. Du fait du manque d’ATP cellulaire, la pompe Na+/K+‐ATPase va 

expulser moins de Na+, ce qui va diminuer voire même inverser l’activité de l’échangeur 

Na+/Ca2+ (NCE ou NCX) qui en situation normale expulse le Ca2+ hors de la cellule. Ce mode de 

fonctionnement inversé de  l’échangeur  NCE se traduit par une augmentation de la 

concentration cytosolique en calcium (Argaud & Ovize, 2000). La surcharge sodique est associée 

a une entrée d'eau responsable de l'œdème intracellulaire et entraine des lésions au niveau des 

protéines contractiles, favorisant ainsi la contracture ischémique. Ainsi, la mise en route de 

systèmes neutralisant l’acidification cellulaire due au changement de substrat énergétique du 

cœur va aboutir à une surcharge sodique et calcique du cytosol. L’ensemble de ces mécanismes 

concourent à l’entretien d’un état de contracture permanente ainsi qu’à l’apparition d’une 

dysfonction diastolique au cours de l’ischémie (figure 19). 

L'ischémie entraine donc de nombreuses modifications des gradients ioniques de part et d'autre 

de la membrane plasmique. La diminution de la concentration d'ATP provoque également une 

accumulation de K+ à l'extérieur de la cellule. Celle-ci est à l’origine des perturbations 

électrophysiologiques observées au cours de l'ischémie.  
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Figure 19. Altération de l’homéostasie calcique cardiomyocytaire au cours de l’ischémie. NHE : 
échangeur Na+/H+ ; Ca2+-ATPase : pompe calcique dépendante de l’ATP ; NCX : échangeur Na+/Ca2+ 
(Meyer et al., 2010). 
 
2.3. Types d’ischémie myocardique 

Ischémie régionale : Elle fait suite à un rétrécissement de la lumière d’une artère coronaire, ou 

sténose, provoquant une chute du débit coronaire. La sténose est due à une obstruction par un 

caillot sanguin, une plaque d’athérome ou une calcification. La sténose peut s’observer aussi lors 

de succession de spasmes coronaires altérant le débit sanguin coronaire ou lors d’une réponse 

inadaptée à un besoin accru en oxygène. Ces spasmes peuvent être dus à une hyperactivité des 

cellules musculaires lisses ou à une dysfonction endothéliale (Lanza et al., 2011). 

Ischémie globale : Lorsque l’arrêt de la perfusion tissulaire concerne tout le cœur, on parle 

d’ischémie globale qui peut avoir comme étiologie cardiovasculaire un infarctus du myocarde 

induit par une ischémie régionale, un choc hypovolémique, un trouble de la conduction mais 

également un trouble du rythme. En effet, une tachycardie ou une fibrillation ventriculaire altère 

la fonction hémodynamique principale du cœur et peut conduire à un arrêt cardiaque (Török et 

al., 1983). Le cœur n’étant plus irrigué, entre dans une phase ischémique. Dans certains 

processus thérapeutiques comme les interventions chirurgicales nécessitant l’arrêt temporaire de 

l’activité cardiaque et la mise en place d’une circulation extracorporelle, l’ischémie est imposée à 

la totalité du myocarde. Quand la perfusion cardiaque est interrompue, les cellules myocardiques 



68 
 

n’étant plus irriguées ont la capacité à se mettre en état de consommation énergétique minimale 

avant l’arrêt de toute activité métabolique si la reperfusion n’est pas rétablie. 

 

2.4. Stress oxydant en conditions d’ischémie  

La production de RLO a été mise en évidence sur divers modèles expérimentaux allant des 

cardiomyocytes isolés au cœur isolé-perfusé pendant l’ischémie et pendant la reperfusion   

(Pasdois et al., 2008).  Le mécanisme de cette production de RLO lors de l’ischémie paraît, de 

toute évidence, multifactoriel et d’origine principalement mitochondriale et plus précisément au 

niveau des complexes I et III de la chaîne respiratoire (Solaini & Harris, 2005). Cette production 

de RLO par la mitochondrie peut secondairement induire des effets délétères sur cette dernière. 

Ainsi, il a été proposé que les RLO produits pendant l’ischémie altèrent la composition des 

membranes mitochondriales et contribuent à l'ouverture du mPTP et la sortie de cytochrome c. 

En effet, les mitochondries isolées à partir de cœur de lapin ayant subi une ischémie globale, 

présentent une diminution progressive de la respiration (Lesnefsky et al., 2001).  

 

3. Reperfusion myocardique 

3.1. Généralités 

Sans reperfusion, les lésions ischémiques vont évoluer progressivement vers la mort cellulaire. 

Ensuite, un phénomène naturel de cicatrisation s’installe. Des modifications adaptatives de la 

taille et de la forme du ventricule gauche, sont alors observées afin de palier la défaillance 

contractile du myocarde. A long terme, l’altération de la fonction globale du cœur peut mener à 

la défaillance cardiaque. Afin de préserver au mieux le myocarde de la nécrose, il est impératif 

que la revascularisation tissulaire ait lieu, et ce, de manière précoce durant la phase où les 

altérations cellulaires sont encore réversibles. La reperfusion est donc indispensable à la survie 

du tissu, dans la mesure où elle limite les lésions tissulaires qui suivent une ischémie plus ou 

moins prolongée. C’est d’ailleurs la seule méthode connue permettant de sauvegarder le 

myocarde ischémique des lésions tissulaires.  
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Bien que la reperfusion soit nécessaire à la survie cardiomyocytaire, il est important de noter 

qu’elle n’est pas sans conséquences. En effet, la reperfusion est une "épée à double tranchant" : 

la restauration d’un flux sanguin analogue au flux pré-ischémique provoque des lésions propres à 

la reperfusion au cours desquelles l’aggravation de la surcharge calcique et la formation de RLO 

jouent un rôle important aboutissant au concept de "syndrome de reperfusion".  

 

La réoxygénation ou reperfusion myocardique est donc nécessaire mais induit des perturbations:  

 électriques (arythmies, propagation)  

 mécaniques (contractilité, myofilaments)  

 biochimiques (métabolisme énergétique) 

 structurales (membrane, mitochondrie)  

 signalisation (MAPK, PI3K) 

 apoptose (Bax/Bcl-2)  

 

Elle est aussi associée à des altérations fonctionnelles réversibles comme les arythmies de 

reperfusion, la sidération myocardique (ou stunning myocardique), des dommages vasculaires 

(altérations  de  perfusion  ou  phénomène de  no-reflow)  et  des  altérations irréversibles  

comme la mort cellulaire (apoptose et nécrose). Ce phénomène où la réoxygénation est 

indispensable pour la survie myocardique, mais a des effets délétères est appelé le "paradoxe de 

l’oxygène" (Eltzschig & Eckle, 2011). 

 

C’est en 1960 qu'a été émise l’hypothèse de l’existence de lésions de reperfusion. La preuve de 

cette nécrose de reperfusion, qui pourrait dans certaines conditions expérimentales compter pour 

50% de la taille finale de l'infarctus, a été apportée par la démonstration que des interventions 

appliquées au moment de la reperfusion sont capables de réduire considérablement son étendue.  

En effet, si la nécessité de la reperfusion pour limiter la mort cellulaire causée par une ischémie 

sévère est bien démontrée, cette dernière engendre néanmoins des phénomènes néfastes qui 

peuvent limiter ses effets bénéfiques. Après reperfusion, les cellules ischémiques développent 

souvent et brutalement des changements ultra-structuraux indiquant la mort cellulaire: un 

"bombement explosif" et une désorganisation architecturale (Garcia-Dorado & Piper, 2006).  
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Lors de la reperfusion, si la chaîne respiratoire a subi peu d’altérations durant l’ischémie et reste 

fonctionnelle, le taux d’ATP cellulaire augmente rapidement, et alimente ainsi les différentes 

pompes, Na+/K+‐ATPase, et la Ca2+‐ATPase du reticulum sarcoplasmique (RS). L’activité du 

réticulum sarcoplasmique permet de pomper le Ca2+ à l’intérieur du réticulum. De plus, le 

métabolisme anaérobie durant l’ischémie conduit à une augmentation de pression osmotique 

intracellulaire et interstitielle. Le rétablissement du flux coronaire entraîne une chute brutale de 

pression osmotique interstitielle, créant ainsi un fort gradient osmotique entre les milieux 

intracellulaire et interstitiel, faisant entrer de l’eau dans les cellules. Le gonflement cellulaire, 

ajouté à la fragilisation du cytosquelette peut entraîner la rupture de la membrane cellulaire 

(Piper et al., 2003) (figures 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Effets de la surcharge calcique et du stress oxydant dans les troubles de la reperfusion 
myocardique. RLO : radicaux libres dérivés de l’oxygène ; RS : réticulum sarcoplasmique ; RyR-2 : 
récepeteur à la ryanodine ; PLB : phospholamban ; SERCA : sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase; 
NCX : échangeur Na+/Ca2+; PTP : pore de transition de perméabilité mitochondriale (Meyer et al., 2010).  
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3.2. Majoration brutale du stress oxydant  

La reperfusion est associée à une augmentation très forte de la production de RLO, qui doit son 

origine au complexes I et III de la chaîne respiratoire (Zweier & Talukder, 2006). Lorsque la 

chaîne respiratoire est inhibée par le manque d’oxygène, l’ubiquinone est partiellement réduite 

en semi-ubiquinone, qui peut ainsi réagir avec l’oxygène présent lors de la reperfusion et ainsi 

produire des ions superoxydes. Ces ions superoxydes vont ensuite être réduits en peroxyde 

d’hydrogène par la superoxyde dismutase. Cependant, le superoxyde peut subir la réaction 

catalytique de Fenton et Haber-Weiss pour générer les radicaux hydroxyles (Zweier, 1988) : 

O2•- + Fe3+ → Fe2+ + O2 

          Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- +OH• 

Les radicaux hydroxyles entrent à leur tour en réaction avec plusieurs molécules biologiques 

pour former les radicaux R•, RO• et ROO•. 

Les RLO peuvent aussi entraîner la peroxydation des acides gras insaturés des phospholipides 

aggravant ainsi l’inhibition de la chaîne respiratoire (Petrosillo et al., 2003). Au final, les effets 

combinés des RLO et de la forte concentration calcique jouent un rôle critique dans le degré 

d’importance des dommages liés à la reperfusion. L’implication des radicaux libres dans les 

lésions de reperfusion a été mise en évidence par plusieurs études expérimentales qui ont montré 

l’effet cardioprotecteur d’enzymes capables de capter les radicaux superoxydes (Seshadri et al., 

2010). 
 
Lors de l’ischémie-reperfusion la production de RLO est accrue par plusieurs voies (figure 21): 

 

3.2.1. Les leucocytes activés 

Les polynucléaires neutrophiles, essentiellement, possèdent une forte concentration en NADPH 

oxydase au niveau des phagosomes et des membranes. L’activité de cette enzyme est faible à 

l’état basal, mais lorsque ces cellules sont activées par des stimuli inflammatoires, la NADPH 

oxydase   peut   produire  de  grande  quantité  d’anion  superoxyde à  partir  de  l’oxygène.  

Dans le cas de l’ischémie cardiaque, une telle réaction inflammatoire participe à la nécrose du 

tissu ischémique (Souchard et al.,  2012). 
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3.2.2. Les NADPH oxydases 

Les NADPH oxydases existent, en plus de la forme présente dans les leucocytes, au niveau 

endothélial et musculaire (muscle lisse et cardiaque). Les formes endothéliales participent pour 

une part importante à la production radicalaire (anion superoxyde) lors de la reperfusion. En 

effet, l’ablation de l’endothélium d’aorte isolée diminue de manière importante la production de 

superoxyde à la reperfusion (Krause, 2004). 

 

3.2.3. Le NO et les NO synthases 

Les vaisseaux, et plus particulièrement l’endothélium vasculaire, constituent la première cible 

des attaques radicalaires dans diverses situations physiopathologiques impliquant le stress 

oxydant.  Lors de la reperfusion, les lésions cellulaires induisent la libération de fer qui favorise à 

son tour la formation des RLO en catalysant la réaction de Fenton. Le stress oxydant ainsi induit, 

affecte aussi bien la réactivité vasculaire que la fonction de régulation endothéliale. La 

production accrue de RLO va entraîner la diminution de l’activité biologique de l'oxyde nitrique 

(NO), la perturbation de la transduction du signal, la modification directe de la propriété de 

contraction et les lésions et mort cellulaires. Les oxydes nitriques synthases (NOS) existent sous 

plusieurs isoformes. Lors de la reperfusion, le manque de substrat ou de cofacteur, crée un 

dysfonctionnement des NOS endothéliales qui peuvent alors produire à la fois le NO et l’anion 

superoxyde. Ces deux produits peuvent alors réagir ensemble et former du peroxynitrite ONOOˉ  

(Krause, 2004). 

 

3.2.4.  La xanthine-déshydrogénase  

C'est une enzyme ubiquitaire impliquée dans le catabolisme de l’ATP. Au décours des 

phénomènes d’ischémie-reperfusion, cette enzyme est modifiée en xanthine-oxydase qui génère 

du O2•– en présence d’O2 et de xanthine ou d’hypoxanthine. Ainsi, cette voie de production de 

RLO de l’O2 participe probablement au stress oxydatif chez les patients qui présentent une 

pathologie ischémique (Lee et al., 2009). 
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3.2.5. Les autres systèmes 

La dégradation des catécholamines, le métabolisme de l’acide arachidonique et l’action de 

l’angiotensine II aboutissent à la production de RLO lors de l’ischémie et de la reperfusion. 

 

 

Figure 21. La mitochondrie est la source principale de radicaux dans la cellule. I‐IV : complexes de la 
chaîne respiratoire, NOS : synthase du monoxyde d’azote, mtNOS : NOS mitochondriale, H‐W : réaction 
d’Haber‐Weiss, AA : acide arachidonique. 
 

3.3. Paradoxe du calcium 

La reperfusion d’un myocarde ischémique entraîne l’augmentation du taux calcique 

intracellulaire (figure 22). Dans les cellules qui peuvent rétablir un contrôle cationique normal, le 

processus de rétablissement du taux calcique se divise en 2 phases :  

i) dans la première phase, le Ca2+ passe dans le RS et donc le taux du Ca2+ cytosolique diminue; 

ii) dans la deuxième phase, il s’établit une oscillation du Ca2+ entre le RS et le cytosol.  

L’oscillation du Ca2+ observée dans la deuxième phase est responsable de l’hypercontracture. En 

effet, le pic calcique cytosolique peut être à l’origine de ces hypercontractures. L’augmentation 
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de la sensibilité cellulaire au calcium semble être liée à une augmentation de la fragilité des 

différentes composantes du cytosquelette et contribuer à la génération des hypercontractures.  

Il est possible expérimentalement de réduire l’hypercontracture provoquée par cette oscillation 

calcique en amortissant le cycle du Ca2+ entre le cytosol et le RS et donc en diminuant le pic du 

Ca2+ cytosolique (Ladilov et al., 1997). Il s’agit d’utiliser des agents qui inhibent la libération du 

Ca2+ dans le cytosol pour augmenter sa concentration dans le RS et donc diminuer le pic de 

calcim cytosolique (Gao et al., 1996). Plus récemment, l’influence de l’oscillation calcique sur la 

perméabilité de la membrane mitochondriale a également été rapportée (Ruiz-Meana et al., 

2009). Dans cette étude réalisée sur des cardiomyocytes de rats, les auteurs ont démontré la 

présence d’une hypercontracture et d’une altération de la perméabilité de la membrane 

mitochondriale suite à une ischémie-reperfusion. 

 

 

Figure 22. Mécanismes possibles de la dysfonction myocardique post-ischémique. 
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3.4. Dommages de la reperfusion 

 

3.4.1. La sidération myocardique 

Lorsque la reperfusion d’une partie du myocarde est effectuée après l’occlusion coronaire et 

juste avant la mort cellulaire, il peut se produire un non-regain de la fonction contractile initiale 

malgré une revascularisation complète. Cette hypofonction transitoire réversible est appelée : 

sidération myocardique. Initialement décrite par Heyndrickx en 1975, la sidération myocardique 

(ou stunning myocardique) survient lorsque la récupération complète du myocarde ischémique 

nécessite un délai de quelques heures à plusieurs jours malgré l'absence de lésions irréversibles 

et en présence d'une perfusion sanguine normale (Heyndrickx et al., 1975).  

La sidération myocardique ou stunning correspond ainsi à la phase de récupération lente de la 

fonction myocardique au cours de la reperfusion. Ce phénomène est principalement rencontré 

suite à une ischémie de courte durée suivie d'une reperfusion. Il semblerait que la production de 

radicaux libres, l’altération de l’homéostasie calcique et l’altération structurelle des protéines 

contractiles (altération du couplage excitation-contraction des cardiomyocytes) soient impliquées 

dans ce phénomène (Kloner & Jennings, 2001). La surcharge calcique intracellulaire peut 

entrainer des lésions au niveau des protéines contractiles, provoquant des modifications de la 

réponse physiologique normale au calcium. La contractilité du myocarde en est ainsi affectée 

aboutissant à la sidération du myocarde. Les radicaux libres et la surcharge calcique sont 

intrinsèquement liés. En effet, les RLO participent à la surcharge calcique par le biais des 

dommages membranaires qu'ils créent au niveau du sarcolemme, du réticulum sarcoplasmique et 

des mitochondries (Niccoli et al., 2010). 

 

3.4.2. Le concept de no-reflow 

Le phénomène de no-reflow se définit par l’absence de reperfusion myocardique post-

ischémique survenant malgré la désobstruction de l’artère coronaire responsable de l’ischémie. 

Ce phénomène a été décrit pour la première fois par Kloner en 1974 sur un modèle expérimental 

(Kloner et al., 1974).  Dans le cadre de l’IR, la restauration du flux sanguin ne s’accompagne pas 

systématiquement d’une reperfusion au niveau de la microcirculation du territoire ischémié. 

Cette obstruction peut s’expliquer  par la présence d’un œdème cellulaire comprimant les micro-
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vaisseaux. De plus, l’afflux brutal de débris plaquettaires ou thrombotiques provenant de 

l’ischémie peut être à l’origine d’une obstruction de la microcirculation distale (Mauri et al., 

2006). Le phénomène de no-reflow résulte principalement d’une altération de la fonction 

endothéliale des microvaisseaux liée à la production de RLO par les neutrophiles circulants ainsi 

que par les cellules endothéliales elles-mêmes (Schwartz & Kloner, 2012). Ceci est responsable 

d’une réduction de libération de NO par les vaisseaux coronaires qui est le principal agent 

vasodilatateur et un puissant anti-agrégeant plaquettaire; ce qui favorise l’aggravation du 

phénomène de no-reflow. 

 

3.4.3. Les arythmies de la reperfusion 

Les arythmies de reperfusion ont fait l'objet de nombreuses études, ce sont essentiellement des 

fibrillations ventriculaires précédées d’épisodes de tachycardie ventriculaire et d’extrasystoles; et 

correspondent à des troubles électrophysiologiques. Il semble que la formation de RLO ainsi que 

l’excès de calcium soient les principaux acteurs des arythmies de reperfusion. La peroxydation 

des lipides membranaires sous l’effet des RLO conduit à des perturbations de l’équilibre ionique, 

ce qui aboutirait à des modifications électrophysiologiques responsables des arythmies de 

reperfusion. De plus, suite à l’ischémie, le déficit énergétique conduit à la surcharge calcique. 

Ainsi, l’existence d’un excès de calcium libre dans la cellule lors de la reperfusion, est aussi à 

l’origine des arythmies de reperfusion (Hagar & Kloner 1990).  

 

3.5. Mort cellulaire 

 

3.5.1. La nécrose cellulaire 

Lors de la reperfusion, un certain nombre de cardiomyocytes peuvent entrer dans un processus 

de nécrose. La nécrose cellulaire au cours de l’ischémie-reperfusion résulte principalement de la 

déplétion en ATP survenant lors de l’ischémie, responsable d’une incapacité de la cellule à 

maintenir son activité vitale Trois hypothèses ont été soulevées pour expliquer l'origine de cette 

nécrose : le gonflement osmotique des myocytes, la surcharge calcique et les dommages 

radicalaires. Toutefois, le rôle de la reperfusion dans la mort de certains cardiomyocytes reste 

encore largement controversé (McCully et al., 2004). 
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3.5.2. L’apoptose 

L’apoptose ou mort cellulaire programmée résulte en une élimination des cellules apoptotiques 

sans induction de phénomène inflammatoire. Elle est régulée par la balance entre signaux de 

survie (facteurs anti-apoptotiques) et de mort cellulaire (facteurs pro-apoptotiques). Elle consiste 

en une séquence d’altérations morphologiques comprenant une condensation du cytoplasme et 

du noyau, une fragmentation de l’ADN et un bourgeonnement de la membrane plasmique. Au 

cours de l’ischémie myocardique, l’activation du programme apoptotique dans les 

cardiomyocytes contribue au processus de remodelage cardiaque et peut être considérée comme 

un processus adaptatif des zones hypoperfusées. Le processus apoptotique semble être initié par 

les conditions ischémiques et il est ensuite amplifié au cours de la reperfusion, principalement 

suite à la surcharge calcique et la production de RLO (Gottlieb, 2011).  

L'apoptose met en jeu la voie intrinsèque, impliquant la mithochondrie et la voie extrinsèque, un 

processus non mitochondrial mais lié aux récepteurs membranaires, impliquant principalement le 

récepteur Fas, a également été rapporté comme impliqué dans l’activation de l’apoptose par les 

caspases au cours de l’IR (Lee et al., 2003). Ainsi, la mort par apoptose des cellules cardiaques 

impliquerait la production de facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) qui est un puissant 

inducteur d’apoptose, la production de RLO via l’ouverture du pore de perméabilité 

membranaire (mPTP) et le relargage du cytochrome c mitochondrial (cyt c); lesquels vont activer 

la cascade de signalisation des caspases, responsables du clivage de l’ADN. De plus, les RLO 

sont connus pour activer des protéines pro-apoptotiques, comme la P38 MAPK, qui sont des 

éléments clés de la voie de signalisation intracellulaire des macrophages conduisant à la 

libération de TNF-α. Dans certaines conditions de stress comme c’est le cas du stress oxydant, 

les macrophages mais également d’autres types cellulaires (cellules endothéliales, fibroblastes, 

myocytes…) libèrent le TNF-α en quantité importante au niveau de la circulation systémique 

(Keith et al., 1998).  

En résumé, il est difficile de préciser si les altérations propres à la reperfusion du myocarde 

ischémique représentent une accélération des dommages ischémiques ou si elles sont la 

conséquence de la reperfusion elle-même.  
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Les principaux mécanismes avancés pour expliquer le développement de ces manifestations sont: 

(i) l’aggravation brutale de l’œdème cellulaire, (ii) l’aggravation de la surcharge calcique, (iii) la 

libération de catécholamines endogènes, et (iv) les altérations cellulaires liées à la surproduction 

de radicaux libres au moment de la reperfusion (Bolli & Marban 1999).  

 

3.6. Dysfonctionnement mitochondrial 

De par leur importance dans la production énergétique, les mitochondries occupent une place 

prépondérante dans la viabilité de la cellule. Il a été observé une altération de la perméabilité 

membranaire mitochondriale lors de l'IR (Ruiz-Meana et al., 2009). En effet, des études aussi 

bien cliniques qu’expérimentales ont montré que durant la réoxygénation tissulaire, il se produit 

une explosion de la production de RLO notamment dès les premières minutes de la reperfusion, 

avec une prépondérance pour le peroxynitrite, reconnu comme étant une molécule impliquée 

dans les lésions de reperfusion (Pacher et al., 2007). Cette augmentation radicalaire peut initier la 

peroxydation des acides gras non saturés de la membrane mitochondriale conduisant à une 

ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP). L’ouverture de ce pore 

est depuis longtemps connu comme étant induit par la combinaison d’une surcharge calcique et 

du stress oxydant. D’autres travaux ont par la suite démontré que ce mPTP est à l’origine de la 

mort cellulaire durant la séquence d’ischémie-reperfusion. Le maintien de l’ouverture provoque 

un gonflement qui a pour conséquence une perte de tous les gradients ioniques indispensables à 

la phosphorylation oxydative responsable de la synthèse d’ATP et donc de la survie cellulaire 

(Hausenloy et al., 2003). Il a été montré que l’inhibition du mPTP permet de lutter contre les 

lésions induites par la reperfusion (Hausenloy et al., 2003).  

Associées à ces altérations aussi bien mitochondriales que cytosoliques, il a été démontré une 

importance du processus inflammatoire dans les dommages cellulaires liées à la reperfusion, 

caractérisé par une activation du complément et des polynucléaires neutrophiles. L’ischémie crée 

aussi des dommages au niveau de la chaîne respiratoire et aboutit à la libération d’ions ferreux 

qui vont catalyser la formation de nouveaux radicaux lors de la reperfusion. De plus, les défenses 

antioxydantes de la mitochondrie sont diminuées lors d’un déficit de perfusion, en particulier le 

taux de glutathion et l’activité SOD suite à une ischémie prolongée (Marina-Garcia & 

Goldenthal, 2004). 
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3.6.1. Implication du mPTP dans les lésions de reperfusion 

Dans les conditions physiologiques normales, la membrane mitochondriale interne est 

pratiquement totalement imperméable. En revanche, dans des conditions de stress extrême, 

comme lors d’une ischémie sévère suivie de reperfusion, un pore non spécifique peut s’ouvrir au 

sein de cette membrane, sous l’influence de la surcharge calcique brutale et du stress oxydant. Il 

s’agit du pore de transition de perméabilité mitochondrial ou mPTP, c'est un canal situé sur la 

membrane mitochondriale qui permet la diffusion passive de molécules de poids moléculaire 

inferieur à 1,5 kDa. Le mPTP est un acteur important de plusieurs processus physiologiques, 

c’est un pore mitochondrial transitoire ayant une perméabilité très importante. Le mPTP semble 

être associé aux sites de contact entre la membrane interne et externe (Ventura-Clapier & 

Lombès, 2007). 

 

Durant l’ischémie myocardique le mPTP reste fermé et s’ouvre pendant les premières minutes de 

la reperfusion, suite à l’augmentation du flux calcique, la majoration du stress oxydatif et la 

déplétion en ATP (Griffiths & Halestrap, 1995). Le mPTP est un acteur critique des lésions de 

reperfusion et représente une cible thérapeutique importante pour optimiser la cardioprotection.  

 

En effet, lors de la reperfusion plusieurs phénomènes favorisent l’ouverture du mPTP; 

notamment la surcharge calcique mitochondriale liée à l’échangeur Na+/Ca2+, la diminution du 

potentiel membranaire ΔΨ et la production de RLO. L’ouverture du mPTP est à l'origine de la 

perte de perméabilité de la membrane interne, qui va avoir plusieurs conséquences délétères pour 

le cardiomyocyte. Tout d’abord, les protons vont pouvoir diffuser librement à travers la 

membrane interne et ainsi causer le découplage de la phosphorylation oxydative. Les 

concentrations en ATP intracellulaires vont alors rapidement diminuer, engendrant une perte de 

l’homéostasie ionique et métabolique, et l’activation d’enzymes de dégradation, telles que les 

phospholipases, les nucléases et les protéases. Si le pore n’est pas refermé, ces changements vont 

causer des dommages cellulaires irréversibles, résultant, in fine, en une nécrose.  

 

Ainsi, l’ouverture prolongée de ce pore entraîne un flux d’eau dans la mitochondrie et son 

gonflement, un effondrement du potentiel de membrane mitochondrial, une libération du calcium 

et un découplage de la phosphorylation oxydative, ce qui engendre une déplétion en ATP et la 
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mort cellulaire (Hausenloy & Yellon, 2003). L’ouverture du mPTP est donc à l’origine d’un 

gonflement matriciel qui pourrait entraîner la rupture des membranes mitochondriales. Ce 

gonflement est dû à la perte du contrôle de l’homéostasie de part et d’autre de la membrane de la 

mitochondrie  avec  entrée  d’eau  dans  la matrice (Solaini & Harris, 2005). Une fois rompue, 

des facteurs pro-apoptotiques, normalement situés dans l’espace intermembranaire, peuvent être 

libérés dans le cytosol. C’est le cas du cytochrome c, qui en conditions normales a un rôle de 

distribution des électrons dans la chaîne respiratoire, mais qui une fois dans le cytosol peut 

participer à une cascade d’événements conduisant à la mort de la cellule (Halestrap et al., 2007).  

On comprend ainsi toute l'importance de la mitochondrie, organite indispensable à la vie des 

cellules eucaryotes, mais ayant aussi un rôle décisif dans l'induction de la mort cellulaire lors de 

la reperfusion (figure 23).  

 
4. La cicatrisation  

Suite à un épisode d’ischémie-reperfusion, le myocarde entre dans un processus de réparation. 

Cette réparation fait intervenir plusieurs cytokines pro-inflammatoires, des molécules d’adhésion 

et des protéines de la matrice extracellulaire. Cette phase inflammatoire va permettre un 

recrutement cellulaire, principalement les monocytes et neutrophiles.  

 

Le processus de cicatrisation passe par une phase proliférative donnant lieu à un tissu de 

granulation constitué principalement de macrophages et de fibroblastes qui sécrètent les 

constituants de la MEC (matrice extracellulaire) et en particulier du collagène. Les fibroblastes 

sont responsables de la synthèse de collagène et de protéines de la MEC qui vont aboutir à la 

formation d’une fibrose cicatricielle. Ce processus de cicatrisation est accompagné d’une 

réinnervation des fibres sympathiques. Après la phase de cicatrisation, le tissu granulaire va 

laisser place à la cicatrice composée de fibres de collagène. Cependant, une cicatrisation  

inappropriée peut conduire à une dilatation ventriculaire et à un remodelage cardiaque, 

responsable à long terme d’une insuffisance cardiaque (Thakker et al., 2006). 

 

 



81 
 

 
 

 
 

 
Figure 23. Phénomènes apparaissant dans les deux phases de l’ischémie-reperfusion. 

 
 

A. Lors de l'ischémie : suppression du transport d’électrons le long de la chaîne respiratoire 
(modification du potentiel membranaire ΔΨm), entraînant la suppression de la synthèse d’ATP qui aura 
comme conséquence la mise hors service des pompes refoulant le Ca2+ hors de la cellule, la montée de la 
concentration cytosolique en Ca2+ provoquant l’entrée du Ca2+ dans la mitochondrie. 

B.   Lors de la reperfusion : l’entrée du Ca2+ continue, mais l’arrivée d’O2 au niveau des complexes I, III 
et IV provoque la synthèse de ROS en excès. Cet excès, combiné à une forte concentration en Ca2+, 
détermine l’ouverture du mPTP, d’où une kyrielle d’évènements létaux commençant par la sortie du 
cytochrome c et aboutissant à l’apoptose.  

A 

B 
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5. La cardioprotection 

Les différents protocoles de protection du myocarde contre les dérèglements fonctionnels et les 

changements structurels provoqués par l'ischémie et la reperfusion sont (Minamino, 2012): 

• Reperfusion contrôlée (ions, substrats, osmolarité, O2, postconditionnement). Elle permet de 

diminuer les lésions de reperfusion qui provoquent des lésions locaux et systémiques. 

• Antioxydants (piégeurs de RLO). 

• Inhibition d’échanges de cations (NHE) ou d’anion (HCO3-) qui tendent à maintenir le pH dans 

des limites physiologiques 

• Antagonistes des canaux calciques (réduction de la surcharge en Ca2+).  

• Ouverture des canaux KATP mitochondriaux. Leur ouverture permet la circulation des ions K+, 

ils sont ouverts par des agents comme la bradykinine ou le NO qui inhibent l’ouverture des pores 

mPTP déclencheurs de l’apoptose. 

• Préconditionnement ischémique par des courtes périodes d’ischémie qui assurent une 

protection précoce ou tardive. Cette opération empêche l’ouverture du mPTP qui débouche sur 

l’apoptose implicant les canaux potassique ATP dépendant et calcium dépendant.  

• Préconditionnement non-ischémique par l’utilisation d’agents pharmacologique (adénine, 

opiacés, bradykinine, NO, anesthésiques volatils). 
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IV. Le safran 
Pour s’opposer aux effets délétères des RL, les chercheurs essayent d’utiliser depuis quelques 

temps, des extraits de plantes qui ont un pouvoir AO. Dans ce cadre, le safran, a attiré notre 

attention compte tenu de ses propriétés AO puissantes. Le safran est une épice de qualité ayant 

une grande valeur commerciale. Ce sont les stigmates rouges de la sativus qui donnent, après 

déshydratation, le safran. C'est l'épice la plus chère au monde, aussi nommé "or rouge" ou "or 

jaune" à cause de sa couleur qui varie du rouge au jaune. Ce précieux produit a été utilisé durant 

plusieurs siècles comme médicament pour ses nombreuses vertus médicinales, comme 

condiment dans la préparation des mets traditionnels, aussi comme teinture et parfum. 

Aujourd'hui on le retrouve surtout en cuisine et comme plante médicinale. 
 

1. Historique 

Le nom "safran" est dérivé du latin safranum, lui-même inspiré de l’arabe "zaafarân" dont la 

racine exprime une notion essentielle, la couleur jaune. Le nom de genre "Crocus"  vient du grec 

Krokos, qui veut dire "filament", par allusion aux stigmates de la plante. Le terme "sativus", 

quant à lui, signifie "cultivé", car le Crocus sativus, par sa reproduction végétative, ne peut se 

multiplier sans la main de l’homme (Dupont, 2001).  
 

L’histoire du safran, épice tirée de la fleur de Crocus sativus, remonte à la plus haute antiquité. 

On peut dater l’apparition du safran à plus de 5000 ans, dans les hautes vallées du Cachemire et 

les plateaux de Perse (Algrech, 2001). Utilisé par les Égyptiens et les Hébreux pour aromatiser et 

colorer les aliments dans les fêtes religieuses; les médecins des Pharaons le prescrivait aussi pour 

tous les maux d’estomac. Le safran a ensuite été transmis aux Grecs et aux Romains, qui en ont 

fait différents usages : dans l’art culinaire, en parfumerie, en teinture. Il en a été de même en Inde 

et au Maroc. En Sicile et en Italie, la culture du safran date des Romains. Les Arabes, au IXe 

siècle, l’introduisirent en Afrique du Nord, puis en Espagne (Pierlot, 1925). L’acclimatation du 

safran en France date du XIIe siècle, liée essentiellement aux retours des croisades auxquelles 

s’ajoutèrent les échanges commerciaux avec l’Orient. Cet engouement touche même le sud de 

l’Angleterre au XVe siècle. La France considère alors le safran comme un héritage de l’Antiquité 

et reçoit une forme de légitimité culturelle. Au XIXe siècle, les mutations économiques amorcent 

clairement la disparition progressive de la culture française du safran. La découverte des couleurs 
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artificielles, les transformations des usages alimentaires et l’industrialisation provoquent une 

diminution du safran en Europe et en France (Dupont, 2001).  

Actuellement, le principal pays producteur de safran est l’Iran (150 à 170 t/an), puis l'Inde et le 

Cachemire (30 à 40 t/an), suivi par la Grèce (5 à 7 t/an), le Maroc (2 à 3 t/an) puis l’Espagne (1 

t/an) et l’Italie (100 kg/an). Enfin les petites productions françaises et suisses, avec le safran du 

Gâtinais et du Quercy (6 kg/an) ou du Mund (1,5 à 3 kg/an). La qualité du safran est évaluée par 

des normes nationales. Les variétés espagnoles présentent généralement une couleur, un arôme et 

un parfum plus doux. Les variétés italiennes sont plus puissantes, alors que les variétés les plus 

intenses sont originaires d'Iran ou d'Inde (Negbi, 1999). 

2. Caractère botanique 

Le Crocus sativus fait partie de la grande famille des Iridacées et du vaste genre Crocus qui 

comprend plus de 80 espèces de plantes bulbeuses de petites tailles. Crocus sativus est la seule 

espèce de  Crocus produisant le safran; sa classification taxonomique est la suivante: 

 Division: Spermatophyte 
 Sous-division: Angiosperme 
 Classe: Monocotylédone 
 Sous-classe: Liliidae 
 Ordre: Liliales 
 Famille: Iridaceae 
 Genre: Crocus  

 
Le Crocus sativus est une plante monocotylédone, herbacée, pérenne et vivace qui a une 

floraison automnale et qui est inexistante à l'état sauvage. C'est une plante rustique, à cause de sa 

morphologie et de sa physiologie. Elle  peut atteindre de 10 à 25 cm de hauteur. Sa fleur de 

couleur mauve est composée de 6 pétales, de 3 étamines jaunes et d'un pistil se divisant en 3 

longs stigmates de couleur rouge vif brillant et velouté de 3 à 4 cm. Les stigmates ont un aspect 

brillant à l'ouverture de la fleur, fins à la base et plus larges à l'extrémité, très odorants et 

constituent le safran du commerce une fois desséchés. Les feuilles varient de 5 à 11 par bourgeon 

et se développeront avec ou après la fleur. Le safran se développe à partir de ses bulbes. Le 

bulbe, aussi appelé corme, de 3 à 5 cm de diamètre, est un organe souterrain qui accumule les 

substances de réserve nécessaires à la floraison et au bourgeonnement. Le safran a un pollen 

stérile, et la fleur du Crocus sativus ne produit pas de graines viables; sa multiplication 

http://www.epice-automne.com/le-safran.php
http://www.epice-automne.com/crocus-sativus.php
http://www.epice-automne.com/le-safran.php
http://www.epice-automne.com/crocus-sativus.php
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végétative est propagée par les cormes, la plante étant dépendante de l'homme pour sa 

reproduction. On compte de une à trois fleurs par bulbe et de deux à trois bulbes par plante 

(Winterhalter & Straubinger, 2000). 

 

3. Culture du safran 

Le Crocus sativus possède une végétation inversée, c'est-à-dire que les feuilles de safran sortent 

de terre en septembre et la plante fleurit en octobre, puis se dessèche en mai de l'année suivante. 

C’est donc en automne, quand tous les autres végétaux s'endorment pour l'hiver, que le safran 

fleurit. Il entre en dormance au printemps et son feuillage disparaît complètement quand éclatent 

les bourgeons de la plupart des plantes (Douglas & Perry, 2003). 

Le safran est une plante de jours courts, pouvant supporter des conditions climatiques très 

sévères, adaptée aux régions à hiver froid et été chaud et sec; il peut résister à des températures 

inférieures à -10 °C ou supérieures à +40 °C durant plusieurs jours (Molina et al., 2005). C'est 

une culture d'altitude variant entre 650 et 1200 m. Crocus sativus aime la chaleur et le plein 

soleil, il exige un climat méditerranéen continental, avec des hivers frais, des étés chauds et secs. 

Le safran a été cultivé dans toutes les régions du bassin méditerranéen essentiellement orientales. 

La conduite de sa culture diffère d'une région à l’autre en fonction des conditions climatiques et 

édaphiques. Pour une bonne production de la safranière, le suivi de techniques culturales 

adéquates est primordial (Negbi, 1999; Betti & Schmidt, 2007). 

La culture du safran s'adapte à une large gamme de sols, pourvu qu'ils soient profonds, bien 

drainants et riches en matière organique. Les sols à teneur élevée en argile ainsi que les sols très 

légers ne conviennent pas à sa culture. Le safran peut néanmoins tolérer des sols à teneur 

relativement élevée en calcaire (parfois supérieures à 20%); une terre argilo-calcaire qui ne 

retient pas l'eau est idéale. Le safran est indifférent au pH du sol. Il se porte aussi bien dans des 

sols acides que dans des sols basiques. Divers modes, dispositifs et densités de plantation 

peuvent être adoptés. Les opérations culturales incluent la préparation du sol, la fertilisation, 

l’irrigation et la lutte contre les adventices et les ennemis (maladies et ravageurs) de la culture. 

Les besoins en eau de la plante, sont relativement moyens (600 à 700 mm/an) et les apports en 

eau doivent être bien répartis le long du cycle de la plante (Winterhalter & Straubinger, 2000). 
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La plantation a lieu en fin d'été et au début de l’automne : les bulbes de safran sont déposés dans 

des trous de 10 à 15 cm de profondeur, en ménageant un espace d'au moins 10 cm entre les 

plantes qui s'étaleront au fil de l'année. Les cormes du Crocus sativus  ne survivent qu'une saison. 

Leur période d'activité se situe de septembre à mai pour ensuite entrer en dormance durant tout 

l'été. Chaque bulbe mère ne fleurit qu'une fois et engendre, avant de se dessécher, plusieurs petits 

bulbes ou bulbilles qui produiront de nouvelles plantes. Ils vont puiser leurs ressources dans 

le bulbe mère qui finira par mourir. Les nouveaux bulbes seront au nombre de 2 à 10; ils doivent 

être divisés manuellement, puis replantés. Ils grossissent tout au long de l’automne et ensuite 

vient la période de dormance (Le Nard & De Hertogh, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. La fleur du Crocus sativus: 1: pétales 2: stigmates 3: étamines 4: bulbe. 

(www.shahrisaffron.com)  

 

4. Récolte et rendement du safran 

Le problème majeur pour la production de safran demeure le coût de la main-d’œuvre. En effet, 

la récolte exige une main-d’œuvre qualifiée et les stigmates nécessitent d’être immédiatement et 

délicatement prélevés, séchés, puis conservés à l’abri de l’humidité et de la lumière.  
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http://www.epice-automne.com/crocus-sativus.php
http://www.epice-automne.com/bulbes-de-safran.php
http://www.epice-automne.com/bulbes-de-safran.php
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Les fleurs apparaissent 4 à 6 semaines après la plantation et la floraison s’étale sur plusieurs 

semaines. La fleur de crocus à safran est fragile et elle est d’une durée de vie très limitée (entre 

24 et 48 heures). Elle se fane très vite sous l’action du soleil, et ses pistils perdent de leur arôme 

ainsi que de leur pouvoir de coloration. L'opération de ramassage des fleurs de safran est très 

délicate. L'ensemble de la fleur est récolté manuellement en coupant la fleur à la base de sa 

corolle avant son ouverture, tôt le matin avant l'arrivée des chaleurs du jour, afin d'éviter la 

fanaison des stigmates qui survient quelques heures après l'ouverture de la fleur, une fois celle-ci 

exposée aux rayons solaires. La récolte est ramassée dans des paniers rigides pour éviter 

l'entassement et la cassure des stigmates. Le safran récolté quand les fleurs sont entièrement 

ouvertes est considéré de second choix à cause de la perte de sa qualité organoleptique, une fois 

exposé au soleil (Kafi et al., 2002). 
 

Après la récolte, vient l'émondage, cette opération consistant à séparer le pistil de la fleur en vue 

du séchage, seule la partie rouge du pistil étant prélevée. Les fleurs sont donc acheminées pour la 

séparation des stigmates (le vrai safran) des autres parties de la fleur. Ceci est réalisé le jour 

même, juste après la récolte. Selon les safraniers, cette action se fait avec les doigts, une paire de 

ciseaux ou bien une pince à épiler. Les précautions prises lors de la récupération des stigmates 

conditionnent la qualité du produit. Une fois les stigmates isolés, ils sont séchés dans l'ombre à 

l’air libre ou à proximité d’un feu ou encore dans un four électrique. Après le séchage, le safran 

perd 4/5 de son eau. Le poids frais moyen des stigmates de 100 fleurs est près de 3g et le poids 

sec est près de 600 mg. En effet, il faut cueillir environ 150 000 fleurs de Crocus sativus pour 

récolter un kilo de stigmates frais; et près de cinq kilos de stigmates frais pour faire un kilo de 

safran sec utilisable en tant qu'épice (Negbi, 1999). 
 

Le rendement moyen d'un hectare de safran dépend des conditions du milieu et de l’âge de la 

safranière et peut atteindre plus de 10 kg/ha. La durée de stockage du safran est longue si les 

conditions de conservation sont optimales. La qualité du safran peut être maintenue durant plus 

de 3 ans. Comme c'est une épice hygroscopique, elle doit être conservée dans un endroit sec, à 

l'abri de la lumière et de l'air. L'utilisation des conteneurs en verre colorés ou opaques, fermés 

hermétiquement et placés dans un endroit sec constitue une bonne méthode de préservation de la 

qualité du safran (Koocheki, 2004).  

 

http://www.epice-automne.com/pistil-de-safran.php
http://www.epice-automne.com/pistil-de-safran.php
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Figure 25. Les étapes de la culture du safran: plantation et floraison, récolte manuelle de la fleur dans des 
paniers, émondage (récupération des stigmates), et séchage des stigmates à proximité d’un feu. 

(www.kashmirkesarkingdom.com) 
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5. Composition chimique du safran 

La composition du safran est très complexe: il contient plus de 150 composés volatils et 

aromatiques. Le safran possède également plusieurs composés non-volatils, les principaux 

étant les caroténoïdes. Ces composés ont été identifiées par HPLC (High-Performance Liquid 

Chromatography) (Lech et al., 2009). La lyophilisation peut être appliquée au safran, car aucune 

perte en composés volatils majeurs n’a été constatée. La détermination de la composition 

chimique du safran est délicate, car elle suppose une identification botanique correcte, des 

stigmates non adultérés et sans déchets floraux (Basker, 1999; Moghaddasi, 2010). Des données 

moyennes de l’analyse chimique du safran sont indiquées ci dessous:  

 

 Glucide (12 à 15%): glucose, fructose, gentibose, xylose et ramnose. 

 Eau (9à 14%) 

 Cellulose (4 à 7%)  

 Polypeptides (11 à 13 %) 

 Lipides (3 à 8 %): campestérol, stigmastérol et β-sitostérol. 

 Matières minérales (1 à 1.5 %) 

 Vitamines: B2 ou riboflavine (56,4 à 138 μg/g) et B1 ou thiamine (4,0 à 0,9 μg/g). 

 Divers, non azotés (40%) 

 Acides gras: acides palmitique, stéarique, oléique, et linoléique. 

 Caroténoïdes: α, β, et γ-crocétine, crocine (10%), picrocrocine (4%), α et β-carotène, lycopène, 

phytoène et zéaxanthine. 

 Huiles essentielles (0,3 à 2,0%): où domine le safranal (60%).  

 

Compte tenu de sa large gamme d'utilisations médicales, le safran a été l'objet de vastes études 

phytochimiques et biochimiques et une variété d’ingrédients biologiquement actifs ont été isolés. 

Les métabolites secondaires majoritaires du safran sont: la crocine, responsable de la couleur 

rouge-jaune, la picrocrocine responsable de la saveur et le safranal, composé volatil majoritaire, 

responsable de l’odeur et de l’arôme. 
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1) La crocine (C44 H64 O24), est un diester formé par la crocétine liée à chaque extrémité par 

un diholoside, le gentiobiose. Elle appartient à la famille des C20-caroténoïdes, rouge et soluble 

dans l’eau. C'est le métabolite biologiquement actif du safran et responsable de sa couleur. En 

effet, l'application principale du safran concernant ses propriétés antioxydantes et antitumorales, 

proviennent essentiellement de la crocine (Gutheil et al., 2012) (figure 26). 

 

2) La picrocrocine (C16 H26 O7), est un glycoside inodore et incolore, responsable de la saveur 

amère du safran (figure 26). Le clivage des doubles liaisons adjacentes aux cycles de la 

zéaxanthine entraîne la formation d’une molécule de crocétine et de deux molécules de 

picrocrocine (Schmidt et al., 2007) (figure 27). Elle constitue également le précurseur du safranal 

(Tarantilis et al., 1995) (figure 28).  

 

3) Le safranal (2,6,6-triméthylcyclohexa-1,3- diènal), est le composé majoritaire de la fraction 

volatile du safran (figure 26). C'est une molécule organique se présentant sous forme d'huile 

essentielle volatile. Il est peu ou pas présent dans les stigmates frais, sa concentration dépend des 

conditions de séchage et de conservation du safran. Le safranal est un produit d’hydrolyse de la 

picrocrocine (figure 28). L'humidité dégrade la crocine et la picrocrocine, mais permet le 

développement de l’arôme du safran, le safranal.  Les mécanismes de développement de l’arôme 

lors du séchage et les cinétiques de dégradation des métabolites secondaires lors du stockage du 

safran sont complexes et peu connus (Rodel & Petrzika, 1991). 

 

Le safran sec est sensible aux fluctuations du pH et sa composition chimique se dégrade 

rapidement en présence de lumière et à l'air libre. À l’humidité, le safran perd son arôme et 

noircit. Une auto-oxydation dans le temps de la crocine et de la picrocrocine est observée pour 

des températures supérieures à 25 °C et à des taux d’humidité relative supérieurs à 23 %. Cette 

dégradation est expliquée par la fonction antioxydante protectrice des caroténoïdes. En effet, ils 

génèrent de l’oxygène sous forme singulet, initiant ainsi le processus d’auto-oxydation. C'est 

pourquoi, il doit être conditionné dans un récipient hermétique, et gardé dans un endroit sec et 

frais (Tsimidou & Biliaderis, 1997). 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Diholoside
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gentiobiose
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Figure 26. Structure chimique de la picrocrocine, du safranal et de la crocine. 
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Crocine 

Safranal Picrocrocine 

Figure 27. Formation de la crocétine et de la picrocrocine à partir de la zéaxantine 
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Figure 28. Formation du safranal à partir de la picrocrocine. 

 

6. Effets pharmacologiques 

Le Crocus sativus est une plante médicinale très ancienne, l'utilisation du safran contre divers 

problèmes physiologiques et diverses maladies ayant été largement documenté dans les ouvrages 

anciens méditerranéens, perses et arabes depuis plusieurs millénaires. L’intérêt qu’on lui a porté 

a toujours été soutenu, et même aujourd’hui, de nombreuses recherches concernent le safran, 

utilisant des moyens analytiques modernes et des méthodes de recherches cliniques et 

pharmacologiques confirmant ainsi l’utilisation traditionnelle du safran (Abdullaevet al.,1999; 

Abrishami et al., 2004). 

Depuis l’Antiquité, des vertus thérapeutiques ont été attribuées au safran: antispasmodique, 

eupeptique, sédatif nerveux et gingival, carminatif, diaphorétique, stomachique, emménagogue, 

anti-inflammatoire et fortifiant. Il a été utilisé pour soigner les troubles circulatoires, 

dysménorrhées ou règles douloureuses, digestions difficiles, manque d’appétit, bronchites, 

asthme, spasmes abdominaux, douleurs oculaires et certains troubles de l’humeur (Sampathu et 

al., 1984). Toutes ces propriétés traditionnelles ont été confirmées par les recherches cliniques et 

pharmacologiques récentes. Le safran est essentiellement employé pour ses propriétés 

thérapeutiques, dues aux caroténoïdes et notamment à la crocine. Le safran étant très onéreux, 

d’autres produits de synthèse ont été recherchés. Les chercheurs se basent actuellement sur les 

vertus attribuées au safran dans l’Antiquité afin de découvrir les molécules actives de cette épice. 

Aujourd'hui, le Crocus sativus est prescrit en homéopathie. Les études récentes ont montré que le 

safran aurait un intérêt pharmacologique dans plusieurs domaines (Schmidt et al., 2007): 
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1) Cancer: les extraits de safran ont un effet antitumoral in vivo et in vitro, (Abdullaev & 

Frenkel, 1992; Escribano et al., 1996, Tavakkol-Afshari et al., 2008; Amin et al., 2011) contre 

plusieurs types de cancer dont: le cancer colorectal (Aung et al., 2007), le cancer hépatocellulaire 

(Amin et al., 2011) et le cancer de la prostate (D'Alessandro et al., 2013). Dans les extraits de 

safran, les caroténoïdes sont les principes actifs. Les mécanismes anticancéreux du safran ne sont 

pas encore bien élucidés mais plusieurs activités ont été proposés dont: la promotion de 

l'apoptose, la réduction de la prolifération et de la synthèse d'ADN des cellules tumorales, la 

diminution de l'inflammation, la réduction du stress oxydatif et l'augmentation des enzymes 

antioxydantes. Les extraits de safran s’avèrent non toxiques sur les cellules saines, mais 

sélectivement cytotoxiques pour les cellules cancéreuses (Abdullaev, 2001). De plus, le safran 

possède une activité anti-mutagénique. La crocine, dérivée du safran dispose d'un effet inhibiteur 

puissant sur la formation des colonies cellulaires tumorales (Abdullaev et al., 2003). Il a été 

démontré que le traitement par l’extrait de Crocus sativus prolonge significativement, jusqu’à 

presque trois fois, la durée de vie des souris traitées par la cisplatine (Nair et al., 1991). 

 

2) Stress oxydatif: les propriétés anti-oxydantes du safran se manifestent par son effet inhibiteur 

sur les réactions en chaîne des radicaux libres. Le safran étant riche en vitamine B2 et pro-

vitamine A, il représente un des meilleurs antioxydants naturels pour lutter contre le 

vieillissement des cellules. En effet, les caroténoïdes agissent comme une protection active 

contre les espèces radicalaires (Serrano-Díaz et al., 2012; Esmaeili et al., 2011; Karimi et al., 

2010). Ainsi, il a été montré que le safran protège les cellules cardiaques en augmentant la 

défense anti-oxydante dans le cas d’endommagements dus à l'ischémie-reperfusion 

(Hosseinzadeh et al., 2009; Joukar et al., 2013; Qi et al., 2013) et dans le cas des maladies 

cardiovasculaires (Kamalipour & Akhondzadeh, 2011; Sachdeva et al., 2012).  

 

3) Mémoire: les extraits de safran et ses constituants essentiels (crocine et crocétine), ont 

amélioré la mémoire et les compétences d’apprentissage chez les souris et les rats chez lesquels 

il a été induit une déficience du comportement d’apprentissage par l’éthanol. Ainsi, une 

administration orale de safran pourrait être utile pour le traitement des désordres neuro-

dégénératifs et des déficiences liées à la mémoire (Abe & Saito, 2000; Ghadrdoost et al., 2011). 

 

http://www.epice-automne.com/le-safran.php
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamalipour%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akhondzadeh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23074606
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4) Rétine: il a été prouvé que le safran a une activité sur les fonctions rétiniennes. Les résultats 

de plusieurs études montrent qu’il pourrait être utilisé afin de soigner les troubles oculaires tels 

que la rétinopathie et la dégénérescence de la macula (Abdullaev, 2001).  
 

5) Pression sanguine: les extraits aqueux et éthanolique des pétales de Crocus sativus réduisent 

la pression sanguine d’une manière dose-dépendante (Fatehi et al., 2003). 
 

6) Convulsions: le safran a une activité anti-convulsivante qui provient plus particulièrement du 

safranal. En effet, les stigmates du Crocus sativus pourraient réduire la durée de la crise et 

retarder le début des convulsions (Hosseinzadeh et al., 2005). 
 

7) Récepteurs adrénergiques: les extraits de safran possèdent un effet stimulateur puissant des 

récepteurs β2 adrénergiques qui est dû partiellement au safranal (Nemati et al., 2008). 
 

8) Inflammation: les extraits de pétales et de stigmates du safran montrent des effets anti-

nociceptifs lors du test de douleur induit chimiquement; ainsi que des activités anti-

inflammatoires aigües et chroniques. Ces effets sont dus à la présence des flavonoïdes, tannins, 

anthocyanins, alcaloïdes et saponins (Hosseinzadeh et al., 2002; Poma et al., 2012). 
 

9) Équilibre émotionnel: le safran est un antidépresseur puissant, il  peut aider à lutter contre le 

stress et les troubles émotionnels. Des études cliniques ont comparé l'efficacité du safran à celle 

de molécules de synthèse antidépressives (imipramine et fluoxétine connues sous le nom 

prozac), contre placébo pour le traitement des dépressions: les effets antidépresseurs sont 

comparables sans en avoir les effets secondaires. La dose habituellement préconisée pour 

l’amélioration de l’état dépressif est approximativement de 30mg par jour. Aucun effet 

secondaire n’est connu avec cette posologie (Akhondzadeh et al., 2007; Pitsikas et al., 2008). 
 

10) Toxicité: le safran n’est pas toxique dans les études animales (LD50: 20g/Kg), non 

cytotoxique dans les études in vitro (LD50: 20mg/mL). Par contre, les cormes sont toxiques pour 

les petits animaux. Chez l'homme, des études de toxicité montrent que les paramètres 

hématologiques et biochimiques sont dans les limites normales, avec l’extrait de safran. Par 

conséquent, le safran est considéré comme non toxique, même à des doses élevées, supérieures à 

1,5g par jour (Mohamadpour et al., 2013). 

http://www.epice-automne.com/le-safran.php
http://www.epice-automne.com/le-safran.php
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7. Qualité du safran 

Le safran ou "or rouge", est le produit alimentaire le plus cher au monde. Les stigmates peuvent 

être vendus tels quels (sous la forme de filaments), mais ils sont le plus souvent réduits en 

poudre. Son prix varie de 2 € à 25 €/g (jusqu'à 25 000 €/kg). Sa variabilité est due à l’origine de 

l’épice et à sa qualité. La qualité du safran dépend de sa pureté et de sa composition chimique. 

La pureté peut être évaluée par l’aspect visuel et olfactif de l’épice: le goût, la couleur rouge vif, 

l’odeur intense et piquante, les stigmates longs et souples, et l’absence d’étamines ou de débris 

de pétales (Mehta et al., 2002). Sa réelle détermination s’effectue par l’analyse par HPLC de la 

composition chimique du safran et notamment sa teneur en métabolites secondaires, ce qui 

permet de classer le safran en trois catégories, selon la teneur en crocine, picrocrocine et safranal. 

De nombreux facteurs influencent la formation et la rétention de ces métabolites dans le safran : 

le territoire, le climat, le mode de culture, de récolte, de préparation, le séchage et de stockage. 

La période de récolte la plus propice se situe lorsque la fleur est entièrement sortie, sa teneur en 

crocine et picrocrocine étant alors maximale. La qualité du safran est assurée essentiellement par 

son séchage et sa conservation (Algrech, 2001). 

 

8. Utilisation du safran en cuisine 

Le safran est de plus en plus présent dans les cuisines. Il parfume avec subtilité viandes et 

poissons, légumes, riz et pâtes, rehausse la saveur des desserts et apporte une couleur 

exceptionnelle, jaune or, aux plats. Le safran ne révèle jamais ses saveurs instantanément: il a 

besoin d’infuser une demi-heure minimum pour développer ses arômes. L’infusion 

de safran dans un liquide acide (citron), du lait, de la crème fraîche, ou une sauce chaude, permet 

d’introduire l’épice dans un plat en fin de cuisson et de lui éviter ainsi la dégradation due à un 

long mijotage. Le safran ne supporte ni la friture, ni l’ébullition prolongée. L’acidité optimise 

son goût, les corps gras le fixent. Le safran peut être mélangé avec d’autres arômes et épices 

(thym, ail, anis, cannelle, gingembre), il va alors agir comme exhausteur de goût (Hill, 2004). 

 

 

 

http://www.epice-automne.com/le-safran.php
http://www.apanart.fr/index.php/Huiles-essentielles/thymus-vulgaris-huile-essentielle-proprietes-utilisation.html
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TRAVAUX PERSONNELS 
 
 
 

« On ne peut pas croire à tout ce qu’on entend, 
on ne peut pas croire à la plupart de ce qu’on lit, 

mais on peut croire à tout ce que l’on fait… » 
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I- Matériels et méthodes 
 

1. Préparation de l’extrait de safran  
 
Le safran libanais utilisé a été cultivé dans la vallée de la Bekaa sous le contrôle du Dr. Hassane 

Makhlouf (Université Libanaise). Pour chaque protocole, 2 g de stigmates séchées de safran ont 

été suspendus dans 400 ml d’un mélange méthanol-eau (50:50, v/v) incubés 24 h dans l’obscurité 

sur un agitateur magnétique à 4ºC. Le mélange a été ensuite filtré et le filtrat placé dans un 

rotavapeur à 40 ºC (figure 29 A) pour assurer l’évaporation du méthanol.  La solution obtenue a 

été réfrigérée pendant 3 jours puis soumise à une lyophilisation pendant 48 h (figure 29 B). Le 

rendement de l’extraction de safran à partir de stigmates séchées est ensuite calculé.  

 

Figure 29. Evaporation du méthanol par rotavapeur (A) puis lyophilisation (B). 

 
Par ailleurs, des extractions à l’eau ont été effectuées : 

• Macération : 3 g de stigmates séchées de safran ont été macérés pendant 24 heures à 40 °C dans 

300 ml d'eau distillée.  

• Safran bouilli dans l'eau : 0.5 g de stigmates séchées de safran ont été ajoutés à 20 ml d'eau 

distillée et bouillis pendant 5 min.  

A 

A 

B 
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2. Analyse par HPLC  

Nous avons eu recours pour l'analyse quantitative des extraits de safran à un appareil HPLC 

Agilent 1100 (McKinley Scientific, New Jersey, USA) à système multi-solvants équipé d'une 

pompe quaternaire, un dégazeur, un injecteur, un détecteur UV de longueur d'onde variable à 

barrette de diodes (DAD), une colonne Spherisorb RP C18 de 20 cm de longueur, 4.6 mm de 

diamètre intérieur, taille des particules     10 μm avec un diamètre de pores de 80 Å.  La phase 

mobile consistait en un gradient linéaire de méthanol (10-100 %) dans l'eau (15 % d'acétonitrile) 

avec un débit de 1.0 mL/min et un volume d'injection de 20 μL. Les échantillons ont été analysés 

en duplicata. Sept concentrations différentes (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 0.03 et 0.015) de l'étalon 

interne (2-nitroaniline) ont été préparées et utilisées pour établir la courbe d'étalonnage. Le 

safranal a été détecté à 310 nm et les crocines à 440 nm (figure 30). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Appareil HPLC utilisé.   

 

3. Dosage des polyphénols totaux 

Les polyphénols ont une activité antioxydante importante, leur teneur peut être déterminée en 

mesurant l’indice de Folin-Ciocalteu  (IFC). Ainsi, le dosage des composés phénoliques repose 

sur la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu qui est constitué d’un mélange d’acide 

phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit ce réactif en 
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un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. L’intensité de la couleur produite 

possède une absorption maximale à 725 nm. Elle est proportionnelle au taux de composés 

phénoliques oxydés, donc à la quantité de polyphénols présents dans les extraits  (Ortiz et al., 

2013).  
 

D'abord 500 mg de l'extrait méthanol-eau de safran ont été dilués dans 500 mL d'eau distillé. La 

méthode de Folin-Ciocalteu consiste à introduire successivement dans une fiole jaugée de 100 

ml: 0.5 ml de la solution diluée de safran, 2.5 mL du réactif de Follin-Ciocalteu, 5 ml de 

carbonate de sodium (35 % m/v) et on complète au trait de jauge par de l’eau distillée. On laisse 

incuber 1 heure à l’obscurité, à température ambiante, puis on mesure l’absorbance à 725 nm par 

un spectrophotomètre Milton Roy UV-Visible contre le blanc où le safran sera remplacé par de 

l’eau distillée. Les valeurs ont été exprimées en mg/L équivalents d’acide gallique (GAE). La 

droite d’étalonnage est préparée à partir d’une solution pure d’acide gallique utilisant différentes 

concentrations (10, 20, 30, 40 et 50 mg/L). La préparation de ces solutions étalons est similaire à 

celle des solutions de safran mais l’acide gallique est utilisé à la place du safran. 

 

4. Détermination in vitro du pouvoir antioxydant du safran 

4.1. Génération de radicaux libres par électrolyse 

4.1.1. Mode opératoire 

20 mL de tyrode (tel que représenté à la figure 31) sont introduits dans une cuvette munie de 2 

électrodes en platine fixés dans du gel à 2 cm l’une de l’autre et reliés par des fils électriques à 

un stimulateur Harvard qui délivre un courant de 10 mA appliqué pendant 4 min et contrôlé par 

un multimètre digital. Une cascade de radicaux libres est générée par suite de l’électrolyse dans 

la solution de tyrode, un agitateur magnétique assure la répartition homogène de ces radicaux. À 

chaque minute d’électrolyse un volume de 1 ml de tyrode électrolysée est ajouté à 2 ml d’une 

solution de tyrode non électrolysée dans laquelle on a ajouté 2 ml de DPD (N, N di-éthyl-P-

Phenylènedialanine) (25 mg/L).  Les espèces oxydantes induites par électrolyse réagissent 

instantanément avec le réactif  DPD  pour produire une couleur rouge, mesurable au 

spectrophotomètre à 515 nm et dont l’intensité varie selon la quantité de RLO libérés en fonction 

du temps (Dumoulin et al., 1996). 
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La capacité antioxydante du safran a été évaluée en procédant à une électrolyse en présence de 

différentes concentrations d’extraits de safran et de ses constituants majeurs (safranal et crocine) 

ainsi que deux substances de référence, SOD et déféroxamine. 

 
4.1.2. Dispositif expérimental  

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31. Montage de l’électrolyse. 1: Stimulateur;  2: Deux électrodes en platine; 3: Multimètre 
sensible; 4: Agitateur magnétique; 5: Propipette réglable (10-1000 µL); 6: Cuvette pour l’électrolyse de la 
solution;  7: Tubes de mesures d’absorbance; 8: Spectrophotomètre. 
 

4.2. Xanthine-xanthine oxydase (XXO) 

La capacité antioxydante du safran a été évaluée aussi dans ce système en présence de différentes 

concentrations d’extraits de safran et de ses constituants majeurs (safranal et crocine) ainsi que 

deux substances de référence, SOD et déféroxamine. 

Composition de la solution 
de tyrode 

 
NaCl                       137     mM 
KCl                         2.7      mM 
MgCl2.6H2O          1         mM 
CaCl2.2H2O           1.5      mM 
NaH2PO4.2H2O     0.4      mM 
NaHCO3                 12      mM 

1 2 

3 

4 

5 

6 7 

8 
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On utilise le même dispositif décrit précédemment pour l’électrolyse mais on  substitue les 

électrodes reliées au stimulateur (source d’une grande variété d’espèces radicalaires) par le 

système XXO qui produit spécifiquement dans la solution de tyrode le radical superoxyde.  Le 

système XXO est constitué d’une enzyme: la xanthine oxydase (0,005 U/mL) qui agit sur son 

substrat la xanthine (50 µM) en présence de 0.1 mM EDTA, libérant ainsi le radical superoxyde.  

À cause du fonctionnement lent du système XXO par rapport à celui de l’électrolyse, on attend 

une demi-heure avant d’effectuer des prélèvements de 1 mL de tyrode, chaque 2 minutes durant 

10 minutes, auquel on ajoute 2 mL de cytochrome c (0.05 mM) qui va être réduit et se colorer. 

On peut ainsi mesurer l’absorbance au spectrophotomètre à 550 nm, qui est fonction de la 

quantité de RLO produits (Hanna et al., 2004).  

 

5. Modèle ex-vivo : cœur isolé de lapin 

5.1. Méthode chirurgicale et perfusion du cœur isolé  

Des lapins mâles, Oryctolagus cuniculus, variété locale, pesant entre 1.5 et 2 kg, sont achetés 

chez un éleveur conventionnel. Ces animaux sont gardés pendant une semaine dans notre 

laboratoire dans des cages métalliques individuelles dans des conditions optimales de 

température (22 ± 1 °C) et d’éclairage (cycle 12 heures de lumière/12 heures d'obscurité) avec 

accès à la nourriture et à l’eau ad libitum. Ils sont surveillés, avec prise de poids quotidienne. 

Subséquemment, tout animal présentant un comportement maladif est écarté.  

Le jour de l’expérimentation les animaux sont choisis au hasard pour être alloués aux différents 

protocoles. Chaque lapin reçoit via la veine marginale de l’oreille de l’héparine (250 UI/Kg) puis 

anesthésié par injection intrapéritonéale de 25 mg/Kg d’un mélange kétamine et xylazine. Le 

thorax est ouvert par thoracotomie bilatérale et le cœur est rapidement extrait après section de 

l’aorte, des artères pulmonaires et des veines caves. L’aorte est canulée et le cœur adéquatement 

placé sur l’appareil de perfusion et perfusé de manière rétrograde via l’aorte selon la technique 

de Langerdorff à pression constante (60 cm d’eau) par une solution de tyrode (figure 32), 

oxygénée par un mélange contenant 95 % O2, 5 % CO2 permettant de garder un pH constant de 

7.4. La température est maintenue à 37 °C. Le cœur n’est pas stimulé et se contracte 

spontanément.  
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La solution de tyrode formée de produits chimique de grade analytique (figure 32) est 

fraichement préparée chaque jour puis filtrée (0.45 µm filtre Whatmann) avant d’être administrée 

dans la circulation coronaire du cœur. Toute solution qui présente une allure trouble n’est pas 

utilisée.  

 
  
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32.  A. Lapin Oryctolagus cuniculus  +  montage    B. Chirurgie d’isolement du cœur     C. Cœur 
perfusé selon la technique de Langendorff  D.  Schéma de l’appareil de perfusion du cœur isolé:                
1: Réservoir de tyrode  2: Réfrigérant   3: Robinet à deux voies  4: Canule de perfusion  5 : Cœur            
6 : Bain marie 37 oC.  G: Gaz carbogène. 
 

Solution de tyrode  mM g/L 

 NaCl                        137 8 
 KCl                          2.7 0.2 
 MgCl2.6H2O            1 0.21 
 NaH2PO4.2H2O      0.4 0.064 
 NaHCO3                  12 1 
 CaCl2.2H2O            1.5 0.22 
 Glucose                   5 1 

A C B 

D 
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5.2. Détermination des paramètres cardiodynamiques et électro-physiologiques 

L'activité mécanique du cœur est suivie par la mesure de la pression intra-ventriculaire gauche 

systolique et diastolique via un cathéter portant à son bout un ballonnet en latex (rempli d’eau), 

introduit dans le ventricule gauche à travers la valve mitrale par une incision du toit de 

l’oreillette gauche. Le volume du ballonnet est contrôlé et ajusté à l’aide d’une voie latérale 

reliée à une seringue. La standardisation de la pression est réalisée à l’aide d’un manomètre pour 

fixer la valeur 0 et 100 mmHg. En conditions de référence, le volume du ballonnet est ajusté de 

manière à obtenir une pression intra-ventriculaire en fin de diastole aux alentours de 10 mmHg, 

et laissée constante durant le protocole de perfusion.  

Le ballonnet, connecté à un capteur de pression, est lui-même relié à un système 

d’enregistrement (Harvard Aparatus), permet de visualiser et d’analyser en continu la pression 

développée par le ventricule gauche. Le ballonnet induit un étirement et subit la contraction du 

ventricule. L’enregistrement continu de la pression exercée par le myocarde sur le ballonnet 

inséré dans le ventricule gauche permet d’obtenir la pression développée.  

Deux électrodes, l’une placée autour de l’aorte et la deuxième au niveau de l’apex permettent 

d’enregistrer l’ECG. Par ailleurs, le débit coronaire est mesuré à intervalles réguliers à l’aide 

d’une éprouvette graduée. Tout cœur ayant manifesté une anomalie au niveau de la contractilité 

ou du rythme est retiré.  

Les tracés sont ensuite analysés et les valeurs rapportées dans des tableaux afin de calculer la 

moyenne et les écarts types ou les pourcentages de variation s’il y a lieu et soumis aux tests 

statistiques appropriés. 

 

5. 3. Protocoles expérimentaux 

Nous avons adoptés trois protocoles mettant en jeu le cœur isolé de lapin : 

 
5.3.1. Effet comparatif de l’électrolyse et de la doxorubicine  

Chaque cœur est laissé perfuser pendant 15 min pour se stabiliser. Le groupe témoin est perfusé 

avec la tyrode seule et un autre groupe avec la tyrode contenant le safran (10 µg/mL)  (figure 33 ; 
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1, 2). Ensuite, la solution de tyrode arrivant au cœur est électrolysée pendant 30 min à 3 mA par 

le biais de 2 électrodes en platine placées dans la canule qui perfuse le cœur et ceci en présence 

ou absence de safran (10 µg/mL) et catalase (150 UI) comme contrôle positif (figure 33; 3, 4, 5) 

administrés 1 min avant et pendant l'électrolyse. D'autre part, les cœurs sont traités par la DOX 

30 µM pendant 30 min seule ou avec le safran (10 µg/mL) (administré 1 min avant et en 

parallèle avec la DOX); la catalase étant un contrôle positif (150 UI) (figure 33; 6, 7, 8). Les 

paramètres cardiodynamiques (pression ventriculaire gauche, pression télédiastolique, fréquence 

cardiaque et débit coronaire) ont été déterminés, ainsi que les paramètres électrophysiologiques, 

biochimiques (LP et SOD) et histopathologiques. 

                             

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 33. Protocole expérimental  pour rechercher les dommages provoqués au cœur isolé de lapin par 
les radicaux libres générés par électrolyse de la solution de perfusion du myocarde versus un traitement 
par la doxorubicine en présence ou absence de safran et de catalase. (n=5-10). Cat: catalase; DOX: 
doxorubicine; Els: électrolyse; Stab: période de stabilisation; S: safran. 
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5.3.2. Effet en aigüe de la doxorubicine et du safran sur le cœur en ischémie/reperfusion 

La cardiotoxicité aiguë de la DOX a été étudiée sur le cœur isolé de lapin soumis à une ischémie 

globale suivi de reperfusion, qui est une autre source de RLO. Le groupe témoin a été perfusé 

avec de la tyrode seule durant 70 min (figure 34 ; 1). Une ischémie totale de 30 min suivi de 40 

min de reperfusion a été réalisée (figure 34 ; 2).  Le safran (10 µg/mL) a été administré pendant 5 

min, avant l'ischémie ou à la reperfusion dans la solution de perfusion (figure 34 ; 3, 4). La DOX 

(5 μg/mL) a été injectée à la reperfusion (figure 34 ; 5), avec ou sans safran (10 µg/mL) 

administré pendant 5 min, avant l'ischémie ou à la reperfusion dans la solution de perfusion 

(figure 34 ; 6, 7). La LVP (pression ventriculaire gauche), LVEDP (pression télédiastolique), HR 

(fréquence cardiaque), CF (débit coronaire), l'incidence des arythmies, la peroxydation lipidique 

(LP), l'activité de la superoxyde dismutase (SOD), et les paramètres histopathologiques ont été 

déterminés. Par ailleurs, une extraction de protéines du tissu cardiaque a été réalisée pour l’étude 

par western blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Protocole expérimental  pour rechercher les dommages provoqués au cœur isolé de lapin par 
les radicaux libres générés lors de la reperfusion post ischémique accompagnée ou non d’un traitement 
par la doxorubicine en présence ou absence de safran perfusé pendant 5 min en pré ou post ischémie. 
(n=5-10).  T: Tyrode; S : Safran; I: Ischémie; R: Reperfusion; D: Doxorubicine. 
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5.3.3. Effet par administration chronique de la doxorubicine et du safran sur le cœur en 

ischémie/reperfusion 

40 lapins mâles ont été utilisés dans cette étude. Ils ont été répartis au hasard en 4 groupes (n = 

10-12 /groupe). Groupe I (contrôle) sans aucun traitement. Groupe II : traité par voie orale avec 

une dose optimale d'extraits de safran SAF (5 mg/kg de poids/j) pendant 6 semaines. Groupe III : 

traité avec une dose ip unique de doxorubicine DOX (2,5 mg/kg de poids) par semaine pendant 4 

semaines et ceci à partir de la 3ème semaine. Groupe IV : traité avec du SAF comme pour le 

groupe II puis DOX comme pour le groupe III. Une semaine après la fin du traitement, les lapins 

survivants ont été sacrifiés et leurs cœurs isolés et perfusés selon le modèle de Langendorff et 

soumis à une période de 30 min d'ischémie globale (I) suivie par 30 min de reperfusion (R) suite 

à une période de 15 min de stabilisation (figure 35). Par ailleurs, un groupe de 5 lapins a été 

utilisé comme témoin sans subir de traitements au préalable et sans que le cœur soit soumis à une 

IR. Nous avons aussi administré la DOX pendant 30 min à 5 cœurs provenant de lapins ayant 

reçu le safran par voie orale pendant 6 semaines. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35. Protocole expérimental pour rechercher les dommages provoqués au cœur isolé de lapin par 
les radicaux libres générés lors de la reperfusion post ischémique suite à un traitement chronique ip de  4 
semaines de doxorubicine en présence ou absence de l’administration de safran en po. (n=10-12). SAF: 
Safran; I: Ischémie; R: Reperfusion; DOX: Doxorubicine; S.Phy : solution physiologique. 

1. 

 

 

2. 

 

 

3. 

 

 

4. 
4 semaines 

      SAF + DOX   SAF 

 2 semaines 

   15 min 30 min 30 min  6 semaines 

   15 min 30 min 30 min 

   DOX   Stab I R 

4 semaines 

Isolement 
cœur 

   S.Phy   Stab I R 

   15 min 30 min 30 min  6 semaines 

Isolement 
cœur 
 

  Stab I R 

SAF 

Isolement 
cœur 
 15 min 30 min 30 min 

Stab I R 

 Isolement 
cœur 
 



107 
 

Comme pour le protocole précédent; LVP, LVEDP, HR, CF, l'incidence des arythmies, la 

péroxydation lipidique (LP), l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) et les paramètres 

histopathologiques ont été déterminés. Par ailleurs, l’étendue de la zone ischémique a été évaluée 

ainsi que le test au nitroblue tetrazolium.  

 
5.4. Étude anatomopathologique 

Certains cœurs de chaque protocole ont été introduits à la fin dans le formol 10 % pour l’étude 

anatomopathologique. Ces cœurs ont été fixés à la paraffine, colorés à l’hématoxyline-éosine, 

puis coupés au niveau des ventricules horizontalement ou verticalement en fines tranches par un 

microtome pour être visualisées au microscope optique.  

 
5.5. Test au nitroblue tetrazolium 

Certains cœurs du troisième protocole ont été traités par une solution de nitroblue tetrazolium 

(NBT) 25 µM pendant une minute avant de les introduire dans le formol. En effet, le NBT 

s’oxyde en se combinant aux RLO produisant des cristaux violacés de formazan pouvant être 

quantifiés au microscope optique (Chahine et al., 1997). 

 
5.6. Détermination de la zone ischémique 

Certains cœurs du troisième protocole (paragraphe 5.3.3) ont été coupés en fines tranches de 2 

mm d’épaisseur puis incubés 20 min à 37 ˚C dans 1 % chlorure de triphényl tétrazolium (TTC) à 

pH 7.4 dans un tampon phosphate. Ceci permet de différencier les cellules viables colorées en 

rouge alors que les zones myocardiques infarctées restent blanches. Les tranches horizontales au 

niveau des ventricules de cœurs sont ensuite fixées dans du formaldéhyde 10 % pendant 24 h, 

puis photographiées.  

   
6. Méthodes biochimiques  

A la fin de chaque protocol, les cœurs destinés aux test biochimiques sont stockés dans un 

congélateur à -80 ˚C jusqu’au moment du dosage. Les cœurs sont ainsi pesés puis broyés dans du 

tampon phosphate à une température entre 0 et 4 ˚C  et soumis à des analyses chimiques et 

enzymatiques.  
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6.1. Peroxydation lipidique (LP) 

 

Le malondialdehyde (MDA) est un marqueur de la peroxydation lipidique, il a été mesuré à 

partir d’homogénats de cœurs par le TBARS assay. Le dosage des TBARS (Thiobarbituric acid 

reactive substances) est basé sur la réaction du MDA avec le TBA (acide thiobarbiturique), sous 

conditions de haute température et d'acidité. Le complexe de couleur rouge MDA-TBA formé a 

été mesuré par colorimétrie.  

Les échantillons des cœurs ou du standard ont été ajoutés à la solution contenant le TBA (0.6%) 

et l’acide phosphorique (1%). Le mélange réactionnel a été incubé pendant 45 min à 100 oC. 

Après l'incubation, les échantillons et les standards ont été refroidis sur la glace pendant 10 min 

afin d’arrêter la réaction et 4 ml of n-butanol ont été ajoutés. Puis, une centrifugation a été 

effectuée à 3000 rpm pendant 20 min. Ensuite, les échantillons et les standards ont été reposés 

durant 30 min à la température de la pièce avant que l'absorbance du surnageant soit mesurée à 

532 nm et le niveau de MDA exprimé en nmol/g tissue. Nous avons aussi utilisé à cette fin le 

TBARS assay kit catalog No.10009052  (Cayman Chemical Company, Ann Harbor, USA). 

 

6.2. Activité superoxyde dismutase (SOD) 
 

Le kit Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Company, Ann Harbor, USA) a été 

utilisé pour mesurer l'activité de la SOD. Ce test utilise un sel de tétrazolium pour la détection du 

radical superoxyde généré par la xantine et la xantine oxydase (figure 36). Une unité d'activité de 

la superoxyde dismutase a été définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour inhiber 50 % 

du radical superoxyde. Ce kit mesure les 3 types de SOD: Cu/Zn, Mn et Fe-SOD.  

L’activité de la superoxyde dismutase a été mesurée à partir d'homogénats de cœurs de chaque 

échantillon préparé sur la glace dans 50 mM de tampon phosphate de potassium (pH 7.8) 

contenant 1.34 mM d'acide diéthylène triamine penta-acétique. D’après les instructions  du 

manufacturier, suite à une incubation 20 min à température ambiante l'absorbance a été mesurée 

par spectrophotométrie à 460 nm. La réalisation d’une droite de référence de la variation de 

l'absorbance à partir de solutions gammes de SOD commerciale permet d’évaluer la 

concentration de superoxyde dismutase des échantillons. 
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Figure 36. L'activité du kit pour la détection de la superoxyde dismutase. 

 

6.3. Dosage de la gluthation peroxydase (GPx) 
 
L’activité de la GPx a été mesurée à l'aide d’un kit de dosage de la glutathion peroxydase 

(Cayman Chemical Company, Ann Harbor, USA). Le principe de ce test est fondé sur la 

réduction des hydroperoxydes organiques en alcools par la GPx parallèlement à l’oxydation du 

glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG). L’activité GPx est mesurée indirectement 

par une réaction couplée avec le glutathion réductase (GRx). Le GSSG, dont la formation est 

dépendante de l’activité de la GPx, est ensuite réduit par la glutathion réductase (GRx) en 

présence de NADPH. L'oxydation du NADPH en NADP+ est accompagnée d'une diminution de 

l'absorbance à 340 nm. L’activité de la GPx est ainsi déterminée par spectrophotométrie suivant 

la décroissance de l’absorption du NADPH à 340 nm.  

Le tissu a été homogénéisé dans 5 mL/g de tampon composé de 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM 

EDTA et 1 nM dithiothréitol. L'homogénat a été centrifugé à 10000 g pendant 15 min à 4 °C. Le 

surnageant a été retiré pour le dosage de la glutathion peroxydase. 

 
   GPx 

       2GSH + ROOH                                     GSSG + H2O + ROH 
 

   GRx 
GSSG +NADPH + H+                            2 GSH +NADP+ 
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6.4. Dosage de la créatine kinase (CK) 
 

Pour effectuer le dosage de la créatine kinase (CK), le perfusat élué du cœur isolé de lapin 

pendant les périodes de reperfusion, a été recueilli dans un bêcher maintenu refroidi dans la 

glace. L'activité enzymatique de la CK a été mesurée par spectrophotométrie à 37 °C en utilisant 

un kit de dosage Creatine Kinase Activity Assay kit Abcam, France (ab 155901). 

 

6.5. Extraction des protéines du tissu cardiaque 
 

Des fragments de 0.5 g au niveau de l’apex des cœurs congelés à -80 ˚C ont été homogénéisés à 

l’aide d’un broyeur à froid dans le tampon RIPA (Radioimmuno Precipitation Assay buffer) 

constitué de 50 mM Tris HCl pH 8; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% sodium deoxycholate; 0.1% 

SDS; 100 mM EDTA,  auquel on a ajouté des inhibiteurs de protéases. Le mélange est passé au 

vortex vigoureusement pendant 5 min afin que le culot soit entièrement remis en suspension puis 

déposé dans la glace pour 15 à 20 min. Le surnageant est récupéré par centrifugation à 10000 g 

pendant 15 min à 4˚C, le culot est ensuite éliminé. 

Ensuite, pour le dosage et le western blot, voir la partie in vitro. 

 

 

             

 

۞  ۞  ۞ 
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7. Modèle in vitro : cardiomyocytes H9c2 en culture 

 
7.1. Modèle cellulaire : caractérisation de la lignée cellulaire cardiaque H9c2 

Les cellules utilisées sont des cardiomyocytes embryonnaires de rats de la lignée immortalisée 

H9c2 (2-1) (ATCC, n° CRL-1446, Molsheim, France). C'est une lignée cellulaire myoblastique 

originellement isolée de cœurs embryonnaires de rats issus de la souche BD1X (Kimes et 

Brandt., 1976). Les cellules H9c2 ont été choisies comme modèle de cardiomyocyte car ils 

présentent les caractéristiques du muscle cardiaque et ont été utilisé comme modèle pour les 

études d'ischémie-reperfusion (Chou et al., 2010).  
 

Les H9c2 sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) modifié 

contenant 4,5 g/L de glucose + 10 % de sérum de veau foetal (SVF ; PAA Laboratories ; Les 

Mureaux, France) + 1 % d’un mélange d’antibiotiques Pénicilline/Streptomycine (concentrations 

finales 100 UI/mL Pénicilline et 100 µg/mL Streptomycine) (Lonza ; Verviers, Belgique); c'est 

le milieu de culture complet. Les cellules sont placées dans un incubateur à 37 °C sous 

atmosphère humide contenant 5 % de CO2 et 95 % d'O2. Le changement du milieu de culture se 

fait tous les 2-3 jours, les cellules sont cultivées à 70-80 % de confluence puis détachées à l’aide 

de trypsine/EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) (0.025%/ 1mM) (Lonza ; Verviers, 

Belgique) et remises en culture à raison d’un  ratio 1:2 ou 1:4 dans des flacons 75 cm2. Des 

aliquots cellulaires de 1.106 cellules sont conservés dans de l’azote liquide dans un milieu 

complet additionné de 10% de DMSO (Diméthylsulfoxyde, Bio Basic Inc, Mundolsheim, 

France). Une congélation lente est réalisée à l’aide d’une boite de congélation spécifique 

contenant de l’isopropanol à -80 °C  pendant 24 h (descente en température de 1 °C par minute). 

La décongélation est quant à elle rapide et a lieu à 37 °C.  

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits incubées dans 200 μl de milieu de culture 

(pour les tests MTT, LDH et caspase) ou en plaques 6 puits incubées dans 2 mL de milieu de 

culture (pour les westerns blots, Hoechts et TMRM) en triplicata à raison de 35000 cellules/mL 

la veille ou 17500 cellules/mL deux jours avant, en fonction de la durée des traitements à 

effectuer ultérieurement, pour maintenir une confluence inférieure à 80 %.  
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7.2. Protocole expérimental 

Les cellules H9c2 ont été cultivées en plaques 96 puits ou 6 puits et soumis à deux protocoles 

(figures 37 et 38) : 

 

        Protocole 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 37. Effet du safran et de la doxorubicine sur les cardiomyocytes H9c2 (n=3). C: Control; SAF: 
Safran; DOX: Doxorubicine. 
 

1- Groupe contrôle: les cellules ont été cultivées dans un milieu complet et n'ont été soumises à 

aucun traitement. 

2- SAF: les cellules ont été incubées dans 0 à 100 µg/mL de safran durant 16 h et 10 µg/mL de 

safran pour 0 à 24 h. Le safran (Békaa, Liban) a été dilué dans du milieu complet, préparé 

fraichement lors de son utilisation à l'abri de la lumière. 

3- DOX: les cellules ont été incubées dans 0 à 10 µmol/L de doxorubicine durant 3 h et 4 µmol/L 

pour 0 à 24 h. La doxorubicine (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, USA) a été diluée dans 

du milieu complet. 

4- SAF + DOX: les cellules ont été incubées dans le safran, puis la doxorubicine a été ajoutée 

sans changement du milieu. 

 

C 

SAF, 16h 

DOX, 3h Milieu sans traitement 

SAF, 16h 
DOX, 3h 

Contrôle 

SAF 

DOX 

SAF + DOX 
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Protocole 2 

Figure 38. Effet de la doxorubicine sur les cardiomyocytes H9c2 soumis à l'ischémie/reperfusion en 
absence ou présence de safran avant l'ischémie ou à la reperfusion (n=3). SAF: Safran; I: Ischémie; R: 
Reperfusion; DOX: Doxorubicine. 
 
1- Normoxie, groupe contrôle: les cellules ont été cultivées dans un milieu complet en normoxie 

et n'ont été soumis à aucun traitement. 

2- DOX: les cellules ont été incubées dans 4 µmol/L de doxorubicine durant 3h. 

3- SAF + DOX: les cellules ont été incubées dans 1, 10 ou 100 µg/mL de safran durant 16 h et    

4 µmol/L de doxorubicine durant 3h. 

4-IR: les cellules ont été soumises à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de 16 h. 

5- IR + DOX: les cellules ont été soumises à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de  

16 h en présence de 4 µmol/L de doxorubicine durant 3h à la reperfusion.  

6- SAF + IR: les cellules ont été incubées dans 1, 10 ou 100 µg/mL de safran durant 16 h puis 

soumises à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de 16 h. 
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7- IR + SAF: les cellules ont été soumises à une hypoxie de 8 h suivi d’une  réoxygénation  de  

16 h en présence de 1, 10 ou 100 µg/mL de safran durant 16h à la reperfusion. 

8- SAF + IR + DOX: les cellules ont été incubées dans 1, 10 ou 100 µg/mL de safran durant 16h 

puis soumis à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de 16 h en présence de 4 µmol/L de 

doxorubicine durant 3 h à la reperfusion. 

9- IR + SAF + DOX: les cellules ont été soumises à une hypoxie de 8 h suivi d’une 

réoxygénation de 16 h en présence concomitante de 1, 10 ou 100 µg/mL de safran durant 16 h et 

4 µmol/L de doxorubicine durant 3h à la reperfusion. 

 

7.3. Hypoxie/réoxygénation in vitro 

Afin de simuler une ischémie/reperfusion sur des cellules en culture, un modèle 

d’hypoxie/réoxygénation  dans un système de chambre de culture anaérobie a été utilisé, qui 

permet de reproduire les conditions ischémiques in vitro. Le milieu de culture des 

cardiomyocytes a été remplacé par du milieu DMEM sans glucose et sans sérum avec 1 % 

Pénicilline/Streptomycine préalablement équilibré en atmosphère anaérobique. Les plaques ont 

été ensuite introduites dans une chambre de culture anaérobie (Bactron I Anaerobic Chamber, 

Shel Lab Sheldon Manufacturing, Cornelius, Oregon, Etats Unis) dont l’atmosphère est 

composée de 95 % de N2 et 5 % de CO2 (Air Liquide Santé, Heillecourt France). Le taux d’O2 

résiduel est mesuré grâce à un oxymètre Gox 100 (Greisinger Electronic, Regenstauf, 

Allemagne) et n’excède pas 0,5 %, soit une pO2 inférieure à 4 mmHg. Les cardiomyocytes sont 

incubés pendant 8 heures dans la chambre anaérobie à 37°C.  A noter que les plaques ont été 

préalablement déposées dans un sas intermédiaire étanche qui subit 3 cycles de dépressurisation / 

repressurisation avec 95 % de N2 et 5 % de CO2 pour ne pas contaminer l’atmosphère 

anaérobique de la chambre par l’oxygène présent dans l’air ambiant. Les cellules contrôle en 

normoxie subissent aussi le passage dans le sas pour éliminer les conséquences que peut avoir ce 

passage sur la mortalité des cellules H9c2. Lors de la réoxygénation, les plaques sont sortis de la 

chambre anaérobie, leur milieu est remplacé par du milieu complet DMEM avec 4,5 g/L glucose, 

10 % sérum et 1 % Pénicilline/Streptomycine suivant le protocol expérimental en question. Les 

cardiomyocytes sont ensuite incubés pendant 16 heures à 37 °C sous atmosphère normoxique, 

contenant 95 % d'O2 et 5 % de CO2. 
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7.4. L'étude de la viabilité cellulaire  

 

7.4.1. Le test du MTT 

La prolifération cellulaire est évaluée par un test colorimétrique: le MTT, c'est un sel de 
tétrazolium 3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (Sigma-Aldrich 

Corporation, St. Louis, USA), de couleur jaune. En présence de cellules vivantes 

métaboliquement actives, le MTT est clivé par des succinate déshydrogénases de la chaîne 

respiratoire mitochondriale pour former des cristaux de formazan violets. Après solubilisation 

des cristaux avec du DMSO, le milieu passe du jaune au violet, et l'absorbance de la solution 

colorée obtenue est mesurée à 570 nm par spectrophotométrie. L'intensité de la coloration est 

proportionnelle à la quantité de cellules vivantes et donne une indication sur l’activité 

métabolique de ces cellules (Mosmann, 1983). 

 

Suite aux différents traitements, le milieu des cardiomyocytes a été éliminé et remplacé par 100 

μl de MTT dans du milieu de culture à une concentration finale de 0.5 mg/ml. Les plaques sont 

incubées à 37°C pendant 4 heures. Le milieu a été ensuite éliminé et les cristaux de formazan 

formés ont été solubilisés dans 100 μl de DMSO par agitation 5 min à température ambiante 

(Cao & Li, 2004). Cette coloration est  mesurée par spectrométrie à 570 nm par un lecteur de 

plaque (Infinite Pro F200, Tecan). 

 

7.4.2. Le dosage de la LDH 

Le dosage de la lactate déshydrogénase (LDH) permet d'évaluer la toxicité des composés testés 

sur les cardiomyocytes. La LDH est une enzyme cytosolique, l'augmentation de son activité dans 

le surnageant des cellules permet de détecter une altération de la perméabilité membranaire. 

L’activité de la LDH dans le milieu de culture est donc un marqueur de la mortalité cellulaire.  

La libération du LDH dans le surnageant peut être quantifiée par deux réactions enzymatiques: 

D'abord, la LDH catalyse la transformation du lactate en pyruvate par la réduction de NAD+ en 

NADH selon la réaction suivante : Lactate + NAD+ → Pyruvate + NADH 
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Ensuite, la diaphorase utilise le NADH pour réduire le sel de tétrazolium (INT) en formazan de 

couleur rouge qui peut être mesurée à 490 nm (figure 39). Par conséquent, le niveau de formation 

de formazan est directement proportionnel à la quantité de LDH libérée dans le milieu. De ce 

fait, l'absorbance du formazan reflète une augmentation de l’activité de la LDH dans le milieu de 

culture qui est associée à une augmentation de la mortalité cellulaire. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

    Figure 39. Mécanisme du dosage de la LDH. 
 

Le dosage de l'activité de la lactate déshydrogénase est réalisé selon la méthode décrite par le kit 

Pierce LDH Cytotoxicity Assay #88953 (Thermo Fischer scientific, Rockford, IL USA). Suite 

aux différents traitements, 50 μl des surnageants de chaque échantillon sont prélevés et transférés 

à une nouvelle plaque. 50 μl de Reaction Mixture sont ajoutés et le mélange est laissé à incuber 

pendant 30 min à température ambiante. La réaction est arrêtée en ajoutant 50 μl de Stop 

Solution. L'absorbance est mesurée à 490 nm à l'aide d'un spectrophotomètre (Infinite Pro F200, 

Tecan) pour déterminer l'activité de la LDH. 

 

7.5. L'étude de l'expression des protéines 

  

7.5.1. Extraction des protéines 

L'extraction des protéines se déroule par l'utilisation d'un tampon d'extraction qui va rompre les 

membranes cellulaires. Les protéines étant fragiles et facilement dégradables, il est important 

d’utiliser un tampon d'extraction contenant des inhibiteurs de protéases et des inhibiteurs de 

phosphatases pour pouvoir détecter les protéines phosphorylées. 
 

Suite aux différents traitements, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et de l'orthovanadate 

Na3VO4 50µM. Le tampon d'extraction dont la composition est détaillée dans le tableau (1) a 



117 
 

ensuite été ajouté. Les cellules sont par la suite grattées et récoltées dans des tubes Eppendorfs 

maintenus sur glace. Les lysats cellulaires sont soumis à des ultra-sons (fréquence = 62,5 MHz ; 

3 cycles de 10 secondes de sonication puis 10 secondes de repos) puis centrifugés à 20 000 g 

pendant 45 minutes à 4°C pour éliminer les débris membranaires. Les surnageants obtenus ont 

été récupérés et la concentration en protéines de chaque échantillon a été dosée puis conservés à      

-20°C pour être ensuite analyser par western blot. 

 

Tableau 1. Tampon d'extraction. Dissolution dans l'eau et ajustement du pH à 7.4. EGTA (ethylene 
glycol tetraacetic acid, chélateur des ions métallique), MgCl2 (tampon), β-glycerophosphate (anti-
phosphatases), Na3VO4 (anti-phosphatases), Cocktail anti-protéases Sigma-Aldrich #P3840 (aprotinine, 
leupeptine, pepstatine A, bestatin, AEBSF, E-64), Triton (détergent pour perméabiliser les membranes). 

 

Produit Concentration 

EGTA 20 mM (PM=380.4) 
MgCl2 15 mM (PM=95.21) 
β-glycerophosphate 80 mM (PM=216) 
Na3VO4 200 mM (PM=183.9) 
Cocktail anti-protéases 0.01% 
Triton 100 X 0.10% 

 

 
7.5.2. Dosage des protéines 

La quantité de protéines par échantillon a été dosée par la méthode BCA (bicinchoninic acid) 

colorimétrique. En effet, les protéines réduisent l'ion cuivrique Cu2+ en Cu+ en milieu alcalin. Le 

BCA est un réactif colorigène qui forme un complexe hautement spécifique avec les ions Cu+ et 

prend une couleur violette typique ayant une absorption maximale à 560 nm (Smith et al., 1985). 

L'absorbance est ainsi proportionnelle à la quantité de protéines dans l’échantillon.  

 

Un dépôt de 15 µL de chaque échantillon est effectué en triplicat sur une plaque 96 puits. La 

concentration protéique dans chaque échantillon est calculée à l’aide d’une gamme étalon de 

BSA (Bovin Serum Albumin, A8022 Sigma) réalisée par dilution en cascade de 0 à 2 mg/mL 

également déposée  sur la plaque. Dans tous les puits sont ajoutés 200 µL de réactif (50v de 

réactif A pour 1v de réactif B) selon les recommandations du fournisseur (UP-40840A Uptima, 

Interchim). Les plaques sont incubées à 37 °C pendant 30 min puis l'absorbance des échantillons 



118 
 

est mesurée à 560 nm au moyen d’un lecteur de microplaque (Infinite Pro F200, Tecan). C'est 

une méthode sensible et rapide qui résiste aux détergents comme le Triton ou le SDS. 

 
7.5.3. Western blot 
 
Le western blot est une technique semi-quantitative permettant la détection et l’étude de 

l’expression d’une protéine spécifique sur une membrane. Elle se déroule en 3 étapes: 

électrophorèse, transfert et révélation. Les protéines sont séparées en fonction de leur taille par 

électrophorèse, puis elles sont transférées sur une membrane où elles sont détectées par des 

anticorps. La révélation est enfin réalisée par chimioluminescence. Cette  technique a été utilisée 

pour étudier l’expression de plusieurs protéines (tableau 2). 

 

7.5.3.1. Électrophorèse SDS-PAGE 

L’électrophorèse consiste à faire migrer des protéines dans un gel, sous l’influence d’un champ 

électrique, permettant ainsi leur séparation. Pour séparer les protéines uniquement selon leur 

poids moléculaire, elles doivent être dénaturées et l’électrophorèse est donc réalisée en 

conditions dénaturantes en présence de SDS dans le gel d’électrophorèse appellé SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrilamide Gel Electrophoresis). Le SDS est un puissant 

détergent possédant une extrémité chargée négativement et une longue queue hydrocarbonée 

hydrophobe qui se lie aux protéines et empêche leur repliement. Il se forme alors un complexe 

SDS-protéines chargé négativement. La quantité de SDS qui se lie est proportionnelle à la masse 

moléculaire des protéines mais est indépendante de leur séquence. La structure native des 

protéines est donc dénaturée, une charge apparente négative leur ai conférée et elles migreront 

donc toutes vers l’anode (+). Ainsi, seul le poids moléculaire des protéines sera le facteur de leur 

séparation. Les protéines ayant un petit poids moléculaire, seront moins retenues dans les pores 

du gel de polyacrylamide et migreront plus loin que les grosses.  

 

Le gel de polyacrylamide est créé par la polymérisation d’acrylamide et de bisacrylamide, en 

présence de SDS et d’agents catalyseurs rapides à la réaction de polymérisation (TEMED 

Tetramethylethylenediamine et APS ammonium persulfate). L'acrylamide confère au gel sa 

rigidité et permet la formation d’un réseau au travers duquel les complexes SDS-protéines 
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migrent. Ainsi, le pourcentage d’acrylamide détermine le degré de réticulation du gel. En effet, 

plus la concentration en acrylamide est élevée, plus les pores seront petits et plus les molécules 

seront freinées dans le gel à faveur d’une migration des petites protéines. A l’inverse, plus le 

pourcentage est faible, plus le maillage est lâche en faveur d’une séparation des grosses 

protéines. Un gel de séparation à 10 % permet une séparation des protéines entre 25 et 250 kDa. 

Les protéines passent d’abord dans un gel de concentration constituant la phase supérieure, 

utilisé à 5%, qui permet de concentrer les protéines à l’interface entre les 2 gels. Puis la 

séparation selon leur masse moléculaire se fait au travers d’un gel de séparation constituant la 

phase inférieure, dont le maillage dépend de la taille de la protéine à révéler (tableau 2). Pour  

réaliser le western blot, le système Mini-PROTEAN Tetra cell de BioRad a été utilisé. 

 
Des quantités égales de protéines de chaque échantillon sont préparés pour être déposés dans le 

gel de concentration (entre 25 et 50 μg de protéines). Aux échantillons a été ajouté du tampon 

échantillon composé notamment de SDS et saccharose pour alourdir les échantillons et faciliter 

leur dépôt sur gel, de bleu de bromophénol pour suivre visuellement la migration et du β-

mercaptoéthanol, agent dénaturant qui réduit les pont disulfures des protéines (tableau 3). Les 

échantillons sont chauffés à 95°C pendant 5 minutes pour la dénaturation des protéines. Le 

système contenant le gel de polyacrylamide est introduit dans la cuve à électrophorèse. Les puits 

délimités par le peigne sont lavés et les échantillons ainsi qu’un standard coloré de masses 

moléculaires connues sont déposés dans les puits. La cuve est alors remplie de tampon de 

migration (tableau 3). Après dépôt des échantillons, la migration est effectuée à 100 Volts (V) 

pendant 2h, jusqu’à la sortie du front de migration à l’extrémité inférieure du gel.  

 

7.5.3.2. Transfert 

Afin de détecter les protéines par les anticorps, elles sont transférées du gel vers une membrane 

de nitrocellulose . La membrane est placée face au gel, entre deux couches de papier absorbant 

Whatman et deux éponges. Un courant électrique est appliqué aux plaques de façon à ce que les 

protéines du gel chargées négativement migrent vers la borne positive sur la membrane en 

conservant l'organisation relative qu'elles avaient dans le gel. Il résulte de ce transfert que les 

protéines sont exposées sur une surface mince, ce qui facilite les étapes de détection ultérieures 

(Burnette WN., 1981). La fixation des protéines à la membrane se fait grâce à des interactions 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrocellulose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Force_de_van_der_Waals
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hydrophobes et ioniques entre la membrane et les protéines. Le transfert se fait pendant 1h30 à 

70V et à 4°C dans un tampon de transfert (tableau 3). 

 
7.5.3.3. Révélation 
 
Après transfert, les sites non spécifiques de la membrane sont saturés par de la BSA 2% soit par 

du lait 5% -TBS/Tween 0.1% pour limiter une fixation non spécifique des anticorps. La 

saturation est réalisée pendant 1h, sous agitation à température ambiante, ensuite effectuer 2 

lavages de 5 min dans du TBS/Tween 0.1%.  

Après saturation de la membrane, les protéines ont été hybridées avec l'anticorps primaire 

approprié dirigée contre la protéine d'intérêt. L'anticorps primaire utilisé reconnait la protéine 

spécifique à détecter et doit être dirigé contre l’espèce d’où est extraite la protéine en question, et 

préparée dans une espèce différente. L'anticorps primaire est dilué dans la BSA 2% soit dans le 

lait 5% -TBS/Tween 0.1% et incubé avec la membrane sur la nuit entière, sous agitation à 4°C 

(tableau 3). La solution d'anticorps et la membrane peuvent être scellées dans un sachet en 

plastique et incubées ensemble. Ensuite, effectuer 5 lavages de 5 minutes dans du TBS/Tween 

0.1% pour éliminer l’excès d’anticorps non fixé (favorisé par le tween qui est un détergent 

doux).  

Les membranes sont par suite incubées avec l'anticorps secondaire dirigé contre une portion 

espèce-spécifique de l'anticorps primaire. L'anticorps secondaire est dilué dans la BSA 2% soit 

dans le lait 5% -TBS/Tween 0.1%  et incubé avec la membrane pendant 1 h, à l’obscurité, sous 

agitation à température ambiante. Puis effectuer 5 rinçages de 5 minutes sous agitation par du 

TBS/Tween 0.1%.  

 

L'anticorps secondaire est couplé à une péroxydase, la HRP (HorseRadish Peroxidase). La 

présence de la protéine d'intérêt peut être détectée par chimioluminescence par l’ajout d’un 

réactif de révélation ECL (Enhanced Chemiluminescence kit, ECL plus reagents system, GE 

Healthcare, Amersham Biosciences, Saclay, France) qui permet la formation enzymatique d’un 

ester d’acridinium. Ce dernier est dégradé en un composé excité libérant son énergie sous forme 

lumineuse lors de sa désexcitation à une longueur d'onde maximale de 430 nm et pouvant être 

visualisé sur un film photosensible ou détecté par une caméra CCD. La quantité de lumière émise 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Force_de_van_der_Waals
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
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est donc directement proportionnelle à la quantité d’anticorps fixé et donc de protéines 

reconnues. La membrane est incubée pendant 5 min avec le réactif ECL à raison de 0,1 mL/cm2 

de membrane puis elle est rapidement séchée afin d’éliminer l’excès de réactif de détection.  

 

L'acquisition des résultats est ensuite réalisée grâce au système Odyssey FC Imaging System 

2800 (Li-cor Science Tec, USA) qui détecte la chimioluminescence. L’image ainsi enregistrée 

peut ensuite être analysée à l’aide du logiciel Image J (NIH, USA) qui permet de quantifier la 

densité des bandes d’expressions protéiques et ainsi permettre une comparaison semi-

quantitative entre les échantillons. Une analyse statistique est réalisée en utilisant le test t de 

Student. Les différences sont considérées comme significatives pour p < 0.05.  

 

Une approximation sur la taille des protéines étudiées est réalisée en comparant les bandes 

marquées à celles des marqueurs de masse moléculaire de la gamme étalon Benchmark Prestain 

Protein Ladder (Invitrogen) chargé durant l'électrophorèse. Pour chaque protéine analysée, il est 

indispensable de vérifier la quantité des dépôts, par la révélation de protéines de structure comme 

la β-actine ou la tubuline, dont la concentration ne devrait pas varier entre les échantillons. De ce 

fait, la quantification de ce contrôle interne permet de normaliser la quantification de la protéine 

d’intérêt. Les résultats obtenus correspondent à l’expression de la protéine d’intérêt en unités 

arbitraires.  

 

Afin d’être comparatif, la révélation de la forme phosphorylée et de la forme non phosphorylée 

d’une protéine doit se faire sur une même membrane. Les anticorps sont déshybridés de la 

membrane afin d’effectuer un nouveau cycle d’hybridation avec d’autres anticorps. La 

membrane est immergée dans du NaOH 0.2M pendant 5 min, ensuite faire 2 lavages de 10 min à 

l'eau distillée, puis 1 lavage de 10 min au TBS. La membrane subit alors une nouvelle saturation 

au BSA ou lait, puis est hybridée par les anticorps voulus par la même méthode décrite 

précédemment. 

 
 
 
 
 
 
 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Actine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tubuline
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Tableau 2.  Anticorps utilisés en western blot. Les anticorps sont générés par inoculation à l'animal, ils 
sont utilisés comme outils de détection possédant à la fois une bonne sensibilité et une bonne spécificité, 
se liant directement à la protéine d'intérêt. La spécificité et le facteur de dilution pour lesquels la détection 
sera la plus fiable doivent être vérifiés pour chaque anticorps.  
 
Anticorps primaire Fournisseur Dilution  Anticorps secondaire 

 
Anti-AKT 
polyclonal  (60 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology 
 #9272 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti-AKT 
/phospho Ser473 
polyclonal  (60 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#9271 
 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti-MAP kinase 
p44/42 (ERK1/2) 
polyclonal  (44/42 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#9102 
 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti-MAP kinase 
p44/42/(ERK1/2)  
/phospho Thr202/Tyr204  
monoclonal  (44/42 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#9106 
 

1:2000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight. 

Anti-souris, 1:5000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti-P70S6K 
monoclonal  (70 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#2708 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti-P70S6K 
/phospho Thr389 
monoclonal  (70 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#9205 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 

Anti-lapin, 1:10000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti-α Actinine 
monoclonal  (103 kDa) 
 

Abcam 
 #18061 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-souris, 1:5000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti-Troponin C 
polyclonal  (18 kDa) 
(cTnC) 
 

Abcam  
#30807 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-chèvre, 1:5000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti- MLC 
(Myosin light chain) 
monoclonal  (20 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#12975 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti- Troponin T  
(cTnT) 
monoclonal  (36 kDa) 
 

Abcam 
#10240 
 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-souris, 1:5000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti- mTOR  
polyclonal  (289 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology 
#2972 
 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-souris, 1:5000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti- mTOR  
/phospho Ser2448 
polyclonal  (289 kDa) 

Cell Signaling 
Technology 
#2971 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 

Anti-souris, 1:5000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
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Anti- 4EBP1 
polyclonal  (20 kDa) 
 

Santa Cruz 
Biotechnology 
#6936 
 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti- 4EBP1 
/phospho Ser 65/Thr 70 
polyclonal  (20 kDa) 
 

Santa Cruz 
Biotechnology 
#12884 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-chèvre, 1:5000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

Anti- P38 MAPK 
monoclonal (43 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology 
 #9212 
 

1:1000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 

Anti-lapin, 1:10000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti- P38 MAPK 
/phospho Thr180/Tyr182 
monoclonal (43 kDa) 
 

Cell Signaling 
Technology  
#9215 

 

1:1000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight 
 

Anti-lapin, 1:10000  
BSA 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 
 

Anti-ß Actine  
monoclonal  (42 kDa) 
 

Sigma-Aldrich  
# A3853 

1:3000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1% 
overnight. 
 

Anti-souris, 1:5000  
lait 5% -TBS/Tween 0,1%  
1 heure 

 

Tableau 3. Composition des gels et tampons pour le western blot. 
 
Gel de séparation 10% 1 gel  Gel de concentration 5% 1 gel 
H2O 4.02 ml H2O 2.84 ml 
Acrylamide/BisAcrylamide 30% 3.33 ml Acrylamide/BisAcrylamide 30% 0.83 ml 
Tris 1.5M pH 8.8 2.5 ml Tris 1M pH 6.8 1.25 ml 
SDS 10% 100 µl SDS 10% 50 µl 
APS 25% 50 µl APS 25% 25 µl 
TEMED 5 µl TEMED 2.5 µl 
 

Tampon Echantillon 5X   Tampon TBS (Tris buffered saline) 

Tris/HCl  0.5M  pH 6.8 0.909 g Tris/HCl 50mM pH 7.4 
Bleu de Bromophenol 0.5% 0.075 g NaCl 150mM 
SDS 10% 1.5 g  
Saccharose 20% 3 g  
β-mercaptoéthanol 25% 3.75 ml  
H2O 15 ml  
 

Tampon de migration  Tampon de transfert 

Tris-HCL 25 mM Tris-HCL 25 mM 
Glycine 192 mM Glycine 192 mM 
SDS 0.1% Méthanol 20% 
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Figure 40. La technique de Western Blot. 1. Dispositif expérimental. 2. Préparation des gels de 
polyacrylamide (gel de concentration et gel de séparation). 3. Dépôt des échantillons ainsi qu’un standard 
coloré de masses moléculaires connues dans les puits délimités par le peigne. 4. Cuve remplie de tampon 
de migration, la migration des échantillons est effectuée à 100 Volts pendant 2h. 5, 6. Membrane placée 
face au gel, entre deux couches de papier absorbant Whatman et deux éponges. 7, 8. Transfert sur 
membrane : un courant électrique est appliqué aux plaques pendant 1h30 à 70Volts et à 4°C dans un 
tampon de transfert. 
 

 

 

 

1 2 3 

4 
5 6 

7 8 
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7.6.  Techniques de détection de la mort cellulaire 

 
7.6.1. Marquage au Hoechst 33342  
  
L’étude morphologique de l'apoptose et la condensation de la chromatine sont mis en évidence à 

l'aide du marqueur Hoechst 33342. Il s'agit d'un colorant fluorescent, perméable aux cellules, qui 

marque les noyaux en se liant aux bases adénine-thymine de l'ADN bicaténaire et émet une 

fluorescence bleue (excitation par UV 350 nm - émission bleue 460 nm). Il est facilement capté 

par toutes les cellules lors de l'apoptose. Les noyaux des cellules saines sont colorés en bleu ; les 

noyaux condensés des cellules en apoptose sont colorés d’un blanc intense lumineux du fait de 

l’augmentation de l’intensité de fluorescence émise induite par la condensation de la chromatine 

(Reynolds et al., 1996). 

 

Suite aux différents traitements des cardiomyocytes en culture, le Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich 

Corporation, St. Louis, USA) est ajouté à la concentration finale de 10 µM dilué dans du PBS et 

incubé pendant 30 min à 37 °C, à l'abri de la lumière. Ensuite, le milieu a été retiré, les cellules 

lavés puis resuspendus dans du PBS. Les cellules marquées sont observées à l’aide d’un 

microscope à fluorescence après excitation dans l'UV (350 nm) (ZeissAxioskop 2 plus). Les 

cellules sont considérées comme apoptotiques si elles présentent les caractéristiques 

morphologiques suivantes: un contour irrégulier, une condensation nucléaire, une condensation 

du cytoplasme, et la présence de corps apoptotiques (Kerr et al., 1994).  

 
7.6.2. Mesure du potentiel de membrane mitochondrial 
 
La membrane interne de la mitochondrie est imperméable aux ions, notamment les protons. Ceci 

permet l'établissement par la chaine respiratoire d'un gradient de protons qui sera utilisé par la 

chaine respiratoire pour la synthèse d'ATP. Ce déséquilibre de charge est à l'origine du potentiel 

membranaire mitochondrial ΔΨm dont le maintien est vital pour la cellule. Ainsi, les échanges 

entre la matrice et l'extérieur sont controlés par des pores très sélectifs appelés mPTP 

(Mitochondrial Permeability Transition Pore).  

Le potentiel de membrane mitochondrial ΔΨm est un paramètre important de la fonction 

mitochondriale et il est impliqué dans la mort cellulaire. La perte du ΔΨm  est associée à 
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l'ouverture des pores mPTP qui provoquent la sortie du cytochrome c dans le cytosol et 

déclenche la cascade apoptotique (Baines, 2010).  

 
Il s’agit de mesurer l’ouverture du mPTP en analysant le potentiel de membrane grâce à 

l’utilisation du TMRM par microscopie à fluorescence (Ehrenberg et al., 1988). Le TMRM 

(Tétra Méthyl Rhodamine Méthyl Ester)  est une sonde fluorescente, cationique, non toxique et 

lipophile diffusant librement au travers des membranes (excitation 565 nm - émissions 645 nm, 

fluorescence rouge-orangée). Compte tenu de sa charge positive, le TMRM s’accumule 

fortement au sein des mitochondries et permet ainsi le marquage des mitochondries polarisées 

dans les cellules saines.  En cas de dépolarisation mitochondriale, dans les cellules apoptotiques, 

il y a ouverture des mPTP et perte du potentiel de membrane ΔΨm , le TMRM diffuse alors hors 

des mitochondries et se distribue dans le cytosol ; on assiste donc à une diminution de l’intensité 

de fluorescence des mitochondries. C'est une sonde dont l’accumulation mitochondriale est 

proportionnelle au potentiel de membrane. L'intensité de fluorescence du TMRM est directement 

proportionnelle à sa concentration (Baines, 2010). 

 
Suite aux différents traitements, la mesure du potentiel de membrane mitochondrial a été 

effectuée par incubation des cardiomyocytes, en présence de 100 nM  de  TMRM (Sigma-

Aldrich Corporation, St. Louis, USA) dans du milieu complet, pendant 30 min à l'obscurité. 

Ensuite, le milieu a été retiré, les cellules lavés puis resuspendus dans du PBS. L’acquisition des 

images en temps réel est réalisée au microscope à fluorescence (ZeissAxioskop 2 plus). 

L’excitation du laser est de 565 nm pour le TMRM. Ces conditions sont constantes pendant toute 

l’expérience.  

 
7.6.3. Double marquage Hoechst et TMRM 
 
Les changements morphologiques cellulaires et mitochondriaux des H9c2 ont été visualisés par  

un double marquage des cardiomyocytes au Hoechst 33342 et TMRM (Sardão et al., 2007). 

Suite aux différents traitements, les cellules ont été incubés avec 10 µM Hoechst et 100 nM 

TMRM pendant 30 min à 37 °C à l'obscurité. Ensuite, le milieu a été retiré et les cellules lavés 

puis resuspendus dans du PBS. La visualisation des images se fait au microscope à fluorescence 
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(ZeissAxioskop 2 plus). Puis la superposition des images (merge) se fait à l’aide du logiciel 

Image J (NIH, USA). 

 

7.6.4. Détermination de l'activité des caspases 
 
Les caspases (cysteinyl-dependent aspartate specific proteases) sont les principales protéines 

exécutrices du processus apoptotique. Elles appartiennent à un groupe particulier d'enzymes 

présentes à l'intérieur de la cellule sous forme inactive: ce sont les cystéines protéases. Elles 

clivent leurs substrats après un résidu aspartate et possèdent une cystéine au sein de leur site 

catalytique. En effet, à la suite de l'induction de l'apoptose, ces enzymes subissent un clivage 

après un résidu d'acide aspartique, ce qui a pour conséquence de les activer. Sous sa forme 

active, la caspase est composée de deux grandes sous unités et de deux petites sous-unités. À la 

suite d'un stimulus apoptotique, il se produit une cascade d'activation où, les caspases initiatrices 

clivent des procaspases, qui deviennent des caspases effectrices. Les caspases 2, 8, 9 et 10 sont 

initiatrices et les caspases 3, 6 et 7 sont effectrices (Whelan et al., 2010). 

 

L'activité des caspases 3 a été mesurée grâce à la fluorescence émise par un fluorochrome qui est 

libéré suite au clivage de leur substrat: FAM-DEVD-fmk. L'intensité de cette fluorescence est 

proportionnelle à l'activité des caspases 3. La fluorescence mesurée traduit la libération du 

fluorochrome suite au clivage du substrat par la caspase correspondante. Le DEVD est un 

inhibiteur sélectif des caspases 3 non toxique pour les études in vitro. Il s’agit d'un tétrapeptide 

qui possède le motif correspondant à la séquence de coupure par les caspases. Ces inhibiteurs 

peuvent alors se fixer sur le site catalytique des caspases et les inactiver. Ils forment des ponts 

disulfures avec la cystéine du site actif des caspases et les inhibent d'une façon irréversible. Ces 

inhibiteurs permettent de confirmer l’implication des caspases dans le processus apoptotique 

(Nicholson, 1996). 

 

La détection des caspases 3 activées a été réalisée selon la méthode décrite par le kit FAM 

FLICA, Caspase 3 & 7 Assay Kit, Immunochemistry technologies, USA. Suite aux différents 

traitements, les cellules apoptotiques en suspension sont combinées avec les cellules adhérentes 

qui doivent être lavées et trypsinisées délicatement pour éviter leur perte. Après centrifugation à 

200 g pendant 5 minutes, les cellules ont été resuspendu dans 300 μL de milieu par tube. Puis,  
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10 μL de FLICA (dilué au 1:30) ont été ajoutés pour le marquage des cellules. L'incubation a été 

effectuée 60 minutes à 37 °C, en mélangeant doucement toutes les 10 min à l'abri de la lumière. 

Ensuite, ajouter 2 mL de wash buffer dans chaque tube, mélanger et centrifuger à 200 g pendant 

5 minutes pour permettre à tout FLICA non lié de se diffuser hors des cellules. Enlever le 

surnageant et resuspendre dans du PBS. 100 μL de chaque échantillon à tester ont été transférés 

dans une plaque 96 puits noir à fond plat en triplicata. La libération des fluorochromes a été 

mesurée à l'aide d'un spectromètre à fluorescence (Infinite Pro F200, Tecan) avec une longueur 

d'onde d'excitation de 490 nm et une longueur d'onde d'émission de 525 nm. Les activités des 

enzymes ont été représentées par les pourcentages relatifs de fluorescence qui ont été 

normalisées par rapport au contrôle. 

 
8. Etude statistique 

Les résultats sont exprimés sous forme moyenne ± écart-type. Les études statistiques ont été 

effectuées pour évaluer les effets des différentes conditions expérimentales et leurs interactions 

par une analyse de variance (ANOVA) à un ou plusieurs facteurs selon l’étude. En cas 

d’interaction entre différents facteurs, l'analyse de variance a été suivie par des tests post-hoc 

(tests de Duncan ou de Bonferroni) réalisés afin d’identifier les différences significatives. Pour la 

comparaison de 2 moyennes, des tests t de Student ont été réalisés. Ces résultats sont considérés 

comme statistiquement significatifs si la valeur p est inférieure à 0.05 (*p<0.05). 

 

 

 

۞  ۞  ۞ 
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II- Résultats 

1. Analyses chimiques du safran 

1.1. Analyse par HPLC  

À partir de quatre extractions méthanol- eau effectuées, le rendement obtenu a varié entre 40 et 

42 %. La figure 41 montre le chromatogramme type d’un échantillon de safran libanais analysé 

par HPLC afin de quantifier en terme d’unité d’absorbance (AU) les deux principaux composés : 

le safranal et la crocine avec ses différents isoformes. 

                                                                                                                                     
Figure 41. Chromatogrammes par HPLC représentatifs des échantillons de safran libanais, enregistrés à 
deux longueurs d'onde : le safranal à 310 nm et les crocines à 440 nm. La phase mobile consistait en un 
gradient linéaire de méthanol (10-100 %) dans l'eau (15 % d'acétonitrile) avec un débit de 1.0 mL/min et 
le volume d'injection était de 20 μL ont été utilisés pour les déterminations quantitatives.  
A gauche, le pic de safranal (correspondant à 1.22 mg/g de stigmates de safran) 
A droite, étalon interne 2-nitroaniline (pic 1); trans-crocine 4 (pic 2, 36.75 mg/g); trans-crocin 3 (pic 3, 
29,33 mg/g); trans-crocine 2  (pic 4, 2.45 mg/g); cis-crocine 4 (pic 5, 6.75 mg/g); trans-crocine 2’ (pic 6, 
1.88 mg/g,); cis-crocine 2 (pic 7, 1.12 mg/g).  
 
 
1.2. Dosage des polyphénols  

0,2489 est l'absorbance des polyphénols du safran (à 725 nm) et sa concentration correspondante 

est de 16 ± 1.8 mg GAE/L (GAE: équivalent acide gallique) à partir de 4 échantillons. 
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2. Recherche in vitro du pouvoir antioxydant du safran, safranal et crocine 
 
2.1. Effet sur le radical superoxyde 

Dans le système enzymatique xanthine-xanthine oxydase (XXO) qui génère le radical 

superoxyde, la superoxyde dismutase (SOD), à la concentration optimale de 100 U/mL, 

provoque une forte diminution de l'absorbance comparativement au témoin. Par contre, la 

déféroxamine (DFX) un chélateur de fer, à la concentration optimale de 100 µM, a un effet 

minime (figure 42). Le safran, utilisé à des concentrations allant de 10 à 30 µg/mL, provoque 

dans ce système, un effet inhibiteur dose-dépendant pouvant atteindre 80 % à la 10 ème minute 

par rapport au témoin (figure 43). Dans la figure 44 A et B, sont représentés respectivement les 

effets de la crocine et du safranal. Ainsi, la crocine possède un effet assez remarquable, ce qui 

n'est pas le cas du safranal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 42. Effet inhibiteur de la superoxyde dismutase SOD et de la déféroxamine DFX, contre le radical 
superoxyde généré par le système enzymatique Xantine-Xantine Oxydase XXO (n=3).  
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Figure 43. Effet inhibiteur du safran (10 à 30 µg/mL), contre le radical superoxyde généré par le système 
enzymatique Xantine-Xantine Oxydase XXO (n=3).  
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Figure 44. Effet de la crocine (A) et du safranal (B) contre le radical superoxyde généré par le système 
enzymatique XXO (n=3). 
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2.2. Effet sur les radicaux générés par électrolyse 

Dans le système de l'électrolyse qui génère une cascade de radicaux libres; la DFX, à la 

concentration optimale de 100 µM, provoque une forte diminution de l'absorbance 

comparativement au témoin. Alors que la SOD, à la concentration optimale de 100 U/mL, exerce 

un effet minime (figure 45). Le safran, utilisé à des concentrations allant de 25 à 100 µg/mL, 

provoque dans ce même système, un effet inhibiteur dose-dépendant pouvant atteindre 75 % à la 

4ème minute par rapport au témoin (figure 46). Dans la figure 47 A et B, sont représentés 

respectivement les effets de la crocine et du safranal qui possèdent le même profil d'inhibition 

que dans le système XXO;  la crocine possède un effet plus marqué que le safranal. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 45. Effet inhibiteur de la superoxyde dismutase SOD et de la déféroxamine DFX, contre les 
radicaux libres générés par électrolyse (n=3).  
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 46. Effet inhibiteur du safran (25 à 100 µg/mL), contre les radicaux libres générés par électrolyse 
(n=3).  
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Figure 47. Effet de la crocine (A) et du safranal (B) contre les radicaux libres générés par électrolyse 
(n=3). 
 
Il est à noter que nous avons procédé au début de cette étude dans le système d’électrolyse à une 

comparaison entre la même concentration d’extraits aqueux, méthanoliques, ainsi que d’une 

solution de safran bouilli, afin d’évaluer le pouvoir piégeur de chaque solution. Il s’avère que 

c’est la solution méthanol-eau  qui possède le pouvoir  le plus important de piéger les radicaux 

libres (figure 48). 
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Figure 48. Effet de 1mL de différents types d'extraction de safran dans le système d'électrolyse (n=3).  
 

2.3.  Discussion 

En premier lieu, il est capital de noter que les extraits des stigmates des fleurs de safran qui ont 

servi pour tous les protocoles de notre étude ne sont pas adultérés, ils proviennent de la même 

safranière dans la plaine de la Bekaa. Parce que le séchage des stigmates est une étape très 

délicate, toutes les mesures ont été prises pour assurer une bonne déshydratation afin d’empêcher 

le développement des moisissures ce qui va se répercuter sur sa qualité et par conséquent sur ses 

propriétés biologiques.  

Le safran doit perdre environ le 4/5 de son poids et le taux d’humidité restante doit être au 

maximum 10 % selon la norme internationale ISO. Les stigmates après séchage doivent être au 

toucher ni trop secs, ni trop mous et la couleur rouge foncée uniforme. Etant très hygroscopique, 

le safran est conservé après séchage dans un endroit sec et à l’abri de l’air. 

Les extractions méthanol-eau ont été retenues pour tous les protocoles de notre thèse, quoique  

plusieurs extractions aient été réalisées à partir des stigmates séchées. En effet, à travers notre 
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recherche bibliographique nous avons remarqué que la plupart des études sur le safran sont 

réalisées sur les extraits méthanoliques ce qui facilite la comparaison avec autrui. Par ailleurs, 

nos rendements sont proches de ceux trouvés dans la littérature, à savoir entre 40 et 42 %. La 

lyophilisation nous a permis une bonne conservation des extraits et de préparer à chaque séance 

d’expérimentation une solution fraiche et de concentration exacte. 

Il était important de quantifier les composants actifs du safran, en l’occurrence le safranal et les 

crocines ; en effet ce sont ces derniers qui jouent le rôle prépondérant dans l’activité 

antioxydante du safran. De la famille C20 caroténoïdes estérifiées, il existe 6 types de crocines, 

le composé majeur étant la crocine 4 ou alpha crocine (Tarantilis et al., 1995; Pfister et al., 

1996). Les analyses par HPLC que nous avons réalisées sur nos extraits ont étayé ce que ces 

auteurs ont trouvé (tableau 4). Par ailleurs, le dosage des polyphénols dans nos échantillons a 

révélé aussi des valeurs, non seulement dans la moyenne des concentrations trouvées dans 

différents safrans, mais nos extraits peuvent être classés, selon les normes internationales ISO, 

parmi le haut de gamme des safrans du monde. 

Tableau 4. Comparaison entre les constituants actifs du safran libanais avec quatre autres safrans réalisée 
par HPLC. Valeurs exprimées en mg/g de stigmates. 

 Liban (Bekaa) Grèce Inde Iran Chine 
Safranal 1.22 ±0.042 1.24 ±0.037 1.25 ±0.053 0.65 ±0.001 0.22 ±0.001 
Trans crocin4 36.75 ±0.457 37.54 ±0.636 40.77 ±0.568 38.41 ±0.428 6.29 ±0.024 
Trans crocin3 29.33 ±0.363 22.16 ±0.251 30.36 ±0.213 23.58 ±0.196 2.44 ±0.002 
Trans crocin2 2.45 ±0.021 2.61 ±0.001 2.84 ±0.022 1.33 ±0.034 - 
Trans crocin2’ 1.88 ±0.051 1.01 ±0.084 2.16 ±0.015 1.15 ±0.012 - 
cis crocin4 6.75 ±0.062 9.10 ±0.021 10.14 ±0.091 4.73 ±0.016 0.31 ±0.001 
cis crocin2 1.12 ±0.012 3.29 ±0.023 0.23 ±0.002 0.12 ±0.003 - 

 

Avant d'utiliser les extraits de safran dans un modèle animal, nous avons voulu rechercher le 

pouvoir antioxydant dans deux systèmes qui génèrent des radicaux libres in vitro de manière 

différente.  

Le premier système XXO auquel on a eu recours est de nature enzymatique et produit 

spécifiquement le radical superoxyde in vitro. Ce radical est un précurseur des autres espèces 

réactives de l'oxygène impliquées dans les dommages cellulaires et tissulaires et joue un rôle 

important dans les lésions post-ischémiques (Lee et al., 2009). 
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Le système d'électrolyse que nous avons utilisé ensuite produit une cascade de RLO dans la 

solution physiologique de la façon suivante: 

O2 + e-                                        → O2
•-                                (radical superoxide) 

O2
•- + O2

•- + 2 H+            → H2O2 + O2  
O2 + 2 e- + 2 H+              → H2O2    (peroxyde d'hydrogène) 
H2O2 + O2

•- → OH• + OH- + O2  
H2O2 + 2 e- + H+                  → OH• + H2O (radical hydroxyl) 
OH• + O2

•- → 1O2 + OH-   (oxygène singlet) 
H2O2 + Cl- → HOCl + OH-  (acide hypochloreux) 

  
Le système d'électrolyse pourrait paraitre à prime à bord loin des conditions de génération des 

RLO par l'organisme, cependant c'est un modèle fiable et reproductible qui produit une quantité 

d'espèces réactives de l'oxygène équivalentes à celles produites lors des états de stress oxydatif 

intense tel que démontré par résonnance paramagnétique électronique (Lecours et al., 1998).  

Les extraits de safran ainsi que ses deux principaux constituants, crocine et safranal ont été 

évalués par le biais de ces deux systèmes afin de déterminer leur pouvoir piégeur de RLO. Nous 

avons utilisé la SOD et la DFX comme produits de référence. En effet, la SOD permet 

d'accélérer la réaction de dismutation du radical superoxyde .O2
- qui est toxique en O2 et H2O2. 

Ce dernier peut réagir avec le radical  .O2 pour donner le radical .OH hydroxyle hautement réactif 

qui peut être à l'origine de l'oxydation des constituants cellulaires. Cette réaction de Haber-Weiss 

est catalysée par des ions fer et cuivre. La DFX est un chélateur puissant de fer et empêche donc 

la formation de .OH. Dans le système d'électrolyse, il semblerait que la demi-vie du radical 

superoxyde .O2
- est extrêmement brève et se transforme fougueusement en .OH via la réaction de 

Habber-Weiss de ce fait la déféroxamine possède un effet inhibiteur puissant et non la SOD. 

Dans les conditions expérimentales que nous avons sélectionnées, l'extrait méthanol-eau possède 

un pouvoir de piéger les RLO d'une manière plus efficace par rapport aux extraits aqueux. Par 

ailleurs, la crocine semble être le constituant le plus efficace en terme de pouvoir AO. Dans ce 

contexte, Mehri et al., 2012, rapportent un effet AO très puissant de la crocine, étant un 

caroténoide, sur les cellules neuronales. Le safran et la crocine ayant un effet "piégeur"  plus 

marqué dans le système d'électrolyse que celui de XXO agirait préférentiellement en aval du 

radical superoxyde, plus spécifiquement au niveau de la réaction de Habber-Weiss. Nous avons 

ainsi adopté l'extrait méthanol-eau pour la suite des expériences. 
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3. Effet des extraits de safran sur le cœur isolé de lapin 

3.1. Détermination de la dose non toxique de safran 
 
Trois solutions de concentrations différentes de safran (0.01, 0.1 et 1 mg/mL), diluées dans la 

solution de tyrode à partir d'une solution mère fraichement préparée de l'extrait méthanolique de 

safran lyophilisé, ont été testées afin d’évaluer leur effet direct sur l'activité du cœur isolé. La 

solution de safran a été filtrée puis perfusée dans la circulation coronaire via la canule aortique 

utilisant une seringue placée sur un perfuseur à débit réglable à la vitesse de 0.1 ml/min.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 49. Tracés représentant l'effet dose-dépendant de la perfusion de safran dans la circulation 
coronaire sur les paramètres cardiodynamique du cœur isolé de lapin.  
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Ainsi, comme le montre la figure 49, les extraits de safran s’avèrent toxiques pour le cœur à des 

concentrations égales ou supérieures à 1 mg/mL délivrées au cœur pendant 10 min. En effet, il 

diminue d'une manière drastique dès les premières minutes la pression ventriculaire gauche, la 

fréquence et le débit cardiaque et augmente la pression ventriculaire télédiastolique. A une 

concentration de 0.1 mg/mL, le safran affecte significativement ces paramètres à partir de la 

dixième minute de perfusion. Par contre, il peut être perfusé à une concentration de 10 µg/mL 

pendant 60 min, sans effets notables sur ces paramètres. Par conséquent, 10 µg/mL (0.01 

mg/mL) à été choisie comme étant la dose maximale non toxique des extraits méthanol/eau de 

safran. Il est à noter que la dose effective des extraits de safran qui atteint le myocarde est aussi 

diluée dans le débit coronaire. 
 

 
3.2. Effet comparatif de la doxorubicine et de l'électrolyse sur les paramètres 

cardiodynamiques du cœur isolé de lapin 

Nous avons recherché dans ce protocole l'effet protecteur de la dose optimale de safran préétablie 

(10 µg/mL) contre les RLO générés par électrolyse de la solution qui perfuse le cœur pendant 30 

min comparativement à une perfusion de doxorubicine (30 μM) pendant 30 min dans la 

circulation coronaire. 

 

3.2.1. Paramètres cardiodynamiques 
 
La figure 50 montre les pourcentages de récupération des paramètres cardiodynamiques après 30 

min d'électrolyse et 30 min de perfusion de doxorubicine en présence ou absence de safran ou de 

catalase utilisée comme produit de référence.  
 

Le tableau 5 montre en détail l'évolution des paramètres cardiodynamiques au cours de ce 

protocole. En ce qui concerne les cœurs contrôle, la LVP reste relativement stable autour de 120 

mmHg et la LVEDP autour de 10 mmHg. De même, c'est le cas de HR, environ 160 

battements/min et CF autour de 24 mL/min. L'électrolyse de la solution de tyrode qui perfuse le 

cœur isolé pendant 30 min, génère des RLO en grandes quantités et produit des altérations au 

niveau du cœur se manifestant par une baisse de la LVP, HR et CF avec une augmentation de la 

LVEDP. Le safran (10 µg/mL), perfusé 1 min avant et pendant l'électrolyse protège le myocarde 
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contre les effets délétères des radicaux libres. En effet, les paramètres hémodynamiques sont 

améliorés significativement suite au traitement par le safran et par la catalase, mais sans retour 

total à la normale. La catalase, un piégeur de radicaux libres connus, procure une protection 

d'environ 50% à la dose optimale de 150 UI dans le système d'électrolyse. D'autre part, la DOX 

perfusée à 30 µM pendant 30 min induit, comme l'électrolyse, une diminution significative de la 

LVP, HR et CF avec une augmentation de la LVEDP. Le safran et la catalase, administrés 1 min 

avant et pendant la perfusion de DOX fournissent une protection partielle des paramètres 

hémodynamiques. Ainsi le safran possède une activité protectrice plus marquée contre les 

dommages de l'électrolyse que ceux provoqués par la doxorubicine. La figure 51 présente un 

tracé type de la pression ventriculaire gauche. 

 

 
Figure 50 . Les pourcentages de variation des paramètres cardiodynamiques en réponse aux différents 
traitements. Les données représentent les pourcentages par rapport aux valeurs de bases avant traitement. 
LVP: pression ventriculaire gauche; LVEDP: pression télédiastolique; CF: débit coronaire; HR: rythme 
cardiaque. C: contrôle; Cat: catalase; DOX: doxorubicine; Els: électrolyse; S: safran. 
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Tableau 5. Effet de différents traitements sur les paramètres cardiodynamiques du cœur isolé de lapin. 
LVP: pression ventriculaire gauche; LVEDP: pression télédiastolique; CF: débit coronaire; HR: rythme 
cardiaque. C: témoin; Cat: catalase; DOX: doxorubicine; Els: électrolyse; S: safran. * p <0.05 par rapport 
au C; # p <0.05 par rapport à Els; Ϯ p <0.05 par rapport à DOX; n = 5-8. 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 

Time 

(min) 
C S Els Els+S Els+Cat DOX DOX+S DOX+Cat 

 

 LVP (mm Hg) 

0 120.7±10.2 121.5±9,7 119.5±9.8 118.4±8.2 120.7±10.5 121.5±11.3 119.6±9.7 119.3±9.0 

10 121.0±9.4 118.4±8.1 90.4±5.6* 108.6±7.3# 108.3±7.2# 98.5±8.3* 100.3±8.4* 98.0±8.4* 

20 121.3±9,5 118.8±7.5 77.3±4.5* 105.9±6.8# 98.5±7.8*# 87.8±7.6* 92.6±7.0* 97.6±8.5* 

30 120.2±9.7 119.5±8.6 65.7±4.0* 98.5±6.9*# 93.4±7.0*# 72.4±6.5* 80.2±6.6* 85.7±6.5* Ϯ 

                                                                   

                                                                         LVEDP (mm Hg) 

0 10 10 10 10 10 10 10 10 

10 10.7±0.4 11.2±0,7 16.6±0.8* 10.3±0,7# 10.7±0.4# 16.0±1.7* 12.3±1,4 Ϯ 13.4± 1.7* Ϯ 

20 10.8±0,6 10.5±0,5 20.9±1.3* 13.5±1.2*# 15.2±1.6*# 19.5±2,8* 13.4±1.6* Ϯ 15.5±2.6* Ϯ 

30 10.5±0.5 10.4±0.4 24.8±1.5* 14.0±1.8*# 16.0±2.0*# 21.7±3.7* 14.2±2.5* Ϯ 16.6±3.0* Ϯ 
 

HR (battements/min) 

0 167±7 169±9 165±8 167±9 167±8     170±9 168±7 169±8 

10 165±9 167±8 126±5* 148±10# 154±12# 150±7* 157±8 160±7 

20 167±8 160±10 117±4* 144±12*# 148±13# 143±6* 153±7 155±6 Ϯ 

30 163±8 160±9 105±4* 142±9*# 143±9*# 132±5* 148±7Ϯ 149±8 Ϯ 
 

CF (mL/min) 

0 24.3± 2.8 25.0±2.3 25.5±2.6 23.5±3.4 23.7±2.9 24.0±3.1 24.5±2.6 23.7±2.5 

10 25.2± 3.2 24.5±2.7 18.2±2.0* 22.8±2.5# 20.3±2.4 19.5±1.9* 20.4±2.5 21.3±2.6 

20 24.1± 3.5 23.7±2.4 15.0±1.4* 19.6±1.9# 18.5±1.9*# 17.4±1.6* 20.3±2.2 19.7±1.8 

30 23.5± 3.4 22.5±2.0 12.5±1.2* 18.7±1.8# 18.2±1.7# 15.2±1.4* 20.7±2.1 Ϯ 18.9±1.7 Ϯ 
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Figure 51. Tracés type montrant la pression ventriculaire gauche du cœur isolé de lapin soumis à une 
électrolyse source de radicaux libres ou à la doxorubicine en absence ou présence de safran. DOX: 
doxorubicine; Els: électrolyse. 
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3.2.2. Quantification des arythmies  
 
Le tableau 6 montre que les cœurs témoins ne présentent pas d'arythmies à part quelques rares 

extrasystoles (PVC) qui ont été observées. Les cœurs perfusés avec le safran (10 µg/mL), ne 

présentent pas de différence significative par rapport au témoin quant à la survenue des 

arythmies. Les cœurs ayant subit l'électrolyse manifestent surtout des fibrillations ventriculaires 

(VF) et/ou tachycardies ventriculaires (VT), alors que les cœurs perfusés avec DOX manifestent 

principalement des PVC et rarement des VT/VF. Le safran, ainsi que la catalase, ont été plus 

efficaces sur l'électrolyse que sur la DOX, pour réduire l'incidence des arythmies. La figure 52 

présente un tracé type des différentes arythmies analysées. 

 
Tableau 6. Quantification des arythmies. Le nombre d'extrasystoles (PVC premature ventricular 
contractions) et les pourcentages de tachycardie et fibrillation ventriculaire (VT/VF) des cœurs témoins et 
des cœurs soumis à l'électrolyse ou à la doxorubicine avec et sans traitement par le safran ou la catalase. * 
p <0.05 par rapport au C; # p <0.05 par rapport à Els; Ϯ p <0.05 par rapport à DOX, n = 5-8. C: cœurs 
contrôle; S: safran, Els: électrolyse; DOX: doxorubicine; Cat: catalase. 

 

 

Figure 52. Tracés type d’épi-ECG.  A : ECG normal.   B : PVC (contraction ventriculaire prématurée). 
C : Tachycardie ventriculaire.  D : Fibrillation ventriculaire   
 

   C    S     Els  Els+S Els+Cat   DOX  DOX+S DOX+Cat 

PVC (n) 

1.80 
± 0.8 

3.65 
±1.4 

17.7 
± 2.6* 

5.5 
± 2.4*# 

7.3 
± 3.6*# 

42.7 
± 7.3* 

22.0 
± 3.2*Ϯ 

15.2 
± 4.8*Ϯ 

VT/VF (%) 

0 0 66.6* 16.6*# 18.4*# 0 0 0 
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3.2.3. Marqueurs enzymatiques d'oxydation 

 La figure 53 montre que l'électrolyse (3 mV pendant 30 min), et la doxorubicine  (30 µM 

pendant 30 min) augmentent significativement la peroxydation lipidique du myocarde jusqu'à 

70.58 et 50.16 nmol/g de tissu respectivement par comparaison à 32.58 nmol/g de tissu pour le 

groupe témoin. De plus, l'électrolyse et la DOX provoquent une diminution significative de 

l'enzyme antioxydante SOD pour atteindre 7.3 et 7.66 U/mg de tissu respectivement par 

comparaison à 12.44 unité/mg de tissu pour le groupe témoin. Le safran, comme la catalase, ont 

été efficaces sur ces deux paramètres en diminuant la peroxydation lipidique et en augmentant la 

SOD significativement. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 53. Les changements dans les taux de peroxydation lipidique (LP) et l'activité de la superoxyde 
dismutase (SOD). Dans les tissus des cœurs témoins et des cœurs soumis à l'électrolyse ou à la 
doxorubicine avec et sans traitement par le safran ou la catalase. * p <0.05 par rapport au C; # p <0.05 par 
rapport à Els; Ϯ p <0.05 par rapport à DOX.  n = 5-8. C: coeurs contrôle; S: safran; Els: électrolyse; DOX: 
doxorubicine; Cat: catalase. 
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3.2.4. Coupes histologiques  

Dans les cœurs soumis à l'électrolyse, on note l'apparition de cardiomyocytes déformés avec des 

espaces intercellulaires larges (figure 54 B). De même, pour les cœurs perfusés avec la DOX, 

l'architecture du myocarde est fortement affectée par une augmentation des espaces 

intercellulaires, moins l'adhérence entre les cardiomyocytes et la formation d'œdème (figure 54 

D). D'autre part, suite au traitement par le safran avec la DOX ou l'électrolyse, l'aspect général du 

tissu cardiaque se rapproche de la normale et les espaces entre les cardiomyocytes semble 

significativement réduit (figure 54 C et E). 

 

 

 

Figure 54. Examen histologique en microscopie optique (x400). A: cœur témoin; B: cœur soumis à 
l'électrolyse; C: cœur soumis à l'électrolyse + traitement au safran; D: cœur perfusé avec la doxorubicine; 
E: cœur perfusé avec la doxorubicine + safran. 
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3.2.5. Discussion 

Dans cette première série d'expérience, nous avons tout d'abord perfusé le cœur isolé de lapin 

avec différentes concentrations d'extraits de safran afin de rechercher la dose thérapeutique non 

toxique. Des doses uniques, ainsi que des perfusions continues de 60 min ont été réalisées à 

différentes vitesses. Ainsi, à une concentration supérieure à 100 µg/mL, le safran est toxique 

pour le cœur. Par suite, la concentration de 10 µg/mL a été considérée comme dose optimale 

n'ayant pas un effet direct sur la mécanique cardiaque. A noter que la concentration finale qui 

atteint le myocarde est bien moins importante car elle est aussi dissoute dans le débit coronaire 

qui est de 20 mL/min en moyenne. 

Nous sommes les premiers à rapporter des valeurs concernant la toxicité du safran sur le 

myocarde de lapin. Dans la littérature il existe une seule étude réalisée par Boskabady et al., 

2008 qui ont utilisé des concentrations d’extraits de safran allant de 1 à 5 mg/100mL sur le cœur 

isolé de cochon d’inde trouvant aussi un effet inotrope négatif et une bradycardie. Dans ce 

contexte, il existe des valeurs concernant la DL50 des extraits de safran administrés par voie 

intrapéritonéale chez la souris qui sont de 2 à 6 g/kg. Ces extraits diminuent la valeur de 

l'hématocrite, l'hémoglobine et le nombre des érythrocytes; mais sans provoquer des effets 

pathologiques significatives dans différents organes (Escribano et al., 1996). Des doses orales et 

intrapéritonéales élevées de crocine (3 g/kg) pendant 2 jours n'ont pas causé la mort chez la 

souris (Hosseinzadeh et al., 2010). Chez les humains, le safran à des doses comprises entre 1.2 et 

2 g induit des nausées, des vomissements, de la diarrhée et des saignements (Schmidt et al., 

2007). À des doses entre 200 et 400 mg/jour pendant une semaine, des comprimés de safran ont 

changé certains paramètres hématologiques et biochimiques chez des volontaires adultes en 

bonne santé; mais sans être cliniquement significatifs (Modaghegh et al., 2008). Imanshahidi et 

al., (2010) rapportent une diminution de plus de 50 % de la pression artérielle des rats ayant reçu 

des extraits par voie intraveineuse de safran (10 mg/kg), de safranal (1 mg/kg) et de crocine (200 

mg/kg), attribuant ainsi au safranal le pouvoir hypotenseur majeur. 

Dans une deuxième étape, nous avons utilisé le système d'électrolyse pour la production de RLO 

dans le cœur isolé. En effet, l'électrolyse produit une cascade de radicaux comme l'a confirmé la 

technique de résonance paramagnétique électronique (Lecours et al., 1998), qui cause un 

dommage important au myocarde. Enfin, dans la dernière étape, nous avons testé la doxorubicine 
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perfusée directement dans la circulation coronaire afin de mesurer l'ampleur des dommages 

cardiaques qu'elle cause. A noter que la quantité de doxorubicine administrée au cœur de lapin a 

été choisie comme étant proche de celle qui peut atteindre le cœur par l'intermédiaire de la 

circulation suivant une dose utilisée en chimiothérapie. Dans ces deux modèles, le traitement par 

le safran, fournit une protection significative contre les dommages causés au myocarde par 

l'électrolyse et à un degré moindre contre ceux provoqués par la doxorubicine. 

 

Il est évident que les RLO générés, par l'électrolyse ou la doxorubicine, réagissent avec les 

lipides, les protéines ainsi que d'autres constituants cellulaires provoquant des cassures de 

l'ADN. Par ailleurs, une peroxydation lipidique, des dommages mitochondriales et une altération 

des membranes cellulaires du muscle cardiaque peuvent être induits (Dziegiel et al., 2002). En 

effet, le tissu cardiaque est sensible aux dommages oxydatifs en raison de sa vulnérabilité au 

stress oxydatif et les défenses antioxydantes faibles de cet organe par rapport aux autres. Le 

niveau élevé de stress oxydatif pendant la chimiothérapie peut surmonter les défenses 

antioxydantes dans le tissu cardiaque conduisant ainsi à la toxicité (Dalloz et al., 1999). 

 

Comme on s'y attendait, le safran administré pendant l'électrolyse qui produit des RLO en 

abondance, est capable de protéger le cœur contre leurs effets délétères. Cette protection est 

assez importante en se basant sur les paramètres cardiodynamiques, biochimiques et 

pathologiques qui retournent vers la normale lors du traitement par le safran.  

 

Dans nos conditions expérimentales, le safran offre aussi une protection significative contre la 

cardiotoxicité de la doxorubicine en se fiant aux paramètres cardiodynamiques et les résultats 

biochimiques. Toutefois, cette protection n'est pas aussi important que dans l’électrolyse. Notez 

que la catalase, produit de référence utilisé à la dose optimale, ne donne pas une protection 

complète dans notre système, ce qui suggère qu'un autre mécanisme à côté de la génération de 

RLO pourrait être impliqué dans la cardiotoxicité de la doxorubicine. Ainsi, le safran, comme la 

catalase, n'est pas en mesure de s'opposer complètement à la toxicité de la DOX tel qu'il est 

utilisé dans ce modèle. Comme une extension logique de cette étude, le safran sera testé après 

dans un modèle de cardiotoxicité chronique par la DOX. 
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3.3. Effet du safran contre la cardiotoxicité aigüe de la doxorubicine sur le cœur isolé de 

lapin en condition ischémique 
 
Dans ce deuxième protocole, nous avons voulu examiner si la dose optimale de safran              

(10 µg/mL) est capable d'assurer une protection contre les RLO libérés à la reperfusion suite à 

une ischémie globale de 30 min. Par ailleurs, le but ultime de cette série d'expérience est de tester 

l'effet des extraits de safran, en pré ou post traitement, sur le cœur isolé soumis à la fois à l'IR et 

l'administration de la DOX.  

 
 
3.3.1. Paramètres cardiodynamiques 

Dans les figures 55 et 56, l'effet de l'IR (I 30 min/ R 40 min) ou l'IR + DOX (5 μg/mL)  est 

étudié sur la fonction cardiaque en présence ou absence d'extraits de safran (10 µg/mL) pendant             

5 minutes en prétraitement ou à la reperfusion. Dans les cœurs témoins, les paramètres 

cardiaques restent stables tout au long de la période de perfusion de 70 min.  

 

Suite à 30 min d'ischémie globale, tous les paramètres ont été affectés sans atteindre les valeurs 

initiales après 40 min de reperfusion. L'administration de DOX (5 µg/mL) lors de la reperfusion 

aggrave la fonction cardiaque, ce qui provoque une récupération du cœur plus lente. Ainsi, les 

cœurs ayant subit l'IR en présence de DOX ont montré à la fin de la reperfusion, une réduction 

de la LVP qui atteint 65 mmHg par rapport au contrôle (120 mmHg), et une augmentation de la 

LVEDP à 18 mmHg par rapport au contrôle (10 mmHg). Le traitement au safran avant l'ischémie 

améliore la récupération du cœur, tandis que donné à reperfusion, il améliore significativement la 

LVP et LVEDP qui se rapprochent des valeurs de référence (92 et 14 mmHg, respectivement). 

HR et CF ont également été considérablement améliorées. HR a diminué suite au traitement par 

la DOX et IR pour atteindre 110 battements/min et augmente jusqu'à 148 battements/min lorsque 

le safran a été administré à la reperfusion, par rapport au contrôle (178 battements/min). CF a 

également diminué suite au traitement par la DOX et IR pour atteindre 17 mL/min et augmente 

jusqu'à 21 mL/min lorsque le safran a été administré à la reperfusion, par rapport au contrôle (22 

mL/min).  La figure 57 représente les enregistrements-types de la LVP du cœur isolé de lapin. 
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Figure 55. Série de gauche: protocole d'ischémie/reperfusion (IR) sans ou avec traitement au safran avant 
l'ischémie (S IR) ou à la reperfusion (I S R). *p<0.05 par rapport à IR.  
Série de droite: protocole d'ischémie/reperfusion + doxorubicine (IR D) avec et sans traitement au safran 
avant l'ischémie (S IR D) ou à la reperfusion (I S R D). *p<0.05 par rapport à IR D.  
C: contrôle; LVP: pression ventriculaire gauche; LVEDP: pression télédiastolique; CF: débit coronaire; 
HR: rythme cardiaque ; R: reperfusion (n=6). 
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Figure 56. Comparaison des pourcentages de récupération hémodynamique par rapport au témoin (100%) 
dans les deux protocoles à 40 min de reperfusion. IR: Ischémie/reperfusion; S IR: IR + safran avant 
l'ischémie; I S R: IR + safran à la reperfusion. IR D: IR + doxorubicine; S IR D: IR D + safran avant 
l'ischémie; I S R D: IR D + safran à la reperfusion; C: contrôle; LVP: pression ventriculaire gauche; 
LVEDP: pression télédiastolique; CF: débit coronaire; HR: rythme cardiaque. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 57. Enregistrements-types de la LVP du cœur isolé de lapin soumis à une période d’ischémie 
globale suivi d’une reperfusion en présence et en absence de doxorubicine (DOX, 5 µg/mL) et safran 
(SAF, 10 µg/mL).  
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3.3.2. Quantification des arythmies 

Dans le groupe contrôle, il n'y a pas d'arythmie; de très rare extrasystoles (PVC) peuvent être 

observées parfois dans quelques cœurs de lapin. Au cours de la première minute de reperfusion, 

suite à 30 minutes d'ischémie, une période de tachycardie ventriculaire (VT) grave apparait dans 

tous les cœurs non traités, cette période a ensuite été atténuée et remplacée par des PVC 

fréquentes. La DOX, injectée durant la reperfusion, augmente la fréquence des PVC. Il n'y a pas 

diminution des arythmies lorsque les cœurs sont perfusés avec le safran (10 μg/mL) avant 

l'ischémie; mais quand il est administré à la reperfusion, le safran réduit de façon significative la 

production des PVC et VT. Ainsi, les extraits de safran présentent un effet anti-arythmique 

puissant contre l'ischémie-reperfusion seule et dans une moindre mesure contre la reperfusion et 

l'administration de DOX à la fois (tableau 7). 

 
Tableau 7. Le nombre d'extrasystoles PVC (premature ventricular contractions) et les pourcentages de 
VT (tachycardie ventriculaire) enregistrés lors de la reperfusion dans les différents groupes. *p<0.05 par 
rapport à IR.  #p<0.05 par rapport à IR D. IR: ischémie-reperfusion; S: safran; D: doxorubicine (n=6). 

 
 
3.3.3. Marqueurs enzymatiques d'oxydation 

Comme le montre le tableau 8, les cœurs soumis à l'IR présentent une augmentation significative 

des taux de MDA par rapport aux cœurs témoins; ceci augmente d'avantage quand la DOX a été 

administrée pendant la reperfusion. Le safran, administré pendant les premières minutes de la 

reperfusion, diminue de manière significative le niveau de MDA. Concernant l'activité de la 

SOD, elle diminue de façon significative après l'IR et d'une façon radicale suite à la perfusion de 

 
C IR SIR ISR IRD SIRD ISRD 

PVC (n) 
 

5 ± 4 
 

 
56 ± 11 

 

 
40 ± 9 

 

 
28 ± 7* 

 

 
92 ± 16* 

 

 
80 ± 11* 

 

 
47 ± 8# 

 

VT (%) 0 100 75 25* 100 75 50*# 

Durée des  
VT (sec) 0 52 ± 12 38 ± 9 14 ± 5* 47 ± 10 35 ± 8 24 ± 6*# 
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DOX. Le safran, perfusé pendant les premières minutes de la reperfusion, augmente de façon 

significative l'activité de la SOD vers les valeurs des contrôles. La créatine kinase dans la 

solution de perfusion a augmenté dans les cœurs soumis à l'IR et traités par la DOX et s'approche 

des valeurs du contrôle dans les cœurs traités avec du safran à la reperfusion (tableau 8). 

 
Tableau 8. Changements dans les niveaux de la peroxydation lipidique (LP), l'activité de la superoxyde 
dismutase (SOD) et l'activité de la créatine kinase (CK) dans la solution de perfusion dans les différents 
groupes. *p<0.05 par rapport au contrôle, #p<0.05 par rapport à IR, †p<0.05 par rapport à IR D. IR: 
ischémie-reperfusion; S: safran; D: doxorubicine. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3.3.4. Histopathologie 

Les coupes histologiques du tissu des cœurs contrôles a montré une morphologie normale; les 

fibres musculaires cardiaques sont alignées, les stries transversales sont claires et bien distribués, 

pas d'œdème ni de nécrose ont été notés (figure 58 A). Les fibres musculaires cardiaques des 

cœurs soumis à 30 min d'ischemie et 40 min de reperfusion (figure 58 B) sont irrégulières avec 

perte des stries et augmentation de la distance entre les fibres. La DOX administrée pendant la 

reperfusion (figure 58 C) provoque une disposition irrégulière des fibres, une augmentation 

 LP 
(nmol MDA/g tissue) 

SOD 
(U/mg tissue) 

CK 
IU /mL 

 
Control  

 
30.60 ± 4.95  

 
12.04 ± 1.87  

 
1.12± 0.14 

 
IR  

 
46.93 ± 5.97*  

 
8.72 ±  1.50* 

 
1.68 ± 0.17* 

 
SIR  

 
42.50 ± 4.27* 

 
9.88 ± 1.76 * 

 
1.54 ± 0.20* 

 
ISR  

 
38.25 ± 3.90#  

 
10.92 ± 1.44#  

 
1.35 ± 0.16# 

 
IRD   

 
58.10 ± 5.35*#  

 
5.86 ± 0.70*# 

 
2.17 ± 0.32*# 

 
SIRD   

 
50.42 ± 4.82*#  

 
6.90 ± 1. 12*# 

 
1.84 ± 0.22* 

 
ISRD  

 
43.05 ± 5.34*†  

 
8.04 ± 1.66*†  

 
1.49 ± 0.17*† 
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prononcée de la distance entre les fibres et la nécrose. Lorsque le safran est perfusé avant 

l'ischémie puis les cœurs sont soumis à la reperfusion avec DOX; les coupes histologiques ne 

révèlent pas moins de dommages (figure 58 D). La perfusion de safran pendant les premières 

minutes de la reperfusion protège le myocarde; en effet, on remarque un léger élargissement des 

fibres musculaires sans perte de stries et aucune nécrose (figure 58 E). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58. Coupes histologique au microscope optique représentant le tissu musculaire cardiaque coloré à 
l'HE (grossissement original x 400). A: Cœur contrôle: les fibres musculaires sont alignées, les stries 
transversales sont claires et bien réparties et pas d'œdèmes ou de nécroses sont notés. B: Cœur soumis à 
30 min d'ischémie et 40 min de reperfusion: les fibres musculaires sont irrégulières avec une perte des 
stries et augmentation de la distance entre les fibres. C: Cœur soumis à une perfusion de DOX lors de la 
reperfusion: disposition irrégulière et marquée des fibres, augmentation de la distance entre les fibres et 
nécrose. D: Cœur perfusé au safran avant l'ischémie et soumis à la reperfusion avec DOX: plus ou moins 
de dégâts persistent. E: Cœur perfusé au safran pendant les premières minutes de reperfusion: 
élargissement des fibres musculaires sans perte de stries et pas de nécrose des myocytes (n=4). 
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3.3.5. Voies de signalisation impliquées dans la cardioprotection du safran 

 

Comme cela est illustré dans la figure 59, les résultats du western blot montrent que l'IR                              

(I 30 min/ R 40 min) diminue la phosphorylation de AKT, mTOR et 4EBP1 par rapport au 

témoin. Cette phosphorylation diminue d'avantage lorsque les cœurs sont soumis à l'IR et traités 

par la DOX (5 µg/mL) ensemble (IR D). Par contre, le traitement par les extraits de safran (10 

µg/mL) à la reperfusion (I S R), et de même suite au traitement par le safran (10 µg/mL) et la 

DOX (5 µg/mL) à la reperfusion (I S R D), il y a augmentation significative de p-AKT (Ser473),         

p-mTOR (Ser2448) et p-4EBP1 (Ser 65 et Thr 70) en comparaison avec les groupes (I R) et (I R 

D) respectivement. Les taux de AKT, mTOR et 4EBP1 totales étant inchangé.  

 

D'autre part, l'ischémie/reperfusion (I 30 min/ R 40 min) augmente la phosphorylation de P38 par 

rapport au contrôle. Cette phosphorylation augmente encore plus lorsque les cœurs sont soumis à 

l'IR et traités par la  DOX  (5 µg/mL) ensemble (IR D). Le traitement par le  safran  (10 µg/mL)  

à  la  reperfusion  (I S R), et de même suite au traitement par le safran (10 µg/mL) et la 

doxorubicine (4 µmol/L) à la reperfusion (I S R D), nous observons une diminution de la 

phosphorylation de P38 sur les résidus Thr180 et Tyr182 en comparaison avec les groupes (I R) 

et (I R D) respectivement. Le taux de P38 totale étant inchangé (figure 60).  

 
Le niveau d'expression de la troponine T cardiaque (cTnT) a aussi été recherché. 

L'ischémie/reperfusion (I 30 min/ R 40 min) entraine la perte considérable de l'expression de la 

cTnT. Suite à l'ischémie/reperfusion et la DOX (5 µg/mL) ensemble (IR D), la perte du niveau 

de cTnT est exacerbée. Par contre, le niveau de la troponine T se rétablit proche de la normale 

quand les cœurs sont traités au safran (10 µg/mL) à la reperfusion avec et sans doxorubicine       

(I S R et I S R D) (figure 61). 
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Figure 59. Western blot représentatif de la phosphorylation de AKT Ser473, mTOR Ser2448 et 4EBP1 
Ser 65 et Thr 70  dans les cœurs isolés de lapin. 
- cellules non traitées (Control);  
- cellules soumises à: Ischémie/Reperfusion (IR) 30min/40min 
- cellules soumises à: IR 30min/40min et Safran (S) 10µg/mL  
- cellules soumises à: IR 30min/40min et Doxorubicine (D) 5 µg/mL 
- cellules soumises à: IR 30min/40min, S 10µg/mL et D 5 µg/mL 
Les western blots anti-AKT, anti-mTOR, anti-4EBP1 totales et anti-β-Actin ont été réalisés comme 
contrôle de la quantité de protéines déposées. La quantification de l’intensité des bandes obtenues par 
densitométrie est effectuée à l’aide du logiciel Image j. Les données sont exprimées en quantité de 
protéines AKT, mTOR et 4EBP1 phosphorylées rapporté à la quantité de protéines AKT, mTOR et 
4EBP1 totales. Les résultats exprimés représentent la moyenne ± écart type de 3 expériences. *p<0.05 vs 
control, #p<0.05 vs IR, †p<0.05 vs IR D. 
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Figure 60. Western blot représentatif de la phosphorylation de P38 Thr180 et Tyr182 dans les cœurs 
isolés de lapin. Cellules non traitées (Control); cellules soumises à une Ischémie/Reperfusion (IR) 
30min/40min; cellules soumises à IR 30min/40min et Safran (S) 10µg/mL; cellules soumises à IR 
30min/40min et Doxorubicine (D) 5 µg/mL; cellules soumises à IR 30min/40min, S 10µg/mL et D 5 
µg/mL. Les western blots anti-P38 totale et anti-β-Actin ont été réalisés comme contrôle de la quantité de 
protéines déposées. La quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie est effectuée à 
l’aide du logiciel Image j. Les données sont exprimées en quantité de protéines P38 phosphorylées 
rapporté à la quantité de protéines P38 totales. Les résultats exprimés représentent la moyenne ± écart 
type de 3 expériences. *p<0.05 vs control, #p<0.05 vs IR, †p<0.05 vs IR D. 
 
  

Figure 61. Western blot représentatif du niveau de troponine T cardiaque (cTnT) dans les cœurs isolés de 
lapin. Cellules non traitées (Control); cellules soumises à une Ischémie/Reperfusion (IR) 30min/40min; 
cellules soumises à IR 30min/40min et Safran (S) 10µg/mL; cellules soumises à IR 30min/40min et 
Doxorubicine (D) 5 µg/mL; cellules soumises à IR 30min/40min, S 10µg/mL et D 5 µg/mL. Anti-β-Actin 
a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. La quantification de l’intensité des 
bandes obtenues par densitométrie est effectuée à l’aide du logiciel Image j. Les données sont exprimées 
en quantité de protéines cTnT rapporté au contrôle. Les résultats exprimés représentent la moyenne ± 
écart type de 3 expériences. *p<0.05 vs control, #p<0.05 vs IR, †p<0.05 vs IR D. 
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3.3.6. Discussion      

 

Il existe de nombreuses études sur la cardiotoxicité induite par la DOX, mais peu d'études ont été 

consacrées à comprendre les complications de la cardiotoxicité de la DOX dans des conditions 

ischémiques qui est une préoccupation clinique pouvant se dérouler pendant les stades d'un 

cancer qui survient chez des patients cardiaques (Boucher et al., 1995; Schjott et al., 1996; 

Bozcali et al., 2012). L'originalité de notre travail n'est pas seulement l’utilisation du safran 

contre la toxicité aiguë de la DOX lors de lésions d'ischémie-reperfusion, mais en plus nous 

avons testé si cette protection est due à des mécanismes de prévention ou à sa capacité de piéger 

les radicaux libres lors de la reperfusion et ceci par l'administration du safran avant l'ischémie ou 

à la reperfusion.  

 
La concentration de DOX que nous avons utilisée (5 μg/mL) est conforme à celle qui est citée 

dans la littérature (Ramond et al., 2008; Gratia et al., 2012). En ce qui concerne le safran, nous 

avons utilisé une concentration de 10 μg/mL pendant 5 min avant l'ischémie ou à la reperfusion. 

Ce choix est dû au fait que dans des essais préliminaires, les concentrations plus importantes 

présentent un effet toxiques sur la contractilité du cœur, alors que les plus faibles concentrations 

ne possèdent pas un effet protecteur significatif. 

 
Dans la présente étude, la préparation de cœur isolé soumis à une ischémie globale de 30 min 

suivi de 40 min de reperfusion a été utilisée comme un modèle d'ischémie myocardique aiguë 

suffisante pour causer des dommages importants sans provoquer un arrêt cardiaque (Kilgore et 

al., 1994; Palmer et al., 2004). Dans ce modèle, les principaux déterminants de la performance 

gauche du myocarde, ainsi que la fréquence cardiaque, le débit coronaire et l'ECG ont été 

dûment contrôlés et mesurés.  

 

Le traitement par la DOX à la reperfusion aggrave les paramètres hémodynamiques et retarde la 

récupération cardiaque. Les extraits de safran administrés avant l'ischémie ne sont pas en mesure 

d'améliorer fortement la récupération de la contractilité tandis que lors de la reperfusion, ils 

améliorent cette récupération significativement. À cet égard, les résultats sont conformes à ceux 

obtenus par Hosseinzadeh et al., 2009 à l'aide d'extraits de safran et de ses constituants actifs 

(crocine et safranal), qui ont donné une protection significative contre les lésions d'ischémie-
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reperfusion du muscles squelettiques de rat ainsi que sur la cardiotoxicité induite par 

l'isoprotérénol et le diazozin (Mehdizadeh et al., 2013; Razavi et al., 2013). En outre, les effets 

anti-arythmiques exhibées par le safran ont été rapportés par Joukar (Joukar et al., 2013). Bien 

que le cœur isolé perfusé a certaines limites, cette préparation est particulièrement utile pour les 

interventions qui peuvent agir directement et/ou indirectement sur le cœur. 
 

Au niveau biochimique, l'ischémie-reperfusion et la DOX induisent une diminution des niveaux 

de SOD et une augmentation de la peroxydation lipidique dans le tissu cardiaque; ainsi qu'une 

élévation de CK dans le perfusat. En effet, un manque d’apport en oxygène et glucose peut 

endommager les cellules myocardiques. Les études histopathologiques laissent présager que des 

lésions peuvent provoquer la perméabilisation des membranes cellulaire résultant en une fuite 

des enzymes. Ceci suggère que le stress oxydatif induit par la DOX se produit en grande partie 

par l'intermédiaire de la génération de RLO dans le myocarde (Hardina et al., 2000; Takacs et al., 

1992). A rappeler que le tissu cardiaque est particulièrement vulnérable aux dommages des 

radicaux libres en raison des faibles teneurs en enzymes de détoxification des RLO, y compris 

SOD, catalase et glutathion. Les lésions cellulaires sont donc provoquées par l'épuisement en 

enzymes de détoxification des RLO; ce qui est étroitement liée à la peroxydation lipidique et la 

perturbation des influx de Ca2+ provoquées par ces agents toxiques. En outre, la DOX a 

également une forte affinité pour la composante phospholipidique de la membrane 

mitochondriale dans les cardiomyocytes, conduisant à l'accumulation de cette substance dans le 

tissu cardiaque (Montaigne et al., 2010; Gharanei et al., 2013).   
 

Lorsque le safran a été administré avant l'ischémie, une amélioration a été notée dans les taux 

d'enzymes  antioxydantes, mais elle est non significative. Cependant, l'administration de safran 

pendant les premières minutes de reperfusion du myocarde réduit significativement les 

dommages oxydatifs. Le safran réduit de façon significative la peroxydation lipidique, augmente 

les niveaux de SOD et diminue la fuite de CK, indiquant un effet protecteur du safran sur la 

cardiotoxicité induite par la  DOX en piégeant les RLO. Le traitement avec l'extrait de safran 

avant la période ischémique pourrait avoir un effet protecteur comme agent stabilisant de 

membrane; cependant lors de la reperfusion, l'administration du safran contribue à maintenir la 

concentration en enzymes près de la normale, ce qui empêche la perturbation de la cellule en 
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diminuant la production de RLO et l’influx de Ca2+ (Sachdeva et al., 2012; Razavi et al., 2013; 

González-Salazar et al., 2011). 

Pour déterminer quelles voies de signalisation impliquent l'amélioration des paramètres 

cardiodynamiques des cœurs traitée avec le safran, nous avons examiné les voies Pi3K/AKT et 

p38 MAPK par western blot. Plus spécifiquement nous avons étudié la phosphorylation de AKT, 

mTOR, 4EBP1 et p38 sur des protéines extraites d’homogénats de cœurs de lapins ayant subi 

l'IR avec et sans doxorubicine et safran.  

La voie PI3K/AKT favorise la survie et la croissance des cardiomyocytes. AKT est une protéine 

anti-apoptotique dont la phosphorylation est dépendant de PI3K. L'activation de PI3K/AKT 

pourrait phosphoryler les protéines pro-apoptotiques, comme BAD et BAX, entraînant leur 

inactivation. Une autre action de AKT est la phosphorylation et l'inhibition de la caspase 9, une 

caspase initiatrice de la voie intrinsèque de l'apoptose. Les résultats suggèrent que la 

phosphorylation de AKT, mTOR et 4EBP1 a été inhibé dans les tissus cardiaques qui ont subi 

l'IR et cette inhibition est plus prononcée suite au traitement par la DOX, comparativement au 

groupe témoin. Par contre, on remarque une activation du niveau de p-AKT, p-mTOR et p-

4EBP1 dans les tissus cardiaques ayant subi un traitement par le safran à la reperfusion avec ou 

sans DOX. Nos résultats sont en concordance avec d'autres études qui ont reporté une inhibition 

de la voie PI3K dans les extraits de cœur exposés à la DOX (Gianni et al., 2008). Ainsi, suite à 

IR et DOX, il y a altération de la phosphorylation de AKT qui augmente vers la normale suite au 

traitement par le safran, ce qui indique une augmentation de la prolifération cellulaire par le 

safran. De plus, nous avons déterminé l'activation de la voie mTOR, une voie de signalisation en 

aval de PI3K/AKT, qui a un rôle important dans la traduction. IR et DOX ont diminué la 

phosphorylation de mTOR (Ser2448), alors que le traitement au safran à la reperfusion (I S R et  

I S R D) maintient sa phosphorylation. 4EBP1 est une protéine qui est régulée par mTOR. La 

phosphorylation de 4EBP1 (Ser 65/Thr 70) par mTOR résulte en une dissociation de eIF4E, un 

facteur régulateur de la traduction et un inhibiteur de l’apoptose; suite à l’enlèvement de l’effet 

inhibiteur de 4EBP1, il y a initiation de la traduction. IR et DOX diminuent la phosphorylation 

de  mTOR et par suite de 4EBP1, ce qui augmente la mort des cellules cardiaques; alors que le 

safran inverse ce phénomène. Ainsi, le safran inhibe l'apoptose induite par DOX et IR via la voie 

de signalisation AKT/mTOR/4EBP1.  
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De plus, un mécanisme important utilisé par les cardiomyocytes pour contrôler leur prolifération 

est l'activité de la protéine pro-apoptotique P38 MAPK. Il a été montré que l'activation de P38 

induit la sortie du cycle cellulaire et l'hypertrophie des cardiomyocytes. La taille de l'infarctus est 

réduite en présence d'inhibiteur de P38 MAPK, ce qui a souligné l'effet cardioprotecteur de 

l'inhibition de p38 MAPK (Liang & Molkentin 2003). Nos résultats ont montré une 

augmentation de la phosphorylation et activation de P38 suite à l'IR et la DOX comparativement 

au groupe témoin, ce qui pourrait être en partie responsable de l'induction de l'apoptose des 

cellules cardiaques. Cette activation de p38 est atténuée dans les tissus cardiaques ayant subi un 

traitement par le safran à la reperfusion avec ou sans DOX. Ainsi, après traitement au safran, il y 

a perte de la phosphorylation de P38, ce qui pourrait être en partie responsable de l’activation de 

la prolifération cellulaire et la diminution de l'apoptose des cellules cardiaques. Par suite, le 

safran administré à la reperfusion pourrait avoir un rôle cardioprotecteur anti-apoptotique en sous 

exprimant P38 suite à des périodes d'IR et de DOX dans les cœurs isolés de lapin. 

D'autre part, la troponine régule la formation de l'actine-myosine pendant le processus de 

contraction-relaxation du cœur. La diminution de la troponine cardiaque est un marqueur 

sensible et spécifique des lésions du myocarde. La perte des troponines I et T est considéré 

comme l'une des principales causes de la diminution des fonctions contractiles cardiaques induite 

par la doxorubicine (Wallace et al., 2004). Nos résultats montrent une perte de la troponine T 

cardiaque suite à IR et DOX. Par contre, le safran à la reperfusion inhibe la diminution de cTnT 

qui va être conservée proche de la normale. Ainsi, le safran pourrait protéger les fonctions 

cardiaques en maintenant le niveau d'expression de la troponine T suite à IR et DOX.  

Enfin, on a trouvé que la troponine T ainsi que PI3K/AKT/mTOR/4EBP1 et P38MAPK sont des 

voies de signalisation qui semblent jouer un rôle important dans la physiopathologie et les 

lésions cardiaques de l'IR et de la DOX. Elles sont essentiellement régulées par le safran pour 

inhiber l'apoptose induite par ces deux traitements dans les cœurs isolés de lapin. Les résultats 

montrent que le safran atténue la voie P38 MAPK, active la voie PI3K/AKT et préserve la 

troponine T pour maintenir le fonctionnement cardiaque; son rôle cardioprotecteur est donc, au 

moins en partie, lié à ces effets au niveau moléculaire.  
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Ainsi, ceci nous mène à penser que l'activation de la voie AKT/mTOR/4EBP1 qui régule la 

traduction, pourrait expliquer le maintien de la traduction de cTnT et par suite la préservation de 

son niveau d'expression après traitement par le safran durant la reperfusion. D'autre part, l'effet 

protecteur anti-apoptotique du safran pourrait provenir de son action anti-oxydante piégeur de 

RLO suite au stress oxydatif généré par IR et DOX dans les cœurs isolés de lapins. 

 

On  peut se demander si le safran peut être administré à la fois comme agent anticancéreux et 

cardioprotecteur. Ceci est une question de dose; à la concentration que nous avons utilisé, c'est 

un agent cardioprotecteur alors qu’à des concentrations plus élevées le safran possède une 

activité anticancéreuse (Dickey et al., 2013; Samarghandian et al., 2014). Dans le contexte de la 

découverte de thérapies qui offriraient une cardioprotection sans affecter les effets anti-

tumoraux, le safran peut servir en tant que complément lors de la chimiothérapie par la 

doxorubicine en réduisant sa toxicité sur le myocarde. 

 

En conclusion, ces résultats suggèrent que les extraits méthanoliques de safran Libanais 

préviennent la toxicité induite par la doxorubicine lors de l'ischémie-reperfusion myocardique en 

stimulant l'activité antioxydante endogène et en tant que piégeur de radicaux libres. D'autres 

études sont nécessaires pour élucider le mécanisme cellulaire de l'action du safran et de ses 

applications cliniques.  

 

 

 

 

 

۞  ۞  ۞ 
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3.4. Effet du safran contre la cardiotoxicité chronique de la doxorubicine sur le cœur isolé 

de lapin en condition ischémique 

 
3.4.1. Observation des animaux 
 
Dans nos conditions expérimentales, le traitement par la DOX seule (une dose IP unique de      

2.5 mg/kg de poids) par semaine pendant 4 semaines a provoqué une mortalité de 4 lapins sur 12 

ainsi que d’autres symptômes pathologiques (tableau 9). Le prétraitement par voie orale avec une 

dose optimale d’extraits de  SAF (5 mg/kg de poids/j) pendant 6 semaines a donné une nette 

diminution de cette mortalité (1 sur 10) et une diminution de la gravité des symptômes. Aucune 

mortalité ou symptômes n’ont été observés dans le groupe témoin ou celui traité par le SAF. 

 

Tableau 9. Effet du safran (SAF) sur les modifications induites par la doxorubicine (DOX) en ce qui 
concerne la mortalité prématurée, le poids corporel avant et après traitement et les symptômes 
pathologiques (ascites, diarrhée, léthargie, épistaxis). 

 

3.4.2. Paramètres cardiodynamiques 

Une semaine après la fin du traitement, les lapins survivants ont été sacrifiés et leurs cœurs isolés 

et perfusés selon le modèle de Langendorff et soumis à 30 min d'ischémie globale suivie de      

30 min de reperfusion. Tous les cœurs ont survécus jusqu’à la fin du protocole sans mortalité.   

Les figures 62 et 63 rapportent les valeurs de la pression ventriculaire gauche (LVP), la pression 

ventriculaire télédiastolique (LVEDP), la fréquence cardiaque (HR) et le débit coronaire (CF). 

Ainsi, il apparait clair que les cœurs non traités soumis à la reperfusion post-ischémique 

récupèrent leur force contractile à environ 70 %  à la 30ème minute. Les cœurs provenant de 

Paramètres n Mort 
prématurée 

Poids 
avant 
(kg) 

Poids 
après 
(kg) 

Ascites Diarrhée Léthargie Épistaxis 

Control 10 0 1.9±0.1 2.1±0.1 0/10 0/10 0/10 0/10 
SAF 10 0 2.0±0.1 2.1±0.1 0/10 0/10 0/10 0/10 

DOX 12 4 2.1±0.1 1.8±0.1 4/12 5/12 12/12 4/12 
SAF + DOX 10 1 2.0±0.1 2.0±0.1 1/10 2/10 5/10 1/10 
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lapins traités par la DOX ne sont capables de récupérer leur contractilité que de 50 % suite à 

l'ischémie-reperfusion (I 30 min/R 30 min). Les cœurs provenant de lapins prétraités par le SAF 

récupèrent à presque 100 %; alors que ceux ayant reçu la DOX et le SAF arrivent à récupérer 

mais sans jamais atteindre les valeurs pré-ischémiques. Ceci est aussi valable pour HR et CF qui 

présentent grosso modo le même profil. Concernant la LVEDP, elle augmente suite à l'IR et 

encore d'avantage lorsque les cœurs proviennent de lapins traités par la DOX. Le prétraitement 

par le SAF limite significativement cette augmentation, mais à un degré moindre en présence de 

DOX.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 62. Changements des paramètres cardiodynamique LVP et LVEDP en réponse à l'ischémie-
reperfusion (IR) suite à différents traitements. DOX: doxorubicine; SAF: safran; LVP: pression 
ventriculaire gauche; LVEDP: pression télédiastolique. *p<0.05 vs IR; #p<0.05 vs IR+DOX (n=6).  
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Figure 63. Changements des paramètres cardiodynamique CF et HR en réponse à l'ischémie-reperfusion 
(IR) suite à différents traitements. DOX: doxorubicine; SAF: safran; CF: débit coronaire; HR: rythme 
cardiaque. *p<0.05 vs IR; #p<0.05 vs IR+DOX (n=6). 

 

3.4.3. Paramètres électro-physiologiques 

Les cœurs provenant du groupe témoin n’ont pratiquement pas présenté d’arythmies notables.  A 

la reperfusion, suite à une ischémie globale de 30 min, une période de tachycardie ventriculaire 

(VT) s’installe qui peut durer de quelques secondes à une minute, continue ou entrecoupée et 

ceci pour tous les cœurs non traités. Cette période est remplacée ensuite par des contractions 
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ventriculaires prématurées (PVC) fréquentes. Pour les cœurs provenant de lapins ayant reçu la 

DOX, la période de VT est toujours présente sans modification notable par rapport aux cœurs 

précédents. Par contre, l’incidence des PVC augmente significativement. Les VT et les PVC 

s’atténuent nettement dans les cœurs provenant de lapins ayant reçu quotidiennement  du safran 

pendant 6 semaines et soumis à l’ischémie-reperfusion. Toutefois, les cœurs provenant de lapins 

traités avec DOX et SAF montrent une diminution, mais elle est moins prononcée que le groupe 

précédent (tableau 10). 

 

Tableau 10. Le nombre d'extrasystoles PVC (premature ventricular contractions) et les pourcentages de 
tachycardie et fibrillation ventriculaire (VT/VF) des cœurs témoins et des cœurs soumis à l'ischémie-
reperfusion (IR) suite au traitement à la doxorubicine (DOX) avec ou sans extraits de safran (SAF)           
5 mg/kg. *p <0.05 par rapport au Control; #p <0.05 par rapport à IR (n=6). 
 

Control IR IR + SAF IR + DOX IR + DOX + SAF 

PVC (n) 

4±2 51±8* 18±4*# 89±14*# 47±10* 

VT/VF (%) 

0 100* 40*# 100* 60*# 
 

 

3.4.4. Paramètres biochimiques 

La figure 64 montre que la MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, augmente alors que la 

glutathion peroxydase diminue dans les cœurs de lapins non traités et soumis à la reperfusion 

suite à une ischémie globale de 30 minutes, par rapport au témoin. Pour les cœurs provenant de 

lapins ayant reçu la DOX, les valeurs de la MDA augmentent encore plus et la glutathion 

diminue d'avantage par rapport aux cœurs précédents. Les niveaux de la MDA et de la glutathion 

se rapprochent de ceux des témoins dans les cœurs provenant de lapins ayant reçu du safran et 

soumis à l’ischémie-reperfusion. Ces valeurs s’améliorent dans les cœurs provenant de lapins 

traités avec DOX et SAF, mais se rapprochent moins que le groupe précédent des valeurs des 

témoins. 
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Figure 64. Variation des taux de malondialdéhyde (MDA) comme indicateur de la peroxydation lipidique 
et de l'activité de la glutathionne peroxydase dans les tissus des cœurs témoins (control) et des cœurs 
soumis à une ischémie-reperfusion (IR) sans traitement préalable des lapins et suite à un traitement avec 
la doxorubicine (DOX) en présence ou en absence de safran (SAF) 5 mg/kg. *p<0.05 par rapport aux 
cœurs témoins (n=6).  

 
3.4.5. Taille de la zone ischémique 

La taille de la zone ischémique  a été évaluée suite à 30 min d’ischémie globale suivie de 30 min 

de reperfusion. Les zones qui sont colorées en rouge vif sont celles qui sont non ischémiques 

alors que les zones colorées en rouge pâle sont celles qui ont subi l’ischémie. Les résultats 
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illustrés à la figure 65 ont permis de mettre en évidence une réduction significative de la zone 

ischémiée des cœurs provenant de lapins ayant reçu le safran po pendant 6 semaines 

comparativement à ceux qui ont reçu une solution physiologique (IR). Les cœurs provenant de 

lapins traités par la DOX montrent une augmentation prononcée de la taille de la zone 

ischémique. Par contre, les cœurs provenant de lapins ayant reçu le safran avant et pendant le 

traitement par la DOX présentent une réduction de la zone ischémique.  

 

 

 

 

 

 

Figure 65. Effet du traitement par la doxorubicine (DOX) et le safran (SAF) chez les lapins sur la taille 
de l’infarctus myocardiaque des cœurs isolés après le protocole d’IR. Les zones de couleur rouge vif 
présentent les tissus cardiaques protégés (n=4). 

 

 

3.4.6. Réduction du Nitroblue tetrazolium 

Les RL produits sont cappable de réduire le NBT qui se transforme en cristaux de formazan qui 

se déposent au niveau du myocarde. Ainsi, le traitement de certains cœurs par le NBT à la fin du 

protocole montre que ce dernier se transforme en cristaux de formazan de couleur violette 

visibles sur les coupes histologiques (figure 66). Ces cristaux qui se forment suite à la 

combinaison des RL avec le NBT en fin de reperfusion sont très nombreux dans le myocarde des 

lapins traités par la DOX (figure 66 B ). Alors que les cœurs provenant de lapin ayant reçu du 

safran avant et pendant le traitement par la DOX montrent un dépôt moins important de 

formazan (figure 66 C).   
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Figure 66. Coupes histologiques de cœurs de lapins colorées à l’hématoxyline-éosine et observées au 
microscope optique (x400). A : Cœurs soumis à l’ischémie-reperfusion IR + NBT (dépôts de formazan);      
B : Cœurs traités par DOX + IR + NBT (augmentation des dépôts de formazan); C : Cœurs traités par 
SAF + DOX + IR + NBT (diminution  des dépôts de formazan) (n=4). 
 
 
   
3.4.7. Discussion 

Dans nos conditions expérimentales, le traitement par la DOX seule a provoqué une mortalité de 

1/3 des lapins, alors que le prétraitement avec le safran a donné une nette diminution de cette 

mortalité (1/10). Par ailleurs, lors de la reperfusion, les cœurs de lapins ayant reçu le safran avant 

et pendant le traitement par la DOX montrent des paramètres cardiodynamiques 

significativement proches des cœurs témoins, ce qui n’est pas le cas des cœurs provenant de 

lapins traités par la DOX sans safran. 

Le cœur de lapin perfusé selon la méthode de Langendorff est l'un des modèles les plus étudiés 

de la physiologie et la physiopathologie cardiaque. En effet, de nombreux types d'arythmies 

A 

C 

B
C 
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observées cliniquement pourraient être reproduits dans le modèle du cœur de lapin. Il a été 

démontré que les ondes dans le cœur de lapin au cours des arythmies ventriculaires, sont très 

similaires à celles du cœur humain. Il a également été montré que les aspects critiques du 

couplage excitation-contraction du myocarde de lapin, tels que la contribution relative du 

réticulum sarcoplasmique, est très similaire à celui de l'homme (Lou et al., 2011).  

Nous avons quantifié dans le myocarde d’une part la peroxydation lipidique et d’autre part 

l’activité glutathionne peroxydase (figure 64). La peroxydation lipidique est un indice 

couramment utilisé afin de démontrer les dommages d’un stress oxydatif, quoiqu’il soit critiqué 

par certains scientifique, il reste toutefois valable s’il est conduit dans des conditions optimales. 

Ce test est basé sur la quantification de la malondialdéhyde (MDA), qui représente un métabolite 

final de la peroxydation lipidique. Nous avons retrouvé une augmentation de la peroxydation 

lipidique dans les cœurs soumis à l'ischémie-reperfusion et traités par la DOX. Par contre, le 

prétraitement par le safran est capable de la diminuer significativement. Sur le versant de la 

glutathion peroxydase, qui est l’enzyme clef dans la transformation des radicaux en produits 

moins toxiques, le même scenario se reproduit; dans le sens que cette activité baisse fortement 

dans le myocarde soumis à l’ischémie-reperfusion suite au traitement par la DOX, alors que le 

prétraitement par le safran est capable de contrecarrer significativement cette baisse. De plus, la 

génération de RLO à été détectée en utilisant le NBT qui, une fois réduit, il forme des dépôts de 

formazan. Les coupes histologiques montrent une augmentation des dépôts de formazan, donc du 

stress oxydatif dans les cœurs traités à la DOX et soumis à IR. Par contre, le prétraitement par le 

safran diminue significativement la formation de RLO (figure 66). 

La détermination de l’étendue de la zone ischémique est aussi un moyen plausible pour 

quantifier le dommage du myocarde. D’après les coupes effectuées et traitées par le chlorure de 

triphenyltetrazolium qui indique le pourtour de la zone ischémique, il apparait clairement que les 

cœurs provenant de lapins ayant reçus le safran avant et pendant l’administration de la DOX 

présentent des zones ischémiques moins étendues (fig 65).  

La principale conclusion de ce travail est que le safran protège le cœur contre les dommages liés 

à l'ischémie-reperfusion et la doxorubicine dans un modèle de cœur isolé de lapin, et cet effet 

cardioprotecteur est, au moins en partie, lié fortement au pouvoir antioxydant du safran. 
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4. Effet du safran contre la cytotoxicité de la doxorubicine au niveau des cardiomyocytes 

H9c2 en condition ischémique 

 

4.1. Effet du safran et de la doxorubicine sur la viabilité cellulaire  

 

Les cardiomyocytes ont été incubés d'abord avec 1 à 100 µg/mL de safran pendant 16 h, ensuite, 

avec 10 µg/mL de safran pendant 2 à 24 h. Les pourcentages de viabilité cellulaires apparaissent 

dans la figure 67 (A) et (B) et montrent clairement que ces différents traitements n'ont aucun 

effet cytotoxique sur les cellules H9c2. Les concentrations allant de 10 à 100 µg/mL pendant 16 

h augmentent la viabilité cellulaire de 30% en moyenne. Ainsi, la concentration de 10 µg/mL de 

safran pendant 16 h a été sélectionnée.  

La survie des cardiomyocytes a été évalué pour différentes concentrations de doxorubicine allant 

de 1 à 10 μmol/L pour 3 h qui résulte par une diminution dose-dépendante de la viabilité 

cellulaire. Les pourcentages de viabilité cellulaires sont présentés dans la figure 67 (C), les 

concentrations de 4, 8 et 10 μmol/L de DOX pour 3 h sont nettement cytotoxiques. De plus, le 

traitement par 4 μmol/L de DOX durant 1 à 24 h montre une diminution temps-dépendante de la 

viabilité cellulaire. En effet, une diminution de la survie des cardiomyocytes se manifeste de 3 à 

24 h pour 4 μmol/L de doxorubicine comme présenté dans la figure 67 (D). 4 μmol/L de DOX 

durant 3 h montre une viabilité cellulaire de 54 % par rapport au contrôle. Ainsi, la concentration 

de 4 μmol/L de DOX durant 3 h a été sélectionnée. 

Les cardiomyocytes ont été exposés à des concentrations de safran de 1 à 100 μg/mL pendant 16 

h et 4 μmol/L de DOX pendant 3 h. Les résultats des tests MTT montrent une diminution 

significative de la viabilité cellulaire à 54 % avec DOX qui augmente pour atteindre un 

maximum à 85 % suite à un prétraitement avec 10 μg/mL de safran par rapport au contrôle 

(100%). Cette augmentation est dose-dépendante et culmine à la dose de 10 μg/mL. De plus, 4 

μmol/L de DOX induisent une augmentation significative de la LDH à 145 % qui est inhibée 

pour se rapprocher de la normale et atteindre un minimum à 107 % suite à un prétraitement avec 

10 μg/mL de safran. Ces résultats montrent que le safran (10 μg/mL) peut diminuer la 

cytotoxicité induite par la doxorubicine (4 μmol/L) (figure 68).  
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Figure 67. Viabilité cellulaire évaluée grâce à la technique MTT réalisée sur des cardiomyocytes H9c2 
traités avec: A. 1 à 100 µg/mL de safran pendant 16 h. B. 10 µg/mL de safran pendant 2 à 24h. C. 1 à 10 
µmol/L de doxorubicine pendant 3h et D. 4 µmol/L de doxorubicine pendant 1 à 24h. Les données 
représentent le pourcentage de cellules vivantes par rapport au contrôle à la fin des différents traitements. 
Les barres montrent la moyenne de trois essais ± écarts-types. Les astérisques indiquent une différence 
significative par rapport au témoin, *p<0,05 vs 0. 
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Figure 68. Effet du safran sur la cytotoxicité induite par la doxorubicine. Les cardiomyocytes H9c2 sont 
incubées avec la doxorubicine (4 μmol/L) pendant 3 h en présence ou absence de safran. Le traitement par 
le safran se fait à des concentrations allant de 1 à 100 μg/mL pendant 16 h. Le pourcentage des cellules 
viables a été évalué grâce au test MTT (A) et le pourcentage de cytotoxicité a été déterminé par le dosage 
de la LDH (B). Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle et représentent la 
moyenne ± écart type de 3 expériences. Les astérisques indiquent une différence significative par rapport 
au contrôle sans traitement, *p<0.05 vs contrôle. 
 

A 
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4.2. Effet des extraits de safran et de l'ischémie/reperfusion simulée sur la viabilité 

cellulaire  

 

La figure 69 (A) montre que 8 h d'anoxie suivit de 16 h de normoxie provoque une mort 

cellulaire de 50 % des cardiomyocytes par rapport au contrôle en normoxie. Ainsi, le cycle 

d’anoxie/normoxie pendant 8 h/16 h a été sélectionnée.  

 

La figure 69 (B) représente le pourcentage de viabilité cellulaire pour plusieurs traitements. Les 

résultats montrent que la doxorubicine exacerbe les dommages causés par l'ischémie-reperfuison. 

En effet, une période d'IR (8 h/16 h) suivie par un traitement à la DOX (4 μmol/L, 3 h) durant la 

reperfusion provoque une diminution accrue de la viabilité cellulaire qui s'établit à 24 % (IR D) 

par rapport au contrôle. Plusieurs concentrations de safran (1, 10 et 100 μg/mL, 16 h) ont été 

testé avant l'ischémie ou à la reperfusion pour vérifier son effet protecteur sur la viabilité 

cellulaire. Utilisé en prétraitement, avant l'ischémie, le safran (1, 10 et 100 μg/mL, 16 h) ne 

semble pas protéger les cellules ni des dommages de l'IR, ni de ceux de l'IR et D ensemble. En 

effet, la viabilité des cellules ne varie pas et aucune différence significative n'est signalée (S IR et 

S IR D). Cependant, le safran (10 μg/mL, 16 h) utilisé à la reperfusion parait avoir un effet 

protecteur contre la cytotoxicité de l'IR et de la DOX. La viabilité des cellules a augmenté 

considérablement pour s'établir à 89 % pour les cellules soumises à IR et traitées par SAF (IR S), 

et 70 % pour les cellules soumises à IR et traitées par DOX et SAF (IR S D). 

 

Les mêmes expériences ont été réalisées en dosant la LDH. Les résultats ont été confirmés; le 

safran inhible la mort cellulaire induite par la DOX et l'IR. La figure 69 (C) montre que la 

doxorubicine exacerbe les dommages causés par l'ischémie-reperfuison; on remarque ainsi une 

augmentation de la LDH à 151 % suite à l'IR, à 145 % suite à DOX et à 192 % suite à l'IR et la 

DOX ensemble. Celle-ci est inhibée en présence de safran (10 μg/mL, 16 h) à la reperfusion qui 

protège les cardiomyocytes. En effet, la LDH diminue significativement jusqu'à 106 % suite à 

l'IR S et 140 % suite à l'IR S D. 
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Figure 69. Effet du safran (S), de l'ischémie reperfusion (IR) et de la doxorubicine (D) sur les cellules 
H9c2. Le pourcentage de viabilité a été déterminé par le test MTT: A. Les cellules H9c2 ont été soumis à 
des périodes de 2 à 10 h d'ischémie suivit de 16 h de reperfusion. B. Les cardiomyocytes ont été traités en 
normoxie (contrôle); IR, pendant 8 h/16 h; D, 4 µmol/L pendant 3 h; S, 1, 10 et 100 µg/mL pendant 16 h. 
La doxorubicine a été ajoutée à la reperfusion. Le safran a été ajouté en prétraitement avant l'ischémie  (S 
IR, S IR D) ou à la reperfusion (IR S, IR S D). C. Le pourcentage de cytotoxicité a été déterminé par le 
dosage de la LDH. Les résultats sont exprimés en pourcentage et représentent la moyenne ± écart type de 
3 expériences, *p<0.05 vs control, †p<0.05 vs IR, #p<0.05 vs IR D. 
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4.3. Effet de la crocine et du safranal sur la viabilité des cellules H9c2 soumises à 

l'ischémie/reperfusion et traités par la doxorubicine 

 

Les cardiomyocytes ont été incubés avec 1 à 100 µg/mL de crocine pendant 16 h. Les 

pourcentages de viabilité cellulaire apparaissent dans la figure 70 (A) et montrent clairement que 

ces différents traitements n'ont aucun effet cytotoxique sur les cellules H9c2. Les concentrations 

allant de 10 à 100  µg/mL pendant 16 h augmentent la viabilité cellulaire d'une moyenne de 28 

%. Pour détecter si la crocine peut prévenir la cytotoxicité de la DOX, on a examiné l'effet de 

plusieurs concentrations de crocine sur les cardiomyocytes traités à la DOX. Les résultats des 

tests MTT et dosage du LDH sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle à la figure 70 

(B) et (C). Les cardiomyocytes ont été exposés à des concentrations de crocine de 1 à 100 μg/mL 

pendant 16 h et 4 μmol/L de DOX pendant 3 h. Les résultats montrent une diminution 

significative de la viabilité cellulaire de 54 % avec la DOX qui augmente pour atteindre un 

maximum de 84 % suite à un prétraitement avec 10 μg/mL de crocine par rapport au contrôle. De 

plus, 4 μmol/L de DOX induisent une augmentation significative de la LDH à 145 % qui est 

inhibée pour se rapprocher de la normale et atteindre un minimum à 111 % suite à un 

prétraitement avec 10 μg/mL de crocine. Ces résultats montrent que la crocine (10 μg/mL), un 

constituant essentiel du safran, peut diminuer la cytotoxicité induite par la DOX (4 μmol/L) sur 

les cardiomyocytes H9c2.  
 

D'autre part, les cardiomyocytes ont été incubés avec 1 à 100 µg/mL de safranal, un autre 

constituant du safran, pendant 16 h. Les pourcentages de viabilité cellulaires apparaissent dans la 

figure 71 (A) et montrent que les concentrations allant de 1 à 20 µg/mL pendant 16 h n'ont aucun 

effet sur les cellules H9c2. Alors que la concentration de 100 µg/mL a un effet cytotoxique 

considérable et diminue la viabilité cellulaire qui atteint 60%. Pour détecter si le safranal peut 

prévenir la cytotoxicité de la doxorubicine, on a examiné l'effet de plusieurs concentrations de 

safranal sur les cardiomyocytes H9c2 traités à la doxorubicine. Les résultats des tests MTT et 

dosage du LDH sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle à la figure 71 (B) et (C). 

Les cardiomyocytes ont été exposés à des concentrations de safranal de 1 à 100 μg/mL pendant 

16 h et 4 μmol/L de DOX pendant 3 h. Les résultats montrent une diminution significative de la 

viabilité cellulaire de 54 % avec la doxorubicine, ce taux n'est pas rétablit avec les différentes 
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concentrations de safranal. En effet, la viabilité des H9c2 ayant reçu la doxorubicine reste de    

59 % suite à un prétraitement avec 10 μg/mL de safranal par rapport au contrôle. De plus,           

4 μmol/L de doxorubicine induisent une augmentation significative de la LDH à 145 % qui n'est 

pas inhibée par toutes les concentrations de safranal. En effet, le taux de LDH reste de 139 % 

suite à un prétraitement avec 10 μg/mL de safranal. Ces résultats montrent que le safranal, un 

constituant essentiel du safran, est différent de la crocine, et n'a aucun effet  sur la protection des 

cardiomyocytes H9c2 suite à la cytotoxicité induite par la DOX (4 μmol/L). 

 

D'autre part, l'effet protecteur de la crocine et du safranal sur la cytotoxicité induite par la 

doxorubicine et l'ischémie/reperfusion sur les cardiomyocytes H9c2 a été évaluée. La figure 72 

(A) représente le pourcentage de viabilité cellulaire pour plusieurs traitements. Une période d'IR 

(8 h/16 h) suivie par la DOX (4 μmol/L, 3 h) à la reperfusion provoque une diminution accrue de 

la viabilité cellulaire qui s'établit à 24 % par rapport au contrôle. Plusieurs concentrations de 

crocine (1, 10 et 100 μg/mL, 16 h) ont été testées avant l'ischémie ou à la reperfusion pour 

vérifier son effet protecteur sur la viabilité cellulaire. Utilisé en prétraitement, avant l'ischémie, la 

crocine (1, 10 et 100 μg/mL, 16 h) ne semble pas protéger les cellules ni des dommages de l'IR, 

ni de ceux de l'IR et DOX ensemble. En effet, la viabilité des cellules ne varie pas et aucune 

différence significative n'est signalée. Cependant, la crocine (10 μg/mL, 16 h) utilisé à la 

reperfusion parait avoir un effet protecteur contre la cytotoxicité de l'IR et de la DOX. La 

viabilité des cellules a augmenté considérablement pour s'établir à 85 % pour les cellules 

soumises à l'IR et traités avec la crocine (IR Cr), et 72 % pour les cellules soumises à IR et traités 

avec la DOX et la crocine (IR Cr D). Ainsi, dans nos conditions, la crocine utilisé à la 

reperfusion inhibe la cytotoxicité de la doxorubicine et de l'ischémie/reperfusion en augmentant 

la survie des cardiomyocytes. 

 

Le même protocole a été utilisé avec plusieurs concentrations de safranal (1, 10 et 100 μg/mL, 

16h). La figure 72 (B) montre qu'il n'y a pas augmentation du taux de la viabilité cellulaire suite 

aux différents traitements par le safranal. Ainsi, le safranal, pour les différents protocoles et les 

différentes concentrations utilisés ne confère aucune protection contre les dommages de la 

doxorubicine et de l'ischémie/reperfusion.  
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Figure 70. Effet de la crocine sur les cellules H9c2. A. Test de MTT, les cardiomyocytes H9c2 sont 
traités avec 1 à 100 µg/mL de crocine pendant 16 h. B. Test de MTT, les cardiomyocytes sont traités avec 
1 à 100 µg/mL de crocine pendant 16 h et 4 µmol/L de doxorubicine (DOX) pendant 3h. C. Test de LDH, 
les cardiomyocytes sont traités avec 1 à 100 µg/mL de crocine pendant 16 h et 4 µmol/L de doxorubicine 
pendant 3h. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle sans traitement et 
représentent la moyenne ± écart type de 3 expériences, *p<0.05 vs contrôle. 

* * * 
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Figure 71. Effet du safranal sur les cellules H9c2. A. Test de MTT, les cardiomyocytes H9c2 sont traités 
avec 1 à 100 µg/mL de safranal pendant 16 h. B. Test de MTT, les cardiomyocytes sont traités avec 1 à 
100 µg/mL de safranal pendant 16 h et 4 µmol/L de doxorubicine (DOX) pendant 3 h. C. Test de LDH, 
les cardiomyocytes sont traités avec 1 à 100 µg/mL de safranal pendant 16 h et 4 µmol/L de doxorubicine 
pendant 3h. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle sans traitement et 
représentent la moyenne ± écart type de 3 expériences, *p<0.05 vs contrôle. 
 

* 
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Figure 72. Effet de la crocine (Cr) et du safranal (Sa) sur la survie des cellules H9c2 soumises à 
l'ischémie/reperfusion et à la doxorubicine. Le pourcentage des cellules viables a été déterminé par le test 
MTT. A. Les cardiomyocytes sont traités en normoxie (contrôle); IR, ischémie/reperfusion pendant 8 h/16 
h; D, doxorubicine, 4 µmol/L pendant 3 h; Cr, crocine, 1, 10 et 100 µg/mL pendant 16 h. La doxorubicine 
a été ajoutée à la reperfusion. La crocine a été ajouté en prétraitement avant l'ischémie (Cr IR, Cr IR D) 
ou à la reperfusion (IR Cr, IR Cr D). B. Les cardiomyocytes sont traités en normoxie (contrôle); IR, 
pendant 8 h/16 h; D, 4µmol/L pendant 3h; Sa, safranal, 1, 10 et 100 µg/mL pendant 16h. La doxorubicine 
a été ajoutée à la reperfusion. Le safranal a été ajouté en prétraitement avant l'ischémie (Sa IR, Sa IR D) 
ou à la reperfusion (IR Sa, IR Sa D). Les résultats sont exprimés en pourcentage et représentent la 
moyenne ± écart type de 3 expériences, *p<0.05 vs control, †p<0.05 vs IR, #P<0.05 vs IR D. 
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4.4. Effet du safran sur les voies de signalisation suite à une ischémie/reperfusion  et un 

traitement par la doxorubicine au niveau des cardiomyocytes H9c2 

 
4.4.1. Activation des voies de signalisation AKT/P70S6K et ERK 1/2 par le safran dans les 
cardiomyocytes H9c2 soumis à l'ischémie/reperfusion et traités par la doxorubicine 
 

Parallèlement aux expériences de prolifération, nous avons étudié l’activation des voies AKT/ 

P70S6K et ERK 1/2 par le safran. P70S6K étant une kinase en aval de AKT. Ainsi, les 

cardiomyocytes H9c2 ont été d'abord traités en normoxie (contrôle) puis exposés au safran, à la 

doxorubicine et à l'ischémie/reperfusion de la façon suivante:  

 

1- Contrôle: cardiomyocytes n'ayant pas subit de traitement. 

2- IR: cardiomyocytes soumis à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de 16 h. 

3- DOX (D): cardiomyocytes traités par la dose optimale de doxorubicine 4 µmol/L pendant 3 h. 

4- SAF + DOX (S D): cardiomyocytes traités par la dose optimale de safran 10 µg/mL pendant 

16 h et 4 µmol/L de doxorubicine pendant 3 h. 

5- IR + DOX (IR D): cardiomyocytes soumis à une hypoxie de 8 h suivi d’une réoxygénation de 

16 h en présence de 4 µmol/L doxorubicine durant 3 h à la reperfusion.  

6- IR + SAF + DOX (IR S D): cardiomyocytes soumis à une hypoxie de 8 h suivi d’une 

réoxygénation de 16 h en présence concomitante de 10 µg/mL de safran durant 16 h et 4 µmol/L 

de doxorubicine durant 3 h à la reperfusion (dose et durée optimale). 

 

Comme est illustré dans la figure 73, les résultats du western blot montrent que l'IR (8h/16h) ou 

la DOX (4 µmol/L) diminuent la phosphorylation de AKT, P70S6K et ERK1/2 par rapport au 

contrôle. Cette phosphorylation diminue d'avantage lorsque les cardiomyocytes H9c2 sont 

soumis à l'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) et traités par la doxorubicine (4 µmol/L) ensemble (IR 

D). Suite au traitement par le safran (10 µg/mL) avec la doxorubicine (S D), et de même suite au 

traitement par le safran (10 µg/mL) et la doxorubicine (4 µmol/L) durant la reperfusion (IR S D), 

nous observons une augmentation significative de la phosphorylation de AKT sur le résidu 

Ser473, de P70S6K sur le résidu Thr389 et de ERK 1/2 sur les résidus Thr202 et Tyr204 en 

comparaison avec les groupes (D) et (IR D) respectivement. Les quantités totales de AKT, 

P70S6K et ERK 1/2 restent stable. 
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Figure 73. Western blot représentatif de la phosphorylation de AKT Ser473, P70S6K Thr389 et ERK 1/2 
Thr202 et Tyr204 dans les cardiomyocytes H9c2.  
- cellules non traitées (Control);  
- cellules soumises à: Ischémie/Reperfusion (IR) 8 h/16 h 
- cellules traitées avec: Doxorubicine (D) 4 µmol/L, 3h;  
- cellules traitées avec: Safran (S) 10 µg/mL,16 h et D 4µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h, et D 4 µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h, S 10 µg/mL,16h et D 4 µmol/L, 3 h.  
Les western blots anti-AKT, anti-P70S6K, anti-ERK 1/2 totales et anti-β-Actin ont été réalisés comme 
contrôle de la quantité de protéines déposées. La quantification de l’intensité des bandes obtenues par 
densitométrie est effectuée à l’aide du logiciel Image j. Les données sont exprimées en quantité de 
protéines AKT, P70S6K et ERK 1/2 phosphorylées rapportées à la quantité de protéines AKT, P70S6K et 
ERK 1/2 totales. Les résultats exprimés représentent la moyenne ± écart type de 3 expériences, *p<0.05 
vs. control. #p<0.05 vs D, †p<0.05 vs IR D, §p<0.05 vs IR. 
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4.4.2. Augmentation de l'expression des protéines α-Actinine, Troponine C et MLC suite au 
traitement par le safran et la doxorubicine dans les cardiomyocytes H9c2 soumis à 
l'ischémie/reperfusion  

Nous avons étudié le profil d'expression  des protéines contractiles α-Actinine, Troponine C et 

MLC qui jouent un rôle fondamental dans les mécanismes de la contraction des cardiomyocytes. 

La figure 74 montre les résultats du western blot; on remarque bien que le traitement par l'IR 

(8h/16h) ou la DOX (4 µmol/L) diminue l'expression de α-Actinine, Troponine C et MLC par 

rapport au control. Ce niveau d'expression diminue d'avantage lorsque les cardiomyocytes H9c2 

sont soumis à l'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) et traités par la doxorubicine (4 µmol/L) 

ensemble (IR D). Suite au prétraitement par le safran (10 µg/mL) avec la doxorubicine (S D), et 

de même suite au traitement par le safran (10 µg/mL) et la doxorubicine (4 µmol/L) durant la 

reperfusion (IR S D), nous observons une augmentation significative du profil d'expression de α-

Actinine, Troponine C et MLC en comparaison avec les groupes (D) et (IR D) respectivement.  

 

4.5. Effet du safran contre l'apoptose induite par la doxorubicine au niveau des 

cardiomyocytes H9c2 en condition ischémique 

 

4.5.1. Effet du safran sur le potentiel de membrane mitochondrial 

L'étude du potentiel de membrane mitochondriale a été effectuée par le TMRM, un marqueur 

fluorescent. La figure 75 montre chez le groupe control sans traitement (a), une surface de 

fluorescence élevée et un potentiel de membrane normal; en comparaison avec le groupe ayant 

subit l'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) (b) et le groupe ayant reçu la doxorubicine (3 h, 4 µmol/L) 

(c), où on remarque une diminution accrue de la fluorescence, d'où une perte importante du 

potentiel de membrane et l'ouverture des mPTP qui mène vers l'apoptose. En revanche, lorsque 

les cellules ont été prétraités avec le safran (16 h, 10 µg/mL) puis la doxorubicine (d), la 

fluorescence du TMRM augmente significativement pour rejoindre le profil obtenu chez le 

control. Les cardiomyocytes ont donc vu leur potentiel de membrane amélioré, nous constatons 

une protection contre les dommages induits par la doxorubicine.  

 

D'autre part, lorsque les cardiomyocytes ont subit la période d'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) 

puis la doxorubicine à la reperfusion (e), les images montrent une chute considérable et drastique 
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de la fluorescence du TMRM. La reperfusion a entrainé la diminution, voir la perte du potentiel 

de membrane mitochondrial, ce qui implique l'ouverture des mPTP et la mort des cellules. En 

revanche, les cellules traitées avec le safran et la doxorubicine simultanément à la reperfusion 

suite à la période d'ischémie (f), ont vu leur potentiel de membrane mitochondrial protégé des 

dommages induits par la reperfusion et la doxorubicine. En effet, après utilisation du safran à la 

reperfusion, nous remarquons une nette augmentation de la surface de fluorescence du TMRM; 

les cellules sont donc repolarisées. 

 

4.5.2. Effet du safran sur la condensation de la chromatine 

Le marquage au Hoechst 33258 indique que l'IR et la DOX induisent la condensation de la 

chromatine des cellules H9c2. En effet, la figure 75 montre que l'IR (8 h/16 h) (h) ou l'exposition 

à la DOX (3 h, 4 µmol/L) (i) résulte en une augmentation des cellules apoptotiques qui apparait 

par une coloration bleue intensément lumineuse comparativement au témoin (g). Des taux 

d'apoptose plus importants ont été observés suite à une période d'IR (8 h/16 h) avec un traitement 

à la DOX (3 h, 4 µmol/L) lors de la reperfusion (k). En revanche, le traitement par le safran 

diminue les dommages de l'IR et de la DOX au niveau de la condensation de la chromatine et la 

dégradation du noyau. En effet, on remarque une diminution de la coloration bleue intense pour 

les cardiomyocytes ayant subit 10 µg/mL de safran durant 16 h et 4 µmol/L de doxorubicine 

durant 3 h (j). De même, une diminution de l'apoptose et une morphologie normale des noyaux 

est observée pour les cellules traitées au safran (10 µg/mL) et à la doxorubicine (4 µmol/L) 

durant la reperfusion (16 h) suite à la période d'ischémie (8 h) (l). La figure 75 (m-r) montre un 

double marquage avec TMRM et Hoechst 33342.  

 
4.5.3. Effet du safran sur l'activité des caspases 3 

 

L'activité  des  caspases  3  effectrices  a  été  recherchée  sur  les  cellules  H9c2  traitées  par  

SAF, DOX et soumis à l'IR par utilisation des inhibiteurs fluorescents des caspases activées. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle. 
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D'une part, la figure 76 A montre l'activité des caspases 3 dans les cellules H9c2 traités avec des 

concentrations de safran allant de 1 à 100 µg/mL pendant 16 h et une concentration de 

doxorubicine de 4 µmol/L pendant 3 h. Lors du traitement par la doxorubicine seule, l'activité 

des caspases 3 augmente considérablement (150 %) par rapport au témoin (100 %). En revanche, 

lorsque les cellules H9c2 sont traitées par le safran puis la doxorubicine, on remarque une 

diminution significative de l'activité des caspases 3. En effet, les cellules traitées par 1 µg/mL de 

safran présentent une diminution de l'activité des caspases 3 jusqu'à 120 %. Les cellules traitées 

par 10 µg/mL de safran présentent une inhibition plus prononcée de l'activité des caspases 3 qui 

va rejoindre les valeurs normales (103 %).  Ce résultat montre que la doxorubicine à 4 µmol/L 

pendant 3 h provoque l'activation des caspases 3 et induit par suite l'apoptose dans les cellules 

H9c2. En outre, un traitement par administration de la dose optimale de safran (10 µg/mL) 

pendant 16 h, peut inhiber significativement l'activité des caspases 3 effectrices.  

 

D'autre part, la figure 76 B montre l'activité des caspases 3 dans les cellules H9c2 soumis à une 

ischémie/reperfusion (IR) pendant 8 h/16 h; traités par la DOX (D) (4 µmol/L) pendant 3h; 

soumis à l'IR et traités par la DOX ensemble (IR D); traités au safran (10 µg/mL) avec la DOX 

(SD); traités au safran avec la DOX durant la reperfusion (IR S D). Nous remarquons que le l'IR 

(8h/16h) ou la DOX (4 µmol/L) augmente significativement l'activité des caspases 3. Cette 

augmentation est nettement plus importante et double par rapport au control pour atteindre       

195 % lorsque les cardiomyocytes sont soumis à l'ischémie/reperfusion et traités par la 

doxorubicine ensemble (IR D). Suite au traitement par le safran avec la doxorubicine (S D), et de 

même suite au traitement par le safran et la doxorubicine durant la reperfusion (IR S D), nous 

observons une inhibition significative des caspases 3 pour atteindre 134 % (IR S D). 

 

Les résultats ainsi obtenus mettent en évidence l'activité des caspases 3 dans les cardiomyocytes 

H9c2 lors des différents traitements. Plus précisément, le safran (16 h, 10 µg/mL) a un effet 

inhibiteur significatif sur l'activité des caspases 3 qui diminuent de 43 % dans les 

cardiomyocytes traités par la doxorubicine et de 61 % dans les cardiomyocytes ayant subit 

l'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) et traités par la doxorubicine ensemble. L'inhibition des 

caspases 3 effectrices par la dose optimale de safran freine ainsi l'induction de l'apoptose dans les 

cellules H9c2.  
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Figure 74. Western blot représentatif de l'expression de l'α-Actinine, Troponine C et MLC dans les 
cardiomyocytes H9c2.  
- cellules non traitées (Control);  
- cellules soumises à: Ischémie/Reperfusion (IR) 8 h/16 h 
- cellules traitées avec: Doxorubicine (D) 4 µmol/L, 3h;  
- cellules traitées avec: Safran (S) 10 µg/mL,16 h et D 4µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h, et D 4 µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h, S 10 µg/mL,16h et D 4 µmol/L, 3 h.  
Anti-β-Actin a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. La quantification de 
l’intensité des bandes obtenues par densitométrie est effectuée à l’aide du logiciel Image j. Les données 
sont exprimées en quantité de protéines α-Actinine, Troponine C et MLC rapporté à la quantité de 
protéines des contrôles. Les résultats représentent la moyenne ± écart type de 3 expériences, *p<0.05 vs. 
control. #p<0.05 vs D, †p<0.05 vs IR D, §p<0.05 vs IR. 
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Figure 75. Effet du safran et de la doxorubicine sur la fluorescence TMRM et Hoechst 33342 pendant 
l’ischémie/reperfusion sur les cellules H9c2.  Les images représentent les: 
- cellules non traitées (Control);  
- cellules soumises à: Ischémie/Reperfusion (IR) 8 h/16 h 
- cellules traitées avec: Doxorubicine (D) 4 µmol/L, 3h;  
- cellules traitées avec: Safran (S) 10 µg/mL,16 h et D 4 µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h et D 4 µmol/L, 3 h;  
- cellules soumises à: IR 8 h/16 h, S 10 µg/mL, 16 h et D 4 µmol/L, 3 h.  
Incubées avec la sonde fluorescente TMRM (a-f) ou avec le colorant Hoechst 33342 (g-l) ou un double 
marquage avec TMRM et Hoechst 33342 (m-r) à la fin des différents traitements (n=3) pendant 30 min à 
37 °C puis observées au microscope à fluorescence.  
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Figure 76. Effet du safran, de la doxorubicine et de l'ischémie/reperfusion sur l'activité des caspases 3. 
A. Les cellules H9c2 sont traités avec des concentrations de safran (SAF) allant de 1 à 100 µg/mL 
pendant 16 h et une concentration de doxorubicine (DOX) de 4 µmol/L pendant 3 h. B. IR: 
ischémie/reperfusion pendant 8 h/16 h; D: doxorubicine, 4 µmol/L pendant 3 h; S: safran, 10 µg/mL 
pendant 16 h; le safran et la doxorubicine ont été ajoutés à la reperfusion. Un marquage fluorescent des 
caspases 3 est effectué, quantifié par un spectromètre à fluorescence à la fin des différents traitements. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au control. Ils représentent la moyenne de 3 
expériences ± écart type. #p<0.05 vs control, *p<0.05 vs D, †p<0.05 vs IR D, §p<0.05 vs IR. 
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4.6. Discussion 

 

L'objectif de cette étude est d'évaluer l'effet protecteur des extraits de safran sur les dommages 

cardiaques induits par une ischémie/reperfusion accompagnée d'un traitement à la doxorubicine 

et les mécanismes mis en jeu. Le modèle d’IR simulée dans les cardiomyocytes H9c2 reproduit 

la physiopathologie de l'état de choc. La mesure de l'effet du safran, de la DOX et de l'IR a été 

effectuée sur la viabilité cellulaire, les voies de signalisation AKT/P70S6K et ERK 1/2, les 

protéines contractiles α-Actinine, Troponine C et MLC et les lésions apoptotiques: condensation 

de la chromatine, perte du potentiel de membrane mitochondriale, et activation des caspases 3. 
 

Dans le but de fixer une dose de safran qui n'est pas toxique aux cellules, l'effet de différentes 

concentrations de safran ont été examinées pour évaluer la viabilité des cellules H9c2. Ainsi, la 

concentration de 10 µg/mL de SAF pendant 16 h a été sélectionnée comme dose optimale non 

toxique qui augmente la viabilité cellulaire de 31%. La survie des cardiomyocytes a aussi été 

évaluée pour différentes concentrations de doxorubicine; ainsi, la concentration de 4 μmol/L de 

DOX durant 3 h a été sélectionnée comme dose qui diminue la viabilité cellulaire de 46% et 

augmente le taux de LDH de 45%. Pour déterminer les doses de safran  qui préviennent la 

cytotoxicité de la doxorubicine, nous avons étudié l'effet de plusieurs concentrations de SAF sur 

les  cardiomyocytes  H9c2  traités  à  la  DOX. Ainsi, les résultats montrent que le safran (16 h, 

10 µg/mL) en prétraitement, prévient l'effet toxique de la doxorubicine (3 h, 4 μmol/L) sur les 

cardiomyocytes H9c2 en augmentant la viabilité cellulaire de 31% et en diminuant la quantité de 

LDH libérée dans le milieu de 38% par rapport à la DOX. Le safran a ainsi un effet 

cardioprotecteur, anti-apoptotique sur les cellules H9c2. 
 

Comme on a vu précédemment, le safran a des effets cardioprotecteurs envers les effets délétères 

de l'ischémie/reperfusion sur un modèle ex vivo de cœur isolé de lapin. Afin de reproduire les 

conditions ischémiques in vitro, un modèle d'hypoxie/réoxygénation a été mis au point, exposant 

les cardiomyocytes à des conditions les plus proches possibles de celles des cellules cardiaques 

au cours de l’infarctus du myocarde. Une chambre de culture anaérobique a été utilisée et permet 

de simuler une IR sur les cellules H9c2 en culture. L'objectif de cette étude est d'évaluer l'effet 

protecteur du safran sur la cytotoxicité induite par l'ischémie/reperfusion et la doxorubicine 

ensemble sur les cardiomyocytes H9c2. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été mesuré afin 
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de déterminer les  conditions  optimales  pour  le  protocole  d'ischémie.  Ainsi,  

l'ischémie/reperfusion  pendant 8 h/16 h a été sélectionnée comme période qui permet de 

diminuer la viabilité cellulaire de 50 % et augmenter le taux de LDH de 51%.  
 

Les cardiomyocytes ont subit une période d'IR (8 h/16 h), suivie par un traitement à la 

doxorubicine (3 h, 4 μmol/L) lors la reperfusion, avec ou sans extraits de safran (16 h, 1, 10 et 

100 μg/mL) adopté en prétraitement ou à la reperfusion. En conséquence, dans  nos  conditions, 

les  résultats  montrent que la doxorubicine exacerbe les dommages de la reperfusion en 

diminuant la viabilité cellulaire de 76 % et en augmentant le taux de LDH de 92 % par rapport au 

control. Le traitement par le safran avant la période d'ischémie/reperfusion n'a pas d'effet 

cardioprotecteur; il n'affecte ni la viabilité des cardiomyocytes ni le taux de LDH. Par contre, le  

safran (16 h, 10 μg/mL) utilisé  à  la  reperfusion, inhibe la cytotoxicité de la doxorubicine (3 h, 4 

μmol/L) et de l'ischémie/reperfusion  (8 h/16 h)  ensemble,  en augmentant la survie des 

cardiomyocytes de     46 % et en diminuant la libération du LDH dans le milieu de 52 % par 

rapport à DOX et IR. Ce qui implique le rôle cardioprotecteur anti-apoptotique du safran sur les 

cellules H9c2. Plus particulièrement, nous suggérons que l'effet prolifératif du safran pourrait 

provenir de son action anti-oxydante contre les RLO générés par l'ischémie/reperfusion et par la 

doxorubicine. Ainsi, le safran pourrait avoir un rôle de piégeur de RLO à la reperfusion plutôt 

que protecteur avant l'ischémie sur les cardiomyocytes. 
 

Le safran est constitué de plusieurs composés; entre autres, la crocine et le safranal qui lui 

confèrent les qualités de couleur et d'arôme. Pour détecter quels sont les molécules 

biologiquement actives qui donnent au safran les propriétés anti-apoptotiques trouvés; nous nous 

sommes intéressés d'étudier l'effet de ses principaux métabolites: la crocine et le safranal. Les 

tests de viabilité cellulaire et cytotoxicité ont été effectués sur les cardiomyocytes H9c2 soumis à 

l'ischémie/reperfusion et traités par la doxorubicine dans les mêmes conditions et mêmes 

protocoles utilisés précédemment. Ainsi, dans le but de trouver quel constituant essentiel du 

safran lui procure ses propriétés anti-apoptotiques, l'effet de différentes concentrations de crocine 

et de safranal ont été examinées pour évaluer la viabilité des cellules H9c2. Dans nos conditions 

expérimentales, les résultats montrent que l'utilisation de la crocine (16 h, 10 μg/mL) en 

prétraitement diminue la cytotoxicité induite par la doxorubicine (3 h, 4 μmol/L) sur les 
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cardiomyocytes en augmentant la viabilité cellulaire de 30 % et en diminuant la libération du 

LDH de 34 % par rapport à DOX.  
 

De plus, la crocine (16 h, 10 μg/mL) utilisé à la reperfusion inhibe la cytotoxicité de 

l'ischémie/reperfusion et de la doxorubicine ensemble en augmentant la survie des 

cardiomyocytes  de  48 %  par  rapport à  DOX et IR. D'autre part,  le safranal  ne  confère  

aucune protection contre les dommages de l'ischémie/reperfusion et de la doxorubicine sur les 

cardiomyocytes H9c2; en effet, aucune différence significative n'a été signalée. En conséquent, 

nos résultats suggèrent que les propriétés anti-apoptotiques du safran proviennent essentiellement 

de la crocine. 
 

Suite aux tests de viabilité, les voies de signalisation ont été explorées. Nous savons que les voies 

RAS/RAF/ERK1/2 et PI3K/AKT/mTOR/P70S6K sont impliquées dans la cardioprotection et la 

diminution de l’apoptose des cardiomyocytes. Ces voies de signalisations présentent un rôle 

central dans la régulation de la croissance et de la survie cellulaire. De plus, les protéines 

contractiles : α-Actinine, Troponine C et MLC, jouent un rôle fondamental dans les mécanismes 

de la contraction des cardiomyocytes. Ainsi, le niveau de phosphorylation et d'expression de ces 

protéines en particulier a été recherché par western blot pour identifier d'une part, leur rôle dans 

l'apoptose induite par l'ischémie/reperfusion et la doxorubicine et d'autre part, les mécanismes 

par lesquels le safran affecte les voies de cardioprotection pour atténuer la mort cellulaire. Le but 

est donc de rechercher les cibles moléculaires de la protection cardiaque du safran suite au 

traitement par la doxorubicine sur les cardiomyocytes ayant subit l'ischémie et la reperfusion.  
 

Les résultats des westerns blots montrent une diminution de la phosphorylation de AKT, 

P70S6K, ERK 1/2 et une diminution d'expression de α-Actinine, Troponine C, MLC par  rapport 

au contrôle lorsque les cellules H9c2 sont soumis à l'ischémie/reperfusion (8 h/16 h) et traités par 

la doxorubicine (3 h, 4 µmol/L). Le safran (16 h, 10 µg/mL) administré à la reperfusion permet 

de rétablir le niveau de phosphorylation de AKT, P70S6K et ERK 1/2 et le niveau d'expression 

de α-Actinine, Troponine C et MLC proche de la normale. Ces résultats prouvent que l'apoptose 

des cardiomyocytes induite par DOX et IR est médiée par l'inactivation des voies de prolifération 

cellulaire incluant AKT/P70S6K et ERK 1/2; et par diminution de l'expression des protéines 

contractiles α-Actinine, Troponine C et MLC.  
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D'une part, la DOX et l'IR provoquent une diminution de la phosphorylation de AKT, P70S6K et 

ERK 1/2. Suite au traitement par le SAF, la présence de AKT et P70S6K phosphorylées explique 

l'activation de la voie de signalisation intracellulaire PI3K/AKT anti-apoptotique qui provoque 

ainsi l'augmentation du taux de prolifération des cardiomyocytes. En effet, la phosphorylation et 

l'activation de AKT dépendent de PI3K. De même, la phosphorylation de ERK 1/2 étant 

retrouvée positive montre l'activation constitutive de la voie ERK 1/2 MAPK qui contribue à 

l'effet anti-apoptotique du safran sur les cellules H9c2 soumis à IR et traités par DOX. Par 

conséquent, l'effet protecteur des extraits de safran est corrélé à l'inhibition de l'apoptose des 

cardiomyocytes H9c2 induite par DOX et IR. Ceci s'explique par l'augmentation de la 

phosphorylation des protéines étudiées AKT, P70S6K et ERK 1/2, impliquant ainsi l'activation 

des voies de signalisations de cardioprotection PI3K/AKT/P70S6K et ERK 1/2 MAPK.  

 

D'autre part, la doxorubicine et l'ischémie/reperfusion provoquent l'apoptose des cardiomyocytes 

H9c2 en diminuant significativement l'expression des protéines contractiles α-Actinine, 

Troponine C et MLC; ce qui est à l'origine des altérations de la fonction contractile, 

l'hypertrophie et l'insuffisance cardiaque.  Le traitement au safran, parait pouvoir procurer une 

protection aux cardiomyocytes contre les dommages causés par la doxorubicine et l'ischémie 

/reperfusion, en augmentant le profil d'expression de l'α-Actinine, Troponine C et MLC, qui se 

rapprochent de la normale. Ceci se traduit par une diminution des altérations contractiles et une 

augmentation de la survie des cardiomyocytes H9c2. Par conséquent, ces résultats suggèrent que 

le safran protège les cellules H9c2 de l'apoptose induite par DOX et IR en régulant l'expression 

des protéines contractiles α-Actinine, Troponine C et MLC. 

 

Au cours de l'apoptose, les cellules subissent plusieurs changements morphologiques et 

biochimiques dont la condensation de la chromatine ainsi que le changement de la structure 

membranaire. Ces caractéristiques apoptotiques résultent en partie de l'activation des caspases et 

l’ouverture des pores de transition mPTP de la mitochondrie. L’apoptose peut être induite par 

différentes voies moléculaires dont les mieux caractérisées sont la voie extrinsèque (voie des 

récepteurs de mort cellulaire) et la voie intrinsèque (voie mitochondriale). La voie extrinsèque 

est médiée par des facteurs extracellulaires venant se fixer sur des récepteurs situés sur la 

membrane cytoplasmique des cellules déclenchant une cascade d’activation d’enzymes: les 
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caspases, qui représentent le principal lien entre cette voie et la voie intrinsèque. La voie 

intrinsèque dépend de l’activation d’une cascade d'événements intracellulaires qui convergent 

vers la mitochondrie, entraînant la perméabilisation de ses membranes, l'ouverture des mPTP et 

la libération de facteurs pro-apoptotiques comme le cytochrome c, permettant l’activation des 

caspases effectrices conduisant à la mort de la cellule (Tait, 2008). Pour cela, les différentes 

caractéristiques de l'apoptose ont été mesurées: la condensation de la chromatine, le potentiel 

membranaire de la mitochondrie et l'activation des caspases effectrices.  

 

L'étude de la condensation de la chromatine et la dégradation des noyaux a été réalisée par 

microscopie à fluorescence à l'aide d'un marquage au Hoechst 33258. Il permet d’observer les 

changements de morphologie des noyaux au cours de l’apoptose. Les cellules normales, 

marquées avec le Hoechst 33258, sont caractérisées par une fluorescence bleue pâle car la 

chromatine est répartie dans tout le noyau, tandis que le noyau des cellules apoptotiques est 

fragmenté et la chromatine est condensée donc l'intensité de la fluorescence des noyaux marqués 

est accrue. La doxorubicine (4 µmol/L) et l'IR (16 h/8 h) résultent en une augmentation des 

cellules apoptotiques. Par contre, le safran diminue les dommages de la doxorubicine et de 

l'ischémie/reperfusion au niveau de la condensation de la chromatine et la dégradation du noyau, 

une morphologie des noyaux proche de la normale est alors observée.  

 

L'étude du potentiel de membrane mitochondriale ΔΨm a pour but de visualiser en temps réel 

l’ouverture des pores de transition mPTP et la mort des cellules H9c2 ayant subit différents 

traitements, ce qui fournit de précieuses informations pour comprendre les mécanismes 

intracellulaires mis en jeu. Dans le cadre de notre travail, le TMRM, un marqueur fluorescent 

photoexcitable, a été utilisé pour déterminer les changements du potentiel de membrane ΔΨm au 

niveau des mitochondries au microscope à fluorescence. Le TMRM a été incubé à la fin de la 

reperfusion. La comparaison de l'intensité de fluorescence a été effectuée sur des cardiomyocytes 

H9c2 en normoxie ou hypoxie étant traités par le safran et/ou la doxorubicine afin d'étudier la 

perte du potentiel de membrane mitochondriale induite par ces traitements. L'objectif de cette 

étude est donc d'évaluer l'effet protecteur du safran sur les dommages cardiaques induits par 

l'ischémie/reperfusion et le traitement à la doxorubicine au niveau du potentiel de membrane 

mitochondriale.  
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Les résultats montrent que le safran (10 µg/mL) pourrait contribuer à la protection cardiaque 

contre les effets délétères de l'ischémie/reperfusion et de la doxorubicine. Le safran réduit la 

perte du potentiel de membrane mitochondrial ΔΨm observé lors du traitement par DOX et IR. 

Ceci pourrait être dû à son effet inhibiteur sur les pores de transition de perméabilité 

mitochondriale (mPTP). En effet, l'ouverture du mPTP est un élément décisif de l'induction de la 

mort cellulaire suite à l'IR et la DOX. Ainsi, l'ouverture des mPTP pourrait être prévenue par le 

safran appliqué à la reperfusion. Ainsi, cette expérience nous a confirmé d’une part, que la DOX 

exacerbe les dommages de l'IR par ouverture des mPTP caractérisée par une diminution de la 

fluorescence du TMRM, une chute de potentiel membranaire et la  mort  cellulaire. D’autre part, 

la présence du safran (16 h, 10 µg/mL) à la reperfusion permet de prévenir les modifications de 

la fluorescence du TMRM observé suite au traitement par IR et DOX. Nous pouvons donc 

suggérer que le safran empêche l’ouverture du mPTP, inhibe la perte de ΔΨm et de ce fait 

diminue l'apoptose des cardiomyocytes.  

 

Pour expliquer ce phénomène, nous savons que la production massive de radicaux libres de 

l’oxygène (RLO) pendant la reperfusion est un facteur favorisant l'ouverture des mPTP. Les 

RLO provoquent entre autres, une peroxydation des lipides, et l’ouverture des canaux mPTP 

modifient le fonctionnement mitochondrial et entrainent une déplétion en ATP (Pasdois et al., 

2004). Nos résultats ont montrés que la doxorubicine, comme la reperfusion modifie l’ouverture 

des mPTP, ce qui implique un rôle central des mPTP dans la cardiotoxicité de la DOX. Le 

traitement par la DOX à la reperfusion exacerbe les dommages de l'IR, ce qui est expliqué par la 

production accrue de RLO et par le phénomène de calcium overload. Ces résultats sont en faveur 

du rôle délétère des RLO sur la perte du potentiel de membrane et l'ouverture du mPTP. Ainsi, le 

safran pourrait limiter l’étendue des dommages myocardiques provoqués par DOX et IR au 

niveau de la mitochondrie par inhibition directe de l’ouverture des pores mPTP ou indirectement 

comme piégeurs de RLO afin de diminuer le stress oxydatif. 

 

Dans notre étude, afin de s'assurer que la mort cellulaire est de nature apoptotique et pour 

confirmer nos résultats obtenus précédemment, l'activation des caspases effectrices 3 a été 

étudiée. La caspase 3 est connue comme étant une molécule importante dans la cascade 

d'exécution de l'apoptose. Elle peut être activée par la mitochondrie (cytochrome c, diminution 
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de Bcl-2, augmentation de BAX et BAD) ou par des stimuli membranaires (TNF-α/TNF-α 

Receptor). Des taux de caspases 3 élevés ont été signalés dans les dysfonctions et insuffisance 

cardiaques suite à un stress oxydatif élevé et une génération de RLO qui provoque l'apoptose. Il 

est ainsi intéressant de détecter l'expression des  caspases 3 et la fonction cardiaque suite à l'IR et 

la DOX; et d'apprécier le rôle du safran à ce niveau. La détection des caspases 3 activées a été 

réalisée par utilisation des inhibiteurs fluorescents des caspases activées: FAM-DEVD-fmk. Le 

DEVD étant un substrat sélectivement hydrolysé par la caspase 3 effectrice. 

La fluorescence est donc une mesure directe de la quantité de caspases 3 activées  au  moment  

du  marquage. La quantification de la fluorescence, obtenue par un spectromètre à fluorescence, 

nous a permis d'évaluer l'induction de l'apoptose dans les cardiomyocytes.  

 

Nos résultats montrent une augmentation nettement importante de l'activité des caspases 3 qui 

doublent lorsque les cardiomyocytes sont soumis à l'ischémie/reperfusion puis traités à la 

doxorubicine. Ainsi, la doxorubicine permet d'avantage l'augmentation de l'activation des 

caspases 3 qui est déjà déclenché suite à la période d'ischémie/reperfusion. Cette augmentation 

de fluorescence est inhibée significativement lorsque le safran (16 h, 10 µg/mL) est administré à 

la reperfusion. L'inhibition des caspases 3 effectrices par le safran lors de la reperfusion freine 

l'induction de l'apoptose.  

 

Pour expliquer ce phénomène, il est admis que le stress oxydatif produit suite à 

l'ischémie/reperfusion active les caspases 3 effectrices qui vont dégrader les protéines Bcl-2 (B-

cell lymphoma 2) anti-apoptotique. De plus, les études ont montré que la DOX provoque la 

génération de RLO, l'augmentation du taux des protéines pro-apoptotique BAX et BAD, la 

diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, mais également l'activation des caspases 3 et la 

dégradation de l'ADN (Spallarossa et al., 2004). En outre, l'utilisation d'inhibiteurs des caspases 

3 a démontré la préservation du myocarde contre les dommages ischémiques (Yaoita et al., 

1998). Ceci montre l'implication de la voie impliquant les caspases effectrices dans la protection 

cardiaque. Nos résultats confirment l'activation des caspases 3 qui est exacerbée lors du 

traitement par la doxorubicine durant la reperfusion. Ceci pourrait être la conséquence de 

l'augmentation du stress oxydatif  et la diminution des défenses anti-apoptotiques provoqué par 

la DOX et l'IR. Le traitement par les extraits de safran et la doxorubicine durant la reperfusion 
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inhibe significative l'activation des caspases 3. Ceci pourrait être dû au rôle du safran comme 

piégeur de RLO libérés par la reperfusion et la doxorubicine. Ce qui laisse présager une 

éventuelle diminution de la dégradation de l'ADN et une activation des protéines anti-

apoptotiques Bcl-2. En effet, Bcl-2 empêche l'activation des caspases 3 effectrices en inhibant 

l’ouverture des pores mPTP mitochondriaux, prévient le relargage du cytochrome c et par suite 

empêche le déclenchement du processus apoptotique. Nos résultats prouvent donc le pouvoir 

anti-oxydant et anti-apoptotique du safran contre la mort des cardiomyocytes.  

 

 

 

 

 

 

 

۞  ۞  ۞ 
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Discussion générale 
 

Au terme de cette étude, compte tenu des résultats obtenus et face aux objectifs que nous nous 

sommes fixés, il est nécessaire de faire le point… Pourquoi un travail sur la cardiotoxicité de la 

doxorubicine, alors qu’il existe de nombreuses recherches sur le sujet? Certes, mais en 

conditions ischémiques il existe très peu de travaux, pourtant il n’est pas rare qu’avec l’âge une 

chimiothérapie soit prescrite chez des patients avec une ischémie myocardique. Nous avons 

voulu explorer les conséquences sur le myocarde de cette situation qui associe deux dommages 

ayant comme dénominateur commun sous-jacent le stress oxydatif. Par ailleurs, on peut se 

demander pourquoi utiliser les antioxydants alors qu’il n’y a pas à cette date une étude qui a 

rapporté une protection complète contre cette cardiotoxicité induite par les RL et qui serait 

applicable chez l’homme. Ceci pourrait être vrai, mais dans le domaine de la thérapie en général 

(Heinrich et al., 2014; Shikov et al., 2014; Tohda & Kuboyama 2014; Hamidpour et al., 2013) et 

cancéreuse en particulier (Teiten et al., 2013; Bishayee et al., 2012) il existe un retour vers la 

phytothérapie, il ne faut donc pas capituler. Dans ce contexte, nous avons choisi le safran (variété 

cultivée au Liban) comme agent phytothérapique, une des épices les plus chers du monde, un 

antioxydant de premier choix et qui possède un vaste potentiel thérapeutique (Moshiri et al., 

2014).  

 

Avant de commencer les protocoles expérimentaux, nous avons effectué plusieurs extractions à 

partir de stigmates de safran cultivé dans la plaine de la Bekaa. Nous avons opté pour les extraits 

méthanol-eau qui ont été analysés par HPLC afin de quantifier leur teneur en principes actifs 

(safranal et crocines), ces extraits ont été lyophilisés et testés d’abord pour leur teneur en 

polyphénols totaux et leur pouvoir anti-radicalaire dans le système d’électrolyse et de xanthine-

xanthine oxydase. Ce travail préliminaire est d’une grande importance car il nous a permis de 

s’assurer que nos extraits sont efficaces et conformes aux normes internationales, en 

comparaison avec ce qui est cité dans la littérature (ISO, 2003). 

 

Le cœur isolé de lapin et perfusé selon la méthode de Langendorff nous a servi comme modèle 

expérimental afin de tester l’effet protecteur du safran dans trois protocoles : 1) Cœurs isolés et 
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traités avec la doxorubicine en comparaison avec des cœurs soumis à l’électrolyse, source de 

génération de RLO. 2) Cœurs isolés traités avec la doxorubicine suite à une ischémie globale 

suivie de reperfusion, l’administration du safran étant réalisé en pré et post ischémie.  3) Cœurs 

isolés soumis à une ischémie-reperfusion provenant de lapins traités avec la doxorubicine seule 

ou après administration de safran. 

 

Avant de discuter nos résultats, il faut noter que nous avons recherché l’effet propre du safran sur 

la fonction cardiaque et il s’est avéré que les extraits ne sont pas dépourvus de toxicité. Ainsi, 

une dose de 0.1 mg/mL injectée dans la circulation coronaire diminue significativement la force 

contractile du cœur, alors qu’une dose de 1 mg/mL serait fatale. Nous avons par conséquent 

adopté la dose de 0.01 mg/mL pour nos protocoles sur cœur isolé du fait qu’à cette concentration 

et sur plus d’une heure de perfusion les paramètres cardiaques ne sont pas affectés; cependant  à 

cette concentration le safran piège significativement les RLO générés par XXO ou électrolyse. 

De ce fait, une fenêtre thérapeutique intéressante a été exploitée. Il est à signaler qu’une dose 

unique  de safran (0.01 mg/mL) a été utilisée dans les protocoles sur cœur isolé étant donné que 

des essais avec de plus basses doses encombreraient ces protocoles inutilement.  Par contre, dans 

les expérimentations sur les cardiomyocytes en culture plusieurs doses de safran ont été utilisées 

ainsi que le safranal et la crocine. 

 

En se référant à la littérature il existe peu de travaux concernant l’effet du safran sur le cœur 

isolé. Boskabady et al., (2008) ont utilisé le cœur isolé du cochon d’Inde, trouvant un effet 

inotrope négatif et une bradycardie pour des concentration de safran allant de 1 à 5 mg/100mL. 

De plus, des extraits de safran à doses élevées (10 mg/kg) ont été administrés par voie 

intraveineuse chez le rat et ont provoqués une chute de la pression artérielle (Imenshahidi et al., 

2010). Par ailleurs, Modaghegh et al., (2008) ont administré par voie orale à des volontaires des 

comprimés de safran (400 mg/jour pendant une semaine) sans obtenir de changements 

hématologiques et biochimiques cliniquement significatifs. 

 

Les expériences effectuées sur cœur isolé nous ont permis de confirmer le rôle prépondérant joué 

par les RLO dans la cardiotoxicité de la DOX en comparant les paramètres cardiodynamiques, 

biochimiques et histopathologiques entre cœurs traités par DOX et ceux soumis à l’électrolyse, 
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source de RLO. Les extraits de safran ont été plus efficaces dans la protection des dommages 

provoqués par l’électrolyse que ceux provoqués par la DOX. Par ailleurs, les extraits de safran 

ont exhibé une forte protection quand ils sont administrés lors de la reperfusion post-ischémique. 

La DOX administrée suite à une ischémie globale exacerbe les dommages sans toutefois être 

fatale. Les extraits de safran administrés chez les lapins avant d’isoler le cœur, soit dans la 

solution qui le perfuse assure une protection, cependant celle ci n’est optimale que lorsque le 

safran est administré à la reperfusion.  En se basant sur les paramètres sus mentionnés, le safran 

agirait via ses propriétés antioxydantes.   

 

Les travaux associant DOX, IR et safran que nous avons menés sur le cœur isolé de lapin sont 

uniques et originaux, il existe dans ce contexte une étude par Joukar et al., (2010) qui rapporte un 

effet protecteur du safran chez le cœur ischémique de rat. D’autres études ont rapporté un effet 

protecteur du safran sur la cardiotoxicité induite par l’isoprotérénol (Goyal et al., 2010; Sachdeva 

et al., 2012). Quant aux travaux de Ajami et al., (2010) les extraits de safran semblent aussi 

efficace dans la protection de la nephrotoxicité.  

  

Le travail ex vivo a été complété par une étude sur les cardiomyocytes H9c2 en culture qui nous 

a permis de montrer l'effet protecteur des extraits de safran sur la viabilité cellulaire, la 

cytotoxicité, les voies de signalisations activées, la condensation de la chromatine, ainsi que 

l’implication du mPTP et des caspases dans des conditions d’ischémie/reperfusion et suite au 

traitement par la doxorubicine.  

 

Nous nous sommes d'abord intéressés aux effets du safran et de la doxorubicine sur la viabilité 

des cardiomyocytes H9c2 soumis à une période d'ischémie/reperfusion simulée. Les résultats 

montrent une diminution significative de la viabilité cellulaire suite à DOX et IR. Par contre, le 

traitement par les  extraits  de  safran  (16  h, dose optimale 10 µg/mL) durant la reperfusion 

cause une augmentation de la viabilité cellulaire de 46% et une diminution du taux de LDH de 

52%. De plus, le marquage avec le Hoechst 33258 montre une élévation de l'apoptose et de la 

condensation de la chromatine suite à DOX et IR qui est significativement inhibée avec le safran 

à la reperfusion. Ce qui suggère un rôle cardioprotecteur anti-apoptotique du safran sur les 

cellules H9c2. Par contre, le traitement par le safran avant la période d'IR a légèrement affecté la 
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viabilité cellulaire et le taux de LDH sans offrir un effet cardioprotecteur significatif. Ce qui 

suggère que l'effet prolifératif du safran sur les cardiomyocytes pourrait provenir de son action 

anti-oxydante contre les RLO générés par IR et DOX. Plus particulièrement, le safran pourrait 

avoir un rôle de piégeur de RLO à la reperfusion plutôt que protecteur avant l'ischémie. De plus, 

nous avons démontré que l'effet cardioprotecteur anti-apoptotique du safran provient 

spécifiquement de la crocine, son principal métabolite actif. 

 

Pour étudier l'apoptose, il est important de confirmer les résultats par différentes méthodes. Nous 

avons utilisé le marquage au Hoechst, détecté les modifications de la perméabilité membranaire 

et étudier l'activité des caspases 3. 

 

Nous avons montré que l’ischémie et le traitement par la doxorubicine pourraient induire 

l'altération de la perméabilité membranaire mitochondriale  dans les cellules intactes. Ainsi, à la 

fin de la reperfusion, le potentiel de membrane s'effondre significativement. Nos résultats ont 

démontré que cette diminution est prévenue par le safran. Par conséquent, cette modification 

pourrait être interprétée comme une ouverture du mPTP et l’utilisation du safran à la reperfusion 

a prévenue l’ouverture de ces pores. Plusieurs études antérieurs ont montré que l’IR peut induire 

l’apoptose, un dysfonctionnement mitochondrial, une fragmentation de l’ADN ainsi que 

l’activation des caspases avec une inhibition de la chaine respiratoire et un relargage du 

cytochrome c. Ces modifications commencent lors de l'ischémie et s’accentuent pendant la 

reperfusion. Par conséquent le mPTP est impliqué dans les perturbations de la mitochondrie 

(Borutaite & Brown, 2003). D'autres études sur des myocytes ventriculaires ont montré un 

relargage du cytochrome c et une activation du phénomène de l’apoptose lors de l’IR qui peuvent 

être prévenus par l’utilisation des inhibiteurs du mPTP. Ceci suggère aussi une ouverture du 

mPTP pendant l’IR (Halestrap et al., 2004). Nos résultats suggèrent l’implication du mPTP dans 

l'induction des effets délétères dus à l’ischémie/reperfusion avec le traitement par la 

doxorubicine. En effet, nous avons montré que la DOX exacerbe les dommages de l'IR au niveau 

de la perte du potentiel de membrane mitochondriale et l'ouverture des mPTP. Le safran en 

contrepartie, permet de réguler ce phénomène et diminuer les dommages mitochondriales. L'effet 

cardioprotecteur du safran contre les dommages de l’ischémie/reperfusion et de la doxorubicine 
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sur la mitochondrie est attribué à son rôle d'inhibiteur des mPTP et de piégeur de RLO dont la 

production excessive suite à IR et DOX entraine l’ouverture des canaux mPTP. 

Enfin, pour confirmer nos résultats, nous avons mis en évidence l'activité des caspases 3. En 

effet, les caspases 3 effectrices sont des cystéines protéases, activées lors d’altérations cellulaires 

et permettent l’exécution de l'apoptose en clivant spécifiquement un certain nombre de protéines 

intracellulaires essentielles. Les caspases participent à la fragmentation de l’ADN et du noyau, 

aux changements morphologiques, à l'activation des endonucléases et à la dégradation des 

protéines anti-apoptotiques (Bcl-2). Il a été démontré que la voie d'activation des caspases 

effectrices a un rôle crucial dans la cardiotoxicité provoquée par les RLO suite à 

l’ischémie/reperfusion et la diminution de la fonction cardiaque (Yaoita et al., 1998). Ainsi, nos 

résultats mettent en évidence l'activité de la caspase 3 dans les cellules cardiaques ayant subit 

l'IR et un traitement par la DOX. La doxorubicine induit une augmentation supplémentaire 

significative de l'activité de la caspase 3 qui est déjà élevée suite à l'IR par rapport au control. Par 

ailleurs, nous avons démontré que dans les cellules traitées avec le safran, l'inactivation des 

caspases 3 permet de prévenir l'apoptose des cardiomyocytes. Ceci pourrait suggérer une 

protection par le safran contre les RLO produits par la DOX et la reperfusion qui déclenchent 

l'activation des caspases effectrices. Ceci laisse présager une éventuelle augmentation de 

l'expression de Bcl-2 (anti-apoptotique) et diminution de BAX et BAD (pro-apoptotique). Les 

résultats obtenus affirment donc le rôle protecteur anti-oxydant et anti-apoptotique des extraits de 

safran au niveau de l'inhibition des caspases 3. 

 

Du point de vue signalisation cellulaire, il a été démontré que l'IR et la DOX induisent des dégâts 

myocardiques en activant les voies pro-apoptotiques de réponse au stress de la famille des 

MAPK comme P38 et JNK (c-Jun N-terminal kinases). Cependant, le tissu cardiaque essaye 

d'activer parallèllement les cascades anti-apoptotiques de la voie RISK comme PI3K/AKT et 

ERK 1/2 afin de promouvoir une protection au myocarde. C'est la balance entre les voies pro- et 

anti-apoptotiques qui détermine la mort ou la survie des cardiomyocytes qui va dicter le devenir 

du myocarde. Les stratégies thérapeutiques actuelles ont pour but d'activer de manière plus 

soutenue les voies de survie.  
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Nous avons montré que le safran a un fort pouvoir anti-oxydant et anti-apoptotique et avons 

déterminé les événements moléculaires responsables de ses effects cardioprotecteurs vis-à-vis 

des atteintes de la reperfusion et de la doxorubicine. Nous avons utilisé deux modèles, ex vivo et 

in vitro pour révéler les mécanismes de cardioprotection du safran. Plus particulièrement, son 

rôle sur les voies de signalisations pro-apoptotique (P38 MAPK) et anti-apoptotique 

(PI3K/AKT/mTOR et ERK 1/2). De plus, l'effet du safran sur les protéines contractiles, α-

Actinine, MLC, Troponine C et Troponine T. Ces molécules ont un rôle essentiel pendant le 

processus de contraction-relaxation du cœur et régulent la formation de l'actine-myosine. Nos 

résultats montrent l’efficacité de la protection apportée par le safran contre les dommages 

cardiaques de l'IR et de la DOX. L'activation de la voie RISK serait cruciale pour cette 

cardioprotection. En effet, la phosphorylation de AKT et ERK 1/2 suite au traitement par le 

safran durant la reperfusion prouve l'implication de cette voie dans la survie des cœurs isolés (ex 

vivo) et des cardiomyocytes (in vitro). Une fois activée par PI3K, AKT phosphorile à son tour 

les protéines pro-apoptotique BAD et BAX pour les inhiber et renforcer leur état inactif.  

 

Nos résultats sont conformes avec plusieurs études de la littérature qui montrent le rôle 

cardioprotecteur de molécules comme les adénosines, opioïdes, bradykinines... suite à l'IR via 

l'activation de AKT et ERK 1/2 (Chiari et al., 2005; Hausenloy & Yellon, 2006). Nous avons pu 

observer que mTOR semble aussi impliquée dans la protection fournie par le safran à la 

reperfusion. mTor étant la cible de AKT, nous observons suite au traitement par le safran, la 

phosphorylation de mTOR et celle de ses cibles p70S6K et 4EBP1/eIF4E. La voie de survie 

mTOR/4EBP1/eIF4E, impliquée lors de l’initiation de la traduction, semble ainsi intervenir lors 

du conditionnement par le safran sur le modèle du cœur isolé perfusé de lapin et donc induire des 

modifications traductionnelles participant à la réponse adaptative à l’IR et la DOX. En effet, 

mTOR régule les phosphorylations et les fonctions de nombreuses protéines impliquées dans la 

traduction des ARNm (ARN messagers). mTOR induit d'une part la phosphorylation/activation 

de p70S6K. L’activation de p70S6K entraîne la phosphorylation de la protéine S6, capable 

d’activer la traduction d’ARNm codant pour des protéines ribosomales et d’autres facteurs de 

transcription, ce qui augmente la synthèse protéique. p70S6K peut également phosphoryler BAD 

et par suite inhiber son rôle pro-apoptotique (Shahbazian et al., 2006). D'autre part, mTOR peut 

également stimuler la traduction en phosphorylant directement le facteur d’initiation 4EBP1. 
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Cela entraîne une perte d’affinité de 4EBP1 pour eIF4E qui va ainsi pouvoir former un complexe 

avec d’autres partenaires requis pour l’initiation de la traduction. D'autre part, l'activation de P38 

suite à IR et DOX laisse penser à une activation des protéines pro-apoptotiques (BAX et BAD) 

(Guo et al., 2013). Le safran inverse ce phénomène en inactivant P38 et en préservant les voie de 

survie AKT et ERK 1/2, ce qui favorise la prolifération cellulaire. En outre, la régulation des 

niveaux d'expression des protéines contractiles α-Actinine, MLC, Troponine C et Troponine T 

observées suite au traitement par le safran explique son rôle protecteur au niveau de la 

contraction et relaxation cardiaque.  

 

Les résultats concernant la partie moléculaire sur les cœurs isolés de lapin et sur les 

cardiomyocytes H9c2 montrent que le safran active les mêmes voies de signalisation ex vivo et 

in vitro, ce qui confirme l'effet du safran sur ces voies de survie cellulaire. Enfin, nous suggérons 

que le stress oxydatif et la production de RLO par la reperfusion et la doxorubicine est un 

événement clé qui cause l'état de stress et l'apoptose des cellules cardiaques dans les deux 

modèles utilisés. Le safran, par son action anti-oxydante, pourrait avoir un effet de piégeur de 

RLO à la reperfusion en passant par l'activation des voies anti-apoptotique de cardioprotection 

pour maintenir la survie cardiaque. 

 

En guise de fin, la plupart des recherches concernant le safran mettent en évidence son pouvoir 

antitumoral (Samarghandian & Borji, 2014; Bolhassani et al., 2014); nous avons montré l’autre 

face de la médaille, le safran à des doses modérées est un agent chimioprotecteur dans les 

cardiomyocytes. Cet effet de chimioprotection du safran est déjà connu mais n’a pas été 

développé (Abdullaev & Espinosa-Aguirre, 2004). Le même scenario a été décrit pour le 

curcumin une épice très proche du safran (Goel & Aggarwal, 2010). Le safran serait ainsi un 

agent qui pourrait constituer un traitement adjuvent en cancérothérapie. 

 

 

۞  ۞  ۞ 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Espinosa-Aguirre%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15582266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aggarwal%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20924967
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Conclusion 
 

Dans les conditions expérimentales que nous avons adoptées, nous pouvons conclure que: 

1) Les extraits méthanol/eau préparés à partir des stigmates du safran cultivé au Liban possèdent 

une activité antioxydante manifeste due principalement à la crocine.  
 

2) Perfusés dans la circulation coronaire du cœur isolé de lapin les extraits de safran  

- s’avèrent toxiques à une dose supérieure à 100 µg/ml ; une dose optimale de 10 μg/mL a été 

ainsi optée.  

   - protègent le myocarde contre la toxicité de la doxorubicine ajoutée à la solution de perfusion 

et contre les radicaux libres de l’oxygène générés par électrolyse de cette solution. 

   - protègent le myocarde contre les dommages provoqués par la doxorubicine délivrée à la 

reperfusion suite a une ischémie globale de 30 min.  
                

Ceci en améliorant le recouvrement de la fonction mécanique cardiaque, en diminuant 

les arythmies et en majorant le profil antioxydant du myocarde. 
 

3) Chez les lapins traités pendant 21 jours avec des extraits de Safran par voie orale et la 

doxorubicine par voie ip, une protection efficace a été obtenue chez les cœurs qui ont été isolés 

par la suite et soumis à une ischémie globale suivie de  reperfusion.  
 

4) Les extraits de safran semblent inhiber l'apoptose induite par l’ischémie/ reperfusion et la 

doxorubicine en activant la voie de survie AKT/mTOR, en augmentant le niveau de Troponine T 

et en inhibant l'expression de p-P38 tel que montré par les analyses de Western blot.  
 

5) La mort des cardiomyocytes induite par la doxorubicine et l'ischémie/reperfusion est un 

processus apoptotique.  

6) La doxorubicine exacerbe les dommages de l'ischémie/reperfusion au niveau de la viabilité 

cellulaire, des voies de signalisations impliquant AKT/P70S6K et ERK 1/2, des protéines 

contractiles α-Actinine, Troponine C et MLC, de la condensation de la chromatine, du potentiel 

membranaire mitochondriale et des caspases. 

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=iVvmi6S3twp9bM&tbnid=k2Obiv069hwCzM:&ved=0CAUQjRw&url=http://physique-appliquee.net/banque_images/picture.php?/1859&ei=VZS_U83lLIfI0AXU7IDADQ&psig=AFQjCNH96o3YPxL3kpD2yJJNQDyrUuKV4Q&ust=1405150673300202
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7) La protection par le safran passe par l'augmentation de la viabilité des cardiomyocytes, la 

diminution de la cytotoxicité, l'activation des voies de signalisations de prolifération 

PI3K/AKT/P70S6K et ERK 1/2 MAPK, l'augmentation de l'expression des protéines contractiles 

α-Actinine, Troponine C et MLC, la diminution de la dégradation du noyau, la prévention de 

l’ouverture de pores mPTP et l'inibition des caspases 3 effectrices. 

8) Le traitement par les extraits de safran à la reperfusion contrebalance les dommages 

cardiaques de l'IR et de la DOX. L'effet cardioprotecteur du safran provient de son action anti-

apoptotique et anti-oxydante sur les cardiomyocytes. Plus particulièrement, nous suggérons son 

rôle de piégeur de radicaux libres à la reperfusion plutôt que préventif avant l'ischémie, afin de 

diminuer les dommages causés par le stress oxydatif. 

 

 

 

 

۞  ۞  ۞ 
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Perspectives 
 

Comme suite logique aux travaux de cette thèse, il serait intéressant d'étudier l'effet de la 

doxorubicine et du safran en condition tumorale. Ceci pourrait être réalisable  sur un modèle 

animal porteur de tumeur solide (une xénogreffe sous-cutanée de tumeur chez la souris peut être 

effectuée) ; ou une leucémie. Le but est de montrer que les extraits de safran possèdent une 

activité anti-tumorale qui s’ajoute à celle de la doxorubicine sur les cellules cancéreuses tout en 

préservant le myocarde de la cardiotoxicité de la doxorubicine. Les résultats seront évalués par 

rapport à la diminution du volume tumoral et le poids corporel. Au niveau cellulaire, on peut 

préconiser (idéalement) une inhibition de l’apoptose par les extraits de safran dans les 

cardiomyocytes soumis à la doxorubicine alors que  ces mêmes extraits (selon la dose utilisée) 

seraient capables de déclencher l’apoptose des cellules tumorales. 

Au niveau des cardiomyocytes H9c2, une première perspective serait de tenter de confirmer 

l’implication des voies de signalisation dans la sévérité accrue des lésions de l'IR et la DOX et la 

protection cardiaque offerte par les extraits bruts du safran ainsi que les composés actifs. Dans ce 

contexte, il serait intéressant d'utiliser des inhibiteurs pharmacologiques pour confirmer le rôle 

cardioprotecteur de PI3K (inhibée par la wortmannine) et de mTOR (inhibée par la rapamycine). 

De plus, il semblerait aussi essentiel de tester les mêmes protocoles par western blot sur les 

niveaux d'expression de BAX, BAD et Bcl-2 qui apparaissent impliqués dans le phénomène de 

cardioprotection.  

 

Par ailleurs, nous avons rapporté que la production de RLO par IR et DOX ensemble, pourrait 

être à l’origine de l’exacerbation des dommages cardiaques et que le traitement par le safran à la 

reperfusion pourrait, par son rôle antioxydant, piéger les RLO. Ainsi, il semblerait approprié, 

dans ce modèle de cardiomyocytes in vitro, d’évaluer le taux de RLO suite à IR, DOX et SAF. 

Ceci pourrait être effectué par un marquage fluorescent au dihydroéthidium. 

 

De plus, une identification des cellules en apoptose pourrait être effectuée par cytométrie en flux. 

Le but étant de compléter l'étude de l’implication de l'apoptose dans la sensibilité accrue du 

myocarde à l’IR et la DOX et confirmer le rôle protecteur du safran dans la diminution du 

nombre des cardiomyocytes qui entrent en apoptose. 
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Résumé  
Effet protecteur du safran contre la cardiotoxicité de la doxorubicine en condition ischémique   
La doxorubicine (DOX) est un médicament très efficace utilisé en chimiothérapie pour traiter de nombreuses 
tumeurs. Cependant, son utilisation clinique est limitée par des effets secondaires cardiotoxiques sévères causés par 
une augmentation de production de radicaux libres de l’oxygène (RLO) et de l'apoptose. De surcroit, une 
chimiothérapie pourrait être indiquée dans le cadre d’une ischémie cardiaque sous jascente. Dans cette thèse, nous 
avons donc examiné au niveau du cœur isolé de lapin et des cardiomyocytes en culture; d’une part, la cardiotoxicité 
de la DOX en association avec une ischémie/reperfusion (IR) myocardique et d’autre part, la cardioprotection 
assurée dans ces conditions par un antioxydant naturel puissant, le safran (SAF). D’après les études 
cardiodynamiques, anatomopathologiques et biochimiques sur des cœurs isolés; il apparaît que le SAF protège 
significativement le cœur de la toxicité aigüe et chronique de la DOX lors de la reperfusion. De plus, le SAF inhibe 
l'apoptose induite par IR et DOX en activant la voie de survie AKT/mTOR, en augmentant le niveau de Troponine T 
et en inhibant l'expression de p-P38. Les études in vitro suggèrent que le SAF a un effet protecteur contre les lésions 
cardiaques de l’IR et de la DOX par réduction de l’apoptose et des RLO. Le SAF active les voies de survie 
AKT/P70S6K et ERK; augmente l'expression des protéines contractiles; inhibe les pores de transition mitochondrial 
et diminue l'activité des caspases 3. En outre, l'effet protecteur du SAF serait attribué à la crocine, son métabolite 
actif principal. Pris ensemble, nos données indiquent que la DOX exacerbe les lésions myocardiques de l’IR. Le 
traitement par le  SAF à la reperfusion pourrait exercer des effets cardioprotecteurs contre la toxicité induite par la 
DOX via son activité antioxydante. Ainsi, nos travaux sur le safran se révèlent fort intéressants dans le 
développement d’une stratégie thérapeutique antioxydante potentielle afin de limiter la toxicité cardiaque de la 
DOX, ouvrant la voie à de futurs essais cliniques.  
Mots clés: Antioxydants, stress oxydatif, anthracycline, ischémie, cardiotoxicité. 
 
Abstract 
Protective effect of saffron against doxorubicin cardiotoxicity in ischemic conditions 
Doxorubicin (DOX) is a highly active chemotherapeutic drug used to treat many tumors. However, its clinical use is 
limited by severe cardiotoxic side effects. Previous studies have shown that DOX-induced cardiotoxicity is mainly 
mediated through increased oxidative stress and apoptosis. In addition, DOX could be indicated in the context of a 
myocardial ischemia. In this thesis we investigated, in isolated rabbit heart and cultured cardiomyocytes, the 
cardiotoxic effects of DOX in conditions of ischemia/reperfusion (IR). We also studied whether saffron (SAF), a 
natural compound that showed potent antioxidant activity, could exert cardioprotection against DOX and IR 
toxicity. According to cardiodynamic, pathological and biochemical studies on isolated hearts, it appears that SAF 
protect the heart significantly from the acute and chronic toxicity of DOX during reperfusion. Furthermore, SAF 
inhibited IR and DOX-induced apoptosis by activating the AKT/mTOR survival pathway, increasing Troponine T 
and inhibiting p-P38 expression. In vitro studies suggested that SAF has a protective effect against IR and DOX-
induced cardiac apoptosis through scavenging free radicals and reducing oxidative stress. SAF cardioprotection is 
mediated by activating AKT/P70S6K and ERK survival pathways; increasing contractile proteins expression; 
inhibiting mitochondrial permeability transition pore and decreasing caspase 3 activity. In addition, protective 
activities of SAF belong to crocin, its major active metabolite. Taken together, our findings indicate that DOX 
exacerbates IR myocardial injury. The SAF treatment at reperfusion could exert cardioprotective effects against 
DOX induced toxicity by its antioxidant activity. Thereby, saffron offers a potential novel antioxidant therapeutic 
strategy to counteract doxorubicin cardiotoxicity, paving the way for future clinical trials. 
Key words: Antioxidant, oxidative stress, anthracycline, ischemia, cardiotoxicity. 
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