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Abstract

Abstract

Nitrogen monoxide is a natural, radical free and unstable compound, produced by the
bacteriological reduction of nitrates and nitrites in soil and water, and the enzymatic oxidation
of L-arginine in animals. It is biosynthesized by finely regulated enzyme systems called NO-
synthases, the NO is oxidized almost completely to nitrite, where it remains stable for several
hours. NO and nitrite are rapidly oxidized with nitrate in the whole blood.

Inflammation is an organism's non-specific response to a harmful physical or chemical
stimulus or microbial toxin and is involved in many pathologies such as inflammatory bowel
diseases, consisting of several stages in each of which NO plays a role. Nitric oxide would
have a complex effect, both pro- and anti-inflammatory depending on its concentration and
cellular environment.
an increase in the production of NO, illustrating the central role in the defense against
infections, but the cytotoxic effects of NO initially assumed directly on infectious agents also
relate to host tissues and result in tissue destruction,Or results in the inhibition of factor
activity of iINOS expression.

Ginkgo biloba extract (GBE) contains many different glycosides and terpenoides
flavone. Several previous studies have shown that GBE exhibits a variety of biological
activities, including antioxidant action and anti-inflammatory properties.

In this study, after mentioning the effect of Ginkgo biloba on the production of nitrites during
various inflammatory diseases, EGb 761 has a protective effect, which may be related to its
anti-oxidant properties and suppressions of immune cell accumulation and iNOS-induced NO
generation. It also affects the genetic expression of iINOS that produces NO. because it
contains antioxidants, which work to resist free radicals that can accelerate the onset of aging,
and damage to cells and tissues, help in the treatment of infections, especially those associated

with infections.

Keywords: Nitrogen monoxide, Nitrite, Ginkgo Biloba, Inflammatory disease.
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Résumé

Résumé

Le monoxyde d’azote est un composé naturel, radical libre et instable, produit de la
réduction bactériologique des nitrates et nitrites dans le sol et les eaux, et de 1’oxydation
enzymatique de la L-arginine chez les animaux. Il est biosynthétisé par des systemes
enzymatiques finement régulés appelés NO-synthases, le NO est oxydé presque complétement
au nitrite, ou il reste stable pendant plusieurs heures. Le NO et le nitrite sont rapidement
oxydeés en nitrate dans le sang entier.

L’inflammation est la réponse non spécifique d’un organisme a un stimulus physique ou
chimique nocif ou a une toxine microbienne et est impliquée dans de nombreuses pathologies
comme les maladies inflammatoires intestinales, elle est composée de plusieurs étapes dans
chacune desquelles NO joue un rdle. L’oxyde nitrique aurait un effet complexe, a la fois pro-
et anti-inflammatoire en fonction de sa concentration et de I’environnement cellulaire.
une augmentation de la production de NO , illustrant le r6le central dans la défense contre les
infections , mais les effets cytotoxiques du NO initialement supposés directement sur les
agents infectieux portent aussi sur les tissus hotes et entrainent des destructions tissulaires ,Ou
entraine l'inhibtion de [’activité de facteurs de I'expression d'iNOS.

L’extrait de ginkgo biloba (GBE) contient de nombreux glycosides et terpenoides flavone
différents. Plusieurs études antérieures ont démontré que GBE présente une variété d’activités
biologiques, y compris une action antioxydant et des propriétés anti-inflammatoires. Dans
cette étude, aprés avoir mentionné I'effet du Ginkgo biloba sur la production des nitrites lors
des différentes maladies inflammatoires, ’EGb 761 a un effet protecteur, qui peut étre liée a
sa propriété anti oxydative et aux suppressions de 1’accumulation des cellules immunitaires et
de la génération de NO induite par | iINOS. Elle affecte également a I'expression génétique
de i NOS qui produit de NO. Car il contient des antioxydants, qui travaillent a résister aux
radicaux libres qui peuvent accélérer 1’apparition du vieillissement, et des dommages aux
cellules et aux tissus, aider dans le traitement des infections, en particulier ceux associés aux

infections.

Mots clés: Le monoxyde d’azote, Nitrite, Ginkgo Biloba, Les maladie inflammatoire.
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Introduction

Introduction

Le NO, considéré comme la plus petite biomolécule inorganique, est un gaz instable, qui
joue un réle important dans le cerveau en général, et dans les fonctions neuroendocrines en
particulier. Il est synthétise a partir de la l-arginine par ’enzyme NO synthase (NOS) et
diffuse rapidement de son lieu de production selon un gradient de concentration. Le NO peut
agir comme neurotransmetteur / neuromodulateur de la plupart des fonctions biologiques du
systeme nerveux central) (Gharbi et al., 2004). NO, réagit dans I’eau avec de 1’oxygene et
ses intermédiaires réactifs pour produire d’autres radicaux (par exemple NO2), des anions
modérément stables (NO2), des anions tres stables (NO3), des oxydes plus élevés instables
(par exemple N203) et des peroxydes instables (par exemple ONOO). A faible pH,
I’accumulation de nitrite (NO2) peut étre protoné a I’acide nitreux, qui peut se désactiver pour
refournis NO. NO peut réagir avec des thiols pour donner des formes de stockage (RSNO)
qui peuvent redonner un réactif a 1’électron, sulthydryphile, nitrosonium (NOC). Dans les
milieux biologiques, la plupart de ces formes sont susceptibles d’apparaitre en quelques
secondes aprés NOS devient catalytique ment actif. Stamler a décrit les conditions qui
peuvent conduire I’un ou I’autre a prédominer dans certains paramétres (MacMicking et al.,
1997).

La réaction inflammatoire est la réponse de I’organisme a une agression ayant pour origine
des éléments physiques : chaleur, froid, rayonnements ionisants... ou des ¢léments solides
exogenes ou endogenes : pathogeénes microbiens, piqlre d’insecte, produits chimiques ou
biologiques, composés issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps
cytotoxiques, cytokines...)

Suite a une plaie avec une breche vasculaire on observe une réaction locale immédiate
(douleur, phase vasculaire) ainsi que la mise en jeu du systtme de 1’hémostase et le
recrutement des cellules inflammatoires (Zerbato, 2010).

L’oxyde nitrique aurait un effet complexe, a la fois pro- et anti-inflammatoire en fonction
de sa concentration et de I’environnement cellulaire. En effet, NO a faibles concentrations
inhibe I’expression des molécules d’adhésion, la synthése des cytokines ainsi que I’adhésion

et la migration des leucocytes (Parent, 2012).
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Introduction

Le gingko biloba est un arbre originaire de la Chine, ou il existe depuis des milliers
d'années, et un des arbres les plus anciens de la planéte. Cet arbre produit un fruit qui porte
une graine en son centre. A l'origine, I'extrait de ginkgo était préparé a la fois a l'aide de cette
graine et des feuilles de l'arbre. Aujourd'hui, l'extrait de ginkgo biloba que I'on retrouve
partout est préparé uniquement a partir des feuilles. La préparation uniformisée, appelée «
EGb 761 », contient des glucosides de ginkgo-flavonol et des lactones terpéniques (6 %),
comme les ginkgolides A, B, C, J et le bilobalide! L'engouement de la population générale
pour le ginkgo biloba est attribuable aux allégations selon lesquelles le ginkgo biloba améliore
la concentration et la mémoire. Parce que le ginkgo biloba contient plusieurs composés, ses
effets sont divers, a savoir : Effets antioxydants, Effets vasodilatateurs et Effets
antiplaquettaires. (Peter Lin, 2001. GBE est prescrit pour les maladies vasculaires cérébrales
et périphériques, GBE a été rapporté pour affecter I’agrégation de plaquettaire, les dommages
endothéliaux et I’inflammation (Kim et al., 2005).

Dans ce travail, nous avons étudié le réle efficace joué par la ginkgo biloba dans les
maladies inflammatoires ou nous allons mentionner certaines de ces maladies et les traiter en
utilisant Ginkgo biloba et prouver son efficacité comme un anti-inflammatoire d’une part et

aider le systéme immunitaire et sa relation avec les cellules immunitaires.

Page 3



Chapitre 1
Le monoxyde d’azote (NO).



Effet de extrait standardisé du Ginkgo Biloba sur la production des nitrites lors des maladies inflammatoires.

Chapitre 1 : Le monoxyde d azote (NO).

Chapitre 1 : Le monoxyde d’azote (NO)

|. Généralités :

Le NO est un élément radicalaire présent sous forme gazeuse, lui conférant ainsi un fort
pouvoir de diffusion dans les milieux biologiques. Sa demi-vie est courte, de moins de 5
secondes, du fait de sa rapide oxydation par 1I’oxyhémoglobine en nitrates et nitrites, le NO
est produit dans un nombre important de types cellulaires, tels que les cellules du systéme
immunitaire (leucocytes, macrophages, lymphocytes et cellules dendritiques), mais aussi les
neurones, les hépatocytes, les cardiomeoyocytes, les cellules musculaires squelettiques... Par
sa nature radicalaire, le NO réagit trés activement avec de nombreuses substances, dont les
dérivés radicalaires de 1’oxygene et les métalloprotéines possédant un noyau héminique. De
ce fait, il possede une forte affinité pour I’hémoglobine, et est donc un puissant régulateur de

son activité biologique (Besnier et al., 2015).
I1. Le monoxyde d’azote (NO) :
1. Définition :

Le monoxyde d’azote est un compos¢ naturel, radical libre et instable, produit de la
réduction bactériologique des nitrates et nitrites dans le sol et les eaux, et de I’oxydation
enzymatique de la L-arginine chez les animaux. Il est bio synthétisé par des systémes
enzymatiques finement régulés appelés NO-synthase. C’est un médiateur biologique
ubiquitaire dont les fonctions passent de fonctions physiologiques a des mécanismes
pathophysiologiques. Dans les conditions normales de température et de pression, le
monoxyde d'azote (NO) est un gaz incolore a I'état pur. NO est un radical constitué d'un
atome d'azote et d'un atome d'oxygéne liés par une double liaison (Figurel) (Blibek, 2009).

Figure 1 : structure de la molécule NO (Blibek, 2009).
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Chapitre 1 : Le monoxyde d azote (NO).
2. Propriétés physico-chimiques du NO :

Le NO a une faible solubilit¢ dans 1’eau, 57 mg/L. Cependant, il est soluble dans les
solvants apolaires ce qui lui permet de traverser les membranes cellulaires. 1l diffuse
rapidement & travers les tissus ou il réagit avec de nombreuses especes. Dans les milieux
biologiques, le NO a une demi-vie trés courte allant de 1 a 5 secondes. Sa faible solubilité et

sa demi-vie courte expliqguent son action locale (Figure 2) (Genestier, 2016).

/. N\
N=0,

Figure 2 : Formule semi-développée du monoxyde d’azote. Formule brute : NO. Masse
molaire : 30 g/mol. Le NO est constitué d’un atome d’azote (N) lié a2 un atome d’oxygéne
(O) par une double liaison. La nature radicalaire du NO est due a la présence d’un

électron libre non apparié (Genestier, 2016).

3. Transport du NO :

Dans les conditions physiologiques, le transport du NO s’effectue par couplage a des
protéines ou a des peptides porteurs de groupements thiols. Ce couplage permet de le
stabiliser et de former des molécules biologiquement actives sa faible solubilité lui permet de

diffuser a travers les membranes cellulaires.

*

% S-nitrosohémoglobine : La S-nitrosohémoglobine est produite par S-nitrosation. Le
groupement NO se fixe sur un groupement thiol de I’hémoglobine par une liaison
covalente.

% S-nitrosoglutathion : Le S-nitrosoglutathion est un tripeptide composé d’un résidu L-

y-glutamyl, d’un résidu glycine et enfin d’un résidu L-cystéinyl ou se trouve le

groupement thiol. 1l peut étre obtenu par métal-nitrosation ou par addition directe du

NO sur le glutathion reduit. Le tripeptide est degradé dans le 17 sang grace a une
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cascade de réactions. Il en découle une libération du NO. Le glutathion sert de
réservoir endogene de NO.

% S-nitrosoalbumine : La S-nitrosoalbumine est formée par fixation du NO sur un
résidu cystéine de I’albumine. La S-nitrosoalbumine est un S-nitrosothiol possédant
une demi-vie de quelques heures et une activité vasodilatatrice. Ce complexe est le

principal réservoir de NO au niveau du plasma (Genestier, 2016).

4. Origine exogene et endogene du NO :

La synthése endogéne du NO a lieu a partir d’un acide aminé grace a une famille
d’enzyme, le nitrique oxide synthase (NOS). Il peut également provenir de la réduction des

ions nitrites déja présents dans 1’organisme.

Toutefois, dans I’environnement extérieur, 1’air peut étre un vecteur exogéne du NO. En
effet, il peut provenir des installations de chauffage, des centrales thermiques de production

¢lectrique, des usines d’incinération et des automobiles (Genestier, 2016).

5. NO synthase (NOS) :
5.1. Définition :

Les NOS permettent la production du NO et de citrulline & partir de la L-arginine,
d’oxygene et de NAPDH via un processus enzymatique impliquant un certain nombre de
cofacteurs indispensables (tétrahydrobioptérine BH4, falvineadénine dinucléotide FAD et
flavine mononucléotide FMN. Ces enzymes possédent un site catalytique de type réductase
permettant le transfert d’électrons a partir du NADPH vers ’héme du site oxygénase. Ce
dernier entraine la transformation en tant que telle de 1’arginine en citrulline et NO (Besnier

et al., 2015).
5.2. Les isoformes de la NO synthase :

Identifiées pour la premiére fois en 1989, les trois isoformes de la NO synthase ont été
clonés et purifiés entre 1991 et 1994 (Tableaul) (Magali, 2013).
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Tableau 01 : Caractéristiques des trois types de NO-synthase humaine (Blibek, 2009).

NOS-I NOS-1I NOS-III
Type Constitutive Inductible Constitutive
Cytosol,
Localisation cellulaire | Cytosol Cytosol Membrane,
Mitochondries
Masse Moléculaire
160 130 133
en kDa
Localisation du géne | Chromosome 12, | Chromosome 17, | Chromosome 7, région
humain région 12q24 région 17 qll1.2 7q35-36
o Augmentation de la Exprcssmn. stimulée Augmentation de la
Activation o par cytokines et/ou| 2
[Ca ] endotoxines [Ca ]

- La NOS neuronale exprimée de maniére constitutive et prédominante dans le cytoplasme
des cellules du systtme nerveux central. Elle est activée par 1’augmentation de la

concentration calcique intracellulaire ;

- La NOS inductible présente dans le cytoplasme des macrophages (mais aussi, en moindre
mesure, dans les hépatocytes, les neutrophiles, les cellules pancréatiques et les cellules
endothéliales). Elle aussi est activee par 1’augmentation de la concentration calcique
intracellulaire, aprés action d’un stimulus inflammatoire (TNFa, IL-1, lipopolysaccharide
bactérien...). Précisent que c’est la stimulation des lipopolysaccharides, des cytokines et

d’autres agents qui induit I’expression de la NOS inductible des macrophages ;

- La NOS endothéliale, exprimée de facon constitutive et associée aux membranes
plasmiques et a ’appareil de Golgi des cellules endothéliales, des plaquettes et des cellules
mésangiales rénales. Elle est également activée par une augmentation de la concentration

calcique intracellulaire (Magali, 2013).
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5.3. Structure des NO synthase :

Les NOS sont associés en diméres et donc, formées de deux sous unités. Chaque sous
unité, posséde deux domaines : un domaine réductase a 1’extrémité C-terminale et un
domaine oxydase a I’extrémité N-terminale. Le domaine réductase posséde deux flavines
(FMN pour flavine mono nucléotide et FAD pour flavine adénine dinucléotide) et un site de
fixation pour le NADPH. Le domaine oxydase possede un héme, un coenzyme particulier ; la
tétrahydrobioptérine (BH4) et un site de fixation pour la L-arginine. Les deux domaines sont
reliés par un pont protéique capable de fixer une molécule de calmoduline (Figure3) (Magali,
2013).

Site de fixation
pour NADPH

Site de fixation
pour la L-arginine

Figure 3 : Structure d’une sous-unité d’une NO synthase(Magali, 2013).
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5.4. Types de régulation de NOS :

La NOS II est régulée par I’activation de la transcription de son géne par des associations
de cytokines (INFy, TNFa, IL-1) et/ou par des molécules d’origine bactérienne
(lipopolysaccharide LPS), I’activité de la NOS inductible (NOS II) est indépendante des ions

calcium, car elle est fortement couplée a la calmoduline.

L’induction est inhibée par les glucocorticoides, les TGFp et les interleukines 1L-4, IL-10 ou
I’IL-13. L’action de I’IL-6 et de I’IL-8 semblent rester sans effet.

Les NOSI et III ne sont actives qu’aprés couplage a la calmoduline, qui intervient comme
interrupteur permettant le flux d’¢électrons au sein de 1’enzyme, ce qui explique que 1’activité
de ces deux isoformes soit régulée par la concentration en Ca 2+ qui assure le couplage a la
calmoduline (Blibek, 2009).

5.5. Régulation de I’expression et de ’activité INOS :

Considérant les multiples effets physiologiques et pathologiques liés a 1’activité iNOS, il
est d’une importance capitale de comprendre au mieux les mécanismes par lesquels les
cellules régulent son expression. Si I’activité iNOS est régulée (comme les autres NOS) par la
disponibilité en substrat et en cofacteurs, la régulation de son expression intervient en tout
premier lieu et constitue le déterminant majeur de la synthese de NO par cette enzyme. En
effet, et contrairement aux NOS constitutives, la INOS synthétise habituellement du NO en
continu jusqu’a ce que l’enzyme soit dégradée. Ainsi, chez les mammiféres, un nombre
considérable de mécanismes contrdlant 1’expression de la iNOS ont été mis en place

(Aimeric, 2017)
6. Biosynthése de NO :

La réaction de biosynthése du NO et de la citrulline & partir de L-arginine et de ’oxygéne

est sous la dépendance d’une famille d’enzymes : les NO synthase (Tadie, 2010).

En présence de NADPH, d'oxygéne, de tétrahydrobioptérine (BH4), de FAD et de FMN, les
NOS catalysent dans une premiére étape 1’oxydation de L-arginine (acide aminé semi
essentiel) en N.G-hydroxy-L-arginine. Cet intermédiaire peut étre libéré du site actif de
I’enzyme et exercé des effets autocrines ou paracrines. Dans une deuxieme étape, la

Nohydroxy-L-arginine est transformee en citrulline et NO (Figure4) (Mamadou, 2004).
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Figure 4 : Mécanisme de biosynthése du NO (Blibek, 2009).
7. Formation de Nitrite/Nitrate a partir de NO :

La voie principale pour le métabolisme NO est I’oxydation progressive du nitrite et du
nitrate. Quantitativement, le principal mécanisme pour le métabolisme NO chez I’homme in
vivo est par réaction avec I’oxyhémoglobine. Dans le plasma ou d’autres fluides
physiologiques ou tampons, le NO est oxydé presque complétement au nitrite, ou il reste
stable pendant plusieurs heures. Le NO et le nitrite sont rapidement oxydés en nitrate dans le
sang entier (Nathan et Joseph., 2011).

La demi-vie du nitrite (NO2) dans le sang humain est d’environ 110 s. Nitrate (NO3)
d’autre part a une demi-vie circulante de 5-8 h. Pendant des années, le nitrite et le nitrate ont
été utilises comme marqueurs de substitution de la production du NO dans les tissus
biologiques. Dans des conditions de jene avec une faible prise de nitrite/nitrate, la formation
enzymatique de NO par la NOS explique la majorité du nitrite, et le nitrite plasmatique reflete
I’activité eNOS. Sur la base de ces études et d’autres, on croyait que le NO est gravement
interrompu par 1’oxydation au nitrite et au nitrate ; cependant, il est maintenant apprécié que

le nitrite ou le nitrate peut récapituler la physiologie de NO (Nathan et Joseph., 2011).
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Chapitre 2 : NO et les cellules impliguées dans la réponse
inflammatoire :

I. La réaction inflammatoire :

La réaction inflammatoire est la réponse de I’organisme a une agression ayant pour origine
des ¢léments physiques : chaleur, froid, rayonnements ionisants... ou des ¢léments solides
exogénes ou endogenes : pathogénes microbiens, piqire d’insecte, produits chimiques ou
biologiques, composes issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps
cytotoxiques, cytokines...). Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les
manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes mais avec des intensites et des
durées variables. La réaction inflammatoire peut étre aigué, voire suraigué ; se manifeste
immédiatement apres 1’intrusion des micro-organismes et dure jusqu’a 48 h environ. Elle est
la réponse typique du systéeme immunitaire inné. Pour exemple, on observe des états
infectieux séveres lors de pancréatites aigués, de bralures... La réaction inflammatoire peut

aussi étre chronique et ainsi durer des semaines, voire des années (Figure 5) (Zerbato, 2010).

[ Stimulus inflammatoire 1

l

Activation des cellules immunitaires sentinelles (Mastocytes,
Macrophages, Cellules dendritiques, Cellules endothéliales)

Cytokines et Chemokines

Histamine, Sérotonine, T
Prostaglandines, Leukotriénes INF-0, IL-1-p, IL-6, L8

| l

Réponse systémique Réponse systémique

Médiateurs vaso-actifs

Réponse vasculaire "

A

. . Réponse cellulaire
f’ir_wrrhf;:rc’l P | Pathologie

v v v v

Résolution Cicatrisation Abces Inflammation chronique

Figure 5 : Déroulement de I’inflammation (Victor et Lapalun., 2013).
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I1. Les cellules de I'inflammation :

Les cellules de l'inflammation comprennent a la fois des cellules sanguines circulantes :
polynucléaires neutrophiles, monocytes, polynucléaires éosinophiles, basophiles, plaquettes
et lymphocytes ; et des cellules résidentes tissulaires : macrophages, histiocytes, mastocytes,
cellules endothéliales, fibroblastes (Bony, 2010).

1. Les cellules phagocytaires :

Les cellules phagocytaires comprennent les polynucléaires neutrophiles, les macrophages
et les cellules dendritiques. Elles sont capables de reconnaitre des micro-organismes et de les
ingérer (Bony, 2010).

1.1. Les polynucléaires neutrophiles :

Représentent 60 a 70 % des leucocytes du sang agissent par l'intermédiaire de récepteurs
de surface. Les récepteurs chimiotactiques vont générer la migration des polynucléaires
neutrophiles vers le site de l'inflammation, la production de radicaux libres oxygénés et
I'expression de molécules d'adhésion. Les récepteurs aux opsonines et aux molécules
d'adhésion des cellules endothéliales interviennent également. Une fois activés, les
polynucléaires neutrophiles synthétisent de nombreux produits agissant soit sur les substances

phagocyteées, soit dans le milieu extra-cellulaire (Bony, 2010).
1.2. Les macrophages :

Ont un r6le de surveillance immunitaire des tissus. Ils dérivent des monocytes circulants
du sang. L'activation des macrophages entraine la phagocytose qui constitue une composante
majeure de la réponse immunitaire innée. L'activation des macrophages entraine également la
sécrétion de nombreux médiateurs inflammatoires. Les macrophages jouent également un
role dans la réponse immunitaire acquise lorsqu'ils sont activés par des lymphocytes T ou par
des anticorps produits par les cellules B (Bony, 2010).

1.3 Les cellules dendritiques :

Sont principalement impliquées dans I'immunité acquise et n‘ont pas un role de destruction
comme les macrophages. Dans les tissus périphériques, elles sont retrouvées sous leur forme
immature et ont un réle de phagocytose. Puis, au niveau des tissus lymphoides secondaires,
les cellules dendritiques matures ont pour but la présentation de I'antigene aux lymphocytes T
(Bony, 2010).
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2. Les lymphocytes :

Les lymphocytes, cellules de I'immunité spécifique, humorale et cellulaire, sont de type B
(CD20), T (CD3) ou NK (Natural Killer). La différenciation des lymphocytes B aboutit aux
plasmocytes qui sont responsables de la sécrétion des anticorps. Les cellules NK ont une
action cytotoxique par reconnaissance et destruction des cellules infectées et de certaines

cellules tumorales.

Les lymphocytes T sont responsables de la sécrétion de cytokines, certains sont dits
cytotoxiques (CD8), d'autres auxiliaires ou « helper » (CD4), encore subdivisés en Thl, Th2,
Th17 et TREG. Les sous-populations de cellules Th ont des fonctions immunitaires
différentes en fonction des cytokines produites et activent ou inhibent par conséquence
différents types cellulaires (Figure 6) (Bony, 2010).

[ Lymphocytes T (CD3) ]

r L 4

1 c:ytntnxi::[ues (CD8) | T naifs (CD4) |

() (mw ) (@) ()

L J L

IFNy IL-4,1L-13,1L-5 IL-10, TGES

Cytotoxiciré. Barriére immunitaire

Attague des parasites par les Inkibition de Vactivaiion

C . des différentes cellules T
| easmopm!::ii;; EEFMH' r effectrices
IFNy IL-17
Immunité sysiémigue
Destruction des pathogénes Réponse inflammaroive locale aigué
par activation des Neutraphiles.

macrophages, NK et TCDS.
Figure 06 : Différenciation des lymphocytes T CD4 naifs, principales sous-populations,
cytokines majeures produites et fonctions immunitaires principales (Bony, 2010).
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3. Les mastocytes, polynucléaires basophiles et éosinophiles :

Les basophiles, mastocytes et éosinophiles jouent un réle de protection contre les parasites

par libération des médiateurs inflammatoires contenus dans leurs granules.

Les mastocytes sont présents dans les tissus périphériques et les polynucléaires basophiles
représentent 1 % des leucocytes du sang. Ils comportent des granulations qui contiennent
plusieurs médiateurs chimiques impliqués dans l'inflammation et l'allergie tels que
I'nistamine, la sérotonine et les leucotriénes. lls posseédent a leur surface des récepteurs de
haute affinité pour le fragment constant des Immunoglobulines E (IgE) ce qui entraine leur
dégranulation et la libération des médiateurs de I'inflammation, en présence de leur antigéne

respectif.

Les eosinophiles sont des cellules circulantes qui représentent 3 % des leucocytes du sang.
Elles possédent des granules cytoplasmiques qui libérent aprés activation des médiateurs
inflammatoires cytotoxiques (Bony, 2010).

4. Les fibroblastes :

Les fibroblastes jouent a la fois un réle dans la réaction inflammatoire par production
d'enzymes de destruction de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif, et un rdle dans la
cicatrisation par production des différents constituants de cette méme matrice (collagene,
fibronectine (Bony, 2010).

5. Les cellules endothéliales :

Les cellules endothéliales jouent un r6le important dans le tonus vasculaire, la
vasomotricité, la jonction intercellulaire, I'équilibre fibrinoformation/fibrinolyse, la migration
des leucocytes et la réparation post-inflammatoire. L'activation des cellules endothéliales va
entrainer le déclenchement des cascades des kinines et de la coagulation, en plus des
modifications d'adhérence et de perméabilité qui permettent I'afflux de cellules et de

protéines au niveau du site inflammatoire (Bony, 2010).
6. Les plaquettes :

Les plaquettes participent aux phénomenes de coagulation et de réparation (fibronectine,
facteurs de croissance). La dégranulation des plaquettes par agrégation de leurs récepteurs

libére des médiateurs pro-inflammatoires (Bony, 2010).
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I11. Les médiateurs de I'inflammation :

On retrouve un grand nombre de médiateurs chimiques a tous les stades de I'inflammation,

dans le plasma sous forme de précurseurs qui acquiérent leurs propriétés apres activation
(Bony, 2010).
1. Les amines vasoactives :

Les amines vasoactives (histamine, sérotonine) sont stockées sous la forme de granules
cytoplasmiques dans les mastocytes, les polynucléaires basophiles, les plaquettes, et sont
liberées lors de la phase vasculo-exsudative. Elles produisent une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilité vasculaire responsable de la congestion active et de I'eedéme

inflammatoire (Bony, 2010).
2. Les médiateurs lipidiques :

Les médiateurs lipidiques sont des dérivés des phospholipides des membranes cellulaires,
ils comprennent les métabolites de I'acide arachidonique et le facteur d'activation plaquettaire
(Bony, 2010).

3. Les cytokines :

Les cytokines sont des peptides ou des glycoprotéines produites par de nombreuses
cellules, parmi lesquelles les lymphocytes et les monocytes-macrophages. Parmi les
cytokines, on retrouve les interleukines (IL), les interférons (IFN), les chimiokines, les
facteurs de croissance hématopoiétiques, les tumor necrosis factor (TNF) et les facteurs de
croissance transformants. Elles agissent, par l'intermédiaire de récepteurs membranaires sur la
cellule qui les produit (effet autocrine), sur des cellules proches (effet paracrine), et sur des

cellules situées a distance (effet endocrine).

Certaines cytokines sont pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNFa), d'autres sont anti-
inflammatoires (IL-4, IL-10, et IL-13). Le type de la réaction inflammatoire est déterminé par

les cytokines sécrétées par les lymphocytes T (Figure7) (Bony, 2010).
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Figure 7 : les cytokines anti et pro-inflammatoire (Zerbato, 2010).
IV. NO et systémes immunitaires :

L’expression de la NOS II est généralement le résultat de la réponse inflammatoire
localisée ou diffuse, suite a une infection ou a une altération tissulaire. Le NO produit par les
NOS 1I, joue par conséquent un rdle important dans la régulation, I’initiation et le
développement des mécanismes de défense immunitaire de I’héte. L’activation des
macrophages par les cytokines ou des endotoxines provoque 1’expression de la NOS II. Le
NO produit peut alors agir sur les cellules tumorales, des bactéries ou des parasites

intracellulaires par son action cytostatique et cytotoxique.

Le NO est impliqué dans d’autres fonctions du systtme immunitaire tel que : le
chimiotactisme, 1’agrégation et 1’apoptose des polynucléaires neutrophiles, elles méme

productrices de NO (Blibek, 2009).
1. Source de NO dans le systeme immunitaire :

De nombreuses cellules du systéeme immunitaire produisent du NO : cellules dendritiques,
cellules NK, monocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles 191.
D’autres cellules impliquées dans les réactions immunes produisent elles aussi du NO :
cellules endothéliales, cellules épithéliales, cellules musculaires lisses vasculaires ou
bronchiques. De plus, plusieurs études ont retrouvé la NOS-2 et la NOS-3 dans les
macrophages, les cellules dendritiques et des cellules dérivées des lignées B et T. Enfin, les

trois isoformes de NOS ont été retrouvées dans les cellules B et T (Tadie, 2010).
2. Fonctions immunes du NO :

Les fonctions immunes du NO sont multiples et une description exhaustive n’est pas

envisageable. Cependant, nous avons distingué trois grandes parties :
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- NO et contréle du processus infectieux.
- Régulation des facteurs de I’inflammation par le NO.
- NO et polynucléaire neutrophile (Tadie, 2010).
% NO et contrdle du processus infectieux :

L’exposition de cellules immunitaires a des composés bactériens comme le LPS,
peptidoglycane, de I’ADN bactérien voire des bactéries intactes entrainent une
augmentation de I’expression de la NOS-2 et une augmentation de la production de NO.
Ainsi, la formation de NO par la NOS-2, illustrant le role central de cette molécule dans
la défense contre les infections virales, bactériennes ou fongiques. Cependant, le role de
la NOS-2 dans les réactions antimicrobiennes est moins bien établi. Les effets
cytotoxiques du NO initialement supposes directement sur les agents infectieux portent
aussi sur les tissus hotes et entrainent des destructions tissulaires (Tadie, 2010).

% Régulation des facteurs de I’'inflammation par le NO :

Voie NF-«xB : Cette voie joue un role essentiel dans la réponse inflammatoire/immunitaire
cellulaire chez I’homme : prolifération des cellules B et T, expression et synthése
cytokinique et des molécules d’adhésion, régulation de I’apoptose. L’activation de NF-xB
est essentielle a ’expression de la NOS-2 et le NO peut réguler de différentes fagons NF-
kB. En effet, le NO peut inhiber ’activité de NF-xB (Tadie, 2010).

0,

% NO et polynucléaire neutrophile :

La synthése de NO par le polynucléaire neutrophile (PNN) et son action différent en
fonction de I’espece étudiée. Chez ’homme, la production de NO par le PNN est plus
controversée. Plusieurs études n’ont pas retrouvé de production de NO par le PNN.
Cependant, les PNN isolés dans la cavité buccale et dans I'urine de patients présentant
une infection urinaire exprimaient la NOS-2. De plus, les PNN ayant phagocyté des
bactéries semblaient exprimer la NOS-2. Enfin, il semblerait que, méme si les PNN
activés ne peuvent pas synthétiser directement du NO, ils peuvent convertir la N-

hydroxy-L-arginine en nitrite, nitrate et citrulline (Tadie, 2010).

Page 19




Effet de lextrait standardisé du Ginkgo Biloba sur la production des nitrites lors des maladies inflammatoires.

Chapitre 2 : NO et les cellules impliquées dans la réponse inflammatoire.
V. Implication physiopathologique Au niveau du processus de I’inflammation :

Dans les situations physiologiques, ce sont la plupart du temps les NOS constitutives qui

sont mises en jeu, avec production de NO, afin de maintenir I’homéostasie de 1’organisme

(Figure 8) (Parent, 2012).

- Maladies neurologiques
- Maladie bronchopulmonaire aigué
- Syndrome d’ischémie-reperfusion
1* *NO & . - Maladies inflammatoires

- Sepsis
- Diabete
- Migraine

- Maladies cardiovasculaires

" - Hypertension
1*NO _— - Athérosclérose

- Resténose (apres angioplastie)
- Troubles de |'érection

Figure 8 : Lien entre la rupture de I'homéostasie de I'oxyde nitrique et des situations

pathologiques (Parent, 2012).

L’inflammation est la réponse non spécifique d’un organisme a un stimulus physique ou
chimique nocif ou a une toxine microbienne et est impliquée dans de nombreuses pathologies
comme les maladies inflammatoires intestinales. Elle a pour but d’éliminer la cause par
inactivation et/ou destruction du pathogene, d’éliminer les substances irritantes et de préparer
le terrain pour la reconstruction tissulaire. Elle est composée de plusieurs étapes dans chacune
desquelles NO joue un rdle. L’oxyde nitrique aurait un effet complexe, a la fois pro- et anti-
inflammatoire en fonction de sa concentration et de I’environnement cellulaire. En effet, NO
a faibles concentrations inhibe 1’expression des molécules d’adhésion, la synthése des
cytokines ainsi que 1’adhésion et la migration des leucocytes. Au contraire, lors d’une
réaction inflammatoire, NO produit en forte quantité a une action pro-inflammatoire et pro-
apoptotique. Ceci pourrait permettre le nettoyage de la zone inflammée. Il module en effet la
fonction des leucocytes, notamment en stimulant la mobilité du cytoplasme des macrophages
ou en induisant leur apoptose, en modulant 1’adhésion des neutrophiles et la synthése des

cytokines (Parent, 2012).
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I. Définition

Ginkgo biloba (famille : Ginkgoaceae) a été utilisé en Chine et dans ses pays d'origine
comme cuisine orientale, médecine traditionnelle et suppléments nutritionnels depuis plus de
5000 ans. Le Ginkgo Biloba n'a été introduit en Europe et en Amérique que depuis 1980 dans
le cadre du répertoire a base de plantes. C'est parmi les toniques a base de plantes les plus
vendus avec d'autres plantes médicinales (Figure 9) (Salman et al., 2019).

Le Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) est considéré comme la seule espéce d'arbre survivante
de I'ordre des Ginkgoales. Il existe depuis environ 280 millions d’années et est utilisé a des
fins pharmaceutiques et médicales en Chine depuis plusieurs centaines d'années pour traiter
diverses maladies. Cette utilisation, cependant, n'a été fondée sur aucun fond scientifique.
Aujourd'hui, les extraits de Ginkgo biloba sont devenus l'un des médicaments a base de
plantes (HMP) les plus courants et les mieux explorés (Christian et al., 2013).

Le Ginkgo biloba, un arbre a feuilles caduques, est la plus ancienne gymnosperme
survivante. Il convient a la croissance dans la zone de mousson subtropicale et présente de
bonnes conditions hydrothermales. 1l est largement distribué dans de nombreux pays et
régions du monde.

La branche de G. biloba est plate, les feuilles sont en éventail, la couronne de I'arbre est
elliptique ordonnée et les feuilles peuvent devenir jaune doré en automne, ce qui fait de G.
biloba une grande valeur ornementale. Et les feuilles et les fruits de G. biloba sont des
produits d'exportation importants a haute valeur économique. Le fruit de G. biloba est riche en

nutrition et est un fruit comestible avec une fonction de soins de santé (Gao et al., 2020).

Figure 9 :Ginkgo biloba L. (feuille). (Soussi, 2015).
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I1. Composés et effets biologiques
1. Composés

Le ginkgo biloba contient différents composants tels que les flavonoides, les trilactones
terpéniques, les proanthocyanidines, les ginkgolicacids, les biflavones, les polyflavones et les
ginkgotoxines. Les variations de la quantité des différents composants de la plante sont
principalement liées aux périodes de récolte, au processus de séchage et au stockage.
Cependant, le GBE normalisé (par exemple EGb 761 Et LI 1370) Représente le médicament
utilise et recommandé forme de Ginkgo biloba.

Le GBE standardisé comprend, entre autres, deux fractions principales avec des profils
pharmacologiques spécifiques: les terpenes trilactones (TTL) (ginkgolide A (GKA), B
(GKB), C (GKC), J (GKJ) et bilobalide (Bb) ( voir Figure 10 a et 10 b) & une concentration de
5,4-6,6% (GKA, GKB et GKC ensemble 2,8-3,4% et Bb 2,6-3,2%), et les flavonoides, qui
représentent 22-27% de l'extrait. La fraction flavonoide est composé principalement de trois
flavonols (voir Figure 10 c), qui sont combinés avec au moins un fragment sucre (voir Figure
10 d). Elle est incontestée aujourd'hui que les composés pharmacologiquement actifs du GBE
sont le TTL et les flavonoides (Christian et al., 2013).

a. Trilactones terpéniques

La classe des composés TTL est trés rare dans le régne végétal ; il n'a été trouvé jusqu'a
présent que dans le Ginkgo biloba. Les structures détaillées du TTL sont représentées sur la
Figure 10.

Il a été démontré que I'EGb 761 protege les mitochondries des dommages liés a I'age et
améliore la fonction mitochondriale et le métabolisme énergétique ; cette action est
principalement due aux ginkgolides et Bb Figure 10 b (Christian et al., 2013).

b. Flavonoides

Les flavonols sont une grande famille de composés poly phénoliques présents dans le
regne végetal et sont donc absorbés par les humaines et les animaux avec leur régule sanguin.
Plus de 30 veritables flavonoides sont connus dans le Ginkgo biloba. La diversité des
différents flavonoides ne résulte pas de la variabilité de la structure du 2-phénylchromane
mais des différents glycosides trouvés dans Ginkgo biloba. La fraction sucre est constituée de
glucose et / ou rhamnose dans divers mono-, di- ou tri-glycosides avec différents schémas de

liaison (voir Figure 10 d).
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Certaines données épidémiologiques suggeérent un effet préventif sur les maladies
cardiovasculaires par un apport élevé en flavonoides

De plus, les glycosides flavonoides sont également considéres comme efficaces dans le
traitement de l'insuffisance veineuse chronique. On pense que les effets protecteurs positifs
sont dus aux effets antioxydants et piégeurs radicaux des flavonoides (Christian et al., 2013).
Les flavonoides sont apparus jusqu’a présent comme de forts composés anti-inflammatoires in
vitro et in vivo en raison de leur capacité pléiotropie a récupérer ROS et RNS pour réduire les
activités des enzymes arachidoniques de métabolisation de 1’acide (phospholipase A2, COX,
LOX), pour déprimer I’expression et 1’activité d’oxyde nitrique synthase NOS et pour
moduler la production de cytokines pro-inflammatoires et ’expression des génes pro-

inflammatoires (lzzi et al., 2012).

c. acides ginkgoliques

Les acides ginkgoliques sont un mélange de composés d'acide n-alkyl-phénolique
structurellement apparentés de Ginkgo biloba (voir figure 10 e). Ce sont de puissants
allergénes capables de provoquer des réactions allergiques graves. En plus de leur propriété
allergique, ils possédent des propriétés cytotoxiques, mutagénes, cancérigénes et
génotoxiques possibles. La quantité d'acides ginkgoliques dans le GBE doit étre inférieure a 5

ppm en raison des effets secondaires décrits (Christian et al., 2013).

d. Ginkgotoxines
Les ginkgotoxines (voir Figure 10 f) sont tenues responsables des effets secondaires tels
que les crises d'épileptiforme, I'inconscience et la paralysie des jambes. Il faut cependant
garder a I’esprit que les ginkgotoxines se trouvent principalement dans les graines de Ginkgo
biloba et non dans les feuilles utilisées pour la production de GBE. Les données publiées
indiquent qu'aucun effet toxique n'est attendu apres une application de GBE a la dose

recommandée (Christian et al., 2013).
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Figure 10 : structures chimiques des trilactonesterpéne de Ginkgo biloba (a bilobalide, b
ginkgolide), des flavonoides Ginkgo biloba (c, d), des acides ginkgoliques (e),de la
ginkgotoxine (f)(Christian et al., 2013).

2. effets biologiques :
Ses composants flavonoides sont censés agir en protégeant contre la fragilité capillaire,
comme antioxydants, en tant qu’agents anti-inflammatoires, en réduisant 1’cedéme causé par

des lésions tissulaires. Leurs effets biologiques comprennent les suivants (Chan et al., 2007).

2.1 Amélioration du flux sanguin

11 est allégué que I’extrait de Ginkgo biloba peut améliorer le flux sanguin en augmentant
la déformabilité des globules rouges et en diminuant 1’agrégation des globules rouges, et ainsi,
améliore la fluidité des globules rouges et diminue la viscosité sanguine entiére. Les effets
vasculaires de 1’extrait de Ginkgo biloba peuvent également étre mediés par le facteur
relaxant dérivé de I’endothélium (EDRF), présumé étre de 1’oxyde nitrique (NO), qui détend
les cellules musculaires des vaisseaux sanguins. L’oxyde nitrique a été montré pour inhiber la
libération des prostacyclines des cellules d’endothéliums bovins cultivées. En récupérant

I’oxyde nitrique, 1’extrait de Ginkgobiloba pourrait potentialisation les effets des

Page 25



Effet de Lextrait standardisé du Ginkgo Biloba sur la production des nitrites lors des maladies inflammatoires.

Chapitre 3: Ginkgo biloba

prostacyclines. Cependant, un exces de I’oxyde nitrique de radical libre est un facteur délétere
et peut entrainer divers désordres de SNC, I’extrait de Ginkgo biloba (EGb 761) protége et
sauve des cellules hypocampiques contre la toxicité nitrique induite par I’oxyde (Chan et al.,
2007).

2.2 Antagonisme et effet anti-inflammatoire

Il a été prétendu que I’administration de 1’extrait de ginkgo biloba a entrainé des
diminutions de I’agrégation plaquettaire, la réaction allergique, la réponse inflammatoire
générale, la décharge radicale d’oxygeéne et d’autres fonctions pro inflammatoires des
macrophages. Les effets semblent étre attribués aux actions combinées des ginkgolides et des
flavonoides. Une augmentation du facteur d’agrégation des plaquettes se produit dans
I’asthme, le rejet de greffe et dans les désordres immunitaires qui induisent le choc toxique.
Ginkgolides ont été montrés pour posséder I’activité antagoniste trés spécifique et puissante
contre le facteur d’agrégation des plaquettes, qui peut entrainer une augmentation du flux
sanguin périphérique. Les flavonoides dans I’extrait de ginkgo biloba inhiberaient la
cyclooxygénase et la lipo-oxygénase qui sont impliquées dans le métabolisme arachidonique
d’acide. L’activité de cyclooxygénase produit la thromboxane A2, un agrégateur de plaquettes
puissant et lipo-oxygénase est concernée par la formation de leucotriénes, les substances
associées a I’inflammation. L’augmentation du flux sanguin et I’effet anti-inflammatoire de
I’extrait de Ginkgo biloba peut étre liée a I’inhibition de la cyclo-oxygénase et 1’activité lipo-

oxygénase (Chan et al., 2007).

2.3. Antioxydant (Radical Scavenging) et son bénéfique

Effets sur la santé

Les glycosides flavanol et les proanthocyanidines ont une activité de charognards radicaux
libres, et peuvent donc jouer un rdle protecteur dans la prévention des processus
athérosclérotiques et 1’amélioration des conditions résultant du stress oxydatif. Le
superoxyde, 1’hydroxyle, et les radicaux pyroxyles et I’oxyde nitrique peuvent affecter la
transduction de signal. Attribuant a ses propriétés antioxydantes et free-radical-scavenging,
I’extrait de Ginkgo biloba peut affecter les systémes neurosensoriels (Chan et al., 2007).
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Activité antitumorale

La croissance des tumeurs a été retardée et il n’y avait aucune amélioration des dommages
de rayonnement dans le tissu normal. La radiosensibilité des cellules de tumeurs a été
augmentée probablement en améliorant le flux sanguin de tumeur et la diminution de la
fraction hypoxique dans la tumeur. L’activité anticarcinogénique des flavonoides a également
été rapportée.
EGDb présente un effet chimiopréventif bénéfique contre la carcinogenése gastrique induite par
BP chez la souris (Chan et al., 2007).

2.4. Effets protecteurs contre les drogues, les produits chimiques et les métaux lourds
Toxicité induite

Le potentiel de I’extrait de ginkgo biloba EGb 761 sur la mort cellulaire produite par les
peptides béta-amyloides (Abeta) et le stress oxydatif, et son role délétére dans les troubles
neurologiques liés a 1’age. Ils ont constaté que EGb 761 protégeait les cellules hypocampiques
contre les effets toxiques induits par les peptides Abeta, et ont suggéré que cet effet se faisait
par les propriétés antioxydantes. De ses constituants flavonoides. Tandis que les cellules
hypocampiques de rat exposé a 1’oxyde nitrique (NO) donneur de sodium nitroprusside (SNP)
ont eu comme conséquence la cytotoxicité et ’accumulation d’espéces réactives d’oxygene
(ROS), L’EGb 761 a inhibé ces événements par leurs activités antioxydant et bloquantes
’activité stimulée par le SNP de la kinase de protéine C (PKC). EGb 761 inhibé ’agrégation
béta amyloide in vitro et atténue ROS dans le ver rond Caenorhabditis élégants (Chan et al.,
2007).
Activité antimicrobienne

Bilobalide a des propriétés insecticides et peut étre impliqué dans la protection contre les
insectes herbivores ou les mammiféres (Chan et al., 2007).
I11. Pharmacocinétiques

Les caractéristiques pharmacocinétiques du TTL et des flavonoides sont connues méme si

le nombre d'analyses pharmacocinétiques du TTL et des flavonoides du Ginkgo biloba est
faible.
Ont demontré que GKA, GKB et Bb ainsi que les flavonoides atteignent le SNC et le cerveau,
le tissu cible, apres application orale d'EGb 761 En concentrations adéquates (Christian.,
2013).
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IVV.Pharmacologie

Les riches vitamines et le carotene du fruit jouent un certain rdle dans le retard du
vieillissement, la promotion du métabolisme de notre peau et I'effet blanchissant. Entre-temps,
le fruit de G. biloba a également une trés bonne valeur officinale et est une matiere premiére
médicale importante qui prévient et guérit I'nypertension et les maladies cardiaques. Les
personnes agées mangent souvent des fruits de G. biloba peuvent mieux prévenir les maladies
cardiovasculaires. Le fruit de G. biloba a également pour fonction de réguler les organes
respiratoires et ses composants hydrosolubles dans la peau externe des graines ont de bons
effets antitussifs et expectorants. En raison de la présence d'acide G. biloba, il a un effet
inhibiteur plus fort contre les bacilles de la tuberculose et les champignons de la peau qui
peuvent étre utilisés pour traiter la tuberculose et les maladies de la peau. L'extrait d'exocarpe
de G. Biloba ont un impact trés important sur la lutte contre les maladies des plantes. Le fruit
de G. biloba a également pour effet d'abaisser la graisse sanguine, de lutter contre les tumeurs
et d'inhiber I'activité de croissance des cellules cancéreuses (Gao et al., 2020).

Les GBE sont largement utilisés pour améliorer les symptémes du déclin cognitif lié a I'age
dans des conditions allant de troubles de la mémoire légers et de l'insuffisance cérébrale a la
démence, y compris la maladie d’Alzheimer. Le GBE est par conséquent utilisé dans la
phytothérapie moderne comme une alternative a base de plantes aux médicaments anti-
démence classiques. En outre, de récentes études pharmacologiques in vitro conduisent a
I'nypothése que différents ingrédients de Ginkgo biloba[le bilobalide (Bb)] peut protéger
contre la dégenérescence neuronale résultant d'événements ischémiques (Christian et al.,
2013).

Cliniquement, les extraits de Ginkgo biloba sont utilisés dans le traitement des maladies
vasculaires et avasculaires, y compris la maladie d’Alzheimer, les maladies
cérebrovasculaires comme les accidents vasculaires cérébraux, les maladies vasculaires
périphériques comme la claudication intermittente«< la migraine, la dysfonction érectile, les
dysfonctionnements sexuels induits par les antidépresseurs. 1l est trés populaire chez la femme
pour améliorer les symptdémes associés a la ménopause ou au syndrome prémenstruel. Il
possede une forte propriété anti-age (Salman et al., 2019).

Probablement l'inhibition de I'expression de I'NOS par I'extrait de Ginkgo biloba de «
maniere dépendante de la dose » explique la congestion rénale chez les feetus. L'oxyde

nitrique (NO), synthétisé par la NO synthase endothéliale, joue un role essentiel dans la
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stabilisation de la microcirculation rénale et protége le rein des lésions oxydatives (Salman et
al., 2019).

Il a été démontré que I'extrait de Ginkgo biloba possede des propriétés polyvalentes,
notamment l'anti-oxydation, I'anti-apoptose et I'anti-inflammatoire qui seraient les principaux

mécanismes de la neuroprotection (Xu et al., 2015)

V. Toxicité
La toxicité peut étre attribuée a ses constituants qui comprennent les acides ginkgoliques,
les bilobalides, les biflavones et la quercétine Le ginkgo biloba est excrété par les reins (21%)

ou expiré par les poumons (16%) (Salman et al., 2019).

V1. Extraits commerciaux de ginkgo biloba
EGb 761 est un extrait standardisé et concentré de feuilles de ginkgo produite par la
société pharmacologique. La synthése de ce produit standardisé EGb 761 nécessite un
processus d’extraction en 27 étapes.
EGb 761, également appelé Tebonin, Tanakan, Rokan, ou Kaveri, est commercialisé en
Europe comme un médicament pour les maladies cardiovasculaires (Chan et al., 2007).
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inflammatoires

l. les maladies inflammatoires :

L’inflammation est une réponse importante de défense d’hote aux dommages, a
I’ischémie tissulaire, aux réponses immunitaires automatiques ou aux agents
infectieux. La fonction de [Dinflammation peut é&tre aigue ou chronique.
L’inflammation aigue est bénéfique car il est une défense primaire contre I’infection
et un grand stimulus dans le processus de guérison. Il commence rapidement, et
devient sévere. Les signes et symptdémes pourraient durer quelques jours, mais dans
certains cas, peuvent persister pendant quelques semaines, par exemple certaines
affections de la maladie qui peuvent entrainer une inflammation aigue comprennent
une bronchite aigue, un mal de gorge du rhume ou de la grippe, une appendicite aigue,
une dermatite aigue, une méningite aigue et une sinusite aigue. L’ inflammation aigue
est causée par des dommages a n’importe quel tissu ou par des bactéries nocives, et
les principales cellules impliquées dans I’inflammation aigue sont les neutrophiles, les
basophiles, les éosinophiles et les cellules mononucléaires (macrophages, monocytes)
En revanche, I’inflammation chronique n’est pas favorable au systeéme, car elle
représente une réaction inflammatoire qui se poursuit pendant un temps prolongé
jusqu’a plusieurs mois ou années. L’inflammation chronique peut se produire apres
I’attaque de I’inflammation aigue qui agit d’une maniére auto-perpétuant, comme ce
cycle continue sans relache. L’inflammation continue, a son tour, est la genese de la
maladie chronique et a un effet significatif sur le développement de 1’athérosclérose,
le diabéte sucre, la colite ulcéreuse, la maladie de Crohn, le cancer, les troubles du
SNC comme la dépression et la maladie de Parkinson et les troubles cognitifs.
L’inflammation chronique peut également étre causée par des agents pathogenes non
dégradables (p. ex. virus) et des réactions excessives du systéme immunitaire. Les
principaux médiateurs dans 1’inflammation chronique sont les especes réactives
d’oxygene, les enzymes hydrolytiques, les cytokines, I’INF- et d’autres facteurs de
croissance (Laveti et al., 2013).
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Il. Thérapie naturelle :

Il existe un certain nombre de composés photochimiques trouvés dans le royaume
végétal, avec une gamme tout aussi vaste d’activités. Certains des photochimiques
trouvés dans certaines plantes sont rapportés pour réduire I’inflammation, et sont
censés fonctionner en bloquant les voies de cyclooxygénase et de lipoxygénase et
peut-étre par d’autres mécanismes aussi bien. Un large éventail de bioflavonoides, qui
sont capables de réduire 1’inflammation en bloquant la cyclooxygénase et les voies de
lipoxygénase, se trouve dans les agrumes, le thé et le vin. Plusieurs études in vivo ont
trouvé des flavonoides pour agir comme des substances favorisant la santé avec des
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, par exemple, on a observé que la

quercétine pour supprimer 1’arthrite induite expérimentalement chez les rats.

Des études récentes ont montré que les composés efficaces clés sont les isoflavones et
les flavonols avec les composés flavonoides qui sont capables d’inhiber la production
de NO induite par LPS et I’expression iNOS (Laveti et al., 2013).

I11. traitement des maladies inflammatoires par Ginkgo biloba :
1. la maladie parodontale inflammatoire chronique :
1.1. Définition :

La parodontite est une maladie parodontale chronique dans la cavité buccale
humaine qui est causée par I’infection bactérienne. Les bactéries parodontales, telles
que Porphyromonas gingivalis, sécretent un certain nombre de facteurs de virulence
comme le lipopolysaccharide (LPS), attaquent le tissu enveloppant les dents, et
finalement conduisent a la perte de dents. Ces bactéries pathogénes orales ou
cytokines pro-inflammatoires sécrétées et médiateurs circulent dans tout le corps dans

la circulation sanguine (Ryu et al., 2012).

La perturbation résultante de l’endothélium vasculaire et des tissus d’organes
éloignés sous-tend 1’association de la maladie parodontale chronique comme 1’un des
principaux facteurs de risque pour les inflammations systémiques, les maladies

cardio-vasculaires (MCV), le diabéte, 1I’athérosclérose.

L’extrait de Ginkgo biloba a été rapporté pour avoir des avantages thérapeutiques

dans ces conditions en vertu de la circulation sanguine améliorée, le développement
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restreint de caillot, et la protection cellulaire contre le stress oxydatif (Ryu et al.,
2012).

1.2. Les médiateurs inflammatoires :

HO-1 est une enzyme catabolique limitant les taux de 1’héme. La présence de
composés stimulatoires tels que son substrat, son héme, ses especes réactives
d’oxygene (ROS), le LPS, les cytokines et I’oxyde nitrique (NO) entraine une
dégradation de 1’héme en monoxyde de carbone (CO), le fer et la biliverdine. Ce
dernier est rapidement réduit a la bilirubine. HO-1 et ses sous-produits ont des
propriétés anti-inflammatoires. L’induction de HO-1 entraine une réponse de survie
adaptative qui protége les cellules contre le stress oxydatif et réduit I’expression de

composeés pro-inflammatoires.

Le gene ho-1 a une séquence ARE dans sa région de promoteur et son expression est

réglementée par Nrf-2 (Ryu et al., 2012).

1.3. Traitement de parodontite par GB :

a. Pactivité anti-inflammatoire d’EGB contre des réactions inflammatoires

provoqueées dans les cellules RAW 264.7 par P. gingivalis LPS :

P. gingivalis est une bactérie orale gram-négative bien connue, qui a LPS sur sa
surface. Il stimule les macrophages, induit les réponses immunitaires et produit des

médiateurs inflammatoires. LPSa une forme unique de lipide A,

LPS de gingivalis a stimulé I’induction de la voie de signalisation MAPK dans les
cellules RAW 264.7, qui a précédeé la translocation nucléaire des TF, NF-B et AP-1,
impliquées dans 1’expression des molécules pro-inflammatoires, et la sécrétion du
nitrite et des cytokines pro-inflammatoires TNF-1, et IL-6. Cependant, EGB a été

constamment suppressif, diminuant la quantité de ces médiateurs pro-inflammatoires.

L’effets inhibiteurs de I’EGB sur la production de médiateurs pro-inflammatoires
dans Porphyromonas gingivalis (Figurell), I’inhibition de la phosphorylation des
MAPK et la réduction de la translocation et de la transactivité nucléaires de TF. Les
résultats ont démontré que les composants actifs solubles des feuilles de G. biloba ont
I’activité de contrdle contre plusieurs réponses inflammatoires produites par LPS de

P. gingivalis dans les cellules RAW?264.7 (Ryu et al., 2012).
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Figure 11 : Effets inhibiteurs de PEGB sur la production de médiateurs pro-
inflammatoires dans Porphyromonas gingivalis LPS-stimulés cellules RAW
264.7 (Ryu et al., 2012).

Les cellules ont été incubées avec EGB a diverses doses pendant 1 h et traitées avec
P. gingivalis LPS (1 g/ml) pendant 24 h. Le volume sécrété de nitrite (a), de TNF (b),
d’TL-1md (c) et d’TL-6 (d) a été mesuré dans la culture collectée super par la méthode
Griess et ’ELISA, respectivement. Chaque barre représente la moyenne de se de trois
expériences indépendantes dans chagque groupe. 0,05 P contre le groupe traité par LPS
(Ryu et al., 2012).

L’administration de lipopolysaccharide bactérienne (LPS) aux animaux de laboratoire
et aux macrophages RAW 264,7 cultivés est connue pour induire la production
d’oxyde nitrique (NO) a partir de d’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). Ici,
nous montrons que le prétraitement avec ’extrait de Ginkgo biloba (EGb 761 le
composant flavonoide, la quercétine supprime la production in vivo de NO. Les deux

substances ont récupéré le NO généré par la décomposition de I’nitroprusside de
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sodium. L’analyse occidentale a montré qu’EGb 761 et quercétine inhibaient les
niveaux induits par le LPS de la protéine iNOS. Et démontré qu’EGb 761 et
quercétine ont diminué les niveaux d’ARNm de la iNOS induits par LPS sans altérer
la demi-vie. L’activation des kinases de protéines activées par le mitogene (MAPK) et
les facteurs de transcription sensibles au redox, le facteur nucléaire B (NF-B) et la
protéine activateur 1 (AP-1) sont des événements clés dans les voies de transduction
du signal qui pédiment I’induction iNOS. Dans nos études, EGb 761 et quercétine ont
inhibé D’activité p38 MAPK, qui est nécessaire pour I’expression d’iNOS dans les
macrophages RAW 264.7 stimulés par le LPS. Cependant, les différences dans la
réponse de NF-B, AP-1, et Jun N-terminal kinase/stress activé kinase protéine (JNK /
SAPK) et ses substrats en aval a EGb 761 et quercétine suggérent que la quercétine
n’est pas le seul composant responsable de I’inhibition in vivo de I’activation iNOS

induite par LPS (Wadsworth et Dennis., 2001).

Le traitement de GBE in vivo a diminué les concentrations de protéines et de NO
dans ’humour aqueux des rats EIU. L’effet anti-inflammatoire de 1 mg GBE était
aussi fort que celui de la méme dose de prednisolone. Il a également réduit de maniére
significative la concentration de la prostaglandine E2 (PGE2), le facteur de nécrose de
tumeur-a (TNF-a) et I’oxyde nitrique NO dans le milieu des cellules RAW 264-7 par
rapport a celle du groupe LPS in vitro. L’expression de la protéine iNOS dans les
1000 gml21 des cellules traitées GBE a diminué de facon significative. Les résultats
actuels indiquent que GBE supprime [I’inflammation de I’EIU en bloquant
I’expression de la protéine iNOS et son effet anti-inflammatoire sur I’ceil est
comparable a I’effet de la prednisolone utilisée a des doses similaires (llieva et al.,
2004).

EGb 761 a inhibé la production de nitrite et de nitrate, prise comme index pour NO,
d’une maniere dépendante de la concentration. L’IC50 pour I’inhibition de la
production de nitrite par les macrophages activés était d’environ 100 pg/ml de EGb
761. L’inductible (iNOS) des préparations cytosoliques des cellules RAW 264.7
activées a été inhibée par le traitement avec EGb 761. En outre, I’analyse inverse de la
réaction en chaine de transcription-polymeérase (RT-PCR) a révélé que 1’expression de
I’ARNm d’iNOS dans les macrophages activées a été supprimeée par des concentrations
¢levées d’EGb 761. Toutefois, I’activité de liaison d’ADN NF-KB induite par
’activation avec LPS/IFN-y n’a pas été inhibée par EGb 761. Ces résultats indiquent
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que non seulement EGb 761 agit directement comme un charognard NO, mais aussi
qu’il inhibe la production de NO dans les macrophages activés par LPS/IFN-y par
I’inhibition concomitante de 1’induction de ’ARNm d’iNOS et I’activité enzymatique
de I’iINOS. Ainsi, EGb 761 peut agir comme un inhibiteur puissant de la production
de NO dans des conditions inflammatoires tissu-dommageables (Kobuchi et al.,
1997).

b. capacité inductive d’EGB sur les expressions de protéine et d’ARNm de

HO-1 par la régulation de Nrf-2 :

Plusieurs rapports ont décrit que les extraits standard de G. biloba induisent
I’expression HO-1 pour protéger des cellules. Ont montré que 1’expression HO-1 par
EGB761 diminue I’activation des macrophages de souris associés au cancer du cdlon
in vitro, ont suggéré que I’expression HO-1 négocieée par EGB a des effets hépato
protecteurs et des effets de suppression contre les dommages oxydatifs induits par
I’éthanol. Ont rapporté que I’expression et la production ho-1 induites par EGB761 de
ses sous-produits ont des effets antioxydants dans les cellules corticales primaires de
souris impliquées dans 1’ischémie et la maladie d’Alzheimer. Les G biloba peuvent

avoir des effets inhibiteurs sur les dommages résultant des contraintes oxydatives.

L’expression protéique de HO-1 a été reprimée dans les cellules inhibitrices traitées.
EGB a affecté les niveaux d’expression HO-1 ARNmM et protéine ainsi que son
activité (Ryu et al., 2012).

c. Un lien entre les effets inhibiteurs sur le statut inflammatoire et les effets
inductibles sur I’expression HO-1 d’EGB :

Les résultats étayent la conclusion selon laquelle EGB induit 1’expression HO-1 en
réegulant la transcription Nrf-2-négociée et en présentant des effets anti-
inflammatoires (Ryu et al., 2012).

2. La maladie inflammatoire de I’intestin (IBD) :
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2.1. Définition :

La colite ulcéreuse (UC) et la maladie de Crohn (CD) sont les deux principales
catégories de maladies inflammatoires de ’intestin (IBD). Bien que I’étiologie et la
pathophysiologie restent floues, le dysfonctionnement immunitaire joue un réle
crucial dans le développement de ’UC. Les médiateurs inflammatoires, y compris les
especes réactives d’oxygene (ROS) et les cytokines, contribuent a la cascade
inflammatoire en modulant le systtme immunitaire de I’IBD. Cytokines pro
inflammatoires tels que le facteur-alpha de nécrose tumorale (TNF-MD),
I’interleukine-1 (IL-1MD) et I’interleukine-6 (IL-6) dans le La muqueuse du célon a
considérablement augmenté et les cytokines anti-inflammatoires telles que
I’interleuking (IL-4) et I’interleukine-10 (IL-10) ont diminué de maniére significative
dans UC (Zhou et al., 2006).

La maladie inflammatoire de I’intestin (IBD) est une affection inflammatoire
chronique qui est souvent debilitante et associée a un risque accru de cancer du célon.
Le risque de cancer du c6lon augmente avec la longueur et la gravité de la maladie.
Le traitement conventionnel de la colite peut réduire les périodes de maladie active et
aider a maintenir la rémission, mais ces traitements apportent souvent des résultats
marginaux, les patients deviennent réfractaires et il y a des effets secondaires. Les
patients atteints de colite, traitements non conventionnels dans 1’espoir d’atténuer les

symptdmes de la maladie active (Kotakadi et al., 2008).

2.2. Traitement de la maladie inflammatoire de I’intestin (IBD) par GB :

Bien qu’il y ait eu des percées dans le traitement des IBD, ces stratégies de
traitement apportent souvent des effets secondaires avec des résultats marginaux et
ont une efficacité spécifique a la population. Beaucoup de patients se tournent donc
vers un traitement alternatif. La fréquence des patients atteints d’IBD prenant EGb
761 est inconnue. Dans une petite étude pilote, 33% des patients présentant la colite
ulcéreuse traitées avec un extrait de ginkgo ont atteint la remise de la maladie. Bien
qu’il n’y ait qu’une seule étude des effets des extraits de ginkgo dans la colite
humaine, plusieurs études plus récentes ont trouveé une protection de G. biloba ou
EGDb 761 contre la colite de rat induite par I’acide acétique ou 2,4,6-trinitrobenzene

acide sulfonique. Bien que G. biloba est considéré comme sir, atteignant la toxicité
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seulement a des centaines de fois la dose quotidienne recommandeée, il est également
utilisé des niveaux d’EGb 761 compatible avec les doses actuellement recommandées
a ’homme comme suppléments (120-240 mg par jour). Il est constaté que les doses
(75 p.p.m) équivalentes a 58 mg par jour chez ’homme ont réussi a prévenir et, plus
important encore, ont causé une rémission de la colite murine établie (Kotakadi et
al., 2008).

a. L’activité anti-inflammatoire d’EGB contre des réactions inflammatoires

d’IBD :

Pathologiquement, EGb 761 a réduit 1’inflammation et I'ulcération associée au
dextran sulfate de sodium (DSS) Pour le modele de souris. Ainsi que les résultats
immunofluorescents et immun histochimiques (figure 12) indiquent que les
marqueurs inflammatoires tels que TNF-a, iNOS et Cox-2 sont également réduits par
EGb 761.

De plus, les marqueurs de stress inflammatoire sont réduits. Ceci est compatible avec
les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires connues d’EGb 761 (Kotakadi et
al., 2008).

De plus, les marqueurs de stress inflammatoire (p53 et phosphorylation de p53 a la
sérine 15) sont réduits. Il est intéressant de noter qu’il y avait une cohérence
remarquable dans les schémas de coloration entre ces deux points finaux, ainsi
qu’avec iNOS et TNF-a (figure 12 ) Ceci est compatible avec la compréhension que
TNF-a conduit I’'induction de I’oxyde nitrique, qui provoque la phosphorylation de la
sérine 15 de p53, qui conduit a la stabilisation et a 1’activation de type sauvage p53
L’IBD est une maladie inflammatoire hétérogéne, chronique, récurrente qui est

médiée par un systeme immunitaire hyperactif (Kotakadi et al., 2008).
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Figure 12 : EGb 761 supprime les joueurs impliqués dans I’inflammation (iNOS,
Cox-2 et TNF-a) et le stress inflammatoire (p53 et p53-phospho-serine 15)
(Kotakadi et al., 2008).

Les tissus des expériences réalisées pour la figure 12 ont été examinés pour iNOS
(dilution :1 dans 10 000), Cox-2(dilution :1 dans 20 000), p53 (dilution :1 dans 1 000
000) et p53-P-ser-15 par immun histochimie, I’utilisation de 1’Amplificateur
d’anticorps MC (ProHisto, LLC) a secoué sur un rocker de laboratoire pour assurer
méme la coloration et les résultats reproductibles. (A) Coloration représentative des
points d’extrémité indiqués dans les sections séries des groupes d’eau, DSS et DSS p
EGb 761. L’encart est de 200 grossissements de 1’indiquera du grossissement
photomicrographie. (B) Quantification des points d’extrémité indiqués. Les cinq
marqueurs ont été élevés dans le groupe traité par le DSS et supprimés lorsque le

groupe traité par le DSS a été nourri EGb 761 (75 p.p.m.). Indigue une réduction
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significative du pourcentage de cellules positives dans le groupe EGb 761 + DSS par
rapport au DSS (Kotakadi et al., 2008).

b. Effet ’EGB sur les cellules immunitaires :

Les réponses immunitaires commencent lorsque les cellules CD8 de lymphocyte T
cytotoxiques ou les cellules T effecteurs de CD4 dans le lumen intestinal
reconnaissent un antigene étranger. L’importance des lymphocytes T effecteur
CD4/CD25 est soulignée par les résultats chez les animaux que le transfert adoptif de
CD4/CD25. Les lymphocytes T effecteurs chez des animaux immunodeprimés
provoquent une colite modérée a grave. Une cascade immunologique, y compris la
production de cytokine et I’infiltration de cellules immunitaires innées, responsables

de I’enlévement du matériel antigénique, est alors lancée (Kotakadi et al., 2008).

Normalement, aprés I’enlévement de I’antigéne, 1’activité des cellules immunitaires
innées et adaptatives, telles que les macrophages et les lymphocytes T effecteurs, est
supprimée par un certain nombre de mécanismes, y compris 1’apoptose. L’échec de
réguler ces réponses dans la muqueuse du c6lon conduit a Ginkgo supprime la colite
une réaction immunologique soutenue et entraine des dommages muqueux. Un
mécanisme clé pour la suppression immunitaire est I’apoptose des cellules T effecteur
trop agressives et les défauts dans I’apoptose de cellules T muqueuses sont
susceptibles d’étre critiques dans la pathogénie de la colite. Nous avons montré que la
population de cellules T d’effecteur CD4/CD25/Foxp3 est réduite dans les deux
points des souris traitées par le DSS consommant et Gb 761 par rapport aux souris
consommant uniquement du DSS. La constatation selon laquelle la population de
lymphocytes T réglementaires ne change pas indique que ces les cellules ne sont pas
nécessaires pour I’apparition de la colite ou une cible d’EGb 761 dans ce modéle
particulier de souris de la colite. La constatation selon laquelle la population de CD8p
est réduite par le traitement du DSS et encore réduite par un traitement combiné avec
EGb 761 et DSS ne peut pas pour I’instant étre expliquée. Toutefois, des études ont
révelé que la population de CD8 moins critique a la colite que la population de CD4
dans ce modéle animal et d’autres de colite (Kotakadi et al., 2008).

Mécaniquement, nous montrons qu’EGb 761 peut supprimer I’activation des

macrophages. Conformément a cela, d’autres ont montré EGb 761 pour diminuer
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I’expression de 1I’iNOS, la libération d’oxyde nitrique, ainsi que d’inhiber d’autres
marqueurs de I’inflammation comme Cox-2 et le facteur nucléaire-kappa B. Ces
résultats sont compatibles avec nos résultats d’immun histochimie in vivo ici,
indiquant que ces téléchargés a partir de marqueurs sont supprimes par EGb 761
(figure 12). Fait important, nous montrons pour la premiére fois que EGb 761
conduit 1’apoptose de la population de cellules T effecteur CD4. Des études récentes
ont montré que EGb 761 peut induire 1’apoptose dans les cellules cancéreuses de la
cavité¢ buccale. Fait intéressant, les principaux effets neuroprotecteurs de I’EGb 761
sont pensés pour étre associés a sa capacité a inhiber 1’apoptose sous radicaux libres.
Ces résultats indiquent des effets sélectifs et divergents possibles d’EGb 761 sur
différents types de cellules. Ont récemment montré que les effets de ’EGb 761 sur les
populations de lymphocytes T dépendaient des concentrations. lls ont également
montré que EGb 761 conduit I’apoptose cellulaire, de cellules T, compatible avec nos
résultats. De maniére significative, ici, nous montrons que l’apoptose n’est pas
seulement stimulée par EGb 761 in vitro, mais aussi EGb 761 stimule I’apoptose
cellulaire CD4 T in vivo. Bien que la machinerie apoptotique conduisant ce processus
soit actuellement inconnue, nous montrons ici un effet sur Bcl-2, faisant allusion a un
mécanisme intrinseque dans les cellules lymphoblastoides. Fait intéressant, p53 a
également été montré pour étre stabilisé par EGb 761 chez les hépatocytes, qui
subissent 1’apoptose lors de 1’exposition a EGb 761. Dans les cellules neuronales
PC12, les espéces réactives d’oxygene provoquent une augmentation des molécules
pro-apoptotiques, telles que Bax et p53, tandis que les extraits de ginkgo inhibent

cette augmentation (Kotakadi et al., 2008).

Une analyse plus poussée a révélé que le terpéne, pas de part flavone, était
responsable d’un tel effet anti-inflammatoire thérapeutique. L’addition du terpene aux
macrophages lipopolysaccharide-traités a montré la suppression de la production
d’oxyde nitrique (NO). Ces résultats suggérent que le blocage de la production de NO
des macrophages qui se sont infiltrés au site enflammé puisse étre un mécanisme

possible pour I’effet anti-inflammatoire thérapeutique (Han, 2005).

Les monocytes exprimant le récepteur 4 (TLR4) de péage jouent un réle majeur dans
la régulation de la réponse immunitaire innée et sont impliqués dans 1’inflammation
systémique. Les résultats d’essai immunosorbent liés enzymatique ont montré que le

lipopolysaccharide (LPS) induit I’expression de la protéine chimiotaxique monocyte-1
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(MIP-1), facteur de nécrose tumorale-a, et MIP-1la, et cette induction peut étre
réprimée par le traitement de GBE dl au blocus de TLR4. L'analyse des réactifs ont
montré que I’inhibition de I’expression TLR4 a médiation GBE était associée a
I’activation de la kinase protéique activée par le mitogeéne et a la production d’oxyde
nitrique (NO). Les expériences de chasse d’actinomycine ont démontré que GBE a
diminué la stabilité de ’ARNm TLR4 dans les cellules. Le GBE induit I’expression
de la tristetraproline intracellulaire (TTP). La transfection avec le sSiRNA de TTP a
inversé les effets de GBE dans les cellules naives ou TLR4. Le traitement par SNAP
(un donneur NO) peut augmenter 1I’expression TTP intracellulaire dans les cellules.
L’analyse d’immunoprécipitation a montré que GBE mésente ’activation du TTP et
augmente I’interaction du TTP avec la région non traduite (UTR) de ’ARNm TLR4
en réglementant la production de NO.On indique que GBE pourrait diminuer la
sensibilité des monocytes au LPS. L’utilisation de TTP pour contrdler 1’expression
TLR4 peut étre une approche prometteuse pour contrdler I’inflammation systémique,
et GBE peut avoir des applications potentielles dans le traitement clinique des

maladies immunitaires (Wen Lee et al., 2011).

3. La maladie des Ilésions pulmonaires induites par Pischémie

intestinale/reperfusion :
3.1 Définition :

L’ischémie intestinale / reperfusion (II/R) est une condition grave résultant de
I’ischémie mésentérique aigu€, du choc hémorragique, traumatique ou septique, ou
des brdlures graves et quelques procédures chirurgicales comprenant Ila
transplantation d’entrailles petites et la chirurgie aortique abdominale. Il est bien
connu que II/R provoque non seulement des blessures de I’intestin lui-méme, mais
implique également la destruction sévere des organes éloignés et méme le
dysfonctionnement des organes multiples. De ces 1ésions d’organes éloignées, les
Iésions pulmonaires ont été bien caractérisées comme une inflammation aigué avec la
séquestration des leucocytes et de leurs produits enzymatiques dans les tissus
pulmonaires, augmentation de la perméabilité microvasculaire, cedéme périvasculaire

et interstitiel, et cedémepulmonaire. Ces processus pulmonaires incités par les
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blessures a distance II/R souvent conduire a I’image clinique du syndrome de détresse

respiratoire aigué (Liu et al., 2007).

Les mécanismes des lésions pulmonaires induites par 1I/R sont tres complexes. Il
est bien établi que la peroxydation lipidique est I’un des principaux facteurs causant
des lésions pulmonaires. En outre, les preuves ont montré que la surproduction
d’oxyde nitrique (NO) générée par 1’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) non
seulement aggrave les dommages oxydatifs, mais conduit a un dysfonctionnement
microvasculaire pulmonaire. Ainsi, la stratégie thérapeutique en éliminant les
radicaux libres et en réduisant la surproduction de NO devrait étre des stratégies
efficaces potentielles pour la protection contre les lésions pulmonaires (Liu et al.,
2007).

3.2. Traitement de maladie des lésions pulmonaires induites par I’ischémie

intestinale/reperfusion par GB :

L'EGb 761 peut nettement améliorer et atténuer les Iésions pulmonaires,
manifestée par 1’amélioration des dommages histologiques et des diminutions
significatives de pulmonaire W / D et PPI (variables liées a des Iésions pulmonaires).
Ces résultats suggérent que 1’administration de EGb 761 peut étre une approche
thérapeutique efficace potentielle pour la prévention de IlI/Rinduit des dommages de

poumon.

Les mécanismes des lésions pulmonaires aprés 1I/R sont complexes et mal compris.
On pense que les dommages de la barriere muqueuse intestinale suivant II/R causent
la dislocation des bactéries ou des endotoxines endogenes, menant aux réactions
inflammatoires systémiques. Le neutrophile et leurs produits enzymatiques sont
séquestrés dans les tissus pulmonaires, ce qui provoque une augmentation de la
perméabilité microvasculaire, de I’cedéme périvasculaire et interstitiel, et de I’cedéme
pulmonaire. L’observation microscopique légere des tissus pulmonaires aprés II/R
avec prétraitement d’EGb 761 chez les rats (Figure 13) (Liu et al., 2007).
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Figure 13 : Observation microscopique légére des tissus pulmonaires apres 11/R
avec prétraitement d’EGb 761 chez les rats (Liu et al., 2007).

A : La structure normale de tissu pulmonaire a été trouvée dans le groupe (x 100) ; B
: L’cedéme pulmonaire, I’hémorragie et la séquestration inflammatoire des cellules
ont été trouvés dans le groupe II/R (x 200) ; C : Des changements morphologiques
diminués induits par II/R ont été trouvés dans le groupe EGb +II/R (x 200) (Liu et
al., 2007).

a. Effet de ginkgo biloba sur la production de I'oxyde nitrique

Plusieurs observations récentes impliquent que le NO peut étre un participant
important a la réponse pulmonaire 1I/R. Il a été suggéré que le NO, produit a partir de
L’oxyde nitriquesynthase constitutif endothélial (eNOS), puisse étre une molécule
protectrice importante au début de II/R. A cet égard, les inhibiteurs de la production
endogene NO exacerbent considérablement I’augmentation de la perméabilité
épithéliale et le dysfonctionnement cardio-vasculaire dans 1’intestin postischémie
reperfusé. La production excessive de NO a été attribuée au deuxieme NOS (NOS
inductible, iNOS) qui n’est pas présent dans des conditions normales mais peut étre

induit en réponse aux états inflammatoires systémiques, y compris II/R. L’induction
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d’iNOS a été impliquée dans la pathogénie de II/R et il a été rapporté que les
inhibitions de I’activité d’iNOS et de la production de NO pourraient atténuer II/R
blessure (Liu et al., 2007).

Dans la présente étude, nous avons étudié la contribution de I’iNOS a II/R-induit des
dommages pulmonaires. Les résultats ont montré que 60 min d’ischémie intestinale
suivie de 180 min de reperfusion ont significativement régulé 1’expression d’iNOS de
poumon, accompagnée d’élévation marquée des niveaux de nitrate/nitrite pulmonaire
(métabolites stables de NO). Ont démontré que ’activité pulmonaire d’iNOS chez les
rats soumis a II/R a été sensiblement augmentée, qui ont montré que la réponse
inflammatoire systémique et les dommages de poumon se produisent aprés II/R avec
une surproduction de NO accompagnée par 1’augmentation de 1’expression d’iNOS et
la formation de peroxynitrite dans les poumons. Les mécanismes des actions
cytotoxiques de la production excessive de NO n’ont pas été enticrement compris

(Liu et al., 2007).

Il a été suggéré que les ions de superoxyde réagissent avec NO pour produire la
peroxynitrite, qui provoque alors la peroxydation lipidique accentuée, les
modifications protéiques et d’ADN ayant pour résultat des dommages cellulaires. Pris
ensemble, la voie dépendante d’iNOS-NO-peroxynitrite peut étre 1’un des

mécanismes de la Iésion pulmonaire induite par II/R.

L’effet de ’EGb 761 sur la génération NO dans le tissu pulmonaire suivant II/R a été
étudié pour la premiere fois dans la présente étude. Les résultats ont montré que EGb
761 a considérablement réduit la génération de NO accompagnée par la régulation
vers le bas de I’expression iNOS. Ont montré que EGb 761 agit directement comme
un charognard NO et inhibe de fagon concomitante I’expression de I’ARNm iNOS
dans les tissus myocardiques, améliorant ainsi la récupération de la fonction cardiaque
postischemique aprées I’ischémie myocardique / reperfusion. En outre, EGb 761 inhibe
la production de NO dans les macrophages activés par [’interféron
lipopolysaccharide/gamma (LPS/IFN-y) en récupérant de fagon concomitante le NO
et en inhibant PARNm iNOS et Dlactivit¢ enzymatique. Bien que les modeles
experimentaux utilisés dans les études précédentes soient différents de la présente
¢tude, ces résultats peuvent, au moins en partie, I’effet protecteur de I’EGb 761 sur les

Iésions pulmonaires peut étre attribuable a sa suppression sur la voie dépendante
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INOS-NO. Il y a peu d’informations sur les mécanismes de 1’effet de EGb 761 sur la
voie dépendante iINOS-NO, I’analyse occidentale de 1’iNOS dans le poumon de rat.
Présenter dans le (figure 14) (Liu et al., 2007).

GNP w————  iNOS

Figure 14 : Analyse occidentale de I’iNOS dans le poumon de rat.

1. Groupe de sham ; 2.Groupe II/R ; 3. Groupe EGb + II/R. L’intensité des bandes
était plus élevée dans le groupe II/R que dans le groupe EGb +II/R. Une bande

proéminente de la protéine iINOS a été démontrée a environ 70 Kd (L.iu et al., 2007).

b. Effet de ginkgo biloba sur I'expression de NOS :

Les niveaux élevés de NO produits par les macrophages activés et d’autres
cellules sont non seulement toxiques pour les microbes indésirables, mais nocifs pour
les tissus sains environnants et les cellules. Les lésions cellulaires et tissulaires
peuvent étre liées au non radical lui-méme ou a une interaction de NO avec O2,
conduisant a la formation de peroxynitrite (ONOO-). Toutefois, les preuves indiquent
également que le NO inhibe la migration des neutrophiles et la production de
cytokines, et que les inhibiteurs du NOS aggravent les lésions pulmonaires aigués.
Malgreé les roles contradictoires de NO dans la pathogénie des lésions pulmonaires
aigués, aucune production et les libérations de médiateur pro-inflammatoire en
réponse a la stimulation de LPS dans les cellules RAW est un modele bien défini pour
évaluer les effets pharmacologiques des composés chimiques sur I’inflammation
induite par le LPS. Bien que les ginkgolides possedent les propriétés antioxydantes et
les especes réactives d’oxygene (ROS) sont réellement impliquées dans la production
de médiateur pro-inflammatoire induite par le LPS , GB supprime de maniére
significative les expressions d’ARNm de TLR-4 et de NF-kB, diminue les niveaux de

TNF-a, IL-1b, et IL-6, et réduit le nombre de cellules neuronales apoptotiques dans le
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tissu cérébral de rat hémorragique, ont montré que la voie TLR4/NF-kB est
probablement impliquée dans ’apoptose neuronale réduite par GB dans le cerveau
traumatique du rat, ont démontré que I’inhibition de I’activation de NF-kB est
associee aux effets anti-inflammatoires et anti-apoptotiques de GB dans un modele de
souris de blessure cérébrale d’ischémie/reperfusion, ont indiqué que la voie
TLR4/NF-kB est impliquée dans ’apoptose de cellules neuronales réduites par GB
dans le cerveau hémorragique de rat, ont montré que ’effet protecteur de GB en
combinaison avec GA dans un modele de rat de I’ischémie cérébrale focale
permanente est associ¢ a I’inhibition de la voie de signalisation NIK/IKK/IKB/NF-kB.
Depuis une étude précédente a indiqué que EGB et ses terpénoides, y compris GA,
GB, et bilobalide, sont capables de contrarier I’effet de 1’homocystéine sur
I’expression iNOS dans les macrophages par leur antioxydation ayant pour résultat

I’atténuation de 1’activation de NF-kB (Wu et al., 2016).

L’EGb 761 a un effet protecteur sur les lésions pulmonaires I1/R, qui peut étre liée
a sa propriété antioxydative et aux suppressions de 1’accumulation de neutrophiles et
de la génération de NO induite par I'iINOS. EGb 761 semble étre un agent
thérapeutique efficace pour certains patients gravement malades présentant 1’échec

respiratoire lié a II/R, bien que ses mécanismes restent a élucider (Liu et al., 2007).
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Conclusion

Ce travail vise a savoir quel genre d’effet de 1’extrait standardise de Ginkgo biloba sur la
production de nitrites lors des maladies inflammatoires.

Nous avons donc parlé de NO, et de sa production et de sa conversion en nitrite, en plus de
sa production par les différentes cellules impliquées dans la réponse inflammatoire.
Gréace a la présentation de la molécule de ginkgo biloba et de ses effets bénéfiques lors des
maladies inflammatoires, il a été montré son effet positif comme un anti-inflammatoire, ou
dans diverses maladies inflammatoires présentées au travail on indique que I’EGb 761 a un
effet protecteur sur la maladie inflammatoire, qui peut étre liée a sa propriété anti oxydative et
aux suppressions de 1’accumulation des cellules immunitaires et de la génération de NO
induite par | iINOS. car il contient des antioxydants, qui travaillent a résister aux radicaux
libres qui peuvent accélérer 1’apparition du vieillissement, et des dommages aux cellules et
aux tissus, aider dans le traitement des infections, en particulier ceux associés aux infections,
et le syndrome du c6lon. Articulations, maladies cardiaques, et diverses infections, EGb 761
semble étre un agent thérapeutique efficace pour certains patients gravement malades, bien

que ses mécanismes restent a élucider.
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