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Abstract

Nitrites come in several forms; they are widely present in water resources and used as food
additives and preservatives and as a source of color. Exposure to high levels of nitrite reverses
its beneficial effects and becomes toxic. The purpose of our study is to modulate

pharmacologically the hepatic response induced by nitrites.

Twenty-four rabbits were divided into four groups; a control group of three rabbits was not
treated, a group (N) of nine rabbits received sodium nitrite alone at 100mg/Kg body weight for
six weeks. A group (N+T) of nine rabbits received tanakan at 20mg/Kg body weight for three
weeks after receiving sodium nitrite in six weeks. A group (T) of three rabbits received tanakan

alone at 20mg/Kg body weight for three weeks.

Our results show that sodium nitrite causes hepatotoxicity, which results in increased serum
transaminase (TGO and TGP), total bilirubin and direct bilirubin, and G-Glutamyl transferase
levels, and that taking tanakan improves liver status by decreasing the levels of previous

parameters.

Our study showed that Sodium nitrite and tanakan do not have an effect on Alcaline

Phosphatase and Albumin.

Keywords: nitrite, Ginkgo biloba extract, hepatic response, rabbits.



Résumé

Les nitrites se présentent sous plusieurs formes ; ils sont largement présents dans les ressources
d’eau et utilisés comme additifs et conservateurs pour les aliments et comme source de couleur.
L’exposition a une forte dose du nitrite inverse ses effets bénéfiques et devient toxique. Le but
de notre étude est de moduler pharmacologiquement la réponse hépatique induite par les

nitrites.

Vingt-quatre lapins ont été répartis en quatre groupes ; un groupe témoin de trois lapins n’a
recu aucun traitement, un groupe (N) de neuf lapins a recu du nitrite de sodium seul a 100mg/Kg
du poids corporel pendant six semaines, un groupe (N+T) de neuf lapins a recu du tanakan a
28mg/Kg du poids corporel pendant trois semaines apres avoir recu du nitrite de sodium dans
six semaines, un groupe (T) de trois lapins a recu du tanakan seul & 28mg/Kg du poids corporel

pendant trois semaines.

Nos résultats montrent que le nitrite de sodium entraine une hépatotoxicité qui se traduite
par "augmentation des taux sériques de transaminases (TGO et TGP), bilirubine totale et
bilirubine directe et G-Glutamyl transférase, et que la prise du tanakan fait améliorer 1’état du

foie en diminuant les taux des parametres précédents.

Notre étude a montré que Le nitrite de sodium et le tanakan n’ont pas un effet sur la

Phosphatase Alcaline et I’ Albumine.

Mots clés : nitrite, extrait de Ginkgo biloba, réponse hépatique, lapins.
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Introduction

Le nitrite (NO2") a été largement appliqué dans les produits agricoles et industriels et est

souvent présent dans divers aliments, échantillons biologiques et systemes environnementaux.

Cependant, le NO>™ en tant que contaminant toxique menace probablement la santé humaine
en produisant des N-nitrosamines hautement cancérigenes (Guangli et al., 2019) ce qui peut
causer plusieurs problemes de santé graves, dont le cancer gastrique et cesophagien, le
syndrome du nourrisson bleu, l'avortement spontanée et les anomalies congénitales dans le

systeme nerveux central (Kilfoy et al., 2006).

Dans I'ancienne Chine, les feuilles et les graines de Ginkgo biloba ont été utilisées pour
traiter la toux, I'asthme, I'énurése, I'abus d'alcool, les infections de la peau pyogeénique et les
infections de vers. On sait que I’extrait de Ginkgo biloba contient diverses classes de
constituants chimiques, dont les terpénoides, les polyphénols, les allyles phénols, les acides
organiques, les glucides, les acides gras et les lipides, les sels inorganiques et les acides aminés.
Les trilactones et les flavonoides de terpene sont considérés comme les principaux constituants
bioactifs. (Zhu et al., 2019)

Le foie contr6le le métabolisme de la glycolyse et de 1’urée, la détoxification du sang et le
taux de cholestérol, tout en soutenant les systémes hématopoiétique et digestif. Etant donné
qu'il s'agit de l'organe le plus grand et le plus exposé a la toxine dans I'organisme, il n'est pas
surprenant que les maladies du foie, notamment la fibrose, la cirrhose, I'népatite et
I'népatocarcinome, soient les principaux facteurs de morbidité et de mortalité. (Gordillo et al.,
2015)

Le nitrite de sodium est utilisé médicalement pour la vasodilatation, la bronchodilatation, le
vasospasme cérébral post-hémorragique, l'infarctus du myocarde et comme antidote pour
I'empoisonnement au cyanure. Néanmoins, le NaNOz2 est considéré comme un composé toxique
en haute concentration car il peut provoquer des troubles physiologiques et des effets néfastes
sur la santé, notamment des troubles de la fonction reproductrice, des troubles endocriniens,
une hépatotoxicité, un retard de croissance et une dysrégulation des réactions inflammatoires.
(Nagla et al, 2020)

Dans notre étude, nous avons essayé d’élucider le mécanisme d’action des nitrites et de
I’extrait de Ginkgo Biloba dans les altérations hépatiques observées lors de I’administration du

NaNO:z2 par voie orale.




Introduction

Pour réaliser notre étude nous avons fixé quelque but a attendre :
+ Effet du nitrite sur les paramétres biochimiques de la fonction hépatique.
% Effet de I’extrait de Ginkgo Biloba sur les altérations hépatiques induites par des

nitrites.




Chapitre 01 :
Nitrite



I/ Nitrite

Le nitrite est le produit intermédiaire de plusieurs réactions d'oxydation et de réduction
impliquées dans les différents processus de transformation de l'azote. (Burgin et Hamilton,
2008).Les nitrites proviennent principalement de composés organiques azotés et de la
bioformation des nitrates. (Guangli et al., 2019)

En tant que précurseur important, le nitrite peut interagir avec les protéines pour produire
des N-nitrosamines hautement cancérogenes, ce qui probablement peut causer plusieurs
problémes de santé graves, dont le cancer gastrique et cesophagien, le syndrome du nourrisson
bleu, lI'avortement spontané et les anomalies congénitales dans le systeme nerveux central.
(Kilfoy et al., 2006)

Le nitrite inorganique a longtemps été considéré comme un produit d'oxydation inerte du
NO et un biomarqueur de la formation de NO, malgré certaines indications contraires (Guangli
etal., 2019)

1.1/ Utilisation

Les nitrites sont essentiellement utilisés comme colorant et agent de conservation des
aliments. C’est le cas des viandes et dérivés dans lesquels le nitrite de sodium est ajouté non
seulement pour la salaison, mais aussi pour préserver le go(t et la couleur rouge de
I’hémoglobine qui autrement serait oxydée pour devenir brune. (Sandarine, 2008)

Les nitrites sont aussi utilisés dans la manufacture des teintures et du caoutchouc, dans
I’industrie textile et photographique. Ils servent aussi d’inhibiteur de corrosion et d’antidote
dans des cas d’empoisonnement au cyanure. Dans 1’industrie, ils sont utilisés pour transformer

des amines en sels de diazonium qui sont des colorants organiques. (Sandarine, 2008)

1.2/ Toxicité du nitrite

Le nitrite est trés toxique comparativement au nitrate (qui est le produit d’oxydation des
nitrites) qui est relativement non toxique. Toutefois, le nitrate ingéré est susceptible d'étre réduit

en nitrite par les bactéries du tractus gastro-intestinal.

Chez I'numain, l'effet critique lié a l'ingestion directe du NO2™ et/ou produit par conversion

endogéne du NOs™ est la méthémoglobinémie.

La méthémoglobinémie est causée par la capacité réduite du sang a transporter I'oxygeéne

dans I'ensemble de I'organisme. Le nitrite ingéré est absorbé dans le systéme sanguin et réagit




avec I'némoglobine dans les érythrocytes pour former la méthémoglobine. Cette molécule
résulte de lI'oxydation du fer (1) contenu dans la molécule d’hémoglobine en fer (I11), ce qui
rend inopérant le transport de I'oxygene vers les tissus par I'némoglobine. (Julie, 2009).

Une méthémoglobinémie modérée «30% de I'hémoglobine oxydée) peut provoquer des
nausées et des maux de téte, tandis qu'une méthémoglobinémie séveére (>50% de I'hémoglobine
oxydee) est susceptible de provoquer la mort. Les concentrations critiques de nitrite et nitrate
susceptible d'induire la formation de méthémoglobine chez les humains ont été établies entre
0,3 a 2,5 mg N-NOz et 10 a 76 mg N-NO3" ingérés par kilogramme de poids corporel (Julie,
2009). Des études animales suggerent que le nitrite peut traverser le placenta ou exercer un effet
transplacentaire, de plus amples travaux sont nécessaires afin d'évaluer I'importance de I'ingestion
de NO3 et NO2™ par la mére sur la santé du feetus. Il est important de mentionner que le nitrite et le
nitrate sont classifiés comme possiblement cancérigénes pour I'humain. Des études
épidémiologiques ont démontré une association entre la présence de ces ions dans I'eau potable et
le cancer de I'estomac. (Boink et Speijers, 2001).

1.3/ Biotransformation du nitrite

Dans I’organisme, nitrates et nitrites participent a un inter-échange dynamique : le cycle
humain de ’azote. Apres que les nitrites soient formés par la transformation bactérienne des

nitrates, le mélange nitrates/nitrites entre dans le tractus gastro-intestinal via la salive.

Une fois dans le sang, les nitrites sont oxydés par I’hémoglobine en nitrates avec la formation
de méthémoglobine (metHb). Les nitrites sont facilement transformés en especes nitrosantes en
environnement acide (particuliérement ’estomac). Ces derniéres peuvent réagir avec une
panoplie de composés : soit I’acide ascorbique, soit les amines et les amides pour former les

composés N-nitrosés (McColl, 2007)

La conversion des nitrates en nitrites est dans une grande mesure le fait des bactéries qui
logent le tractus buco-gastro-intestinal. Conséquemment, le taux de transformation des nitrates
suite a leur ingestion ne dépendra pas seulement de la dose de nitrates ingérés, mais aussi de la

quantité et du type de bactéries qui y résident.

Environ 5 a 10% des nitrates absorbés sont convertis en nitrites dans la salive, I’estomac et
le petit intestin (McCaoll, 2007).
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Ginkgo Biloba

I/ Ginkgo biloba

Le Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) est considéré comme la seule espéce d'arbre survivante de
l'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. Toutefois, cette utilisation n'a pas été fondée sur des connaissances scientifiques.
Aujourd'hui, les extraits de Ginkgo biloba sont devenus I'un des médicaments a base de plantes

les plus courants et les mieux explorés (Christian et al., 2013).

Figurel : Ginkgo biloba (Mullaicharam, 2013)

Les produits de Ginkgo biloba sont aujourd'hui proposés dans de nombreuses préparations

différentes parfois sans aucune formation scientifique ni aucun contréle.

Cependant, en médecine fondée sur des données probantes et dans toutes les études et tous
les traitements cliniques, Ginkgo biloba ne devrait étre utilisé que sous la forme d'extraits
standardisés de Ginkgo biloba définis par un processus spécial de composition et de fabrication.
(Mdzinarishvili et al., 2007).

11/ Composants actifs de I’extrait de Ginkgo biloba

Le Ginkgo biloba contient différents composants tels que les flavonoides, les terpenes
trilactones, les proanthocyanidines, les acides ginkgoliques, la biflavone, les polyflavones et les
ginkgotoxines (Leistner et Dreweke, 2009).




Ginkgo Biloba

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.

L’EGD standardisé consiste, entre autres, en deux fractions principales ayant des profils

pharmacologiques spécifiques :

¢ le terpene trilactones (TTL) (ginkgolide A (GKA), B (GKB), C (GKC), J (GKJ) (fig.2)
et le bilobalide (Bb) (fig. 3), a une concentration de 5,4 a 6,6 % (GKA, GKB et GKC
ensemble de 2,8 a 3,4 % et Bb 2.6 a 3,2 %)

Ginkgolide Ry Rz Rz
Ginkgolide A OH H H
Ginkgolide B OH OH H
Ginkgolide C OH OH OH
Ginkgolide J OH H OH
Ginkgolide M H OH OH
Ginkgolide K H OH H
Ginkgolide L H H H

Figure 2 : Structure chimique du Ginkgolide (Nakanishi, 2004)

--ullllOH
N ""C(CHpg)3

Figure 3 : Structure chimique du Bilobalide (Nakanishi, 2004)




Ginkgo Biloba

% les flavonoides, qui représentent 22 & 27 % de I'extrait. La fraction flavonoide est

composée principalement de trois flavonols, & savoir la quercétine, le kaempferol et

I'isorhamnetine (fig. 4a), qui sont combinés a au moins une fraction de sucre (fig. 4b).

3-0-{6"-0-(a-L-rhamnosyl}-B-D-glucosyl)kaempferol: Ry=glc-rha Ry=H

Kaempferol: R, =H 3-0-{6"-0-{a-L-thamnosyl)-B-D-glucosyl)quercetin: Ry=ghc-rha R;=0H

Quercetin: R, = OH 3-0-(2"-0.6"-0-bls{a-L-thamnosy!)-B-D-glucosyl)kaempferol: Ry=glc-(rha)s
isarhamnetin: R, = OCH; Ra=H
3-0-{2"-0,6"-0-bis{a-L-rhamnosy!)-B-D-glucosy!)quercetin: Ry=glc-[rha),
ROH

3-0-{2"-0-{6"-0-{p-coumarayl}-B-D-glucosyl)a-L-rhamnosyl)kaempferal:
Ry=glc-rha-coumnarayl Ra=H

3-0-{2"-0-{6"-0-{p-coumarayl}-B-D-glucosyl)a-L-rhamnosyl)quercetin:
Ry=gic-rha-coumaroyl Rj=0H

Figure 4 : Structure chimique du flavonoide (Singh et al., 2008)

La quantité d'acides ginkgoliques (fig. 5) dans I’EGb doit étre inférieure a 5 ppm. Il est
incontestable aujourd’hui que les composés pharmacologiquement actifs du EGb sont le TTL
et les flavonoides (Abdel-Kader et al., 2007 ; Ramassamy et al., 2007).

S Ginkgolic acids
R,= Ci3Hz7 (C 13:0)
_ COOH Ry= CasHas (C 15:0)
Ry= CisHze (C 15:1)
Ry= Ci7H33 (C 17:1)
R

Rlz C17H31 (C 17:2)

Figure 5 : Structure chimique de 1’ Acide ginkgolique (Singh et al., 2008)

o



Ginkgo Biloba

11.1/ Terpéne Trilactones

La classe de composés Terpéne Trilactones (TTL) est trés rare dans le royaume des
plantes ; il n'a été trouvé qu'a Ginkgo biloba jusqu'a présent. Les ginkgolides, qui sont des
diterpenes C20, sont constitués de six anneaux a cing chainons, c'est-a-dire un anneau
carbocylique spiro [4,4] nonane, trois lactones et un tétrahydrofurane, alors que le Bb est un
sesquiterpene. Ce sont les seuls produits naturels connus possédant un groupe tert-butylique.

Il a été démontré que EGb 761 protege les mitochondries contre les dommages liés a I'age et
améliore la fonction mitochondriale et le métabolisme énergétique ; cette action est
principalement due aux ginkgolides et Bb. Bb permet aux mitochondries de maintenir leur
activité respiratoire dans des conditions ischémiques, ce qui retarde le début des dommages
induits par l'ischémie. De plus, Bb a un effet protecteur sur la teneur en ATP cellulaire.
(Christian et al., 2013).

1.2/ Flavonoide

Les flavonols sont une grande famille de composeés polyphénoliques présents partout dans
le royaume végétal et sont donc pris par les humains et les animaux avec leur régime alimentaire
régulier. (Van Beek et Montoro, 2009). Plus de 30 flavonoides authentiques sont connus dans
Ginkgo biloba. La diversité des différents flavonoides ne résulte pas de la variabilité du cadre
de 2-phénylchromane, mais des différents glycosides trouvés dans Ginkgo biloba. La portion
sucriére se compose de glucosepties et/ou de rhamnose dans divers mono, di- ou triglycosides
avec différents modeles de liaison (Singh et al., 2008) (fig. 4).

Certaines données épidémiologiques suggérent un effet préventif sur les maladies
cardiovasculaires par une forte consommation de flavonoides (Hertog, Feskens et Kromhout.
1997 ; Yochum et al., 1999). De plus, les glycosides flavonoides sont également considérés
comme efficaces dans le traitement de l'insuffisance veineuse chronique (Wurglics et
Schubert-Zsilavecz, 2006).

Dans les études précliniques, les flavonoides semblaient étre de puissants antioxydants et
des récupérateurs radicaux menant a une diminution des niveaux de tissus des especes réactives
d'oxygéne (ROS) et l'inhibition de I'oxydation des lipides membranaires. De plus, les
flavonoides chélatent les ions métalliques de transition pro-oxydants et modifient I'expression

des antioxydants. (Wurglics et Schubert-Zsilavecz, 2006).
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11.3/ Acide ginkgolique

Les acides ginkgoliques sont un mélange de composés d'acide phénolique n-alkyles
structurellement apparentés de Ginkgo biloba (fig. 5). Ce sont de forts allergénes qui peuvent
causer des réactions allergiques séveres. En plus de leurs propriétés allergiques, ils possedent
des propriétés cytotoxiques, mutagenes, cancerogenes et genotoxiques possibles (Liu, Zeng.
2009).

La guantité d'acides ginkgoliques dans le EGb doit étre inférieure a 5 ppm en raison des

effets secondaires décrits (Ahlemeyer et al., 2001 ; Hecker et al., 2002).

11.4/ Ginkgotoxines

Les ginkgotoxines (fig.6) sont responsables d'effets secondaires tels que les crises

d'épileptiformes, I'inconscience et la paralysie des jambes (Leistner et Dreweke, 2009).

Il faut néanmoins garder a I'esprit que les ginkgotoxines se trouvent principalement dans les
graines de Ginkgo biloba et non dans les feuilles qui sont utilisées pour la production d’EGb.
Les données publiées indiquent qu'aucun effet toxique n'est attendu aprés l'application de I’EGb

dans la dose recommandée. (Hecker et al, 2002).

CH,OCH,

HO CH-OH
= 2
\

N

HsC

Figure 6 : Structure chimique de Ginkgotoxine (Leistner et Dreweke, 2009)
I11/ Effets pharmacologiques du Ginkgo biloba

L'extrait de feuilles de Ginkgo a montreé des effets bénéfiques dans le traitement des maladies

neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, les maladies cardiovasculaires, le cancer,
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le stress, la perte de mémoire, les tinnites, les plaintes gériatriques comme le vertige, la
dégénérescence maculaire liée a I'age et les troubles psychiatriques comme la schizophrénie.
(Ramassamy, Lomgpre et Christen, 2007).

L’effet le plus important c’est 1’effet antioxydant.
Les deux mécanismes d'action proposés sont :

1. larécupération directe des radicaux libres
2. l'inhibition indirecte de la formation de radicaux libres.

L'extrait de la feuille de Ginkgo peut dévaster des especes réactives d'oxygene (ROS) comme
les radicaux hydroxyles (OH), le radical peroxyl (ROO), le radical d'anion superoxyde (02-),
le radical d'oxyde nitrique (NO), le peroxyde d'hydrogene (H202) et les especes d'ions ferrylés.
(Mahady, 2002 ; DeFeudis et al., 2003).

L'extrait de la feuille de Ginkgo peut également améliorer les activités des enzymes
antioxydantes comme la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase, la catalase

et/ou I'hémisphére-oxygénase-1, contribuant ainsi indirectement a la formation d'un

antioxydant. (Song et al., 2000 ; DeFeudis et al., 2003).

Il a été suggéré que I'extrait de feuilles de Ginkgo augmente I'expression des enzymes
mitochondriales comme les déshydrogénases NADH, qui peuvent influencer la génération de
ROS dans les mitochondries. Il s'agit d'une protection contre le découplage de la
phosphorylation oxydative, augmentant ainsi les niveaux d'ATP régulant le métabolisme

énergétique. (Janssens et al, 1995 ; Tendi et al, 2002).

Les principaux constituants impliqués dans toutes ces actions sont les flavonoides
(quercétine et kaempferol) et les terpénoides (ginkgolides et bilobalide) (Bastianetto et al.,
2000 ; DeFeudis et al, 2003 ; Smith et Luo, 2004) ou chacun contribue différemment a sa
propriété antioxydante. On sait que les flavonoides exercent leurs effets par inhibition de
I'enzyme cyclooxygénase-2, qui fait partie de la synthése de la prostaglandine, et que son
inhibition est connue pour réduire la cancérogénese du cblon. Les bilobalides augmentent les
activités des enzymes antioxydantes (SOD et catalase) et améliorent la viabilité cellulaire.
(DeFeudis et al., 2003).
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I/ Organisation du foie

Le foie est I’organe le plus volumineux du corps humain. Il est situé dans la partie supérieure
droite de la cavité abdominale. Classiquement le foie est divisé en quatre lobes, chacun étant

subdivisé en un ou plusieurs segments. (Bismuth, 2013)
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Figure 7 : Organisation structurale et anatomique du foie (Marchall et Bangert, 2004)

Chaque lobe entoure une veine centrale qui permet la sortie du sang. lls sont généralement
de forme hexagonale ou chaque sommet est composé de la triade portale (Figure 2). Comme
son nom 1’indique, celle-ci est composée de trois conduits, soit une branche issue de la veine
porte qui apporte le sang non oxygéné a la triade, une artériole hépatique qui transporte le sang
oxygéné et un canal biliaire (Gordillo et al., 2015).

Les hépatocytes sont localisés dans trois régions distinctes. La premiére, la zone périportale,
se situe a ’entrée du sang pres de la veine porte et de 1’artere hépatique et est suivie de la zone
intermédiaire. Finalement, on retrouve la zone péricentrale qui se situe a proximité de la veine
centrale qui permet la sortie du sang (Gordillo et al., 2015 ; Rosenberg et al., 1996). Il est
intéressant de noter que la concentration en oxygéne diminue au cours de I’avancement vers la

veine centrale. (Kietzmann, 2017).
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Figure 8 : Vue de haut d’un lobule hépatique. (Gordillo M et al., 2015)

Le foie est compose de différents types cellulaires : les hépatocytes (60 a 65% des cellules
hépatiques), les cellules endothéliales sinusoidales (15 a 20 %), les cellules de Kupffer (8 a 12
%), les cellules stellaires ou de Ito (3 a8 %), les cholangiocytes (cellules épithéliales constituant

le canal biliaire, 3 a 5%) et les cellules dendritiques hépatiques (moins de 1 %) (Figure 3)
(Nakai H, 2011).
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Figure 9 : Differents types cellulaires composants un lobule de foie. (Gordillo M et al. 2015)
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11/ Fonctions du foie

Le foie est la plus grosse glande du corps humain (Gordillo et al., 2015). Le foie, est une
glande amphicrine, c¢’est-a-dire qu’il exerce des fonctions endocrines et exocrines. La fonction
endocrine du foie permet la libération de diverses hormones dont le facteur de croissance a
I’insuline, la thrombopoiétine et 1’angiotensinogéne directement dans le sang (Si-Tayeb et al.,
2010). La fonction exocrine permet la sécrétion de diverses substances a 1’extérieur du corps,
telles que la sécrétion de bile dans le tube digestif qui est nécessaire a la digestion des gras et a
I’absorption de certaines vitamines. Le foie est aussi impliqué dans de nombreuses fonctions
métaboliques cruciales incluant le métabolisme des nutriments ingérés par notre alimentation,
la régulation du cholestérol, le stockage du glycogeéne, la détoxification des drogues, le
métabolisme de I’urée, ainsi que la sécrétion de protéines plasmatiques comme 1’albumine (Si-
Tayeb et al., 2010). Le métabolisme des médicaments et la détoxification des drogues sont des
processus également trés importants. Le foie agit comme un filtre pour le sang en récupérant
les substances toxiques et en les convertissant en substance moins toxique, ce qui facilite leur
¢limination par 1’organisme (Grant, 1991 ; Si-Tayeb et al., 2010). Tous ces rdles sont
primordiaux pour le maintien de I’homéostasie du corps et doivent de ce fait étre hautement

régulés (Si-Tayeb et al. 2010).

1.1/ Fonction de détoxification

Le foie est ’organe central de détoxification permettant a 1’organisme d’éliminer des
substances endogenes ou exogenes (dites xénobiotiques). Alors que les substances
hydrosolubles peuvent étre directement éliminées par les reins, les substances lipophiles

doivent au préalable étre transformées par le foie.

Classiquement ce processus de transformation est divisé en trois grandes phases et a lieu au
niveau des hépatocytes : la phase I permet I’hydroxylation du composé a éliminer, la phase II
la conjugaison de ce dernier avec une protéine. Ces deux étapes permettent de transformer le
composé souvent trés hydrophobe en une molécule hydrosoluble plus facile a éliminer. La
phase III consiste en [D’excrétion active de ce dernier, a 1’aide de transporteurs
transmembranaires, soit dans le flux sanguin afin d’étre éliminé au niveau rénal, soit dans la
bile pour étre éliminé via les feces, aprés sécrétion de la bile au niveau de I’intestin (Modica et
al., 2009 ; Sendensky et Dufour, 2011).
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Notre corps est exposeé a diverses substances potentiellement toxiques de différentes fagons
(alimentation, contact cutané, respiration). Ces expositions résultent souvent en la présence de
ces substances dans le sang qui sera acheminé vers le foie. Ainsi, on peut dire que les cellules
du foie sont les plus exposées a toutes substances potentiellement toxiques auxquelles notre
corps a été en contact. C’est également 1’un des premiers organes a étre exposé aux vitamines,
métaux, drogues, bactéries et substances environnementales toxiques contenues dans le sang.
En effet, le sang veineux a proximité de 1’intestin et de 1’estomac récupére ces substances afin
de les acheminer directement vers la veine porte du foie. Dans le foie, ces substances sont
traitées puis entreposées, détoxifiees ou modifiées et retourneront soit dans la circulation
sanguine systémique par la veine centrale ou bien elles seront relachées dans la bile afin d’étre
¢liminées). La destruction d’une grande population d’hépatocytes peut fortement affecter les
fonctions hépatiques et aller jusqu’au déreglement de 1’organe. La perte de fonction peut
¢galement survenir lorsqu’une atteinte de type chronique favorise la formation d’un tissu
cicatriciel non fonctionnel médié par la transformation des cellules Stellaires (Modica et al.,
2009).
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Figure 10 : Interactions biochimiques des xénobiotiques (Manahan, 2003).
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11.2/ Fonction du stockage et de production

Le foie stocke de nombreux composés, par exemple le fer ou des vitamines. Les composés
stockés par le foie sont ensuite libérés dans la circulation selon les besoins de 1’organisme. Le
foie est également un organe ou a lieu la synthése d’un grand nombre de protéines utiles a
I’ensemble de I’organisme. Ainsi, la majorité des protéines circulant au niveau sanguin est
produite et sécrétée par le foie : il s’agit notamment des différentes protéines plasmatiques telles
que I’albumine, la transferrine, les lipoprotéines mais aussi des protéines reliées au systéme
immunitaire telles que le complément, ainsi que la plupart des facteurs impliqués dans la

régulation de la coagulation (Sendensky et Dufour JF, 2011).

I11/ Evolution de la fonction hépatique

Pour évaluer 1’état du foie, un examen approfondi doit étre mis en place, il comporte des
tests biochimiques (enzymatiques et protéines plasmatiques) et histologiques (Rajender et
Faust, 2006).

Les enzymes utilisées dans 1’évaluation de la fonction hépatique sont 1’aspartate et I’alanine
aminotransférases (TGO et TGP), la phosphatase alcaline PAL et y glutamyl transférase
(yGT).En général, ces enzymes ne constituent pas des marqueurs spécifiques du
dysfonctionnement hépatique. L’izoenzyme hépatique des PAL est une exception, et I’activité
TGP est plus spécifique du foie que TGO (c’est I’enzyme de I’exploration musculaire et se
trouve ¢galement dans les muscles striés).L.’augmentation des aminotransférases conduit une
cytolyse, les activités plasmatiques peuvent étre 20 fois plus élevées que la limite supérieure de
la normale en cas d’hépatite. Dans le syndrome de cholestase 1’activité de PAL s’¢éleve, cela est
di principalement a I’augmentation de la synthése de I’enzyme stimulée. Cependant, en
pratique, ’augmentation de ’activité des aminotransférases et PAL en fréquente dans les

Pathologies hépatiques en général. (Marchall et Bangert, 2004).
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Matériel et Méthodes

I/ Matériel biologique

Notre étude a été realisée sur 24 lapins de la race néo-zélandais de sexes méle et femelle.
Ils nous ont étaient fournis par un éleveur de lapins (wilaya de Tébessa). Les lapins avaient un

poids initial variant entre 1,97 et 3,1 kg.

Figure 11 : Lapin de race néo-zélandais.

11/ Produits administreés

Pour réaliser notre travail, nous avons utilisé deux produits distincts :

0,

+¢ le Nitrite de Sodium NaNO: sous forme de sel
« Le Tanakan (extrait de Ginkgo biloba standardisé (EGb 761) titré & 24% des hétérosides

de ginkgo et 6% de ginkgolides-bilobalides)

11.1/ Nitrite de sodium NaNO-

Le nitrite de sodium se présente sous la forme d'une poudre blanche ou Iégerement jaunatre,

hygroscopique, inodore, a saveur salée.
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Figure 12 : Nitrite de Sodium

.11.2/ Tanakan

Le Tanakan est un extrait de Ginkgo biloba standardiseé (EGb 761) titré a 24% des
hétérosides de ginkgo et 6% de ginkgolides-bilobalides. Les feuilles de Ginkgo biloba
contiennent des stérols, des alcools et des cétones aliphatiques. Elles contiennent également
deux groupes trés importants :

+«» Des hétérosides flavonoides.
«» Des terpenes spécifiques (ginkgolides A, B et C et bilobalide).
Chaque 1 ml de solution contient 40 mg d’extrait sec de feuilles de Gingko biloba L. (35-
67:1) compose de :

% 8,8 10,6 mg de flavonoides exprimés en glycosides de flavone
s 1,1a1,4mgde ginkgolides A, B, C
% 1,0a 1,3 mg de bilobalide. (Allard. Med., 1986)
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11/ Méthode d’élevage et du traitement

111.1/ Elevage

L’¢levage des lapins a été réalisé dans la serre 2 du département de Biologie appliquée de la

faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie de TEBESSA.

Les lapins ont été maintenus dans des cages métalliques contiennent toutes les informations

nécessaires concernant 1’animal durant toute la période de 1’adaptation et celle du traitement.

Les animaux ont un acces libre a la nourriture (aliments granulés pour lapins SARL la
production locale CEREGRAN) et a I’cau.

Figure 13 : Nourriture utilisée dans 1’élevage

Des mesures de poids corporel ont été prises au début de I’expérience et aprés chaque
semaine durant tout le traitement. Des analyses biochimiques du sang ont été effectuées afin
de suivre 1’état de santé des lapins et cela chaque semaine apres arrét de I’administration des

nitrites.

111.2/ Traitement

Aprés la période d’adaptation (30 jours), les lapins ont été répartis en 4 lots. Le traitement a
été appliqué par gavage de I’animale avec des gélules contenant du nitrite de sodium (100mg/kg

du poids corporel) et/ou du Tanakan (20mg/kg du poids corporel) durant 9 semaines.

Lot 1 : Témoin sain qui n’a recu aucun traitement
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Lot 2 : les lapins ont été gavé avec des gélules contenant 100 mg/Kg de NaNO2 pendant 6
semaines consécutives, puis arrét du traitement. Et, nous avant mis les lapins sous observation

pendant les trois semaines suivantes sans aucun traitement.
Aprés chaque semaine 3 lapins sont sacrifiés :

¢ N1 : Lot de lapins traités avec NaNO- seul pendant 6 semaines et sacrifié apres une
semaine d’arrét du traitement

% N2 : Lot de lapins traités avec NaNO> seul pendant 6 semaines et sacrifié aprés deux
semaines d’arrét du traitement

+ N3 : Lot de lapins traités avec NaNO> seul pendant 6 semaines et sacrifié aprés trois

semaines d’arrét du traitement

Lot 3 : les lapins ont été traités comme le lot 2 pendant 6 semaines puis aprés arrét de
I’administration du NaNOy, les lapins ont été traités avec le Tanakan a 20 mg/Kg pendant les 3

semaines suivantes

% NT1: Lot de lapins traité avec le NaNO; seule pendant 6 semaines et une semaine du
Tanakan seul.

% NT2 : Lot de lapins traite avec le NaNO: seule pendant 6 semaines et deux semaines
du Tanakan seul.

% NT3: Lot de lapins traité avec le NaNO: seule pendant 6 semaines et trois semaines du

Tanakan seul.

Lot 4 : les lapins ont recu pendant trois semaines du Tanakan seul & 20 mg/Kg. (voir annexe).
I11.3 Prelevement sanguin

Les prélévements sanguins sont effectués au niveau de la veine marginale de 1’oreille des

lapins a I’aide d’aiguille en général d’un diamétre de 18 a 20 gauges.

Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes étiquetés (tubes héparines) serviront pour
les parametres biochimiques (TGO. TGP. PAL. GGT. Bilirubine T/D. Albumine).

Les analyses biochimiques des lapins étaient effectuées dans une pharmacie privée -
TEBESSA -.
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IVV/ Analyse des marqueurs de la fonction hépatique

IVV.1/ Dosages des transaminases

Le taux des transaminases est déterminé par une cinétique enzymatique colorimétrique a

I’aide d’un spectrophotométre par un kit de SPINREACT spécifique pour chaque parameétre.

+ Transaminase Glutamo-oxalo-acétique (TGO)
> Principe
Aspartate aminotransférase (AST) ou Transaminase Glutamo-oxalo-acétique (TGO) catalyse la

réaction suivante :

AST
Aspartate + a- cétoglutarate > Glutamate + Oxalaceétate
AST : Aspartate aminotransferase

MDH
Oxalacétate + NADH + H+ > Malate + NAD+

MDH : Malate déshydrogénase

Le taux de diminution de la concentration de NADH, Mesuré photométriqguement, est

proportionnel a la concentration de catalyseur d’AST présente dans I'échantillon (voir annexe).

+« Transaminase glutamopyruvique (TGP)

» Principe

Alanine aminotransférase (ALT) ou Transaminase glutamopyruvique (TGP) catalyse le
transfert réversible d’un groupe amine de I’alanine a 1’acide a-cétoglutarique ont formant
I’acide glutamique et I’acide pyruvique.

L’acide pyruvique produit est réduit en acide lactique par lactate déshydrogénase (LDH) et

NADH :
ALT

Alanine + a-cetoglutarate Glutamate + pyruvate

v

LDH

Pyruvate + NADH + H+ Lactate + NAD+

v

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesuré photométriqguement, est

proportionnel a la concentration de catalyseur d’ALT présente dans I'échantillon (voir annexe).
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IV.2/ Dosage d’Alcaline phosphatase (ALP)

> Principe

L’ Alcaline phosphatase (ALP) catalyse I’hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate au pH 10.4,

ont libérant p-nitrophenol et phosphate, selon la réaction suivant :

ALP
p-Nitrophenylphosphate + H20 » p-Nitrophenol + phosphate

Le taux de la formation de p-Nitrophenol, mesuré photométriqguement, est proportionnel a la

concentration catalyseur de 1’ Alcaline phosphatase présente dans le sérum (Voir annexe)

IVV.3/ Dosage de G-glutamyl transferase (GGT)

» Principe

La G-glutamyl transférase est une peptidase qui hydrolyse ’acide glutamique fixé au N-
terminal des protéines ou des peptides par son groupement gamma carboxyle, et le reconjugue
a un accepteur approprié (peptides, eau, acides aminés L).

GGT
L-g-glutamyl carboxy-3 nitro-4 anilide + glycylglycine — L-g-glutamyl-glycylglycine +
amino-5 nitro-2 benzoate.

La vitesse de libération du 5-amino-2-nitrobenzoate coloré en jaune est directement
proportionnelle a I’activité de la GGT dans 1’échantillon et se mesure avec 1’augmentation de

I’absorbance a 409 nm. (Voir annexe).

IVV.4/ Dosage d’Albumine

» Principe

L’albumine est la protéine la plus abondante (60 %) du sérum humain, En plus d'étre produite

par le foie, I'albumine est apportée au corps par I'alimentation.

Le dosage de I’albumine est réalis¢é par la méthode spectrophotométrique au vert de

bromocrésol.
Matériel et réactifs

v Sérum a doser (environ 0,1 ml) Solution étalon d’albumine a 60 g/L (10 ml)

v Sérum de controle a 40 g d’albumine / L (environ 0,1 ml)
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v Réactif de coloration : vert de bromocrésol en tampon pH 4,2 (environ 20 ml) (Voir

annexe).
IVV.5/ Dosage de Bilirubine totale

La concentration de bilirubine totale est déterminée a I’aide de surfactants qui solubilisent

la bilirubine non conjuguée (bilirubine indirecte) et dénaturant 1’albumine, son transporteur.

Les bilirubines conjuguées et non conjuguées de 1’échantillon réagissent avec 1’acide
sulfanilique diazoté pour former I’azobilirubine coloré en rouge.
Aide sulfanilique + NaNO2 — acide sulfanilique diazoté
Bilirubine + acide sulfanilique diazoté — azobilirubine.

Le maximum d’absorbance de I’azobilirubine étant pH dépendant, on utilise un systéme

tampon acide oxalique/acide sulfanilique pour maintenir le pH de la réaction.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de bilirubine totale dons
I’échantillon et est déterminée par mesure de 1’augmentation de 1’absorbance a 552 nm. (\Voir

annexe).
I\V.6/ Dosage de Bilirubine directe

La bilirubine conjuguée et la bilirubine directe réagissent directement avec 1’acide

sulfanilique diazoté dans un tampon acide pour former 1’azobilirubine colorée en rouge.
Bilirubine + acide sulfanilique diazoté —— azobilirubine

Le maximum d’absorbance de 1’azobilirubine étant pH dépendant, on utilise un systéme

tampon d’acide oxalique/acide sulfanilique pour maintenir le pH de la réaction. (Voir annexe).
V/ Analyse statistique
La saisie des données a été realisée a 1’aide de logiciel Excel 2013, nous avons appliquée une

analyse de variance ANOVA | avec une valeur a = 0.05 pour comparer la réponse des différents

lots a nos traitements en utilisant Minitab version 15.
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Résultats

I/ Poids corporel

Le suivi du poids corporel des lapins témoins et traités par le nitrite de sodium a été réalisé

de maniére hebdomadaire au début de chaque semaine pendant 9 semaines.

Le profil de croissance des lapins témoins était stable montrant une augmentation réguliére
dans le poids des animaux jusqu’au jour du sacrifice. Les lapins traités par le nitrite de sodium
seul ont présenté également une évolution normale en fonction du temps sauf qu’une 1égére
diminution de poids a la deuxiéme semaine de traitement a été remarquée puis une reprise de

poids normale a été observée.

De méme, les lapins témoins pour le Tanakan (pris seul pendant trois semaines) ou ceux
traités par le Tanakan apres arrét de la prise du nitrite de sodium ont montré une croissance

similaire a celle de ceux traités par le nitrite de sodium seul et a celle des témoins.
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Figurel4 : Variation des poids des lapins pendant la période du traitement

Ces résultats signifieraient que 1’administration du nitrite de sodium par voie orale a la
concentration de 100 mg/kg ainsi que celle du Tanakan a 20 mg/kg pendant la période

experimentale ne semble perturber la croissance physiologique des lapins
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11/ Rapport hépato-somatique

Le rapport hépato-somatique (RHS) est définit comme étant le rapport entre le poids du foie et

le poids corporel du lapin, en pourcentage.
RHS=Pf/P1*100
Avec : Pf : poids du foie en g et Pl : poids du lapinen g

Le rapport hépato-somatique des lapins traités a montré une fluctuation légére
fluctuation en fonction du temps mais qui reste dans l’ensemble statistiquement non
significative avec p= 0,15 pour le facteur traitement et p= 0,75 pour le facteur temps. Ainsi, le
foie des lapins traités par le nitrite de sodium seul a présenté un poids inférieur a celui du témoin
durant la premiere semaine apres arrét du traitement qui a ensuite légérement augmenté puis
rechuté. Alors que les lapins traités par le Tanakan aprés arrét de la prise du nitrite de sodium
ont montré un rapport hépato-somatique plus élevé malgré la baisse de ce rapport durant la

deuxiéme et troisieme semaine de traitement.
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Figurel5 : Variation du rapport hépato somatique pendant la période du traitement
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11/ Marqueurs de la fonction hépatique

I11.1/ Transaminases

% Transaminase Glutamo-oxalo-acétique (TGO)

L’étude des taux de TGO chez les lapins traités avec le nitrite de sodium seul a montré une
fluctuation a travers le temps. Ainsi, aprés la premiére semaine d’arrét de la prise du NaNO3 les
concentrations de TGO étaient fortement élevées par rapport aux témoins (p= 0,02), ces taux
ont montré une diminution significative apres la deuxieme semaine (p= 0,012) mais qui reste

supérieur a ceux du témoin puis augmentent une deuxiéme fois (p= 0,049).

Le méme profil de variation des taux de TGO a été observé chez les lapins traités par le
Tanakan apres arrét de la prise du nitrite de sodium mais les valeurs étaient nettement
inférieures avec les taux de la deuxiéme semaine qui n’étaient pas différentes statistiquement

avec celle du témoin (p= 0.833).
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Figurel6 : Variation du teneur plasmatique en TGO des lapins témoins et traités pendant la

période du traitement

L’administration du Tanakan a montré un effet bénéfique concernant les altérations

hépatiques reflétées par la libération excessives de la TGO dans le sang.
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+ La Transaminase Glutamo- glutamopyruvique (TGP) :

Les taux de TGP ont montré une nette différence entre les deux lots d’animaux traités avec

une évidence de I’effet positif de I’administration du Tanakan sur ce parameétre hépatique.

Ainsi, les lapins traités avec le nitrite de sodium seul ont présenté des taux éleves de TGP
par rapport aux témoins (p= 0,00) durant les trois semaines aprés I’arrét du traitement malgré

la diminution statistiquement significative (p=0,031) a la deuxiéme semaine d’arrét.

L’administration du Tanakan a montré une 1égere élévation des taux de TGP par rapport aux
témoins (p= 0,001) a la premiere semaine qui diminue a la deuxiéme semaine pour ne montré
aucune différence significative par rapport aux témoins (p= 0.056). Les concentrations de TGP

observées a la troisiéme semaine ont présenté une légere tendance a 1’augmentation (p=0,062).
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Figurel? : Variation du teneur plasmatique en TGP des lapins témoins et traités

pendant la période du traitement

111.2/ Alcaline phosphatase (ALP) :

L’analyse statistiques des résultats des taux de la phosphatase alcaline montre qu’il n’y a
aucune différence significative entre les groupes d’animaux traités ni a travers le temps (p=

0.10), ni a travers le traitement (p= 0,325). Néanmoins, une légére augmentation des valeurs de

31



Résultats

PAL pendant la deuxieme semaine a été observée chez le groupe traité avec le nitrite et ceux

traités avec le Tanakan qui a diminuée durant la derniére semaine.

e T i i T e e e e e e e e

400 4

350

300

250

ALP (UI/L)

200

150 4

100 |

Groupes traités

Figurel8 : Variation du teneur plasmatique en ALP des lapins témoins et traités

pendant la période du traitement

111.3/ G-Glutamyl transférase (GGT) :

Les concentrations en GGT chez les lapins traités avec le nitrite de sodium seul ont montré
une hausse apreés la premiére semaine d’arrét de la prise du NaNO. par rapport aux témoins (p=
0.254) puis ces taux sont redevenu normaux durant la suite de 1’expérimentation (p= 0.011)

aprés la 2°™ semaine/témoins et (p= 0.204) aprés la 3°™ semaine / témoins).

Le profil de variation des taux de GGT observé chez les lapins traités par le Tanakan apreés
arrét de la prise du nitrite de sodium était différent de sorte que les valeurs étaient aprés la 1°
semaine de traitement non différentes de celles des témoins (p=0,126) puis elles ont
commencées a augmenté durant la 2°™ semaine et ont continuées leur hausse a la 3°™ semaine

de traitement pour devenir statistiquement différents des témoins (p=0,007).
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Figurel9 : Variation du teneur plasmatique en GGT des lapins témoins et traités

pendant la période du traitement

111.4/ Albumine :

L’analyse statistiques des résultats des taux de 1’albumine montre qu’il n’y a aucune
différence significative entre les groupes d’animaux traités ni a travers le temps (p= 0,59), ni a
travers le traitement (p= 0,612). L albumine étant un test d’évaluation du fonctionnement du

foie, les résultats trouveés indiquent que la fonction du foie n’est pas altérée.

L’administration du Tanakan a montré une légere ¢lévation des taux d’albumine totale par
rapport aux témoins (p= 0,414) a la premiere semaine qui diminue a la deuxiéeme semaine pour
ne montré aucune différence significative par rapport aux témoins (p= 0,453). Les
concentrations de I’albumine observées a la troisiéme semaine ont présenté une légére tendance

a I’augmentation (p= 0,915).
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Figure20 : Variation du teneur plasmatique en Albumine des lapins témoins et traités

pendant la période du traitement

111.5/ Bilirubine totale :

Les taux de bilirubine totale ont montré une différence entre les deux lots d’animaux traités
avec une évidence de I’effet positif de I’administration du Tanakan sur ce parameétre fonctionnel

hépatique qui est un marqueur de la fonction hépatique d’élimination.

Ainsi, les lapins traités avec le nitrite de sodium seul ont présenté des taux statistiquement
élevés de bilirubine totale par rapport aux témoins (p= 0,00) durant les trois semaines apres

I’arrét du traitement mais cette ¢lévation diminuait avec le temps de maniére significative.

34



Résultats

35+

[ ] W
=] w =]
1 1 1

Bilirubine totale (mg/dl)
th

10

Témoin4 N1 N2 N3 NT1 NT2 NT3
Groupes traités

Figure2l : Variation du teneur plasmatique en Bilirubine totale des lapins témoins et

traités pendant la période du traitement

111.6/ La bilirubine Directe :

Les résultats de la bilirubine directe ont présenté le méme profil que celui de la bilirubine

totale avec un effet positif de I’administration du Tanakan.

Ainsi, une différence significative entre les lapins traités avec le nitrite de sodium seul par
rapport aux témoins (p= 0,000) & la 1°"® semaine aprés I’arrét du traitement puis cette
élévation diminuait avec le temps de maniére significative (p= 0,000 aprés la 2°m

semaine/témoins et p= 0,006 aprés la 3°™ semaine / témoins).

L’administration du Tanakan a donné des résultats différent significativement par rapport
aux témoins (p= 0,001) a la 1°® semaine aprés 1’arrét du traitement puis cette élévation
diminuait avec le temps de maniére significative (p=0,211 aprés la 2°™ semaine/témoins et p=

0,377 apreés la 3°™ semaine / témoins).
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Figure22 : Variation du teneur plasmatique en Bilirubine directe des lapins témoins et

traités pendant la période du traitement
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Le nitrite est un important toxique environnemental qui affecte la santé humaine et animale a
travers le monde. En situation physiologique, le nitrite joue un role vital dans la fonction
normale du corps ; il agit comme vasodilatateur, bronchodilatateur et relaxant intestinal (Nujic
et Habuda-Stanic, 2017). Cependant, le nitrite a fortes doses agit comme un pro-oxydant et
pro-cancérogene et provoque I'hypoxie, I'ischémie, le stress oxydatif, la méthémoglobinémie et
I’altération du métabolisme énergétique entrainant des dommages aux organes. (EI-Nabarawy

et al., 2020)

Dans notre étude, nous avons essayé d’évaluer I’effet de I’extrait standardisé du Ginkgo
biloba sous forme commercialisée qui est le Tanakan administré pendant trois semaines sur les
altérations hépatiques induites par les nitrites libéres par le nitrite de sodium apreés six semaines
de gavage. Cette évaluation a été faite sur le plan général estimé par la croissance des lapins,
par les changements dans le poids hépatique et par le suivi des parametres sériques et
fonctionnels du foie. Ceci a été réalisé en parallele avec des lapins a qui rien n’a été administré

afin de voir si la régression de 1’atteinte hépatique pouvait étre spontance.

L’analyse des résultats obtenus au terme de notre travail ont montré que le lot traité par le
nitrite de sodium seul et le lot traité par le nitrite de sodium et par le Tanakan n’ont pas subi un
changement dans 1I’ensemble ni dans le poids total des animaux ni dans le poids du foie au cours
de la période d’expérimentation. Différents travaux ont été réalisés sur des rats et des souris
afin de connaitre I’effet des nitrites sur la croissance des animaux a court terme et apres
exposition chronique. Ces études ont montré que 1’administration du NaNO3 était soit sans effet
sur le gain de poids de I’animal ou bien elle pouvait le réduire. Ainsi un travail présenté par le
National Toxicology Program (2001) montre une diminution du poids corporel chez les souris
B6C3F1 en utilisant une concentration de 990 mg/kg aprés 13 semaines de consommation
journaliére ainsi qu’une diminution du poids du foie a partir de la concentration de 750 mg/kg
et chez les rat Wistar, les mémes observations ont été retrouvées a la dose de 310 mg/kg.
Egalement, une étude réalisée sur des rats sur une durée de 6 mois avec une concentration de
NaNO: de 30 mg/kg a montré une diminution hautement significative du poids de I’animal et
celle du rapport hépato-somatique (Helal et al, 2008). Par contre, le travail de Amini et ses
collaborateurs (2018) a été réalisé sur des souris traitées avec du NaNO2 a 50 mg/kg durant 60
jours n’ont pas trouvé de variations dans le poids corporel (Sarah et al, 2018). Nous avons
utilisé dans notre travail une concentration de 100 mg/kg qui est nettement inférieure pendant

6 semaines, cette différence expliquerait la stabilité de la croissance des lapins traités.
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L’administration orale du nitrite de sodium a 100 mg/kg a induit une hépatotoxicité avec une
augmentation significative des niveaux des transaminases (TGO et TGP). Nos résultats sont
bien confortés par les données publiées précédemment (Morteza et al., 2019 ; EI-Nabarawy
et al., 2020). Le TGO et le TGP sont des enzymes du métabolisme des acides pyruvique et
oxaloacétique, le TGP est essentiellement localisé dans le foie au niveau du cytoplasme des
hépatocytes, le TGO est localisé a I’intérieur des mitochondries (Baghriche, 2008). L’¢élévation
des transaminases est le signe d’une atteinte hépatocellulaire prédominante de type nécrose ;
surtout celle de la TGP qui est spécifique du foie, la TGO 1’étant moins. La perturbation dans
I'équilibre de l'activité de ces enzymes hépatiques pourrait étre attribuée aux effets toxiques des
composes nitroso formés dans l'environnement acide de l'estomac causant une nécrose

hépatique sévere (Abdel-Rahman et al., 2018).

Les valeurs stables du dosage de 1’Alcaline phosphatase (ALP) chez les lapins traités avec
le NaN Oz sont en faveur de la nécrose hépatique car cette enzyme, qui se trouve majoritairement
dans le foie, est un marqueur de cholestase. D une part Morteza et al. (2019), a démontré qu’il
y a une augmentation des taux d’ALP en administrant 80mg/Kg du nitrite de sodium a des rats
Wistar pendant 60 jours. Cette différence avec nos résultats serait due probablement a la durée

du traitement.

Le dosage de 1’albumine, marqueur permettant d’apprécier la fonction synthétique du foie,
chez le groupe traité par du nitrite de sodium ne montre aucun changement de ces valeurs.
D’autre part Omowumi et al. (2019) a montré une diminution des taux d’albumine des rats
Wistar aprés une seule dose du nitrite de sodium. Il a expliqué cette diminution par la perte

d’hépatocytes en raison des dommages causés par le nitrite de sodium.

Les résultats de la bilirubine totale et directe du groupe traité par le nitrite de sodium sont
également supérieurs a la normale, Mohamed et al. (2013) explique que ces résultats sont liés
a des ruptures de la paroi endothéliale de la veine hépatique centrale. La bilirubine totale,
produit de dégradation de 1’hémoglobine, se partage en bilirubine directe (conjuguée) et
indirecte (non conjuguee). La bilirubine directe est un indicateur de la fonction hépatocytaire
d’élimination. L’¢lévation de la bilirubine conjuguée se rencontre en cas d’incapacité a la
sécréter ou a I’excréter. L’¢lévation de la bilirubine conjuguée refléte donc plus fidelement une
maladie hépatique causée par une cholestase intra-hépatique due probablement a une

inflammation hépatique.
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Le groupe traité par le nitrite de sodium a montré une augmentation de la GGT pendant la
premiere semaine du traitement. Helal (2001) montre que cette augmentation est due a la
libération de ces enzymes dans le plasma en grandes quantités apres les dommages
hépatocellulaires induits par le nitrite de sodium. La GGT est une enzyme incorporée dans la
membrane plasmatique de I'hépatocyte, principalement dans le domaine canaliculaire, et sa
libération dans le sérum indique des dommages a la cellule (El Mesallamy et al., 2011). La
diminution des concentrations de la GGT est un signe de I’amélioration spontanée de

’altération hépatique.

L’extrait de ginkgo biloba (EGb) possede diverses activités biologiques et différents effets
pharmacologiques, a savoir effet antioxydant, effet anti-inflammatoire et effet modulateur de la
réponse immunitaire (Pehlivan et al., 2002). Il peut aussi améliorer la microcirculation

sinusoidale, diminuer 1’inflammation et empécher la fibrose hépatique. (Liu et al., 2006).

Dans notre expérimentation, nous avons observé que les lapins mis sous I’administration de
I’extrait de Ginkgo biloba standardisé (EGb 761) a raison de 20 mg/kg apres le traitement par
le nitrite de sodium ont présentés une amélioration de la TGO, la TGP, la bilirubine avec des
taux d’albumine et de APL normaux. Ces résultats concordent avec ceux d’Al-Attar, 2012 ;
Yan-Jun et al (2004). Ce dernier montre que I’EGb était efficace pour inverser la cirrhose

hépatique.

L’effet protecteur, préventif ou curatif, de I’EGb 761 au niveau du foie a été rapporté par
nombre d’études ayant des objectifs différents. L’administration de I’EGb était bénéfique contre
I’hépatocarcinogenése par son action antioxydante, antiangiogénique et antigénotoxique (EI
Mesallamy et al., 2011), dans la régénération hépatique aprés hépatectomie partielle (Ginay
et al., 2018), contre la toxicité hépatique induite par 1’alcool (Yuan et al., 2007), par une
thyroidectomie (Tousson et al., 2014) et dans le dysfonctionnement induit par le D-Galactose
li¢ a I’age (Shwan et al., 2014).

Il a été utilisé dans le cas de I’hépatotoxicité induite avec le CCls qui est caractérisée par la
présence d’une nécrose hépatique associée a une infiltration cellulaire et une dégénérescence
vacuolaire des hépatocytes ainsi qu’une fibrose hépatique. Son utilisation a été avec une dose
de 150 mg/kg deux semaines avant I’injection du CCls et 2 semaines aprés ; la majorité des
cellules sont redevenu normale (Khattab, 2012). Cette étude ainsi que celle d’He et son équipe
(2006) ont montré que cet effet était due a I’action antioxydante de I’EGb (He et al., 2006).
L’étude de Chavez-Morales et ses collaborateurs (2010) a éte faite avec une seule dose orale de

CClg et un prétraitement avec 4 mg/kg de EGb pendant 5 jours, le résultat était la prévention
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contre la majorité des altérations induites par le CCls (Chavez-Morales et al., 2010), ce
prétraitement a agit a travers la régulation des cytokines proinflammatoire et profibrotique a
savoir le TNF-a et I’IL-6. D’autres mécanismes ont été proposés dans I’inhibition de la
dégénérescence des hépatocytes et de la fibrose hépatique par I’EGD tels que I’inhibition de
I’inflammation et I’inhibition de 1’activation/ apoptose des cellules stellaires hépatiques a
travers les voies de signalisation p38 MAPK et le facteur NF-kappa B/ IkBa. L’inhibition de
I’apoptose des hépatocytes par la voie de signalisation Bel-2/Bax, la diminution de I’expression
du Transforming Growth Factor-p1 (TGF-B1) et celle de I’ARN m du collagene I, I’inhibition
de I’expression de TIMP-1 avec augmentation de la MMP-1 (Luo et al., 2004 ; Liu et al.,
2006 ; Wang et al., 2015).

En effet, ’amélioration des paramétres biochimiques sériques du foie par 1’utilisation du
Tanakan serait liée au fait que I’administration du NaNO induit une méthémoglobinémie, un
déséquilibre de la balance oxydants/antioxydants (augmentation des taux de MDA, diminution
des taux de GSH, de catalase et de SOD), une activation de I’apoptose en augmentant le taux
de la protéine pro-apoptotique Bax contre une diminution de la protéine Bclz, une activation du

gene de la caspase 3 dans le tissu hépatique (EI-Nabarawy et al., 2020).

L’administration de I’EGb réduit efficacement 1’activité sérique élevée de la GGT pendant
la premiere semaine. Ces résultats sont conformes aux ceux de El Mesallamy et al. (2011).Dans
les deux derniéres semaines nous avons remarqué l’augmentation de cette activité. Cette
élévation serait due probablement soit a une altération d’un autre tissu surtout rénal puisque la
GGT n’est pas une enzyme spécifique au foie sauf que du fait de la taille de ce dernier 1’origine
sérique de la GGT est majoritairement hépatique, soit a une induction enzymatique par le

Tanakan lui-méme.
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Conclusion

La présente étude vise a évaluer d’une part la réponse hépatique induite par les nitrites et
d’autre part a montrer les effets de 1’extrait de Ginkgo Biloba (en utilisant le Tanakan) sur le
développement de cette derniere. Des parametres biochimiques de la fonction hépatique ont été
mesurés pour des lapins témoins et traités par le nitrite de sodium et/ou Tanakan durant la

période du traitement.

A la lumiére de nos résultats, nous avons conclu que I’exposition a des fortes doses de nitrite
de sodium entraine une hépatotoxicité qui se manifeste par 1’augmentation des taux sériques de
transaminases (TGO et TGP), bilirubine totale et bilirubine directe et G-Glutamyl transférase.
Et que la prise du tanakan fait améliorer 1’état du foie en diminuant les taux des paramétres

précedents.

Notre étude a montré que Le nitrite de sodium et le tanakan n’ont pas un effet sur la

Phosphatase Alcaline et I’ Albumine.
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PRESENTATION G OT‘ AS AT

FBLED0AZ, G0 Tests) Al 200430100 Tosis)  Aal. 20050, (450 wsis] Al 200492, [220 hsls)

A1i 15 B ml A1 MO A : 9 x Goml A1 2 H0ml Méthode cinétique IFCC
A2 0 % Al {lyopr) A2 02 10mi(poph) A2 :3x63mijyophy A2 :2x 110 ml {lyoph) sans phﬂsphate de p‘y‘l’idﬁ)(al
PRINCIPE CALCUL

a 340 nm ADOYmin x 1750 = UA

Détermination cinetique de l'activitté aspartate
aminotransiérase.

La réaction est initiée par additon de |'échantillon du LINEAHITE - -
patient au réactif. Le schéma réactionnel est le sulvant: Si la ADG/min & 340 nm est supérieura 4 0.15, répater le —
test en diluant I'échantillon au 1410 avec une solution de
2 oxoglutarate + L-Aspartate GOT Glutamate + oxaloacetate MNaCl a 8 gh. Multiplier le résultat par 10.
Oxalocetate + NADH + H* MDH Malata + NAD® VALEURS USUELLES
—
Le taux de diminution de la concentration en NADH 25°C a0°c v
est directement proportionnel & |'activité aspartate aming
transferase dans I'échantillon. Femmes Jusqua 16 UK | Jusqud 22 DI [ Jusqu'a 2101

GOT: Transaminase flutanique oxaloacétique

MDH: Malate Dehydrogenase Harmmes Jusgu's 190U Jusqu's 26 UM | Jusqua 38U1A

REACTIFS
REMARQUE
Réactif 1 Tampon Tris PH 7.8 4 30°C 80 mmali L'hémalyse peut interférer.
SolutionTampon  L- aspartata 200 ol
) BIBLIOGRAPHIE
a2 A O el Bergmeyer H; Bower and Cots. ClinChim Acta 70—
MOH &00 UA (1976)
Oxoglutarata 12 mmald Bergmeyer H et Wahiegeld Clin. Chem 24, 58 {1978),
minutes.
PREPARATION ET STABILITE
Reprendre le substrat B2 par 3 ml Réf (20042) ou10 ml
Réf (20043) de Tampon Ri. Pour les REf (20050)
et {200422) reconstituer chaque R2 par un flagon A1,
cette solution de travail est stable : 7 jours & 2-8°C.
: 24 heures & 20-25"C.

ECHANTILLON
Sérum ou plasma héparing sans hémolyse.
MODE UPEFtATCIlHE
Longueur d'onde... PR - 1t Ny 11 \
Tempéaratura... ST ORS = 2. | ) EC A o
Guue1 em d'épaisseur =
Ajuster le zéro du spectrophotomeatre sur I'air ou I'eau .
distillée. I

Solution de travail 1 ml 3ml . |

Préincuber & la température choisie (25, 30 ou 37°C)

Echantilion 100 pl 300 pl

Mé&langer et incuber 1 minute. "
Mesurer la diminution de |a densité optique par
minute pendant 1 4 3 minutes.
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TECO DIAGNOSTICS
1268 M. Lakeview Ave.
Anaheim, CA Y2807
1-800-222-9880

ALT (SGPT} REAGENT SET
(UV-KINETIC METHOD)

INTENDED USE
For the quantitative determination of alanine aminotransferase in
human serum.

INTRODULCTION

The enzyme afanine aminotransferase is widely reported in a variety o”

tissue sources. The major source of ALT is of hepatic origin and has
led to the application of ALT determinations in the study of hepatic
diseases. Elevated serum levels are found in hepatitis, cirrhosis, and
ohstructive jaundice. Levels of ALT are only slightly elevated in
patients following & myocardial infarction.!

UV methods for ALT determination were first developed by
Wroblewski and LaDue in 1956.2 The method was based on the
oxidation of NADH by lactale dehydrogenase (LDH). In 1980, the
International  Federation  of Clinical Chemistey  recommended 3
reference procedure for the measurements of ALT based on the
Wroblewski and LaDue |:|1'\'J-c,r:i:lu:|'|:.L The ALT reagent conforms to the
formulation recommended by the IFCC,

PRINCIPLE
The enzymatic reaction sequence employved in the assay of ALT is as
Fol lovwes:

ALT
—_— Pyruvatc + L-Gluiamate

L-Alanine + i-Keteglutarate

LDH
Pyruvate + NADH + H' — & Lactate + NAD' + HD
The pyruvate formed in the first reaction is reduced to lactate in the
presence of lactate dehydrogenase and NADH, The activity of ALT is
determined by measuring the rate of exidation of NADH at 340 am,
Endogenous sample pyruvate is cenverted to lactate by LOH during the
lag phase prior 1o measurement.

REAGENT COMPOSITION

When reconstituted as directed, the reagent for ALT contains the
following:

(Concentrations refer (o reconstitnted reagent): w-Ketoglutarate 13
mM, L-Alaning 400 mM, NADH 0.2 mM, LDH 800 LVL. Budfer [00
mhd, pH 7.8 £ 0.2, Mon-neactive stabilizers and preservativies.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

1. Forin vitro diagnostic use.
CAUTION: In vitro diagnostic reagents may be harardous,
Handle in accordance with good laboratory procedures which
dictate avoiding ingestion, and eve or skin contact.

2. Specimens showld be considered  infectious and  handled
appropriately.

3. Use distilled or deionized water where indicated.

STORACGE AND STABILITY

1. Stere dry reagent at 2 - 8°C (refrigerated).

2. The reconstiluted reagent is stable for thimy days (30) if
immediately refrigerated and for twenty-four {24) hours at room
femperatere.

REAGENT DETERIORATION
The reagent should be discarded if:

1. Turbidity has occurred; turbidity may be a s\‘ign of contamination,

2. Mnisture has penetrated the vial and caking has occurred.

3. The reagent fails to meet linearity claims or fails to recover
control values in the stated range,

d,  The reconstituted reagent has o reagent blank absorbance less than
(.8 at 340 am.

SPECIMEN COLLECTION

This assay is intended for use with serum, Reports indicate that ALT in
scrum remains stable ot 4 - 8°C Tor @ minimum of seven (7) days.”
Hemolyzed specimens should not be used as erythroeytes contain seven
times the ALT aetivity of serum.

INTERFERING SUBSTANCES

Pyridoxal phosphate can elevate ALT valucs by activating the
apoenzyme form of the transaminase.” Pyridoxal phosphole may be
found in water contamineted with microbial growth,

High levels of serum pyruvate may also interfere with assay
performance.  Young, € al. give a 1ist of dnigs and other subslances
that interfere with the determination of ALT activity.”

MATERIALS REQUIRED BUT NOT FROVIDED
I, Pigetling devices

S fesrmbesTIc——— = S 2 =

3. Timer
4. Spectrophotometer with eapability to read at 340 nm
5. Heating bath/block (37°C)

GENERAL INSTRUCTIONS

The reagent for ALT is imtended lor use either as an automated
procedure on chemistry instruments or s 8 mainual procedure on a
suitable spectrophatometer,

AUTOMATED PROCEDRURE
Refer to appropriate application manual available,

MANUAL PROCEDURE

. Reconstilute reagent according to instrustions.

2. Zero spectrophotometer at 340 nm with distilled water.

3. Pipete 1O ml of reagent into a test tube and allow o equilibrate to
37°C. M the spectrophotameter being used requires a final volume
greater than 1O mil for sccurale readings sefer 10 ALTERNATE
PROCEDURE.

4, Add 0,10 i (100p1) of specimen fo reagent and mix gently.

Muintain solution at 37°C.  After 60 seconds, measure the

absorbanee at 390 nm,

6. Take two pdditional absorbance readings at one (1) minuce

imerval.  Calculate the mean absorbange change per minute

{AAfmin).

Multiply the AASmin. by 1768 o ealewlate UL of ALT activity,

Sample with values above 300 (WL shoold be diloted 1:1 with

saline, re-assayed and the results multiplied by two (2),

L

&

WOTE: If the spectvophorometer being wsed is equipped with a
temperature-conirolled cuvente, the reaction risiire may be left in the
covente while the pbgorhanece readings are taken.




FROCEDURE NQTES (MANUAL)

Turbid or highly lcteric samples may give readings whose initial
absorbance excesds the capebilities of the spectrophotometer. More
accurate results may be obtained by using 0,05 m) {30l sample and
multiplying the final answer by two (2).

CALCULATIONS

One Intemnational Unje {IU) is defined as the amaynt of enzyme that
catalyzes the mansformation of one micromole of substrate per minute
under specified conditions,

ALT ([WVL)= AAMIn, = TV « 1000
ExSV=LP
= AAmin x 110« 1000 = AAfmin. « 1768
622x0.1%1.0
Where: Addmin, = Average absorbancs change per minuts
v = Total reaction volume {ml)
1000 = Conversion of 11/mi to IU/L
& = Millimelar absorptivity of NADH
5V = Sample volume (ml)
LP = Light path {em}
Example: 1480 = Initial absorbance

1.350 = absorbance efter one (1) minute
Ad/min. = 1480-1360=0,12

Then (112 x 1768 = 212,2 TU/L
SIUNITS: To convert to SI Units (nkat'L} multiply ILVL by 16,67,

NOTE: If any of the test pavameiers are altered, a new factor must be
calelated using the fovmula above.

ALTERNATE PROCEDURE

1. Reconstitute reagent according to instructions.

2. Pipette 2.8 m] of reagent into & test tube and allow to equilibrate to
Ky o

3. Add 0.2 ml (200u]) of specimen to reagent, and then mix gently,

4. Muintain selution at 37°C.  Afwer | minute, measuee the

sbsorbunce at 340 nm, (A)

After exactly three (3) minutes, read and record,

6. The difference in absorbance between readings (A, - Ag)
multiplied by the factor of BO3.

il

ALTERNATE PROCEDURE CALCULATIONS

ALT{UL)= (A - A= 305 1000 =(A;— A) x 803

Ixlx622x02

(A = Ag) = absorbance change
Example: If Aj =143, Ay =1.35,
then (1.43-1.35) 5 803 = .10 » 803 = §0.3 IU/L

NOTE: If any af the abave tests paramelers have been altered, @ wew
Jactor musi be calenlated using the above formuda,

LIMITATIONS

The reagent is linear to 500 10/L. Bample that have ALT values greater
thin 500 TU/L should be diluted 1:1 with saling, re-assayed and the
results multiplied by two (2),

QUALITY CONTROL

It is recommended that controls be included in each set of assays,
Commercially available control material with established ALT values
may be routinely used for quality control. The assigned value of the
control material must be confirmed by the chosen application. Failure
to obtain the proper range of values in the uss5ay of control material may
indicate reapent deteriocation, instrument malfunction, or procedure
EITOTS,

TEMPERATURE CORRECTION 7 :

L. If the assay is performed at 37°C but iz 1o be reported at 30°C,
multiply the results by 0.7.

2. If the assay is performed at 30°C but {5 1o be reported at 37°C,
multiply the results by L43.

EXPECTED VALUES?
Up to 26 IUAL (30°C) Up to 38 IUL (37°C)

It is strangly recommended that each leboratory establish its own
normal range,

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1. Linzarity: 500 [U/L

2. Comperisng: Studies berween the present method and & similar
method yield a correlation of 0.99 and a regression equetion
Y=098X + 1.32,

3. Precision studies:
Within Run
Mean (TU/L in, CV, %
234 1.8 79
826 2.1 2.3
T RutiFti-Fun - —
Ifean (TUL) ERN C¥. %
234 1.9 3.0
824 Lo 23
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y=-GT

Substrat carboxylé. Cinétique

Détermination quantitative de gamma-glutamy! transférase

(y=GT)
VD

A conserver entre 2-5°C

PRINCIPE DE LA METHODE

La gamma-glutamyl transférase (y-GT) catalyse le transfert d'un
groupe y-glutamyl de la y-glulamyl-p-nitroaniide au dipeptids accapteur
glycilglycine, d’aprés la réaction suivants :

Lp-Glutamyl-3-casboxy-4-nitroanilide + Glycilglycine —=81_,
L-Glutamyl-gycilglycine+ Acide 5-aminé-2-nitrobenzaique
La vilesse de fermation de l'acide S-amliné-2-nilichenzoique uelmm. é

par photométrle est proportonnelie & la concentration catalylique de y-
GT dans I'échantilion testé'?,

SIGNIFICATION CLINlQUE

La g ! transfé (@GT) est une enzyme qui est
présente dans quaslmem tous les tissus de l'organisme, elle apparait
notamment dans le fole, le pancréas, les reins et la prostate,

La détermination des niveaux de gamma-glutamyl transférase (2GT)
est la méthode la plus ulile pour diagnostiquer et traiter les maladies
hépatobiliaires telles que ['obstruction hépatique, la cirrhose ou les
fumeurs hépatiques'>5

5. Lire lI'sbscrbance (A) imiliale c¢e l'échantilon, meltre en marche le
chronomeétre &t lire I'absorbance chague minute pendant 3 minules,
6. Calkular la moyenne ¢¢ la diltérence d'absorbance par minute (AA/min),

CALCULS
AAmin x 1180= UL de y-GT
Unités : Lunté internatonals (UI) est la a lité d'enzyme qui convertit 1 umal de

substrat par minuse, en conditions dasd, La asl exp €0 unités
par litre (UA),

Factauss de canverslon de températures

Les 2 pauvent atre transformas & dautres temp &n muiipliant par |
Température Facleur de conversion &
de mesure 25°C 30°C 37°C
25°C 1,00 1,37 1,79
N 0.73 1,00 1.30
37°C 0.56 077 1.00
CONTROLE DE QUALITE

Il convient d'analyzer des sérums de conirole estimés en miéme lemps que les
échantillons: SPINTROL H narmal et pathologique (réf, 1002120 et 1002210),

Si les valeurs obtenues se trouvent en dehors de la plage de loiérance, |l faut
reveir les instruments, les réactils et la technique.

Chaque laboratoire doit dlsposer de son propre systétme de contrdle de qualité et
elablr des acls sl les c dles ne sont pas conformes aux

Le diagnostic clinique doit étre réalisd en fenant compte de toutes 185 1yisrancas,
données ciiniques et de laboratolre.
= VALEURS DE REFERENCE!'
peAcTes 25°C G 37°C
TRIS pH 8,25 100 mmolllL| Femmes 4-18 UL 5-25 UL 7-32 UL

Tampon il Hommes 6-28 UL 538 UIL 11-50 UL

R2 Glycilglycing 100 mmoliL| Ces valeurs sont approximatives. |l esl recommandé que chaque faboratoira

Substrat | Ly-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide 3mmoliL| établissa ses propres valaurs da référence.
PREPARATION CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Réactif de travail {RT): Gamme de mesure: de la fimite do la détection de 0,000 WL & la limite de
Réf: 1001185 “fnéarite de 375 WL,

Dissoudra { — ) un comprimé de A 2 Substial dans un flacon de ALY Sl les résultats abtenus sont plus élevés que fa limite de linéarité, W faut dilusr
Tampon. 1/10 avec CiNa 9 ¢ el multiplier le résultat par 10.

Rés 1001186 Précision:

Dissoudrs (— } un comprimé de R 2 Substral dans 15 mL de R 1 Tampon. Inira-essa (= 201 mier-o5sa (n= 20]
Réf: 1001187 Moyenne (UiL) 40,0 A6 200
Dissoudre ( — ) le conlenu d'un facen de R 2 Substrat dans SO mL de R 1. 0 33 1 20 0.80 229
Couvsir et mélanger délicatemant jusqu'a dissoudre san contenu. CV (50} .83 0.61 1,91 1.15

Stahilité : 21 [ours & 2-8°C ou § jours 15-25°C (15-25°C),

CONSERVATION ET STABILITE

Toutes les composanies du kil sonl stables jusqu'a I'expiration de Ia date
mentionnée sur |'étiquette en cas de consarvation hermétique sous 2-8°C el
de protection conlre §a lumidre et les Inations évitées lors de leur
utilization.

Ne pas uliliser les tabieltes i elles semblent fragmentées.

Ne pas utiliser les réactiis une fois passée la date indiquie,

Indicateurs de détérioration des réactifs :

- Présence da particules et turbidité.

- Absorbances du fémoin & 405 nm = 1,60,

EQUIPEMENTS SUPPLEMENTAIRES

- Spectrophotomélre ou colormétre mesurant 405 nm,

- Bain Ihermostatable a 25°C, 50°C ou 37 C (£ 0, 1"0)
- Cuves appanides de 1.0 ¢m de raie spectrale.

- Equipement d'usage général pour laboratoire.

ECHANTILLONS
Séum', La v-GT est stable pendant 3 jours & 2-87°C, 8 heures &
15-25°C et 1 mols & ~20°C.

PROCEDURE

1. Conditions d'essal:
Longusur d'onde: 405 nm
Cuvetle: ........... w16, A r2ie spectrale
Tompérature 25°C/30°C 1 3T°C

2. Régler l'instrument & zéro dans I'eau dislillée ou air.

3. Pipefte dans une cuvelle:

[RT {mL) 1.0 |
| Echantilion (L) 100

4,

Melanger, paienter 1 minule.

Sensibilité anatytique: 1 UIL = 0,0008 A&/min

Exachtudo. les résultals oblenus e ullsant les réactifs SPINREACT n'ont pas
pré & de diffé y en comparai avec d'aulres réactils
commerciaux (x).

Les résultals obtenus sur 50 échantilions ont @ jes sutvanis

Coefficient de régressicn (1)* : 0,899,

Equation de la Groite de régression : y=1,2253x - 2,0435.

Les iques de la meéih [  varier en fonction de l'analyseur
ulitigé,

INTERFERENCES

Ne pas utliser de pl Les anticoagulants inhib r'enzyme, L'hémaolyse
élavée interfére dans l'essal’, Il a été rapporté que plusi drogues el autres
gibstances interférent dans la détermination de la y-GT34

NOTES

SPINREACT dispose d'Instructions détaillées pour lapplication de cp
réactif dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE
Gandler S. ¢-GT. Kaplan A et al, Clin Chem The C.V. Moshy Co. 81 Lovis, Teroato,
Prncalon 1084; 1120-1123,

2. ParsinJ P atak J Gin Cham Clin Biccham 1978, {14) 9: 421-427.
3 Young 0S. Effacts of drugs on Clirical Lab, Tests, 4th ed AACC Press, 1986,
4. Young DS, Effacts of diseasa on Clmical Lab, Tests, 4th ed AACC 2001,
5 Burlis A st & Ttz Textback of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1954,
6 Tetz NW et al Clrlcsl Guide 1o Laboratory Tesis, Srd ed AACC 1956,
PRESENTATION

Fef: 1001185 B1:20x 2mL ,A2:20 - 2mL

Rén 1001188 Conl, R1:1x150mL, R2:10 — 15mbL

Réf: 1001187 R1:10x50 mL. R2: 10 — 50 mL

BEISOE-F  CEI06ME6

SPINREACT,S,A.18.A.U Clra Santa Celama, 7 E-17176 BANT ESTEVE DE BAS (Gl) ESPAGNE
Tel. +34 572 69 03 00 Fax +34 97263 00 99, e-mai: guinreac| P spkreacl oo




COD 11547 | €00 11573
2% 250 mL 12 250mL
STORE AT 2-8'C

Reagerts for of abam
Only for in vilo use in the dincal lsboratory

AL BioSystems
ALBUMIN
BROMOCRESOL GREEN

PRINCIPLE OF THE METHOD

Alburin in the sample reacts with bromeeresal green i ackd medim forming 8 colowsd
comglex thal can be measured by spedrophelomely',

CONTENTS
000 11547 Ccobnan
A Reagert 2x2%0mL 12250l
5. Elandand 1asmi 1x$al
COMPOSITION
A. Reagent. Avstae bufler 100 mmelL, gree 0.27 mmallL, genl, pH 4.1,

S. Albumin Saedard; Bavine atumin Cancentation is gven on $e label. Corcenraion value
I8 raceatie to he Slandard Referencs Msteral 927 Naiond rsflule of Slandards and

Tachnokogy, USA).
STORAGE
Reagant {A): Store a1 2-6°C,
Altumin Standard (S): Store 81 2-8°C, once opened.

Reagen! and Standard are statie unil the expiry dale shown on the labd when stored Sghdy
ciosad and I contaminalions are preverted during ther use.

Indicatons of detaroratio

~ Reagent: Presance of parfoulate materia, urbidty, sbsorbancs of the biank over 0.200 at
630 nm (1 cm awvatia),

« Slandard: Presence of pariculale material, turbidiyy,

REAGENT PREPARATION

Reagent and Standard are provided ready 1o use,

ADDITIONAL EQUIPMENT

— Analyzer, spactrophotomater or photometer atie to read a1 &30 nm {610 - 670 nm),
SAMPLES

Sarum or plasma (EOTA, cirate or heparing) collected by standard procecurss,

METROLOGICAL CHARACTERISTICS
- Deledion limil: 1.1 giL.

« Lineaiily limil: TO giL.
~ Repoabiity (wilhin nun).
Wean Conconkakon = n
| M2pL | 14% » J
421pL WS 2
— Repreducitedty {run 1o runj:
Hen Comnebabon oV "
| m2pL l 15% [ = r
‘ 211 19% %

—Trusrees: Results oblained wih Ihis reagerk did not show systemaic difierences woen
compared with reference magents (Note 3), Detals of the camparson mpeiments are
avaiable on request.

- Interferences: Siirubin (>10 mgidL), Epenia (iighverid

mey aMiect the resus, Cther dnugs and subetsnces may
Thrase metrologeal characterstics have been obtained using an anayzer. Resuts may vary if 8
diferent rslument or 2 manual proosdure are used,

DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS

Abumin i8 Lhe mosl abundant prolein in human plesma. it haa three main funcora: i
coniributes lowards mantaining e oalkid arcolc pressura of plssma, it acts a5 non-spesifc
transport vohicle for mamy nonpalar campeunds and it is @ source of endogenous aming acids.

Hyperibuminemia ks of iitte disgnesdc signi oapt in deydration?.

Hypcbuminemia is found as 8 resul of seversl fackrs: reduced syntess causad by fver
mseesee. reducad absorpdan of aming ackds dus to malabsorption syndromes or manutifen;

{ism 85 3 result of of fssue camage; altered distbulion batween
i and 5pace due 0 ¥ capilary permesdifly, overhydraton of
ascites; stwomal osses caused by rend disesse (nephrolic gyndroma, dabstes meliks,
chvonic gomenkonephiss, systemic lups srythamatosus), gashanlesting fracl disease
(Joseatve cobtis, Crobn's dsasss) or skin damage (exlolafve dematlis, exterahe bums);

>T59%)and gletin (>2591)
iriedece’.

* Boonoim in 2o i ehabi oe 3 days B 2-8C - "

PROCEDURE
1. Pipette inlo isbeled 1ast lubes: (Notes 1, 2)
Hank Sandad Sarrple
Aurin Staredard 15) — 0 .
59 = - 104
Reazel (A) 1o 10mL 1o

2. Mix thoroughly and let stand 2 tubes for 1 mirus al reom %mperaturs,
2 Read lhe absorbarce [A)dmsundmmdmaswmmmma;almme Bank. The
olow i3 stabie for 30 minutes.
CALCULATIONS
‘e albumin concentation in tha sample ks caloulatad using fhe foliowing gensral fommula:
A Seoh

x Coamwd = C Surche

A Sovod
REFERENCE VALUES
Serum®
Niwdian, 2104 daps 2244pL
4d3ys 0 14 Wi 3asapL
Adn HS0pL
>0 yoars U4B gL iy

Tresa ranges an given ke cientaion caly; each kaberalory shudd esiabish s own releroce
ranges.

QUALITY CONTROL

It &5 meommended Lo wse he Bichemisy Conkol Serum level | {cod. 18005, 18009 and
18042} and |1 (cod. 18007, 13010 and 18043} to verify e perdemancs of the mecsurement
procedure,

Each laboralory shoult estzbish its own intemal Quality Conlrel schame and procedures for
carreclive action if controls do not recaver wilhin the scosplable tolrances.

MU54N20
Oty Syrtew oertiiod

BioSystems $.A. Costa Brava, 30. 08030 Barcelona (Spain)

abzence of dbumin or andbuminenialt,

Aumin plasma #ithough important for

litle vake in Giagoas?.

Clirical dagnasis shauld nat be made an e Sndings of a singks best resull, bul should intsgrate
both cinical and Laberatery data

NOTES

and foliow-up, have very

1. This reagent engy be used b d J aralysers, Instrucions ko mery of Tem are
gvaiable on requasL
2 Abumin resclion wity green 18 | iate, K s not ded lo deday

readings, 8ince othar prosins react skay.

3. Caibraticn with the grovided aquecus standard may cause 3 mars rekied bias, spacislly in
some andyzers. I these c3ses, il is recommended to calibrale using a seum based
gizndard |Biocharmisiry Calbrlor, cod 18011 ard 18044).

BIBLIOGRAPHY

1. Doumss BT, Watson WA and Biggs HG. Albwrmin standards and the measurzment of ssnam

akumin with bramceresol green. Cin Chim Acta 1971: 312 87-66.

Tielz Texibock of Cinkal Chamistry and Maeodar Diagnestics, 4 ed. Burtis CA, Ashwwood

ER, 8rurs DE W2 Saunders Co, 2005,

Young 06, Efects of drugs on dirical aboralory sls, Sth ed. AACC Press, 2000,

Fridman and Young. Effects of discase on dinical sbecalery lesls, 4t ed. AACC Press,
an01.
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Recu pendant
trois semaines
du Tanakan
seul a 20

-

\_

Une semaine du
Tanakan seul.

@

Deux semaines du
Tanakan seul.

Trois semaines
du Tanakan seul.

}.
"

NaNO, seul
pendant 6

<semaines

Témoin

N’a recu aucun
traitement

N1 : sacrifi¢ apres
une semaine d’arrét
du traitement

N2 : sacrifié apres 2
semaines d’arrét du
traitement

N3 : sacrifié apres 3
semaines d’arrét du
traitement










