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Abstract

Thymus numidicus is a plant used in traditional medicine to treat diseases related to oxidative
stress it so as an engine generator of ROS that may cause hepatotoxicity. We used alloxan as a
generator of free radicals what will we evaluated the effect of Thymus numidicus plant.

In this context, our work focuses on the study of the protective effect of Thymus nemudicus on
the state of oxidative stress and the occurrence of liver toxicity induced by this molecule in mice.
This is an experimental laboratory study conducted on 42 male mice of the BALB / C divided into
six lots of seven rats each, the first batch serves as control (C), the second undergoes an
intraperitoneal injection of the Thymus numidicus liquor 50mg / kg / day, the 3rd undergoes a single
injection of alloxan 150 mg / kg, and the last 3 batches undergoes injection combination; alloxan
150 mg / kg single dose and different Thymus numidicus doses 30 mg / kg / day, 50 mg / kg / day
and 100 mg / kg / j specific to each batch and this for 21 days. Analysis of the results shows that
alloxan to cause:

A significant increase in the enzymatic activity of transaminases and alkaline phosphatase;

- A depleted serum magnesium levels;

- A depletion of GSH tissue (liver tissue);

- A decrease of the enzymatic activity of catalase, glutathione peroxidase;

- An increase in the activity of GST,;

- An increase in lipid peroxidation.

After the treatment with Thymus numidicus to almost normalize biochemical parameters
studied, with protection of liver tissue radical attacks caused by alloxan especially in the
combination A + TN 50 mg / kg / day against the combination A + TN 100 mg / kg / day
potentiates the toxicity therefore it can be concluded that the Thymus numidicus has a protective
effect on hepatocytes at the dose of 50 mg / kg / day against certain doses may potentiate the
hepatotoxicity as the dose of 100 mg / kg.

Keywords: alloxan, Oxidative stress, Antioxidant, Thymus numidicus, biochemical

parameters, liver tissue.



Résumé

Thymus numidicus est une plante utilisée en médecine traditionnelle pour traité certaines
maladies liées au stress oxydatif ce dernier sorte comme un moteur générateur des ERO ce qu’il
peut entrainer une hépatotoxicité. Au cours de notre travail nous avons utilisé 1’alloxane comme
générateur des radicaux libres ce qu’il va nous permis d’évaluer I’effet de la plante Thymus

numidicus.

Dans ce contexte, notre travail a porte sur I’étude de 1’effet protecteur du Thymus nemudicus
sur I’état du stress oxydatif et I’apparition la toxicité hépatique induite par ce molécule chez les
souris. Il s'agit d'une étude expérimentale menée au laboratoire sur 42 souris males de la souche
BALB/C répartis en six lots de sept rats chacun dont le premier lot sert de témoin (T), le second
subit une injection intra-péritonéale de la liqueur de thymus numidicus 50mg/kg/j, le 3éme subit
une injection unique d’alloxane 150 mg/kg, et les 3 derniers lots ont subit une combinaison
d’injection ; alloxane 150 mg/kg dose unique et des différentes doses de thymus numidicus 30
mg /kg/j, 50 mg/kg/j et 100 mg/kg/j spécifique a chaque lot et ceci pendant 21 jours. L’analyse des
résultats montre que 1’alloxane a provoquer :

- Une augmentation significative de 1’activité enzymatique des transaminases et de la

phosphatase alcaline ;

- Un épuisement du taux de magnésium sérique ;

- une déplétion du GSH tissulaire (tissu hépatique) ;

- une diminution de ’activité enzymatique de Catalase, de la glutathion

peroxydase ;
- Une augmentation de I’activité¢ de GST ;

- Une augmentation de la peroxydation lipidique.

Apres le traitement par le Thymus numidicus & presque normaliser les parameétres
biochimiques étudiés, avec protection du tissu hépatique des attaques radicalaires provoquées par
I’alloxane surtout chez la combinaison A+TN 50 mg/kg /j par contre la combinaison A+TN 100
mg/kg/j potentialise la toxicité donc on peut conclure que le Thymus numidicus a un effet protecteur
des hépatocytes a la dose de 50 mg/kg/j par contre certaines doses peut potentialiser

I’hépatotoxicité comme la dose de 100 mg/kg.

Mots clés: Alloxane, Stress oxydant, Antioxydant, Thymus numidicus, Paramétres

biochimiques, tissu hépatique.
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Introduction

Introduction

L’Alloxane est une molécule chimique peut générer des EROs et entrainer 1’organisme dans
un état du stress oxydatif (Grankvist et al., 1981), il est utilis¢é comme un modele expérimental
donc c’est une bonne stratégie pour mieux comprendre les physiopathologies liée au stress oxydant
pour développée un drogue curative, il faut noter que 1’alloxane provoque un diabéte de type 1, dans
le laboratoire il est utilisé sur plusieurs especes animale comme les rats, chiens, lapins. Il est
maintenant prouvé que le diabete est étroitement lié au stress oxydant, et plusieurs études ont
montré qu’il est associé¢ a une augmentation de la production des radicaux libres, ces dernier sont
produit a faible quantité en permanence porte un effet physiologique dans notre vie quotidienne, ils

ont bien maitrisé par un systeme de défense.

En effet, les concentrations élevées en ERO induisent un stress oxydant, qui est due a un
déséquilibre entre le systéeme antioxydant et la molécule oxydante, celle-ci est considérée comme le
moteur qui génére d’autre complication comme les maladies cardiovasculaires et les cancers. Et
pour renforcer et améliorer la performance de systeme de défense antioxydant on utilise des plantes
porte un grand intérét comme source énorme d’antioxydants comme Thymus numidicus et les
études révelent leur pouvoir antioxydant éleve, ce qui donne plus d’espoir pour prévenir et ou guérir

les maladies lie au stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2010).

Partant de ce constat, I’idée originale de notre travail était d’¢tudier et d’évaluer, chez des
souris de la souche BALB/C suite a I’injection de 1’alloxane, I’effet du Thymus numidicus sur la

toxicité hépatique induite par ce dernier.

Nous allons pour cela mis au point le dosage des parameétres biochimiques sanguins « bilan
hépatique » ainsi que 1’évaluation des parameétres du stress oxydant tissulaires « GSH, GPx, CAT,

GST», et un produit de la peroxydation lipidique «<sMDAx.
Afin de comprendre le but de cette étude, la 1re partie de ce travail est consacrée au:

L’alloxane et leur effet et le stress oxydant, le systéme anti oxydant enzymatique et non

enzymatique et finalement le Thymus numidicus entant qu’anti oxydant.

La seconde partie s’intéresse au protocole mis en place et aux résultats obtenus.
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I. L’alloxane
I.1. Définition

L’alloxane est un composé organique bas¢ sur un squelette de I’hétérocyclique de la
pyrimidine (Grankuvist et al., 1981). C’est le produit chimique le plus couramment utilisé pour
l'induction du diabéte expérimental. C’est un agent bien connu largement utilisé¢ pour induire un
diabete de type 1 chez les animaux tels que : les lapins, les rats, les souris et les chiens (Etuk,
2010).

C’est un dérivé de l'urée qui provoque s€lectivement une nécrose pancréatique des cellules 3
des ilots de Langherhans (Etuk, 2010).
1.2. Historique

En 1818, le Brugnatelli italien a obtenu une substance a partir de I'oxydation de I'acide
urique qu'il nommeé ossieritrico. Ce nom, du grec « a faire rouge», fait référence a la propriété de la

substance pour colorer la peau une couleur rouge caractéristique (Lenzen et al., 1996).

Vingt ans plus tard, les chimistes allemands, Wohler et Liebig, ont étudié lI'oxydation de
I'acide urique dans le détail et ont obtenu le méme compose, qu'ils ont appelé alloxane. Le nom
alloxane issu de la fusion de deux mots, a savoir, allantoine et acide oxalurique. L'allantoine est un
produit de l'acide urique excrété par le foetus dans l'allantoide et l'acide oxalurique est dérivé de

I'acide oxalique et l'urée qui se trouve dans I'urine (voir figure 1) (Lenzen et al., 1996).

0

i HL/\/\

AN A AA

H

Alloxan Dialuric Acid Butylalloxan

Figure 1: Formules chimiques de I'Alloxane, I'acide dialurique et butyl-alloxane
(Grankuvist et al., 1981).
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L’alloxane resté uniquement dans le domaine de la pharmacie jusqu'en 1943, lorsque Dunn
et al., ont signalé que cette substance provoque une nécrose des Tlots pancréatiques lorsqu'il est
administré a des lapins ou des rats (Lenzen et al., 1996). L’alloxane est sélectivement toxique pour
les cellules B du pancréas, ce qui provoque le diabéte chez les animaux de laboratoire. Cette
substance est alors devenue d’un grand intérét pour les diabétologistes, devenant un outil standard

pour l'induction du diabéte chez les animaux (Lenzen et al., 1996).

Tableau 1: Propriétés chimiques d’alloxane (Hashemi, 2009).

A

HiM NH

o (@]
La formule chimique: (@

Nom chimique: 2, 4,5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone monohydrate.

Structure chimique: C4H2N204

Masse moleculaire: 160,09 g/mol.

Point de fusion: 253°C.

1.3. Mode d’action

L’alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénétre a travers les transporteurs de
glucose GLUT?2 des cellules B pancréatiques. Au cytosol, I’ Alloxane est réduit en acide dialurique.
Cette réduction est assurée par plusieurs agents tels que le glutathion réduit, la cystéine, 1’acide

ascorbique et les groupements SH des protéines (Lenzen, 1988).

L’alloxane a un groupe 5 carbonyles centraux qui réagissent tres avidement avec des
groupes thiol. La glucokinase est l'enzyme thiol le plus sensible de la cellule B. A des
concentrations élevées, I’alloxane peut inhiber nombreuses enzymes fonctionnellement importants,
ainsi que d'autres protéines et fonctions cellulaires (Lenzen, 2008). L’alloxane se relie avec deux
groupements thiol du site actif de la glucokinase formant un pont disulfure et inactivant I’enzyme

(Lenzen et al., 1988).

el
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L'inhibition de la glucokinase, réduit I'oxydation du glucose et la génération de I’ATP, ce
qui supprime le signal d’ATP, qui déclenche la sécrétion d'insuline. L'inhibition de la glucokinase
est atteinte en 1 min d'exposition a lI'alloxane. Cet effet peut étre expliqué par une réduction initiale
de la consommation d'ATP, résultante d’un blocus de la phosphorylation du glucose par la
glucokinase, ce qui produit une augmentation transitoire de I’ATP dans la cellule B et déclenche une
libération transitoire de l'insuline (Lenzen, 2008). L’acide dialurique formé est ré-oxydé en
alloxane, ce qui genére des especes reactives oxygénees et active a la réaction de Fenton (Ankur et
Shahjad, 2012). L’alloxane inhibe la sécrétion de I’insuline glucose-dépendante et augmente la
perméabilité des membranes des cellules B (voir figure 2) (Watkins et al., 1964).

GSHD =+ N

GSSG A

GSH - H H:O:
) Fe®
C Fe™

OH" + OH~

AH,

Figure 2: Réactions redox cyclables entre I'acide dialurique et I'alloxane (Lenzen, 2008).

En outre, la perturbation de I’homéostasie de calcium intracellulaire, également été signalé a
constituer une étape importante dans l'action diabétogenes de 1’alloxane. Il a été noté que 1’alloxane
cytosolique libre augmente la concentration du Ca®* dans les cellules p pancréatique. L'afflux de
calcium est entrainé la capacité de I’alloxane de dépolariser les cellules B du pancréas, qui s'ouvre
en outre tension les canaux calciques voltage-dépendants et améliore I'entrée du calcium dans des
cellules pancréatiques. La concentration accrue d'ion Ca®* contribue davantage & supra-
physiologique la libération d'insuline qui avec ERO a été noté finalement causer des dommages des

cellules B des ilots pancréatiques (Ankur et Shahjad, 2012).

L’alloxane exerce son action diabétogene quand il est administré par voie parentérale:
intraveineuse, intra péritonéale ou sous-cutanée. La dose requise de l'alloxane pour induire un

diabete dépend de l'espece animale. Les ilots de I’espece humaine sont nettement plus résistants a

a
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I'alloxane que ceux du rat et de la souris. La dose intra-péritonéale inférieure a 50 mg / kg en poids
brut peut étre insuffisante pour induire un diabéte chez le rat. Animaux & jeun sont plus sensibles a
I'alloxane, alors que l'augmentation du glucose dans le sang fournit une protection partielle
(Szkudelski, 2001).

I1. Stress oxydant
11.1. Définition

Le stress oxydant c’est un état de déséquilibre entre la production des espéces réactives et
leurs éliminations par le systeme de défense antioxydant.ces espéces réactives sont des radicaux
libres (Sies, 1991).

11.2. Radical libre

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) possédant un électron
non appariée a sa orbite extérieur ce qu’il rend instable, et se stabiliser en se fixant sur des
molécules biologiques, il existe 2 grands familles d’espéces réactives (Sies, 1991):

» ERO: sont produits au début a la réduction ou I’oxydation de I’oxygéne singlet 10, en anion
superoxyde O, celle-ci va déclencher une cascade de réactions qui donne naissances aux
multiples dérivés de I’oxygene actif.

» ERN: issu de I’activité d’enzyme NO synthase qui libére le mono-oxyde d’azote NO" et ce
dernier va donner plusieurs dérivés d’ERN.

11.3.0rigine des espéces réactives
11.3.1. Origines endogénes

La principale source des radicaux Oz et H,O,, pendant le métabolisme énergétique
cellulaire, est la chaine respiratoire (Daverman et al., 2002). Les mitochondries ont été identifiées
comme responsables de I'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se produisant dans
les cellules (Fusco, 2007), I’oxygéne est réduit a 95 % dans les mitochondries (centrale énergétique
de la cellule) par voie enzymatique en molécule non toxique comme H,O (Belkheiri, 2010).

Les NAD (P) H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent
Oen utilisant NADH ou NADPH comme substrat.

Il 'y a également d'autres sources cellulaires des radicaux libres telles que I'enzyme xanthine
oxydase joue un réle important dans la production des ERO (particulierement Ozet H,0,)
(Belkheiri, 2010).

Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique, ce dernier peut étre oxydeé soit par les cyclo-
oxygénases ou COX, soit par les les lipo-oxygénases (métallo-enzymes a fer), pour former entre

autre des hydroperoxydes .La production d’oxydant par les neutrophiles et les macrophages (au

-
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cours de I'inflammation) est également une source importante qui dépend de I’activité enzymatique
de la NADPH-oxydase, d’autres sources dépendent d’enzymes les oxydases membranaires, les
synthétases de 1’oxyde nitrique, qui produisent physiologiquement des oxydants. La présence de
pro-oxydants peut transformer les oxydants en des formes plus réactives par exemple: le fer qui
favorise la transformation du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en radical hydroxyle (HO*) (Rahman,
2007).

Les ERO peuvent aussi étre produits par la NO Synthase (ou NOs), a des fins de médiation
par les neurons, les cellules endothéliales ou les macrophages. De maniere générale, toute réaction
biochimique faisant intervenir de I'oxygéne moléculaire est susceptible d'étre a l'origine d'une
production des radicaux libres oxygénés (voir figure 3) (Mao et Paznausky, 1992).

Microsomal Oxidation,
Flavoproteins, CYP enzymes Myeioperoxdase
(phagocytes)

Xanthine Oxidase,
NOS isoform

Endoplasmic Reticulum

Cytoplasm

&

Peroxisomes Mitochondria

Oxidases,
Flavoproteins

lasma Membrang Electron transport
Lipoxygenases,

Prostaglandin synthase
NADPH oxdase

Figure 3 : Source endogeénes des espéces réactives (Belkheiri, 2010).

11.3.2. Exogéne

Les facteurs envirennementaux contribuent également a la formation d'entités radicalaires
ou de ERO,ou dans les phénoménes d'irradiation UV, X, gamma, reaction photochimique
(Belkheiri, 2010).

Les métaux toxique (chrome, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer libre existant lors de
surcharges générales ou localisées génerent des radicaux hydroxyles (Favier., 2003).
Les champs éléctriques, l'apport de xénobiotiques pro-oxydants et la présence de cytokines

pro-inflammatoires sont également des sources de stress oxydant.
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En outre,des résidus de la fumée de cigarette, I'alcool ou méme certains médicaments sont
une source importante des radicaux libres par oxydation des composés au niveau du cytochrome
P45o (Hatch., 2010)

11.4. Types des radicaux libres
I1.4.1. Radicaux libres de I’oxygéne (ERO)
Les Espéces Réactives Oxygénées (ERO) sont des molécules contenant de 1’oxygene, mais

dont la réactivité est bien supérieure a celle de la molécule de dioxygene (Morel& Barouki, 1999).

L'oxygene peut subir des étapes successives de réduction conduisant a la formation d'ERO
(voir figure 4). En présence de métaux, de molécules organiques ou d'enzymes (oxydases ou

complexes de la chaine respiratoire) (Barouki, 2006).

r .
+e” +e(+2H") +e” +e(+H"
02 — 02*' —) H202 —*OH (-|-0H) —— HZO
Dioxygéne Radical Peroxyc?e Radical Eau
superoxyde d’hydrogene hydroxyle

L 4

Figure 4: Intermédiaires réduits de I'oxygene. Les quatre étapes de réduction mono

électronique de I'oxygene (Gardés-albert et al, 2003).

I1.4.1.1. L’anion superoxyde

Les radicaux superoxydes O, sont des radicaux chargés négativement provenant de la
réduction monovalente de I'oxygene moléculaire qui capte un électron. (Haliwell et Gtteridge,
1986).

Qui sont peu réactifs par eux-mémes mais il est a I’origine de cascades de réactions
conduisant a la production de molécules trés nocives sa durée de vie est plus longue et il peut diffuser
loin de son lieu de production (Pastre, 2005).

Il est produit au cours du métabolisme mitochondrial physiologique, environ 2% de
I’oxygene utilisé par la chaine respiratoire aboutit a la formation d’anion superoxyde a la suite de la

réaction suivante (voir figure 5):

O,+e — Og.-

-



Recherche bibliographique

MATRICE

\
ATP

H'I'

+
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NADH membrane interne
FADH,

Membrane externe

Figure 5: Production d'anion superoxyde dans la chaine respiratoire mitochondriale
(Alberts et al., 2009).

La NADPH oxydase se trouve dans la membrane plasmique ainsi que dans la membrane du
phagosome et elle est également une source importante d’anion superoxyde (Pastre, 2005).

NADPH + 20, ——— > NADPt + H* + 205~
NADPH oxydase

Ils peuvent aussi sous ’action du superoxyde d’hydrogéne H,0O, qui en présence d’ions
métalliques donne des radicaux hydroxyles OH trés réactif. La forme protonée du radical O, le
radical hydroperoxyle HO®,, est beaucoup plus réactive qu’O’,. La réactivité d’OH ,non chargé
contrairement & O™, sera facilitée au niveau des membranes biologiques (Delattre et al., 2003).
11.4.1.2. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est un des oxydants les plus réactifs et le plus dangereux du systéeme
biologique (Sayre et al., 2008). Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme I’ADN
spécifiqguement la thiamine et la guanosine (Pastre, 2005).

Il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques est le radical le plus dangereux dans
l'organisme et joue un réle initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique (Sayre et al., 2008).

Il peut étre produit a la suite de diverses réactions (Pastre, 2005) :

- La réaction de Fenton:

Fe** + H,0,— Fe*" + OH™ + OH’

- La réaction d'Haber-Weiss en deux étapes:

H,0, + OH" — H,0+0O," +H" et H,0,+ O,"— O, + OH™ + OH’

e
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La continuité des réactions se ferait grace a la régénération du fer ferreux par divers
COMPOSES:
Fe** + O,” — Fe?* + O,0u Fe** + OH' + H'— Fe?* + H,0 ou Fe** + ascorbate —Fe®* ou Fe** +
H,0,—Fe?* + OOH" + H* (Kristal et al., 1996).
11.4.1.3. Radical peroxyde H,0;
Au niveau de la mitochondrie, le peroxysome, et les microsomes sous 1’action catalytique du

superoxyde dismutase (SOD), le radical superoxyde Oz+-est réduit en peroxyde d’hydrogene.
0, + O, + 2H" — H,0, + O, (Réaction de dismutation)

Le peroxyde d'hydrogene H,0O, n'est pas une espece radicalaire, est un oxydant tres puissant
moins réactif que certains autres EROs, il n'est pas chargé et peut donc diffuser trés facilement a
travers les membranes. Joue un role important dans le stress oxydant. Qui provoque des dommages
causés par oxydation aux macromolécules (Stief, 2000).

Le peroxyde d’hydrogéne a faible concentration active la signalisation et pourrait étre
impliqué dans des réponses physiologiques comme le cycle de Krebs, la croissance, la régulation du
calcium (Stief, 2000).
11.4.1.4.. Oxygene singulet

Lorsque de I'énergie est apportée a I'oxygene, celui-ci passe a I'état singulet qui représente la
forme active. (Borg et Tjalve, 1988) C'est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
réagir avec les macromolécules biologiques (ADN, Protéines, lipoprotéines...).

Il est formé a partir de I'ion superoxyde selon la réaction suivante :

*0-O+— 10,. (Sous l'action de la lumiére) (Pastre, 2005).
11.4.1.5. R6le physiologique des espéces réactives oxydantes

De facon physiologique, les ERO existent dans les cellules et dans les tissus a des
concentrations faibles mais mesurables Elles protégent, régulent la cellule et permettent de
maintenir une certaine homéostasie de 1’état redox de 1’organisme. Et contribuent a la synthése de
I’ADN, des hormones stéroides, des acides biliaires, des acides gras insaturés, aux réactions
dépendantes de la vitamine B12, a la biosynthése des mitochondries, Ils sont les médiateurs de
multiples fonctions de signalisation (signaux redox) et de transcription essentielles pour le
fonctionnement normal et la survie des cellules, ainsi que de la programmation de leur élimination.
Les radicaux libres jouent un rdle essentiel dans le bon déroulement de la réaction immunitaire
(Migdale et Serres, 2011).

-
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Elles servent dans la régulation de phénoméne de 1’apoptose .Citons aussi le processus de
fécondation, au cours duquel les spermatozoides sécrétent de grandes quantités d’ERO pour percer
la paroi membranaire de I’ovule. (Migdale et Serres, 2011).

I1.4.2. Espéces réactives de I’azote (ERN5s)
11.4.2.1 .L’oxyde nitrique (*NO ; monoxyde d'azote)

Il diffuse rapidement & partir de son site de production, traverse la membrane cellulaire et
remplit un réle vasodilatateur. 1l est un second messager de courte vie (Cooke et al., 2006), réagit
trés rapidement avec O,e- pour former ONOO- et avec O, pour former N,O,. C’est un oxydant
faible, incapable de nitration, mais un bon agent de nitrosation s’il a un cofacteur appropri¢ pour
recevoir un électron. Fixé au Fe** des molécules héminique, il peut nitrosé des phénols, des thiols et

des acides aminés (Moncada, 1993) (voir figure 6).

v m
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Figure 6: Synthése mitochondriale du NO (Ghafourifar & Cadenas, 2005).

11.4.2.2. Le péroxynitrite (ONOO-)
ONOO- est non radicalaire, instable (durée de vie < une seconde) et trés oxydant
(Ghafourifar & Cadenas, 2005).
La réaction du NO avec anion superoxyde donne naissance au peroxynitrite
NO°+ O,” ————» ONOO"

Le Peroxynitrite est un dérivés d'oxygene trés toxique provoque des lésions tissulaires tres
graves en plus de lI'oxydation des LDL (Halliwell et Gutteridge, 1997). Et capable d'oxyder les
protéines et les bases azotiques des brins d'/ADN par une grande similarité de I'oxydation par le

radical hydroxyle (Moncada, 1993).
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11.4.2.3.Le dioxyde d'azote (NO2¢)

Formé & partir de la réaction du radical peroxyle avec NO

NO + O2 —2NO2

Le dioxyde d'azote est un puissant déclencheur de la peroxydation lipidique par sa capacité
d'arracher un atome d'hydrogéne d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés
(Blandine, 2006) (Acide linoléique 18:2 ® 6 ; a-linolénique 18:3 ®3 et y-linolénique 18:3 w 6 ;
acide arachidonique 20:4 ® 6) et transforme ces acides soit de cis-en trans, soit par nitration
(Blandine, 2006).
I1.5. Atteintes cellulaires

Le stress oxydatif traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants
cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec 1’altération
des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation
(Blandine, 2006) (voir figure 7).
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Figure 7: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les ERO (Blandine, 2006).
11.5.1. Peroxydation lipidique

Le stress oxydant concerne tous les constituants cellulaires mais Les premieres cibles
privilégiées de I’attaque radicalaire sont les lipides (Halliwell et Gutteridge, 1997) et
principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) comme les lipides majeurs des membranes

cellulaires et des lipoprotéines (Esterbauer et al, 1992).
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En raison de la présence de nombreuses doubles liaisons comme I'acide linolénique (C18:2),
linolénique (C18:3), arachidonique (C20:4).

Ce phénoméne de peroxydation lipidique peut se produire dans des conditions
physiologiques et il se trouve exacerbé dans des conditions pathologiques comme 1’athérosclérose.

La peroxydation lipidique, se déroule en trois phases suivantes (voir figure 8):
a. L’initiation: I’attaque par un radical OH" du groupement méthyléne présent entre deux

doubles liaisons d’acide gras polyinsaturés produit un radical carboné R” (OH" enléve un atome
d’hydrogéne du CHj; puis les doubles liaisons subissent un réarrangement moléculaire conduisant a

la formation de diénes conjugués), en présence d’O; le radical carboné est transformé en radical
peroxyle RO," (Matrizez-Cayuela, 1995).
b. La propagation: le radical RO," enléve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui & son

tour produira un radical R" puis un radical RO;" une réaction en chaine s’installe. En présence de
métaux de transitions (Fe** ou Cu?*), les hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau
des liaisons C-C pour donner naissance a divers produits de décompositions ; le malondialdehyde
(MDA), le 4-hydroxynonéal (4-HNE), représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation
lipidique (Matrizez-Cayuela, 1995).

c. La terminaison: cette phase consiste a former des composés stables issus de la rencontre

entre deux espéces radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical avec une molécule

antioxydante dite "briseur de chaine" (Matrizez-Cayuela, 1995).

+0 \+O'~'
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Figure 8: Réactions de la peroxydation lipidique (Deby-Dupont et al., 2002).
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La peroxydation des lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et de
I'excitabilité des membranes.

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et
I'’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, [Iisoprostane, Ile
malondialdéhyde (MDA), le crotonaldéhyde et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont étudiés comme
marqueurs de la peroxydation lipidique (Garait, 2006).

11.5.2. Oxydation des protéines

Les protéines, au méme titre que les lipides, sont également une cible importante des ERO.
soit au niveau de leur chaine latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la
liaison peptidique, entrainant la fragmentation de la chaine (Leibfrilz et al., 2007).

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent
un groupement sulfohydryle (SH) (Favier, 1995), notamment les acides aminés soufrés (cystéine et
méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) (Valko et al., 2007).

L’oxydation des acides aminés génére des groupements hydroxyles et carbonyles sur les
protéines mais peut également induire des modifications structurales plus importantes comme des
réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements, antigenicités et leurs
activités (voir figure 9) (Leibfrilz et al., 2007).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-
enzyme, recepteur...) (Levine et al., 2000) et deviennent généralement plus sensibles a 1’action des

protéases et sont alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome .
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Figure 9: Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des protéines

apres attaque radicalaire (Esterbuaer, 1992).
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I1.5.3. Atteintes de ’ADN

Avec ses quelques 4. 10 Paires de bases, I’acide désoxyribonucléique ou ADN nucléaires et
mitochondriales constituent une cible cellulaire importante (Cadet et al., 2002). Les bases qui
composent I’ADN sont hautement sensible aux ERO (*OH, HNO, ONOO, dérives d’HOCI) (Cadet
et al, 2002).

Les réactions d’oxydation de I’ADN créant un grand nombre de dommages et
particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation. L'attaque radicalaire peut étre directe et
entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine,
8 nitroguanine, forme amidopyrimidine, 8 oxo adénine, formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5
hydroxy méthyl uracile, thymine diol, oxazolone (voir figure 10) (Favier, 2003).

Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, ou
attaquer le sucre lui- méme, créant une coupure de chaine simple brin. Formation de pontages
ADN-ADN et les pontages ADN-protéines ou avec des dérivés d’oxydation lipidique (des
aldéhydes mutagenes tel que le MDA, formant des adduits sur les bases de I’ADN de type MDA -
guanine).

Les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de I’ADN représentant ainsi la
premiére étape impliquée dans la mutagenese, la carcinogenese et le vieillissement (McCord &
Fridovich, 1988).
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Figure 10: Types de lésions de I’ADN provoqués par les attaques radicalaires (Wallace et al,

2008).




Recherche bibliographique

11.6. Biomarqueurs du stress oxydant

11.6.1. Définition d’un biomarqueur

Le terme de biomarqueur a ¢été transpose de 1’épidémiologie moléculaire par les
biologistes des radicaux libres pour décrire un changement moléculaire dans une molécule
biologique provenant d’une attaque des especes réactives de 1’oxygene, de 1’azote et de
composes halogénés. Il peut étre défini comme toute molécule biologique de 1’organisme
susceptible de servir de marqueur d’un phénoméne physiopathologique (ex: 1’inflammation)
(Durieu et al, 2010).

11.6.2. Différents types de biomarqueurs de ’oxydation cellulaire
I1.6.2.1. Biomarqueurs de I’oxydation lipidique

Les triglycérides dans les LDL (Low Density Lipoproteins) et les phospholipides des
membranes sont fortement sensibles aux attaques des radicaux libres. Le processus de peroxydation
lipidique est initie par la formation d’un radical peroxyl et se termine finalement par la formation
d’aldéhydes (Zuliani et al., 2013).Les deux principaux aldéhydes sont le malondialdéhyde (MDA)
et le 4- hydroxynonenal (4-HNE) (Kim et al., 2013).

Durant ce processus de peroxydation, d’autres produits sont formes comme le pentane et
I’éthane, les 2-3 dienes conjugués, et les cholesteroloxydes (Griffiths et al., 2002).

a. Malondialdéhyde (MDA): Le MDA fait partie des aldéhydes réactifs issus de la
décomposition des LPO. En raison de son caractére mutagene et athérogeéne, il est le produit le plus
étudié de la dégradation des LPO (Douki et al., 1996).

I1 a été proposé comme biomarqueur du stress oxydant dans I’urine des rats traités avec des
agents toxiques pour le foie. Il est sans doute le plus mutagéne des produits de la peroxydation
lipidique. C’est pourquoi il est considére comme ayant une implication dans ’initiation des cancers
(Cadet et al., 1998)

Sa structure chimique est représentée dans la figure 11.

TS

Figure 11: Structure chimique du MDA (Dalle-Donne et al., 2006).
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Les principales origines du MDA dans les éechantillons biologiques proviennent de la
peroxydation des acides gras polyinsaturés avec au moins 3 doubles liaisons C=C adjacentes
comme par exemple dans 1’acide arachidonique (20:4) ou I’acide docosahexaenoique
(22:6)(Helbock et al., 1998).

b. 4-hydroxynonénal (4-HNE): le 4-HNE est le produit de la peroxydation lipidique le plus
génotoxique (Ravanat, 1998).Dans 1’organisme, il se forme en quantités plus importantes que le

MDA. Sa structure chimique est représentée dans la Figure 12.

3

OH

Figure 12: Structure chimique du 4-HNE (Ravanat, 1998)

Le 4-HNE est majoritairement produit lors de la peroxydation lipidique des acides gras
polyinsaturés en ®6, comme les acides gras linoléique (18:2) et arachidonique (20:4) (ESCODD,
2002).

c. Les isoprostanes (PG): Les isoprostanes ou composés "prostaglandines like" ont été
décrits récemment comme des marqueurs de la peroxydation lipidique (Cracowski et coll., 2000).
Les isoprostanes résultent de 1’attaque directe des ERO sur [’acide arachidonique des
phospholipides, suivie d’une libération par une phospholipase. Ce sont des composés stables et
spécifiques de la peroxydation lipidique (Roberts et Morrow, 2000).
11.6.2.2. Biomarqueurs de I’oxydation des protéines

L’oxydation protéique induit 1’apparition de nouveaux groupements chimiques comme des
hydroxyles et des carbonyles qui contribuent a altérer les fonctions des protéines. Ces modifications
structurales peuvent entrainer des modifications fonctionnelles avec perte d’activité enzymatique
(Spickett et al., 2010).

L’oxydation du squelette carboné de la chaine polypeptidique conduisant a une
fragmentation des protéines et/ou a la formation de liaisons croisées intra- ou inter-chaines et a
I’apparition de groupements carbonylés ou dicarbonylés (Levine et al., 1994).0On peut également

observer une oxydation des chaines latérales des acides aminés, notamment de la cystéine et de la
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méthionine, avec formation de ponts disulfures. (Davies, 1987; Stadtman, 1993; Grune et al.,
1998).

Les acides aminés et protéines peuvent subir d’autres modifications d’une fagon indirecte
comme la glyco-oxydation et la lipo-oxydation. Certains acides aminés comme la phénylalanine et
la tyrosine peuvent subir un processus d’hydroxylation qui génére la formation d’ortho- et de méta-
tyrosine dans le cas de la phénylalanine (Davies et al., 1999).

D’autres marqueurs d’oxydation des protéines, en particulier le sulfoxyde de méthionine, 1a
nitrotyrosine et 1’ortho-tyrosine, ont été décrits comme présentant une meilleure spécificité (Davies
etal., 1999).

11.6.2.3. Biomarqueurs de I’oxydation des acides nucléiques

Comme nous I’avons vu dans un des paragraphes précédents, de nombreuses 1ésions de
1I’ADN sont générées par I’attaque des radicaux libres (Pantke et al, 1999).

La lésion la plus étudiée est représentée par la 8-oxoGua. En effet, sa présence dans I’ADN
peut aboutir a des transversions de GC vers TA, lorsqu’elle n’est pas réparée avant la réplication de
I’ADN (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Ainsi, la présence de la 8-oxoGua peut mener a une
mutation.

D’autres lésions sont potentiellement mutagénes: c’est le cas de la 2-hydroxyadénine (2-
OH-Ade) qui peut entrainer des transversions de A vers T ou de A vers C et des transitions de A a
G. La 5-hydroxycytosine (5-OH-Cyt) semble également avoir des propriétés de lésions
prémutagéniques conduisant a une transition de GC vers AT et d’une transversion de GC vers CG
(Peiro et al,.2005).

11.7. Défenses antioxydantes

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniere continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique d’ERO est assuré¢ par des systémes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systéemes engendre une augmentation des
dommages tissulaires (Droge, 2002; Mates et al, 1999; Packer et al, 1997; Powers & Lennon,
1999).

Nous considérons d’une part les molécules non enzymatiques apportée par 1’alimentation
sous forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides, les polyphénols, ubiquinone,
flavonoides et les oligo-¢éléments (comme le Zn ou le Se).D’autre part, un systéme enzymatique
endogene détoxifiant composé des superoxyde-dismutases (SOD), des catalases (CAT), des
glutathion peroxydases (GPX) etc...et aussi de substances endogénes comme le glutathion (GSH)
(voir figure 13) (Ham & Liebler, 1995).
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Figure 13: Distribution des antioxydants dans la cellule (Ham & Liebler, 1995).
11.7.1. Défenses antioxydantes enzymatiques

Plusieurs enzymes et systemes antioxydants endogénes agissent en synergie pour protéger
les cellules des dommages oxydatifs. Leur fonction premicre est d’abaisser la quantit¢ d’ERO ou
des produits d’oxydation dans les cellules. Ces enzymes requiérent un ou plusieurs éléments trace
(Zn, Cu, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour leur activité catalytique.
11.7.1.1. Superoxyde dismutases (SOD)

Sont métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent I’élimination de 1’anion super-oxyde O,e- par une réaction de dismutation, en le
transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene.

SOD (Cu/zn)

20, +2H ——— H,0,+ 0,
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Trois formes de SOD existent chez les mammiféres: une forme extracellulaire (Ec-SOD),
une forme mitochondriale utilisant le manganése comme cofacteur (Mn-SOD), et une forme
cytosolique utilisant le cuivre et le zinc comme cofacteurs (Cu/Zn-SOD) (voir figure 14)
(Fridovich, 1995).

cell membrane

e ——

mitochondria

Figure 14: Les trois types de la SOD (Stevnsner et al., 2002)
11.7.1.2. Catalase (CAT)

Est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne
moléculaire. Avec le fer comme cofacteur, la catalase est essentiellement présente dans les
peroxysomes hépatiques, mais aussi dans les hématies et les mitochondries de cellules cardiaques
(Putnam et al., 2000).

CAT

2H,0, » 2H,O0+ 0O,
La catalase (CAT) est une enzyme héminique, c'est-a-dire qu’elle posséde un atome de fer

qui participe a la fabrication de I’héme. Sa masse molaire moléculaire est de 220 000 Da et une
masse d’environ 240 KDa. La CAT posséde 4 sous unités comprenant chacune un atome de fer sous
forme Fe®" (Leibfrilz et al., 2007).
11.7.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

Est une séléno-enzyme (cing isoformes) presente dans le sang, les membranes et le cytosol.
En présence de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH).

Elle réduit I’H,0, en H,0, les hydroperoxydes (ROOH) en alcools (ROH), et la dégradation
peroxynitrite (Rotruck et al., 1973).

GPx
2 H,0,+ 2 GSH » GSSG + 2H,0
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GPx
ROOH + 2 GSH » ROH + H,O + GSSG

GPx
ONOO-+ 2GSH » ONO- + GSSG + H,0
La GPx principale enzyme a sélénium (Rotruck et al., 1973), utilise le GSH a titre de

cofacteur. 1l en existe plusieurs isoformes (Ursini et al., 1995). Elles sont présentes dans le cytosol
et la matrice mitochondriale (GPx-1), ou uniquement dans le cytosol (GPx-2), avec toutefois moins
d’affinité pour 1’H202 (Mullenbach et al., 1988). D’autres isoformes peuvent étre extracellulaires
(GPx-3), ou spécifiques de la membrane cellulaire (GPx-4) (Takahashi et al., 1987).

La GPx-4 est impliquée spécifiqguement dans la réduction des peroxydes lipidiques (Ursini
et al., 1999). Il existe aussi une isoforme spécifique des cellules digestives (GIGPXx).
11.7.1.4. Glutathion réductase (GRase)

La glutathion réductase, quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG, et
elle est couplée a I’oxydation du glucose-6 phosphate en 6-phospho gluconate source de NADPH
qui est utilis¢é comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant
limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GSH-Px maintienne sa fonction
(voir figure 15) (Garait, 2006).

GRase
+ +
GSSG + NADPH H » 2GSH +NADP
ROH -— _ 2GSH ) NADPH <
\ s \ ’ \
o )
~ Hx05 - \ 7 N\ ‘/
ROOHS, - A “Gssg” ™= NADP 7
Se et RL :
I les sélénocenzymes GE6PDH
R‘ggH 2 Thic-S-S-Thio '@ NADP
=% s /'_,' ~ »\\ \ - - ~
5 ’ \
/
¥ < > : '
,/"'v N - N rd
ROH -— 2 thiorédoxine-SH NADPH

Figure 15: Interaction entre les sélénoenzymes et autres enzymes antioxydantes pour 1’élimination

des radicaux libres (Roussel & Hininger Favier, 2009).
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11.7.1.5. Glutathion S-transférase (GST)
Réduit les hydroperoxydes en alcools, mais ne réduit pas 1’'H,O,. (Garait, 2006).

GST
ROOH + 2 GSH » ROH + H,0O + GSSG

11.7.1.6. Peroxyredoxine (Prx)

Les peroxyredoxines (Prx) constituent une autre famille de peroxydases constituée de six
membres, dont cing (Prx I-V) possédent deux sites catalytiques a base de cystéines. Ces
peroxydases réduisent un grand nombre de molécules comme 1’H20 et utilisent la thioredoxine
(Trx) comme réducteur. Ces enzymes réduisent également les petites alkyl hydroperoxydes, le
peroxynitrite et les hydroperoxydes dérivés de phospholipides ou d’acides gras. Leurs roles
physiologiques inclus a la fois des fonctions dans la lutte antioxydante et dans la signalisation
intracellulaire (Rhee, 2005).

Prx

2H,0,+Thioredoxine (SH); » 2 H,0 + TrxS2
11.7.1.7. Glutaredoxine

Les glutaredoxines (Grx) sont aussi des dithiols [(SH)2]-disulfides oxydoréductases dont les
fonctions catalytiques requiérent la présence de GSH. Elles catalysent la réduction des protéines
disulfures en leurs formes sulfhydryles respectives. La forme oxydée de la Grx est alors réduite de
nouveau grace aux équivalents réduits du GSH.

La Grx-1 est spécifique du noyau et du cytosol, alors que la Grx-2 est présente dans la
mitochondrie (Rouhier et al., 2001).

Grx

Prot—S—S—Prot + Grx (SH), — 2Prot—SH + GrxS,"

GrxS," + 2GSH » Grx (SH,) + GSSG
11.7.1.8. Le systéeme thiorédoxine (TrXreq)

Le systeme thioredoxine comprend la Trx, la Trx réductase (Trxreq) et le NADPH (Watson,
2004).

Le milieu intracellulaire est plut6t reducteur, les protéines contiennent des groupements
thiols libres et les ponts disulfures sont rares. L’antioxydant majeur responsable du maintien des
protéines a I’état réduit est la thiorédoxine qui sera régénérée par le NADPH sous ’action de la
thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un groupement selénocysteine dans son site actif.

TrxS;" + NADPH + H* » Trx(SH),+ NADP"
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Elle intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene,
ainsi que dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique.

Les Trx de mammiféres sont fonctionnellement associées a la glutarédoxine (Grx), et des
interactions Trx-GSH ont récemment été décrites (voir figure 16), comme la formation de ponts
disulfures entre les deux molécules (Casagrande et al., 2000), mécanisme probablement pivot dans
la signalisation cellulaire au cours du stress oxydant (Cummings, 2004).

4

Y,
thioredoxine perorydase

erox [peroxiredoxine]

")

thioredoxine réductase

4" +NADPH

—— -
\__/

Figure 16: Interaction entre les systemes des thioredoxines, des glutaredoxines et du glutathion
(Casagrande et al., 2000).

11.7.2. Défenses antioxydantes non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques, sont des micronutriments exogenes apportés par
I’alimentation ou des constituants endogenes. On distingue les antioxydants hydrosolubles comme
le glutathion, 1’acide ascorbique (vitamine C), 1’acide urique, 1’albumine et les antioxydants

liposolubles: 1’alpha tocophérol (vitamine E), I’'ubiquinone (CoQ10), les caroténoides (Ballatori et
al, 2009).
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11.7.2.1. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine et
de glycine: -L- Glutamyl -L- cystéinylglycine. Sa synthese fait intervenir la-glutamylcystéine
synthétase et la glutathione synthétase (Ballatori et al, 2009).

Il est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol, noyau,
mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH) a une concentration intracellulaire de 0,1 a 1mM,
soit sous sa forme oxydée (GSSG) a des concentrations dix fois moins importantes. Un rapport
GSH/GSSG eélevé est essentiel pour assurer une protection contre le stress oxydant (Leibfrilz,
2007).

Les principales propriétés biochimiques du GSH lui sont conférées par sa fonction thiol (Del
Corso et al., 2002). Couplé a sa forme disulfure/oxydée GSSG, le GSH représente le tampon redox
le plus important de la cellule, et son équilibre redox (ratio GSSG/2GSH)

GSSG + 2H" + 2e- » 2GSH

Le potentiel antioxydant du glutathion lui vient de sa capacité a protéger les cellules de
presque toutes les ERO (OHe, 10, H,0,, HOCI, ONOO, RO° , RO;° ), en les réduisant
directement, ou indirectement en tant que substrat de la réaction couplée a la GPx (Evans, 1999;
Griffith & Mulcahy, 1999). Outre sa capacité a prévenir la propagation des ERO, le GSH peut
réparer les attaques oxydatives sur les groupements thiol de la cystéine (Dalle-Donne, 2003).
11.7.2.2. Le coenzyme Q et cytochrome c

Le coenzyme Q, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, (Haleng et
al., 2007) est un composé hydrophobe qui se situe dans toutes les membranes cellulaires
(essentiellement dans 1’appareil de Golgi et les membranes lysosomales) (Pobezhimova
&Voinikov, 2000). Il appartient a la chaine de respiration mitochondriale et permet le transport
d’¢lectrons des complexes I et 1l vers le complexe IlI.

Il est également joue le role d’antioxydant dans sa forme totalement réduite (ubiquinol)
(Beyer, 1990; Ernster & Dallner, 1995) ou il inhibe la peroxydation lipidique en piégeant les
radicaux peroxyles. Son effet anti-oxydant s’exerce aussi au niveau de I’ADN et des protéines, étant
donné que le coenzyme Q est le seul anti-oxydant liposoluble endogene.

Le cytochrome c est présent dans I'espace intermembranaire mitochondrial, il y assure un
role de «scavenger » en convertissant le superoxyde en oxygéene (l'action inverse de la semi
ubiquinone) (Pereverzev, 2003).

L'électron capté par le cytochrome ¢ nouvellement réduit est transféré a I'oxygene via le
cytochrome oxydase (complexe 1V) pour former de I'eau.
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11.7.2.3. Les métallothionéines

Les métallothionéines sont des dérivées métalliques d’une proteine riche en soufre: la
thionéine. Ces protéines régulent les concentrations intracellulaires en métaux (cuivre, zinc,
cadmium, mercure) en les séquestrant, prévenant ainsi leur circulation sous leur forme libre pro-
oxydante. Induites lors d’intoxications aux métaux notamment, les métallothionéines préviennent
donc la mise en place de processus oxydatifs (Petersen et al., 2008).
11.7.2.4. Acide lipoique

L’acide lipoique est pourtant un coenzyme liposoluble ubiquitaire aux puissantes propriétés
antioxydantes. 1l est a la fois capable de neutraliser diverses entités radicalaires (10,, HOCI,
ONOQ)), de chélater les métaux, de régénérer plusieurs types d’antioxydants (vitamines E et C,
GSH et ubiquinol), mais aussi de protéger/réparer I’ADN des atteintes oxydatives (Petersen et al.,
2008).
11.7.2.5. La bilirubine

La bilirubine est le produit de dégradation des hémes (ex: hémoglobine). Ses propriétés
antioxydantes sont liées a sa capacité a lutter contre les radicaux ROO- et contre 1’H,O, (Powers et
Jackson, 2008) et de piéger le 10,, protégeant ainsi 1I’albumine et les acides gras liés a 1’albumine
des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).
11.7.2.6. Acide urique

L’acide urique capable d’éliminer un grand nombre d'ERO (10,, OH", HOCI, O3, ONOOQO,
ROO ) (Petersen et al., 2008).
11.7.2.7. La vitamine C (acide L-ascorbique)

La vitamine C ou acide L- ascorbique est une molécule soluble dans l'eau. Elle est
synthétisée par les plantes et la plupart des animaux, excepté chez certains mammiféres tel
que I'homme. La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des ERO (HO® ou O;"). Elle
inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques et les dommages aux protéines et a
I'’ADN (Kinsky, 1989; Bors et al., 1990).

La vitamine C a également un pouvoir antioxydant indirect en recyclant les
caroténoides et la vitamine E. D'un autre c6té, la vitamine C permet le recyclage de Fe® en Fe®*
favorisant ainsi la réaction de Fenton et a donc de maniere indirecte une action pro-oxydante.

I1.7.2.8. La vitamine E (a- tocophérol)

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités

biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols.
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La forme naturelle de la vitamine E inclut quatre tocophérols isoméres a, B, v, 8, avec une
activité antioxydante variable. L’alpha tocophérol (a-TocH) est la forme la plus active de la classe
des tocophérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité
hydrophobe (voire figure 17).

La vitamine E est un antioxydant intra et extracellulaire, localisé dans les membranes et les
lipoprotéines. Elle élimine les radicaux peroxyles intermédiaires, dérives de la peroxydation
lipidique (Mukai, 1993).
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Figure 17: insertion de la vitamine E au sein de la membrane lipidique. (Mukai, 1993).
11.7.2.9. La vitamine A (famille des caroténoides)

La vitamine A est un nom générique pour les rétinoides et les provitamines A ou les
caroténoides dont plusieurs centaines sont répertoriés. Les rétinoides (rétinol, rétinal et acide
rétinoique) sont présents dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune d’ceuf), alors que les
provitamines A (béta-caroténe, lutéines, lycopénes...) se rencontrent dans de nombreux fruits et
l[égumes. Le béta-caroténe est le principal précurseur de la vitamine A. Les autres caroténoides
peuvent étre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et abondants. La vitamine A est
responsable de la neutralisation d’anion superoxyde, de peroxynitrite, de radicaux lipidiques et son
action se fait dans les milieux lipidiques.

La vitamine A agi sur les ERO en formant un radical de vitamine A qui pourra agir comme
antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical.
11.7.2.10. caroténoides

Les caroténoides sont également des molécules liposolubles produites par les
organismes photo autotrophes et qui doivent étre acquis par I'alimentation chez les animaux. Leur
potentiel antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré trés tét et ils sont
capables de réagir avec les radicaux libres de trois maniéres : par le transfert d'électron,

s
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d'hydrogéne ou la liaison avec le radical. Ils sont également capables de régénérer la vitamine E
et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C.

Parmi d’autres caroténoides intéressants pour leurs propriétés antioxydantes, citons
également le lycopéne present dans la peau de la tomate, la lutéine, le B- cryptoxanthine, la
zéaxanthine (Rissanen et al., 2003).
11.7.2.11.0ligo éléments

Malgré leur potentiel pro-oxydant, sous leur forme libre, les métaux se comportent
indirectement comme des antioxydants en vertu de leurs propriétés au sein des métalloenzymes,
c’est a dire des enzymes possédant dans leur structure, ou fixant sur certains de leurs sites actifs, des
ions métalliques (Ganther, 1999) Par exemple:

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a
besoin de manganeése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de
sélénium.
11.7.2.12.Les polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux, 1’alimen-
tation. Ils sont présents sous forme d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme
de flavonoides dans les agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le
chocolat, les pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs
des EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre.

11.7.2.13. Thymus numidicus

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées dans le monde a des fins médicinales, ce
qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains (Elqaj et al., 2007).
Les médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux
médicaments pharmaceutiques. Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis 1’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20eme
siécle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006). Récemment,
I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source d’antioxydants, qui peuvent &étre

employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant (Mata et al., 2007).

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes des especes du genre Thymus sont
riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions

géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et
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détection). Les flavonoides sont présents en abondance chez le genre Thymus. Ils sont présents sous

forme d’hétérosides ou, le plus généralement, a I’état libre (aglycones)(Dibong et al., 2011).

11.7.2.13.1. Genre Thymus
A. Origine du nom
le nom thym proviendrait bien du latin que du grec Thymus (parfumer en latin) et Thumus

(courage en grec).

B. Distribution géographique
B.1. Dans le monde

Le genre Thymus est 1’'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
(Naghibi et al., 2005). Il existe prés de 350 especes de thym réparties entre I’Europe, 1’Asie de
’ouest et la méditerranée (Dob et al., 2006). C’est un genre trés répandu dans le nord ouest africain
(Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse ¢galement sur les montagnes d’Ethiopie et d’ Arabie du
sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki, 2010). On peut le trouver
également en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude mené par Nickavar et al,. 2005 environ
110 especes différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen (Nickavar et
al., 2005).

B.2. En Algérie

Le thym comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans
les régions internes jusqu’aux zones arides (Mebarki, 2010). Il est représenté en Algeérie par de
nombreuses espéces qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs variabilités
et leur tendance a s’hybrider facilement. Le tableau 2 montre la localisation des principales especes

de thym en Algérie.
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Tableau 2: Localisation des principales espéces de genre Thymus en Algeérie (Mebarki, 2010).

Especes Deécouverte par Localisation

Thymus capitatus Hoffman et Link Rare dans la région de Tlemcen

Commun dans le Tell

Thymus fontanesii Boiss et Reuter

Endémique Est Algérie-Tunisie
Thymus commutatus Battandier Endémique Oran

Assez rare dans :

Le sous secteur de I’atlas tellien
Thymus numidicus Poiret La grande et la petite Kabylie

De Skikda a la frontiére tunisienne

Tell constantinois

C. Place dans la systématique

Le tableau 3 montre la classification de Thymus numidicus.

Tableau 3: classification de Thymus numidicus (Naghibi et al., 2005).

Régne Plante

Division Spermaphytes
Subdivision Angiospermes
Classe Dicotylédone
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus

Espece Numidicus Poiret

D. Description botanique

C’est un tres petit arbuste, haut de cinq a six pousses au plus, dont les racines font gréles, ses
branches font chargées presque des leurs base de rameaux nombreux, épars, presqu’opposés, étalés,
un peu anguleux, droit, légerement pubescents a leur partie supérieure, garnis de feuilles opposées,
presque sessiles, plus longues que les entre-noeuds trés ouvertes, étroites, linéaires, trésentieres,
glabres a leurs deux faces, rétrécis a leur base, aigues a leurs sommet, longues de quatre a cing

lignes, larges d’un peu plus d’une demi-ligne (voir figure 18). Les fleurs font réunies a 1’extrémité
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des rameaux en épis courts, capité, garnis de bractées ovales, lancéolées, aigues, élargies a leur
base, ciliées, ponctuées, le calice trés velu coloré, a cing dents sétacees, fortement ciliées de longs
poils blanchatres, la corolle petite, de couleur rose ou un peu purpurine, les étamines plus longues
que la corolle, les anthéres un peu globuleuses, a deux loges, le style presque de la méme longueur

que les étamines, deux stigmates aigus (Nickavar et al., 2005).

Figure 18: Espéce Thymus numidicus Poiret (Nickavar et al., 2005).
E. Potentiel antioxydant
E.1. Principes actifs du Thym

— Les acides phénoliques: acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchi et al., 2004);
— Les flavonoides: hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al., 2004),
lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007);
— Les polyphénols: tannin (Cowan, 1999 ; Ozcan et Chalchat, 2004).
L’activité anti-radicalaire des flavonoides est conditionnée par (Kale et al., 2008 ;
Mladinka et al., 2010 ; Rufer et Kulling, 2006):

— pour le cycle C: la présence d’une double liaison en 2,3 avec un groupement 0xo en
4, et une hydroxylation en 3.
— pour le cycle A: une dihydroxylation en 5,7.

— pour le cycle B: une ortho-dihydroxylation.
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Le potentiel antioxydant des flavonoides peut aussi s’expliquer par la capacité de chélation
des ions métalliques par les flavonoides (Halbwirth, 2010; Leopoldini et al., 2010). Cette capacité
est trés largement dépendante du nombre d’hydroxyles dans la molécule (Halbwirth, 2010). Les 3

sites de chélation principaux se situent (Mladinka et al., 2010):

— Entre ’hydroxyle en 5 et le carbonyle en position 4.
—  Entre I’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en 4.
—  Entre les deux hydroxyles en position 3° et 4’ sur le cycle B.
Les flavonoides peuvent aussi inhiber des lipoxygénases (LOXs), soit directement, soit
indirectement par la chélation d’ions métalliques. Les lipoxygénases catalysent 1’oxydation d’acide

arachidonique en acides gras polyinsaturés (Mladinka et al., 2010).
E.2.Travaux antérieurs

Les travaux sur Thymus numidicus ont mené a I’isolement et la détermination de cing
flavonoides de type flavone (voir figure 11-19) rassemblés dans le tableau 4 (Benkiniouar et al.,
2010)

R

OH O

Figure 19: structure de flavonoide de type flavone(Benkiniouar et al., 2010).
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Tableau 4 : Les flavonoides isolés de Thymus numidicus Poiret (Benkiniouar et al., 2010).

Composés Ry R, R; R, Rs

574 -tl‘lh?’dl‘OIX}’ﬂaVDHe o OH 1 1 OH
(Apigenine)

5734 tetral'lytlll‘oxyﬂ311011e o of 1 Ol of
(Lutéoline)

5.4 -d111yd1‘0x;~f-6.7.8 t_ru‘nethoxyﬂavone OCH, | OCH, | OCH, I oH

(Xanthomicrole)
5,3’ 4’-trihydroxy-6,7.8 trimethoxyflavone . . .
(Sideritoflavone) OCH; | OCH; | OCH; OH OH

5-hydroxy-6,7,3” 4 -tetramethoxyflavone

(5-Desmethylsinensetine) OCH, | OCH, i OCH, | OCH;
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L’étude suivante a ét¢ menée dans le but de vérifier I’hypothéese suivante: [’effet de Thymus
nemudicus sur la toxicité hépatique induite par 1’alloxane.

Le but de cette étude est d’évaluer, chez des souris, les variations des parametres
biochimiques sanguins, enzymes anti oxydantes tissulaires, les produits de la peroxydation
lipidique, avec traitement par 1’alloxane, avec traitement par déférentes doses de Thymus
nemudicus.

A. Animaux

Les animaux utilisés dans cette expérience sont des souris males Mus Musmusculus de la
souche BALB/C, en nombre de 42 souris provenant de 1’institut pasteur, agés de 02 a 03 semaines
d’un poids vif moyen de 30.5g. Ce sont des mammiferes de 1’ordre des rongeurs. Largement utilisés

dans divers domaines de la recherche (Tableau 5).

Tableau 5 : Classification des souris (Orsini et al., 1983).

Régne Animale
Embranche Vertébrés
Classe Mammifére
Ordre Rongeurs
Sous-ordre Myomorphes
Famille Muridés
Genre Mus

Espece Mus musculus
Nom Souris

Figure 20: Souris blanches males.
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B. Protocole
1. Conditions d’élevage

Ces souries ont €été soumis a une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions de
I’animalerie ; & une température de 25°C+2°C et une photopériode naturelle. Etaient mis dans des
cages spéciales a souris /hamsters, celles-ci sont tapissées d'une litiére constituée de copeaux de
bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les jours jusqu’a la fin de

I’expérimentation, et suivie I'alimentation spécifique et I'eau était remplie dans des biberons.

Figure 21: Conditions d'élevage des Souris-

2. Traitement des souries

Aprées une période d’adaptation de 15 jours nous avons commencé le traitement. Ces souris
ont été répartir en six (06) lots égaux a raison de sept (07) rats par lot, il s’agit:

Lot I ou Témoin sain (T): souris témoins ont recu une eau physiologique par injection intra
péritonéale par jour pendant 21 jours.

Lot Il Traité par TN: souris ont recu par voie intra péritonéale a une dose de 50mg/ kg pc/j
pendant 21jours.

Lot I11: souris ont recu une dose unique d’alloxane (C4 Hq N2 Os), de 150mg/kg par injection
intra péritonéale (Rotruck et al., 1973).

Lot IV: souris ont re¢u une injection intra péritonéale d’alloxane a une dose unique de
150mg/kg (Rotruck et al., 1973), puis un traitement par le TN a une dose de 30mg/kg pc/j par voie

intra péritonéale pendant 21 jours.

5
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Lot V: souris ont regu une injection intra-péritonéale d’alloxane a une dose unique de
150mg/kg (Rotruck et al., 1973), puis un traitement par le TN a une dose de 50mg/kg pc/j par voie
intra péritonéale pendant 21 jours.

Lot VI: souris ont regu une injection intra péritonéale d’alloxane a une dose unique de
150mg/kg (Rotruck et al., 1973), puis un traitement par le TN a une dose de 100mg/kg pc/j par voie
intra péritonéale pendant 21 jours.

3. Sacrifices et prélévements d’organes
3.1. Préléevement sanguin

Apres 21 jours de traitement les 6 lots ont été sacrifiés (par décapitation), le sang est

immédiatement recueilli de tube sec étiquetés, ce dernier est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10

minutes, les échantillons obtenus ont été stockés au congélateur a —80°C jusqu’a 1’analyse.

Figure 22: Le sacrifice des souris.

E
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3.2. Préléevement des organes

Les animaux sacrifiés ont été pesés puis disséqués pour le préléevement le foie.

Figure 23: Prélevement du foie.

Aprés la dissection, le foie sont préléve, rincer I'organe avec l'eau physiologique préparé
comme suite: 0,9g de NaCl dans 100ml d'eau distillée. Le foie stocké selon la méthode suivante: la
moitié au congélateur (-80°C) pour le dosage des paramétres du stress oxydant.

La Figure 24 schématise les différentes étapes du protocole expérimental utiliseé.
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C. Parametres analysés et méthodes
1. Méthodes de dosage des paramétrés biochimiques

1.1. Transaminase glutamate oxaloacétate (TGO)

Méthode cinétique de dosage des transaminases seriques selon la fiche technique Spinreact.
Transaminase glutamate oxaloacétate (TGO) appelée aussi aspartate aminotransférase (AST)
catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de I'aspartate au a-cétoglutarate formant le
glutamate et l'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase
(MDH) et le NADH, H+ (Murray, 1984):

Aspartate + o —cétoglutarate AST » glutamate + oxaloacétate

y

, MDH
Oxaloacétate + NADH+ H+ > Malate + NAD+

Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1ml de réactif de travail [R2
(NADH : 0.18mmol/l, Lactate déshydrogénase : 800 U/L, Malate déshydrogénase(MDH) : 600
U/L, a cétoglutarate: 12 mmol/I) dissout dans le tampon ; R1 (TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, Aspartate:
200 mmol/I)], agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de I’absorbance(A) a A=340 nm
chaque minute pendant 03 minutes.

AA/min X 1750 = U/L de TGO

1.2. Glutamate pyruvate transaminases (TGP)

Méthode cinétique de dosage des transaminases seriques selon la fiche technique Spinreact.
Glutamate pyruvate transaminases (TGP) ou Alanine aminotransférase (ALT) catalyse le transfert
réversible de groupement aminé de 1’alanine a 1’a- cétoglutarate formant le glutamate et pyruvate.
Ce dernier est réduit en lactate par I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les
réactions (Murray, 1984):

. . ALT
a —cetoglutarate + L- alanine » glutamate + pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+ H* » L — lactate + NAD*
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Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1ml de réactif de travail [R2
(NADH:0.18mmol/l, Lactate déshydrogénase : 1200 U/L, a cétoglutarate: 15 mmol/l) dissout dans
le tampon ; R1 (TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, L-Alanine: 500 mmol/l)], agitation, incubation pendant 01
minutes. Lecture de 1’absorbance (A) a A=340 nm chaque minute pendant 03 minutes.

AA/min X 1750 = U/L de TGP

1.3. Phosphatase alcaline
La phosphatase alcaline (PAL) catalyse 1’hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate a pH 10.4, en
libérant p-nitrophenol et le phosphate (Wenger, 1984) selon la réaction :

p-nitrophenyl phosphate +H,0, PAL » p-nitrophenol + phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est proportionnelle a

I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans le sérum selon la fiche technique Spinreact.

Dans un tube sec 20ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1.2 ml de réactif de travail [R2
(o Nitrophénylphosphate : 10 mmol/l), dissout dans le tampon; R1 (Diethanolamine pH10.4: 1
mmol/l, Chloride se magnésium: 0.5 mmol/l)], agitation, incubation pendant O1minutes. Lecture de
I’absorbance (A) a A=405 nm chaque minute pendant 03 minutes.

AA/min X 3300 = U/L de ALP

1.4. Magnésium

Les mesures sont réalisees sur le sérum par une méthode colorimétrique selon la fiche
technique Spinreact. Ce dosage est basé sur la réaction du magnésium avec le Magon sulfonate en

milieu alcalin formant un complexe coloré (Farrell &Kaplan, 1984).

Dans un tube sec 10ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a 1ml de réactif de travail (bleu
de xylidyl: 0.1 mmol/l, acide thioglycolique: 0.7 mmol/l, DMSO : 3mol/l), agitation, incubation a
tempeérature ambiante pendant O5minutes. Lecture de la densité optique a A=546 nm contre un

blanc réactif avec utilisation d’un étalon.

(A) Echantillon
(A)Etalon

[Mghi(fng/dl) = X 2 (concentration de I'etalon)
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2. Méthodes de dosage des parametres du stress oxydatif

2.1. Préparation de ’homogénat

Un gramme de foie de chaque souris des différents groupes étudiés, a été utilisé. Apres
broyage et homogeénéisation des tissus dans 8ml de TBS (pH 7.4), on a procédé a une centrifugation
de la suspension cellulaire (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté
dans des tubes éppendorfs puis conservés a -80°C en attendant d’effectuer les dosages des
parametres du stress oxydatif.

2.2. Dosage des protéines tissulaires
% Principe

La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976). Les
protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de I'acide ortho-phosphorique, de I'éthanol
ainsi que le bleu de coomassie (BBC). Ce réactif réagit avec le groupement (NH2) des protéines.
L'intensité de la couleur reflete la concentration des protéines (Bradford, 1976).

% Procedure

- Prélever 20ul de ’homogénat.

- Ajouter 1 ml du réactif coloré (BBC).

- Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de couleur.

- Mesurer I’absorbance optique a595nm contre un blanc contenant I’eau distillée a la place de
I’homogeénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d’étalonnage
préalablement tracé (0— Img/ml de sérum albumine de bovin) (Courbe d’étalonnage: voir
annexe).

2.3. Dosage du glutathion
¢ Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5- mercapturique. Ce
dernier résulte de la réduction de 1’acideS5, 5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réactif d’Elleman) par les
groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, I’homogénat doit subir une déprotéinisation
(par I’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de garder uniquement les groupements-SH spécifique du
glutathion (weckbeker et Cory, 1988)
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¢ Protocole expérimentale

Une fois prépare, I” homogénat est déprotéinisé ; 0.8 ml de ce dernier auquel on ajoute 0.2ml
d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.

- Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

- Centrifugé pendant 5min 21000 t/min.

- Prélever 0.5 ml du surnagent.

- Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), PH=9.6.

- Meélanger et ajouter 0.025 ml de ’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M

dissous dans le méthanol absolu.

- Laisser pendant S5min a température ambiante. puis lecture de la DO a A= 412 nm.

+ Calcul

La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

GsH] - DO x 1 x 1.525 s
= 13100 x 08 x 05 mg de pr ¢ " CSH/mgprt

DO : Densité optique ;
1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8 ml homogénat + 0.2 ml SSA);
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant + 1 ml Tris —-EDTA + 0.025 ml DTNB);
13100 : Coefficient d'absorbance (contenant le groupement —SH a 412 nm);
0.8: Volume de I'homogénat aprés déprotéinisation trouvé dans un 1 ml;
0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
On que la concentration de GSH est mesuré par apport a 1 mg de protéine. C’est pour cela ce
dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.
2.4. Glutathion peroxydase
¢ Principe

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogeéne (H;
0O,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence

de la GPx selon la réaction suivante (Flohe et Gunzler, 1984):

H202+ 2GSH » GSSG + 2H:0
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¢ Protocole expérimentale

- Dans un tube sec, 0.2 ml de surnageant est additionnée a 0.4 ml de GSH a 0.1 mM (réaction
enzymatique) + 0.2 ml de KNaHPO4 a 0.067 M (tampon d'extraction pH 7.8).

- Le tube blanc contient 0.4 ml de GSH + 0.2 ml de KNaHPQ, (réaction non enzymatique).

- Incubation au bain marie a 25° C pendant 05 min puis addition de 0.2 ml d’'H,O; (1.3mM) pour
initier la réaction.

- Incubation 10 min.

- Addition de 1ml de TCA 1% T pour arréter la réaction.

- Le mélange se met dans la glace pendant 30 min. Centrifugation durant 10 min a 3000t/min. 0.48
ml de surnageant sont placés dans une cuve est additionnés de 2.2 ml de Na,HPO, (0.32M) +
0.32 ml de DTNB a 1mM.

- Mesure de la densité optique a 412 nm dans les 05 min.

- L a détermination (calcule) de I'activité de la GPx se fait de la fagon suivante :

Activité de GSH consommée / min / gr de protéine
Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOy
Extrait = 0.04 // I ------ DOe

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DO, -DOy

¥ = (DOe — DOb) x 0.04
N DOb

= quantité de GSH réduite disparue (oxydée).

5

L’activite de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue X - —
La concentration de protéine

2.5. Glutathion-S- transferase
+ Principe

La mesure de ’activité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée selon la méthode
de Habig et al (1974).Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH), la
conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Di nitrobenzéne

(Habig et al., 1974). Permettant de mesurer I’activité de GST selon la réaction suivante:




I. Matériel et méthodes

GST +

¢ Protocole expérimentale

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué forme elle-méme liée a I’intensité de I’activité GST. Les échantillons sont homogénéisés
dans 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 6). L homogénat est centrifugé a 1400 t/min pendant 30
min et le surnageant récupéré servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir
200 pl du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM). La lecture des
absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une longueur d’onde de 340
nm contre un blanc contenant 200 ul d’eau distillée remplacant la quantité de surnageant.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min@O blanc/min)
9,6 X mg de protéine

GST (nmol GST /min/mg de protéine) =

¢ Do : Densité optique de I’échantillon /min ;

e Do/min blanc : Densité optique du blanc /min ;

e 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm.
2.6. Catalase
+ Principe

Les catalases sont présents dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes

tétramériques, chaque unité portant une molécule d’heéme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les especes
réactives et en accélérant la réaction spontanée de 1’hydrolyse du peroxyde d’hydrogéne (H,O;)

toxique pour la cellule en eau et en oxygéne (Aebi, 1984).

2H,0, Catalase > 2H,0 +O,
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L’activité de la catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre
UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) en faisant réagir dans 100 mM de tampon phosphate pendant 1 min a pH 7.4,
200 pl d’H20, (500mM) sur 20 ul de I’homogénat, a une température d’incubation de 250C. Les
résultats ont été exprimés en u moles d’H,O, par minute et par mg de protéines.

On note que :

- Lalecture contre le blanc réactifs (Tampon phosphate)

- Laquantité du surnageant doit étre déterminée en fonction de la quantité de protéines qui
doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 pl de solution dilué-

- L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de pipetage
et le moment ou on place la cuve au spectrophotometre-

- Lalecture de I’absorption se fait apres 15 secondes de délai et durent 60 s de mesure.

- Le coefficient d’extinction d’H,0, étant de 0,043 mM-1cm-1.

L’activité de la CAT peut étre calculée selon 1’équation suivante:

ADO x d
e X XX L x 0.02

Activité CAT (umol de H202/min/mg prot) =

Avec :

- A DO : variation de la densité optique par minutes, ¢’est-a-dire pour

- Al (Absorbance initiale): 15s

- AF (Absorbance finale): 1min

On fait: (Al - AF) x 4/3 par min

- d : dilution de 1’échantillon au début

- € : Coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée, € H,O, = 0.043 mM-1.cm-1 =0,043
pmol cm-1ml-1

- L : largeur de la cuve (longueur du Trajet optique) en cm

- X: quantité des protéines en mg/ml.

2.7. Malondialdéhyde (MDA)

¢ Principe

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a 1’acide thiobarbiturique (TBA).
La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4 doubles liaisons
peroxydées, constitue une methode trés sensible pour déterminer une lipopéroxydation in vitro. Le
dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al (1992).
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Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud

avec ’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogeéne peut étre donc mesuré

par spectrophotométrie a 530 nm (Esterbauer et al., 1992) (Voir figure 30).
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Figure 25: Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique.

¢ Protocole expérimentale

Prélever 375ul de I’lhomogénat (surnageant).

Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (pH7.4).

Ajouter 375 ul de la solution TCA-BHT

Vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10min.

Prélever 400 pl du surnageant.

Ajouter 80 ul du HCL 0.6 M.

Ajouter 320 pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

Lecture de la densité optique a A=530 nm.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L):

C(nmol/mg de protéine) =

C : Concentration en nmoles /mg de protéines;

DO : Densité optique lue a 530 nm;

DO.10°
e.L.x.Fd

g : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1;

L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm;

X : Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml);

Fd : Facteur de dilution ;: Fd = 0.2083.
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D. Etude statistique

- Ces calculs ont été effectués a 1’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement
statistique des données (Versionl3, 31).

- Les résultats sont représentés sous la forme : moyenne * écart type moyenne, et les
différences ont été considérées significatives a P <0.05.

- Nous avons déterminé, grace aux statistiques élémentaires; les parametres statistique pour
chaque lot expérimental. Les données ont été analysées par I’analyse de la variance a un critére de
classification (ANOVA).

- A I’aide du test du Student, nous avons comparé les moyennes deux a deux des différents

lots.




Resultats




I1. Résultats

A. Etude du poids corporel et poids relatif du foie
Les résultats obtenus par cette étude sur 1’évolution du poids corporel et du poids relatif du foie sont
mentionnés sur le tableau 06.
Tableau 06 : Variation du poids corporel et poids relatif du foie (g/100g de poids corporel)
chez les souris témoins et traités apres 21jours de traitement.

Lots expérimentaux

Parameétres TN A+TN A+TN A+TN100mg
T (50mg/kg pc/j) | Alloxane (n=7) | 30mg/kg pc/j | 50mg/kg pc/j /kg pclj
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Poids 31.71+ 2.84 32.34+ 2.72 33.64+ 0.70 32.49+2.17 34.29+1.44 34.11+ 1.45
initial (g)
Poids final | 34.74+2.04*** | 36.40£1.89*** | 41.52+1,77*** | 33.98+2.62 36.67+1.96* | 37.03+2.26**
)
Gain du 3.03 4.06 7.88 1.49 2.38 2.91
poids (g)
Poids 6.11+0.11 5.50+0,20 3.83+0.19*"" | 6.19+0.23°"" | 6.24+0,17¢"" | 5.59+0.10"
relatif du
Foie (%)

a : comparaison avec le groupe Témoin, b : comparaison avec le groupe traité par le TN (50mg/kg
pc/j), ¢ : comparaison avec le groupe traité par 1’alloxane, d : comparaison avec le groupe
alloxanique traité par le TN (30mg/kg pc/j), e : comparaison avec le groupe alloxanique traité par
TN (50mg/kg pclj).

P : seuil de signification ; * : Différence significative (P <0,05), ** : Différence hautement

significative (p<0.01), *** : Différence treés hautement significative (P <0,001).
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A.1.Poids corporel

En mesurant ce parametre, nous voulions savoir est ce que le Thymus numidicus a un effet sur

I’évolution du poids corporel des sujets sains et des sujets traité par 1’alloxane :

A

45
40
35
30
25
20
15
10
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H poids initial = poids final
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ok %k
e sle sl

Témoin TN 50 mg Alloxane  A+TN 30mg A+TN 50 mg A+TN 100 mg

Lots expérimentaux

Gaine de poids (g)
o = N w £~y (6] [e)} ~ o0 (e}

Témoin = TN 50 mg = Alloxane ® A+TN 30 mg ® A+TN 50 mg ® A+TN 100 mg
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bi** ' l

Lots expérimentaux

Figure 26 : Etude de I’évolution du poids corporel(A) et gain du poids corporel (GP) chez le lot

témoin et les lots traités pendant 21 jours de traitement.
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La figure 26 (A) montre toujours I’existence d’une différence significative entre le poids initial et
final chez les différents lots de traitement. Mais il existe une augmentation tres hautement
significative (P <0,001) de la gaine du poids corporel chez les groupes traités par 1’alloxane a une
dose 150mg/kg (D.U) comparant au groupe témoin et les autres lots traités. De plus on observe une
diminution significative (P <0,05) chez le groupe traité par 1’alloxane (150mg/kg) D.U + Le TN
(30mg/kg pcl/j) par rapport au groupe traité par Le TN (50mg/kg pc/j) (Figure 26 B).

A.2.Poids relatif du foie

Les résultats obtenus (Tab 26, Fig 27) montrent qu’il y a une diminution trés hautement
significative (P <0,001) du poids relatif du foie chez le groupe traités par 1’alloxane a une dose
150mg/kg (D.U) comparé au témoin, le groupe traité par I’alloxane (150mg/kg) D.U + le TN
(30mg/kg pclj), le groupe traité par I’alloxane (150mg/kg) D.U + le TN (50mg/kg pc/j) et le groupe
traité par I’alloxane (150mg/kg) D.U + Le TN (100mg/kg pc/j). De plus on observe une diminution
significative (P < 0,05) du poids relatif du foie chez le groupe alloxanique par rapport au groupe
traité par Le TN (50mg/kg pc/j).

Témoin = TN 50 mg M Alloxane M A+TN 30mg B A+TN 50mg m A+TN 100mg

Kk
C

7 5 Cr**

61 c*
T

5 4 qr**

4 - b’

3 -

2 -

1 -

0 T T T T T

Lots expérimentaux

Poids relatif du foie (%0)

Figure 27: Evolution du poids relatif du foie (%) chez le lot témoin et les lots traités pendant 21

jours de traitement.
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B. Etude des parametres biochimiques sanguins

Tableau 07 : variation de I’activité enzymatique des transaminases et de la phosphatase alcaline

sérique chez les lots témoin et les lots traités apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux
Parameétre ]
Témoins TN 50mg | Alloxane A+TN A+TN A+TN
(n=7) (n=7) (n=7) 30mg (n=7) | 50 mg (n=7) | 100mg (n=7)
83.12+ 16.29+ 92.55bi 66.0bSi 31.%3;1 14058(161
a**'k al F*hk al C*** abc KKk abc e***
TGO (UIL) 0.917 1.98 1.996 1.54 1.64 1.86
41.85+ 7.29$* 58.72};* 32.86£* 14.571*** 119.844_:**
TGP (U/L) 1.68 1.5° 1.71% 1.77%¢ 0.9g20cd 1.78%0cde
114,71+ 112,57+ 178.31+ 118.14+ 117.04+ 183.14+
P Alc (U/L) 4.82 3.87 4.44% 3.58¢7 A" | 3 gpc™h 1.6830de™™ ¢

B.1.Transaminases

Les résultats obtenus (Tab 07, Fig 28) révelent une diminution de I'activité des tansaminases
(TGO, TGP) avec une différence tres hautement significative (p< 0.001) chez A+TN 50 mg/kg/j et

A+TN 30 mg/kg/j comparés aux témoins et les autres lots traitait.
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Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg WA +T 50mg B A+T100 mg
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Lots de traitement
Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg
140 -
abcde***
120 -
100 -
=
= 80 -
\D/ *k*k
o ab
0] 60 -
-
40 | T abc***
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Figure 28 : L'évaluation de I’activité enzymatique des transaminases sériques chez les souris

témoins et traités apres 21 jours de traitement, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison

avec le lot traité par le thymus, c :

comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d :

comparaison avec la combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN
50 mg/kg/j, P : Seuil de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).
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B.2.Phosphatase alcaline

Nos résultats montrent une diminution de la phosphatase alcaline sérique avec une différence
trés hautement significative (p<0.001) chez le lot A+TN 50 mg/kg/j et le lot A+TN 30mg/kg/j par
rapport aux A+TN 100 mg/kg/j et le lot Alloxanique et hautement significative (p<0.01) chez le lot
A+TN 50 mg/kg/j par apport au lot Thymus 50 mg/kg/j et aucune signification avec le témoin, et
significative (p<0.05) chez A+TN 30 mg/kg/j par rapport au Témoins et Thymus 50 mg/kg/j (Tab
07, Fig 29).

Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg

abde***
200 -+ ab***

C*
180 -
160 - C***
C***
140 - ab* -
_ T T I I
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Lots de traitement
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Figure 29 : L'évaluation de I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline sérique chez les souris
témoins et traités aprés 21 jours, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison avec le lot
traité par le thymus, ¢ : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d : comparaison avec la
combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN 50 mg/kg/j, P : Seuil
de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).
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B.3.Magnésium

Tableau 08 : variation de la magnesémie chez les lots témoin et les lots traités apres 21 jours de

traitement.

Lots expérimentaux

Parametre Témoins TN50mg | Alloxane | A+TN30g | A+TN50 | A+TN100m

(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) mg (n=7) g (n=7)
1.92+ 1,65+ 1.86+ 1.02+ 1.49+
Magnésium | “83 0061 | gyga 10015 0™ | 0.04c™ | 016 | 0.7
(mmol/l)

Nos résultats montrent une augmentation significative (p<0.05) du taux de magnésium chez le
lot traité par A+TN 50 mg/kg/j comparant au lot t¢émoin hautement significative (p<0.01) par apport
au lot Alloxanique et avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par apport au
A+TN 100 mg/kg/j (Tab 08, Fig 30).

Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg
2,5 -

**

a*
C***

2
T T a*** ade***
bc**
1,5 -
1 _
0,5 -
0

Lots de traitement

Maagnésium sanguin (mmol/I)

Figure 30 : Variation du concentration de magnésium sérique chez les souris témoins et traités
apres 21 jours, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison avec le lot traité par le thymus,
c : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d : comparaison avec la combinaison A+TN
30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN 50 mg/kg/j, P : Seuil de signification (*
:p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).
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C .Etude des parameétres biochimiques tissulaires

Tableau 09: Variation de la teneur hépatique en glutathion (GSH), Malon di aldéhyde (MDA),

I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), glutathion -S- transférase (GST), catalase

(CAT), chez les souris témoins et traités apres 21 jours de traitement.

Lots expérimentaux

Paramétre | Témoins TN [Alloxanel50 | A+TN30 [ , .5 | A+TN100
_ 50mg/kglj mg/kg/j mg/kg/j C mg/kg/j
(n=7) mag/kg/j (n=7)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
24.2 22:94 30.97 39.17 21.18
GSH + 42.3 ;J—F*** * ib - + +
(anI/m 0_96 * ok 1.53 ¢ 1.5361 ‘ 1.66 acd**r* 1 11*;abdec*
i t)g ' 1.64° ' :
e pro
0.045664743 003560421 | 0.047602304 | 05580282 | 0.03201061
GPx(moI/ + 0.067052117 ib + X + N
= poackg Kk ch** a ** * =
mg 0.00073 0 00;7 aw | 2O00H 0.00067 0.00012%°%" | 0.0018%% ™"
de prot) '
GST 0.042 0.024 0'248 0'236 0.026 0.055
* | qabre | abo* + +
(nmol/mn/ 0.0011 N 0.0011 0.0013 0.00152¢*b* 0.0015%b¢%
mg de 0.0015° ™"
prot)
24.58 34.45
CAT 28;66 4509 s L 35;57 22;76
(mol/min 139 + 1.39° 1.94%¢ 1 ggabed 1 qabde *+cs
/mg : 1.84% ' '
de prot)
0.11 0.12 0.097 0.084 0.13
MDA + 0.08 * e * - + +
” i 000343 00043 c _acd***b* ;bde Fkx ok
(nmol/mg 0.0028 0.0048%™ 0.0032 0.0043
de prot) '
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C.1.Glutathion réduit (GSH)

Les résultats obtenus (Tab 09, Fig 31) montrent une augmentation de la teneur hépatique en
glutathion avec une différence trés hautement significative (p<0.001), chez le lot A+TN 50 mg/kg/j
et A+TN 30 mg/kg/j par apport au lot témoin, Alloxanique, A+TN 100 mg/kg/j et avec une
différence hautement significative (p<0.01), chez le lot A+TN 50 mg/kg/j par apport au lot TN
50mag/kglj.

Témoin = Thymus 50mg M Alloxane M A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg

50 -

45 - *kHk ***acd
Ta **b

40 -

35 - ***abc

GSH hepatique (nmol/mg de
protein)

30 i ***b
*g ***abde
25 - T *C
20 -
15 -
10 -
5 .
0

Lots de traitement

Figure 31 : Variation de la teneur hépatique en glutathion réduit (nmol/mg de protéine) chez les
souris témoins et traités apres 21 jours, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison avec le
lot traité par le thymus, ¢ : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d : comparaison avec
la combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN 50 mg/kg/j, P :
Seuil de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).

C.2.Glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) hépatique est augmentée chez le lot
A+TN 50 mg/kg/j avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par rapport au témoin
et aux autres lots traités et la méme chose pour le lot A+TN 30 mg/kg/j sauf par apport au lot

témoin il présente une différence hautement significative (p<0.01) (Tab 09, Fig 32).
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Figure 32 Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le foie chez les

souris témoins et traités apres 21 jours, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison avec le

lot traité par le thymus, ¢ : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d : comparaison avec

la combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN 50 mg/kg/j, P :
Seuil de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).

C.3.Glutathion - S- transférase (GST)

Une diminution de ’activité enzymatique de la glutathion-S- transférase (GST) hépatique

chez le lot A+TN 50mg/kg/j avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par apport

au témoin et au autre lot traité sauf comparent au TN 50mg/kg/j présente et une différence

significative (p<0.05), et chez le lot A+TN 30mg/kg/j présente une différence trés hautement

significative (p<0.001) par apport au témoin et autres lots traités (Tab 09, Fig 33).
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Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg
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Figure 33: variation de D’activit¢ enzymatique de la glutathion —S- transférase (nmol/mg de
protéines) chez les souris témoins et traités aprés 21 jours, a : comparaison avec le lot Témoin, b :
comparaison avec le lot traité par le thymus, c: comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d
: comparaison avec la combinaison A+TN 30mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN

50 mg/kg/j, P : Seuil de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).

s




I1. Résultats

C.4.Catalase (CAT)

Nos résultats (Tab 09, Fig 34) montrons une diminution de I’activité enzymatique de la
catalase hépatique chez le lot A+TN 50 mg/kg/j et A+TN 30 mg/kg/j avec une différence tres

hautement significative (p<0.001) par rapport au lot témoin et aux autres lots traités.

Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg

50 -+ Qr**
45 - T
40 - abcd***

35 -
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Catalase hépatique
(umolH202/mn/mg de protéine)

Figure 34 : Variation de I’activité du catalase (umol /min/mg prot) dans le foie chez les souris
témoins et traités apres 21 jours de traitement, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison
avec le lot traité par le thymus, ¢ : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d :
comparaison avec la combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN
50 mg/kg/j, P : Seuil de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001).

C.5. Malondialdéhyde (MDA)

D’apreés les résultats obtenus (Tab 09, Fig 35) on observe une diminution avec une différence
trés hautement significative (p<0.001) du taux de MDA dans les organes foie chez lot A+TN 50
mg/kg/j par apport au lot témoin et les autres lots traités sauf par apport au lot TN 50 mg/kg/j port le
lot A+TN 50 mg/kg/j une différence significative (p<0.05) et diminution avec une différence trés
hautement significative (p<0.001) chez le lot A+TN 30 mg/kg/j par apport au témoin et aux autres

lots traités.
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Témoin = Thymus 50mg M Alloxane B A +T30mg B A +T 50mg B A+T100 mg
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Figure 35 : Variation du malondialdéhyde (nmol/mg de prot) dans le foie chez les souris témoins et
traités apres 21 jours de traitement, a : comparaison avec le lot Témoin, b : comparaison avec le lot
traité par le thymus, ¢ : comparaison avec le lot traité par le alloxane D.U, d : comparaison avec la
combinaison A+TN 30 mg/kg/j, e : comparaison avec la combinaison A+TN 50 mg/kg/j, P : Seuil
de signification (* :p<0.05, ** :p<0.01, *** : p<0.001)

0



Discussion



I11. Discussion

En toxicologie, la majorité des recherches ne concernaient que l'investigation des effets
toxiques des xénobiotiques, tandis que les mécanismes et les agents de détoxification et de
neutralisation n'ont pas encore pris leur valeur comme des objectifs des études expérimentales.
C’est pour cela, dans ce travail, nous somme intéressés, en premier lieu, a la mise en évidence d’un
éventuel effet du Thymus numidicus sur la toxicité hépatique induite par 1’alloxane, sur quelques
paramétres biochimiques plus spécifiquement le bilan hépatique et du stress oxydant chez la souris.

L’Alloxane est un agent oxydant fort exerce une activité cytotoxique sur les cellules B par le
produit de sa réduction, I’acide diallurique (Grankvist et al., 1981). Il établit un cycle
d’oxydoréduction avec formation de radicaux superoxydes, et donc modifie la balance entre les
radicaux libres générés et les systémes antioxydants, et altérer 1’équilibre pro-oxydant/antioxydant,
conduisant a un stress oxydant (Sharma et al., 2000).

Le stress oxydant qui résulte d’un déséquilibre entre la production des RL et leur
¢limination par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs
maladies. Les RL sont trés réactifs et peuvent attaquer, s’ils ne sont pas détruits, différentes cibles
telles que les protéines, ’ADN et surtout les acides gras poly insaturés (peroxydation lipidique)
(Bonnefont-Rousselot et al., 2000 ; Sharma et al., 2000).

A. Effet du Thymus numidicus sur le poids corporel et le poids relatif du foie

D’aprés les résultats obtenus, nous avons enregistré une augmentation trés hautement
significative du poids corporel des souris traitées par 1’alloxane par rapport aux témoins, Cet effet
peut étre d0 a I’augmentation de I’anabolisme, plus particuliérement des lipides. Ces résultats sont
similaires a ceux publiés par une I’étude de (Zidi Sourour, 2009) réalisée sur les rats.

En revanche, le traitement des souris par la combinaison A+TN (50mg/kg pc/j) a déminuer
le poids corporel jusqu'a la normalilé, cette diminution est due a l'effet protecteur du Thymus
numidicus riche en flavonoides, contre les effets oxydants de 1’alloxane ce qui en accord avec le
résultat obtenus par (Zidi Sourour, 2009).

En ce qui concerne I’effet sur le poids relatif du foie, nous avons remarqué une diminution
hautement significative. Cette diminution du poids relatif probablement due a une dégradation des
cellules hépatiques, en forme des ilots de nécrose et dégénérescence graisseuse de la cellule
hépatique, Ces signes de dégénérescence apparaissent tres rapidement, quelques heures aprés une
seule injection d'alloxane,ce qui en accord avec les travaux de (Anne marie, 1954) sur le foie de
cobaye.

Le traitement des souris alloxanique par le Thymus numidicus (50mg/kg pc/j) a entrainé une

amélioration du poids relatif du foie, cette amélioration est due a l'effet protecteur du Thymus
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numedicus contre les effets indesirables de 1’alloxane. Ceci est confirmé par les travaux de (Zidi
Sourour, 2009).
B. Effet du Thymus numidicus sur les parametres biochimiques sanguins

Le foie est le principal organe de détoxification, il est capable de neutraliser toutes les
substances toxiques. Vu son rdle dans la transformation des xénobiotiques a titre d’exemple
I’alloxane, ou le foie présente un grand risque de dommages.

Nos résultats révelent une augmentation de I’activité enzymatique de TGO, TGP et de la
PAL chez les souris traitées par 1’alloxane (150mg/kg) par apport aux témoins. L’augmentation de
I’activité des enzymes hépatiques sériques est expliquée par la destruction des cellules hépatiques
(cytolyse hépatique) par les substances toxiques (effet hépato toxique de 1’alloxane) (Barbosa,
2006. Michailova, 1998).

En outre, les TGO, TGP, et La PAL sont les biomarqueurs les plus sensibles, directement
impliqués dans I'étendue des dommages cellulaires et de la toxicité, car ils sont cytoplasmiques et
libérés dans la circulation aprés I’atteinte cellulaire (Anderson, 1993), aprés le traitement par le
Thymus numidicus pendant 21 jours ,on marque une diminution des transaminases (TGO, TGP)
avec une différence trés hautement significative (p< 0.001) chez lot A+TN (50 mg/kg) par rapport
aux témoins et aucune différence significative de I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline
n’a été observée chez le lot A+TN (50 mg/kg) comparé au témoin. Cela révéle la capacité
antioxydante de la plante avec 1’alloxane d’atténuer les lésions hépatiques induites par ce dernier.

Ces résultats sont en accord avec les résultats de (Byung Keun et al., 2008).

Le magnésium se situe dans les os, également dans les muscles, les cellules et le foie, il joue
un réle crucial dans l'organisme en permettant la régularisation du rythme cardiaque, le
fonctionnement des muscles et la transmission de I’influx nerveux et aussi entre comme un
cofacteur a D’activité enzymatique. Nos resultats montrent une diminution de la concentration
sérique du magnésium avec une différence tres hautement significative (p<0.001) chez le lot traité
par 1’alloxane par rapport au lot témoin, et aprés un traitement par la plante Thymus numidicus on
constate une augmentation de taux du magnésium avec une différence significative (p<0.05) chez le
lot traité par A+T 50 mg comparant au lot témoin. Cette baisse de la magnesémie est di a une
diminution de la réabsorption tubulaire et aussi a I’activité enzymatique (cofacteur) (Bernard,
1985).
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C. Effet du thymus numidicus sur les parameétres du stress oxydant

Le stress oxydant dans les cellules ou les tissus se réfere a renforcer la production d'especes
réactives de I'oxygene et/ou la déplétion dans le systeme de défense antioxydant, les ERO généres
dans les tissus sont efficacement piegés par le systéme enzymatique antioxydant comme la GPX,
catalase et, ainsi que les antioxydants non enzymatiques comme le GSH (Schlorff et al., 1999). Le
glutathion agit comme un antioxydant physiologique de protection dans des systémes biologiques
(Fatima et Mahmood, 2007). Il joue son r6le antioxydant également en synergie avec les enzymes
antioxydantes telles la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde desmutase (Morin et al,
2001). Pour la protection le GSH porte une fonction thiol qui constitue un systeme antioxydant de la
premiére défense en se liant par sa fonction SH aux métabolites toxiques (Morin et al, 2001).

Au cours de notre étude, nos resultats montrent une diminution significative (p<0.05) du
taux de glutathion réduit (GSH) dans le tissu hépatique chez le lot traité par I’alloxane par rapport
au témoin suite a leur action de neutralisation des radicaux libres générés par I’alloxane (Huk et al.,
1998). ce phénomene aussi provoque sa déplétion et facilite la peroxydation des lipides et
I’oxydation des groupements thiols des protéines ce résultat a été confirmé par (Lopez-Lazaro et
al., 2000. Vessal et al., 1992).

Cependant, le traitement des souris par le Thymus numidicus a empéché la diminution de
GSH avec une différence trés hautement significative (p<0.001), chez le lot A+TN (50 mg/kg) par
rapport au témoin, celle-ci est expliquée par sa effet scavengeur, c'est-a-dire au lieu que les radicaux
libres produits par I’alloxane se neutralisent par le GSH ils vont plutdt étre captés par les composés
phénoliques en maintenant ainsi le taux normal de glutathion des cellules hépatiques ce qui en
accord avec les travaux de (Quinlan et Gutteridge, 1988. Huk et al., 1998). Des études
scientifiques montrée 1’effet antiradicalaire des flavonoides contre la peroxydation lipidique, et

donc de la formation des radicaux libres chez les souris alloxaniques (EI-Missiry et al., 2000).

Les especes réactives de 1’oxygeéne sont susceptibles d’épuiser ’activité des systemes
enzymatiques antioxydants de la cellule (GPx, CAT...), qui apparaitre d’apres nos résultats chez les
souris alloxaniques porte une différence trés hautement significative (p<0.001) par rapport au lot
témoin, donc il va aboutisse finalement a un déséquilibre du systeme redox cellulaire au profit des
prooxydants. Cet état de stress oxydatif favorise les réactions en cascade des radicaux libres avec

les molécules biologiques. Une lipoperoxydation (au niveau des biomembranes cellulaires).

Au cours de notre étude nos résultats montrent que le Thymus numidicus (50 mg /kg)
administré en association avec 1’alloxane présente une différence tres hautement significative

(p<0.001) par apport au témoin, ont maintenu 1’équilibre de la balance antioxydant/ prooxydant des
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cellules hépatique. Cet équilibre est maintenu sous 1’effet de 1’action antioxydant de la plante
Thymus numidicus contre les RL. Les systémes enzymatiques de défense antioxydants (GPx, CAT)
ne sont pas donc altérés et le taux cellulaire du GSH est conservé sous ’effet chémoprotecteur des
composés antioxydant de la plante. Cette résultat d’accord avec les travaux (Veerapur et al., 2010),
(Koumar et al., 2009), (Shanmugasundaram et al., 2011) pratiquée sur des souris alloxaniques.

Concernant la glutathion S-transférase (GST), cette enzyme joue un rdle important dans la
désintoxication des xéenobiotiques et/ou dans la protection contre des métabolites nocifs (enzyme de
la phase 2 du conjugaison) genérés apres la dégradation des macromolécules suite a leur exposition
au stress oxydant (Mulder et al., 1999). D’aprés nos résultats on observe une augmentation trés
hautement significative de la GST dans le foie chez le lot alloxanique par rapport aux témoins.
L’augmentation de 1’activité de cette enzyme est une réponse physiologique (effet protecteur) pour
compenser les altérations qui sont dus aux radicaux libres (Moussa, 2008). Aprés le traitement par
la plante Thymus numidicus pendant 21 jours, I’activité enzymatique de la GST, revient presque a la
normale chez le lot A+TN (50 mg/kg). Ceci est d0 a I’effet protecteur de cette plante contre les
dommages oxydatifs induits par 1’alloxane. Ce résultat est confirmé par d’autres études (Moussa,
2008. Lorenzy et Oates, 2005. Kassab, 2003).

Du fait de la difficulté de la mesure des radicaux libres (réactivité intense, demi-vie
extrémement courte, trés faible concentration); des marqueurs indirects sont déterminés. Ces
marqueurs sont les produits secondaires de la peroxydation lipidique. Il s’agit de substances
réagissant avec 1’acide thiobarbiturique (TBARS) (Goudable et Favier, 1997).

Au cours de notre travail nous avons enregistré une augmentation trés hautement
significative (p< 0.001) du taux de MDA dans le foie, chez les souris alloxaniques par rapport aux
témoins. Le traitement par le Thymus numidicus a diminuer significativement le taux de ’'MDA
dans le tissu hépatique.

Alors I’hyperperoxydation pourrait étre le résultat d’'une modification importante du statut
redox cellulaire dans le foie en faveur des prooxydants, car I’alloxane s’est avéré générateur de
radicaux libres qui est par leur pouvoir oxydant, sont a I’origine de 1’oxydation de I’ADN, de
lipides aboutissant ainsi a la mort des cellules et I’installation du diabéte (Quinlan et Gutteridge,
1988 ; Huk et al., 1998). Ces résultats sont confirmeés par 1’étude de (Kebieche Mohamed, 2009).
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Conclusion & Perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante. Cet intérét de ces plantes médicinales
représentent d’une part une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et
d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans
effets secondaires. Les liqueurs naturelles issues des plantes contiennent une variété de composés

phénoliques et des huiles essentielles auxquelles on peut attribuer un pouvoir antioxydants.

Au cours de notre travail nous avons utilisé I’alloxane comme générateur des radicaux libres
ce qu’il va nous permis d’évaluer ’effet de la plante Thymus numidicus a ce fait on a marquee une
augmentation des transaminases qui sont des biomarqeurs d’une cytolyse hépatique et on a marquée
une déplétion en GSH qui conduit a une réduction de I’activité des enzymes antioxydantes (GPx,

CAT) ce qu’il va augmente le taux de la peroxydation lipidique.

Notre travail, s’est intéressé aux effets antioxydants de la liqueur des feuilles de Thymus
nemudicus plantes largement utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde et sur tout en
Algérie, le constat d’effet antioxydant de cette plante tirée par I’étude importée sur Les marqueurs
du stress oxydatifs. Ces derniers permis de mis en évidence une augmentation importante de
I’activité de la CAT et GPx et en teneur du GSH hépatique, et réduction significative dans le taux
de transaminase et a I’activit¢ de GST et la dose la plus thérapeutique marquée chez le groupe
alloxanique traité par la dose 50 mg/kg/j de la liqueur du Thymus numidicus (injection intra-
péritonéal) donc cette plante joue un rdle chémoprotecteur Contre I’hépatotoxicité induit par
I’alloxane la dose 50 mg/kg/j par contre la combinaison la dose 100 mg/kg elle potentialise la
toxicité, donc d’aprés nos résultat on peut disposer la dose 50 mg/kg/j du liqueurs des feuilles de la
plante thymus nemudicus comme un model thérapeutique pour prévenir I’hépatotoxicité et d’autre

complication liée au stress oxydatif.

En perspectives, il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur :
- Etude histologie et immunohistochimique du foie.

- Dosage d’autres paramétres de la défense antioxydant : SOD, le rapport

GSH/GSSG.
- Utilisée la dose 50 mg/kg/j comme une dose typique dans les médicaments
supplémentaire pour éviter les effets secondaires sur I’hépatotoxicit¢ d’un autre

médicament.
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1. Courbe d’étalonnage des protéines tissulaires utilisant le sérum albumine bovine (BSA).
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