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Résumé

La présente étude visait a évaluer 1’effet protecteur du lectine et diclofénac contre le
stress oxydatif induit par LPS. Pour cette raison, une étude phytochimique des testes
antioxydant invitro ont été réalisés sur la grenade « Punica granatum » pour estimer ses effets
attendus. Les résultats ont montré la présence des composés phénoliques a une concentration
tres importante. L’évaluation du pouvoir piégeur de la grenade est plus actif avec une
IC50=5,49 + 0,039, et in vivo, sur des rats Albinos Wistar qui sont traités par LPS seul ou
combiné avec la lectine et le diclofénac, pendant une période d’une semaine, le sang est

prélevé ensuite les rats sont sacrifiés et les différents parameétres sont déterminés.

A partir de I’analyse de nos résultats, on observe des changements notables dans les
paramétres biochimiques et immunologiques. Caractérisés surtout, par une augmentation
significative de la concentration sérique de 1’urée, créatinine, acide urique, et ’activité
enzymatique de AST, ALT, PAL et LDH. Ainsi le traitement des rats par LPS entraine une
diminution dans la capacité anti-oxydante plasmatique caractérisé par diminution dans la
concentration sérique de taux de DPPH. Nous avons également observé que les résultats
obtenus mettent en évidence le potentiel détoxifiant exprimé par la diminution des taux de
glutathion érythrocytaire, hépatique et rénale, GPx, GST et catalase et une augmentation dans
la peroxydation lipidique exprimé par le taux élevé de MDA plasmatique, érythrocytaire,
hépatique et rénale.

Mots clés : LPS, Lectine, Diclofénac, Stress oxydatif, Punica granatum, antioxydants



Abstract

The present study aimed to evaluate the protective effect of lectin and diclofenac
against oxidative stress induced by LPS. For this reason, a phytochemical study of in vitro
antioxidant tests were performed on pomegranate « Punica granatum » to estimate its
expected effects. The results showed the presence of phenolic compounds at a very high
concentration important. The evaluation of the trapping power of the grenade is more active
with a IC50 = 5.49 + 0.039, and in vivo, in Albino Wistar rats that are treated with LPS alone
or combined with lectin and diclofenac, for a period of one week, the blood is taken then the
rats are sacrificed and the various parameters are determined. From the analysis of our results,
we observe notable changes in the parameters biochemical, and immunological. Characterized
above all by an increase significant serum urea, creatinine, uric acid, and activity enzymatic of
AST, ALT, PAL and LDH. Thus, the treatment of rats with LPS leads to decrease in the
plasma antioxidant capacity characterized by decrease in the serum concentration of DPPH
levels.

We also observed that the results obtained demonstrate the detoxifying potential expressed by
the decrease in the levels of erythrocyte, hepatic and renal glutathione, GPx, GST and catalase
and an increase in lipid peroxidation expressed by the high level of plasma MDA, erythrocyte,

hepatic and renal.

Key words: LPS, Lectin, Diclofenac, Oxidative stress, Punica granatum, antioxidants
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Introduction Général

Les lectines constituent un groupe de protéines ou de glycoprotéines d'origine non-
immunitaire, qui se lient de facon réversible aux hydrates de carbone et le plus souvent
agglutinent les cellules ou précipitent les polysaccharides et des glycoconjugués. (Goldsteinet
al ,1980). Les lectines ont été redéfinies par Peumans& Van Damme en 1995 tant que
protéines possédant au moins un domaine non catalytique, qui se lie de facon réversible a un
mono ou oligosaccharide spécifique. Toutefois, selon Cummings (1997), des protéines a
activité enzymatique liés a des hydrates de carbone ne peuvent étre considérés comme des
lectines. En conséquence de leurs propriétés chimiques, ils sont devenus un outil dans
plusieurs domaines de la recherche biologique (immunologie, biologie cellulaire, structure de
la membrane, recherche sur le cancer et le génie génétique). Les lectines sont présentées dans
un large éventail d'organismes de la bactérie aux animaux, étant présentes dans toutes les
classes et les familles, mais pas dans tous les genres et espéces (Lis et Sharon, 1994).
Beaucoup de plantes a fleurs de groupes taxonomiques divers s’accumulent de grandes
quantités de ce qu'on appelle VSP (végétatif stockage protéines) dans divers organes de
stockage végétatif. Ces VSP jouent un réle primordial dans I'accumulation d'azote, le stockage
et la distribution dans les plantes bisannuelles et vivaces, et en conséqguence, on pense a
contribuer a la survie de la plante dans son environnement naturel (Staswick, 1994). En outre,
certains VSP avec une activité enzymatique particuliére ou autre activité biologique agit
comme des protéines de défense contre les animaux herbivores spécifiques ou des invertébrés
phytophages par exemple, et peut donc jouer un double réle de stockage / défense (Peumans
et Van Damme, 1995 ; Yeh et al, 1997).

Plusieurs arbres de légumineuses non seulement ont démontré l'apparition de VSP
spécifique a écorce abondante, mais aussi conduit a I'identification de certains de ces VSP

d'écorce.

La présente etude a été focalisé sur 1’étude de I’effet protecteur des lectines extraite a
partir de la plante Punica granatum L sur I’inflammation induite par LPS afin de voir s’il y a
un bénéfice d’utiliser cet antioxydant raison pour laquelle nous avons fixé les objectifs

suivants :

» Dosage de quelque parametre biochimique

> Dosage de quelque parametre de stress.






Chapitre | Geénéralité sur les lectines

1. Définition des lectines

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capables de reconnaitre des
glucides complexes de maniere spécifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune
activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (Lis and Sharon, 1998). Cette classe des
protéines est dénommée par Boyd en 1954, sous le nom «lectine» dérivée du mot latin
«lectus» qui est le participe passé du verbe «légére», qui veut dire «sélectionner» ou
«choisir» (Liener et al., 1986). Les lectines sont relativement petites, leurs masses
moléculaires étant comprises entre 50 et 120 KD. Elles sont habituellement formées de deux
(dimeéres) ou quatre (tétrameres) sous-unités identiques (Ghopkins et Evrard, 2003) Elles
sont aussi appelées agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les cellules (comme les
érythrocytes) et les glycoconjugues. Cette caractéristique tres importante des lectines est due
au fait que ces protéines sont généralement multivalentes, car elles possedent au moins deux
sites de reconnaissances par molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont
précipiter des polysaccharides, des glycoprotéines ou des glycolipides et induire
I'agglutination de cellules diverses( Lieneret al.,, 1986). Les lectines provoquent
I’hypertrophie de I’intestin gréle et du pancréas et I’atrophie de la rate et de thymus. Ces
effets néfastes des lectines sont inactives(principalement) par leur traitement thermique dont
I’efficacité est fonction de la température et de la durée de traitement (Meiteet al., 2006).
Bien qu’il existe des lectines thermorésistants (Guillaume, 1993). Quelques lectines

importantes sont énumérées dans le tableau 1.



Tableau 01 : les lectines et leurs applications (Bothan et Weil, 2011)

Lectines

Lectine de légumes

Agglutinine de germe de blé

Ricine

Toxines bactériennes

Exemple et commentaire

ConcanavalineA, lectine de pois

Fréquemment utilisée dans I’étude des

surfaces ou membranaires de cellules

normales ou cancéreuses

Glycoprotéines cytotoxiques provenant des

graines de ricine

Entérotoxine thermolabile d’E.coli et toxine

du choléra



Hémagglutinine de virus de la grippe

Lectine de type S

Responsable de I’attachement a la cellule

hote et de la fusion membranaire

Lectines animales se lient le B-galactose,

elles ont des roles dans les interactions
cellule-cellule et cellule-matrice

Extracellulaire



2. Historique
En 1888, P. H Stillmarka découvert la premiére lectine qui décrivit dans sa these de
doctorat présentée a 1’université de Doprat (maintenant Tartu,Estonie) que des extraits de
graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes .(Sharon and Lis, 2004)...
A partir de ce moment, d’autres substances d'origine végétale possédant une activité
hémagglutinante ont été découvertes .Ensuit P. Ethrlichea découvert la méme activité dans

I’extrais du pois rouge (Abrus precatorius).

En 1919, James B. Sumner, de ’'université Cornell (Ithaca, New York), isola a partir du
pois (Canavalia ensiformis) la premiere hémagglutinine pure, la concanavaline A
(Sumner,1919). Il fallut patienter presque vingt ans et les travaux de Sumner et Howell en
1936 pourque la spécificité de ces protéines pour les sucres soit mise en évidence avec
I’inhibition de 1’agglutination de la concanavaline A par des saccharoses (Sumner et Howell,
1936).

En 1954, Boyd § Shapleigh ont démontré la propriété de ces protéines d’agglutiner
sélectivement des érythrocytaires humains d’un groupe sanguin donne (Boyd et
Shapleigh,1954). L’étape importante dans 1’histoire des hémagglutinines est la découverte
que certaines d’entre elles agglutinent les globules rouges appartenant uniquement a un
groupe sanguin donnée (systeme ABO) sans affecter les cellules sanguines des autres

groupes.



Tableau 02 : Historique de la découverte des lectines (Renato et col., 1991)

Année

1884

1886

1888

1890

1891

Auteur

Warden & Waddel

/Bruyllant & Venneman

Dixson

Stillmark

Erlich

Hellin

Découvertes

Toxicité de la graine d’ Abrus

Precatorius

Toxicite de la graine de

Ricinus communis

Activité hémagglutinante de

la graine de Ricinus communis toxicité de

la graine de Croton triglium

Utilisation de 1’abrine et la

ricine dans les recherches immunologiques

Activité hémagglutinante de

la graine d’ Abrus Precatorius



1897

1902

1919

1926-7

1947-9

Elfstrand

Landsteiner

Sumner

Marcusson-Begun/Siever

Boyd &Reguera /Renkonen

Introduction du terme

d’'’hémagglutinine

La réversibilité de I'agglutination par la

Chaleur

Isolement et cristallisation de la

Concanavaline A

(Con A)

Application des lectines sur les groupes

Sanguins

Spécificité groupe de sang des plantes a

Hémagglutinines



1949

1949

1952

1954

1960

1965

1966

Liener

Jaffe

Watkins &Morgan

Boyd & Sharpleigh

Nowell

Agrawal &Golstein

Boyd

Inactivation Thermique des

hémagglutinines de Phaseolus vulgaris

Inactivation Thermique des

hémagglutinines de Phaseolus vulgaris

L'inhibition de lectines par les sucres

simples Démonstration avec l'aide de
lectines que les sucres sont des

déterminants de groupe sanguin

Introduction du terme de lectines

La stimulation mitogénique des

lymphocytes par la lectine de Phaseolus

vulgaris

Chromatographie d'affinité pour la

purification des lectines

Lectines dans les algues



Yamauchi&Minamikawa




3. La structure des lectines

Les lectines sont classées en trois grandes classes :

3.1 Les lectines simples
Ces lectines sont formeées de plusieurs monomeres (pas forcement identiques), dont la
masse moléculaire généralement ne dépasse pas 40KDa. Cette classe comprend
pratiquement toutes les lectines végétales, les lectines bactériennes solubles et les galectines

(une famille de lectines animales spécifique pour le galactose) (Lenka, 2006) (figure 01)

Figure 01 : Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A de

canavaliaensiformis en complexe avec le tri mannosoide (Lenka , 2006)



La protéine est représentée par un ruban rouge pour les hélices a, un ruban jaune pour les
brins B et un fil pour les autres zones. Le sucre est représenté sous forme de baton et les

cations en boule (Lenka,2006)

3.2 Les lectines en mosaiques

Cette classe regroupe diverses lectines de différentes sources (animale, virus) il s’agit

de molécules complexe composee de plusieurs types de domaines ou modules, dont un seul

possede le site de liaison (Lenkaet al., 2006).

Figure 02 : Représentation graphique d’un trimére d’hémagglutinine de virus influenza
En complexe avec de I’acide sialique (Lenkaet al., 2006).

3.3 Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce type sont fréguemment trouvees chez les bactéries, ou elles forment
des structures filamenteuses de 3a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100nm de longueur, appelées
fimbriae ou pili. La plus grande partie d’un filament fimbrial est formée par la
polymérisation d’une unité prédominante, qui ne joue qu’un rdle structural. Seul un type
d’unités, généralement une composante minoritaire, posséde le site de liaison pour les
glucides et donc est responsable de la capacité d’adhésion du fimbriae (Lenka, 2006)
(Figure03).
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Figure 03 : Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie

d’Escherichiacoli.

4. Les sites de liaisons des lectines

Le site de liaison d’une lectine est généralement constitué par un creux sur la surface de
la protéine, dont la forme ne varie pas beaucoup apres la liaison du ligand. La lectine
Interagit avec le ligand par un réseau de liaisons hydrogéne et d’interactions hydrophobes
(Goldsteinet Poretz, 1986). Les interactions de type salin ne sont généralement pas
impliquées dans les interactions lectine-sucre sauf pour des glucides chargés comme 1’acide
sialique (Pontet,1996). Les lectines ne modifient pas biochimiquement les hydrates de
carbone aux quels se lient (Gabius, 1985).

Bacterium
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Figure 04 : Représentation schématiqued’exemples d’interaction lectines-glucides

(Sharonet Lis, 1993)

5. La spécificité et I’affinité des lectines

La spécificité d’une lectine est généralement définie par les sucres qui inhibent le mieux
ses propriétés d’agglutination ou de précipitation (Robert, 2008). La plupart des lectines sont
spécifiques pour un petit nombre de sucres et que, dans la majorité des cas, ces sucres sont
présents dans et sur la surface des cellules, surtout sous la forme de glycoconjugués. On peut
identifier deux classes de lectines par rapport a leur spécificité : celles qui reconnaissent un
monosaccharide spécifique et celles qui reconnaissent exclusivement des oligosaccharides
(Sharon, 2003). Les protéines spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en cing
groupes, selon le sucre pour lequel la lectine presente la plus forte affinite : le Mannose
(Man), le Galactose (Gal)/N acetylgalactosamine (GalNAc), le N-acetylglucosamine
(GIcNAc), le Fucose (Fuc), 1I’Acide sialique (acide N-acetylneuraminique, NeuAc) (Lis
andSharon,1998). Cette reconnaissance est souvent désignée comme<la spécificité
primaire>>deslectines. Ces monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui sont le plus
souvent présents sur les epitopes glycaniques des surfaces cellulaires. La plupart des lectines
peuvent se lier a des monosaccharides, mais leur affinité sera en général plus forte pour

certains oligosaccharides. (Dam and Brewer, 2002)

Tableau 03 : La Spécificité osidique de certaines plantes a lectines (Renato et coll., 1991)

Espéces Spécificité
Abrus precatorius Gal
Adenia digitata Gal
Aleuria aurantiaca L-Fuc
Canavalia brasilensis Man >Glc
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Canavalia ensiformis Man >Glc
Dolichos biflorus GalNAc
Phaseolus vulgaris GalNAc

Vicia sativa Man

Ulex europaeus | L Fuc
Momordica charantia GalNAc
Cytissuss essilifolia GlcNac>Fuc>Gal
Datura stramonium GIcNAC

6. La Classification des lectines
6.1 Chez les animaux

a) Les lectines extracellulaires

Les lectines extracellulaires comprenant toutes les autres familles, comme les lectines
de type C et R, ainsi que les galectines. Ces lectines sont généralement impliquées dans la
signalisation et 1’adhésion cellulaire, la clairance de glycoprotéines ou encore dans la

reconnaissance des pathologies (Chabrolet al., 2012).
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b) Les lectines intracellulaires

Les lectines intracellulaires sont composées de quatre groupes ; les calnexines, les
lectines de type M, P et L. ces lectines jouent des rbles essentiels dans le trafic intracellulaire,

I’adressage des glycoprotéines ou encore dans leur dégradation (Chabrolet al., 2012).

6.2 Chez les végétaux

a) Les mérolectines

Les mérolectines sont de petits peptides, formés d’une seule chaine polypeptidique et ne
possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes (exemple : héveine,
protéines d’orchidées), et ils sont incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner

les cellules, donc non agglutinantes (PeumansetVan Damme, 1995).
b) Les hololectines

Les hololectines sont des lectines di ou multivalentes ¢’est a dire ils contiennent deux
domaines (ou plus) de liaison aux glucides quasi- identiques ou du moins tres homologues.
Les hololectines peuvent précipiter les glycoconjugués et agglutiner les cellules. Elles
présentent la majorité des lectines de plantes (exemple : ConBr la lectine de

Canavaliabrasiliensis) (Van Dammeet al., 1998).
c) Les chimérolectines

Les chimérolectines sont des protéines de fusion ayant une activité de reconnaissance
glycanique, car ils possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides, ainsi qu’un
domaine avec une activité catalytique bien définie et agissant indépendamment du site de
liaison (Van Dammeet al., 1998). Selon le nombre de liaison aux glucides, les
chimérolectines se comportent comme des mérolectines (exemple : chitinase classe 1) ou
comme des hololectines (exemple : type 2-Rip ribosom inactivating proteine ; protéine

inactivant les ribosomes comme la ricine) (PeumansetVan Damme, 1995).
d) Les superlectines

Les superlectines sont des oligomeéres poly-spécifiques constitués de plus de quatre
monomeres, elles sont considérées comme un groupe spécial de chimérolectines composé de

deux domaines différents structuralement et fonctionnellement (Van Dammeet al., 1998).
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Banana lectin
Heveina (1HEV) ConBr (3JU9) PPL2 (2GSJ) (2BMY)

Figure 05 : La classification structurale des lectines des plants (Van Damme et al., 1998).

7. Distribution des lectines dans le monde de vivant

Initialement décrites dans le regne végétal ou elles sont particulierement abondantes,
notamment chez les légumineuses et les graminées, les molécules sont en fait des molécules
universelles. Elles sont en effet largement répandues dans le monde vivant puisque 1’on en
rencontre méme chez les virus et les bactéries. A titre d’exemple, le virus grippal présente des
spicules d’hemagglutinine qui permettent son ancrage a la surface des cellules epitheliales de
I’oropharynx. Des lectines sont également décrites chez les protozoaires tels que Entamoeba
histolytica et Entamoeba dispar, on en rencontre méme chez les animaux supérieurs,
notamment chez I’homme ou elles sont impliquées dans de nombreux processus

physiologiques (BoucharaetTrouchin, 2003).

7.1 Les lectines animales

Les lectines animales sont réparties dans des familles trés différentes. Les trois familles

les plus étudiées sont les galectines, les lectines de type C et les sigles.

Les structures de galectines sont relativement simples. Ces protéines sont spécifiques

Pour le PB-galactose et plus précisément pour le lactose (B Gall-4Glc) et le
Nacetyllactosamine (B Gall-4GIcNAc) (Leffleret al.,2004).

Les lectines du type C présentent un CRD (Carbohydrate Recognition Domain) bien
Conservé qui implique un atome de calcium dans 1’interaction protéine-sucre

(Drickamer,1993).
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Les lectines de type-C sont soit en circulation dans le plasma, soitattachées aux surfaces
cellulaires par la présence d’un segment transmembranaire. Un exemple de la structure 3-D
d’une lectine du type C est la E-se lectine en complexe avec le Sialyl LewisX (PDB 1G1T)
(Somerset al.,2000) (Figure 06).

Figure 06 : Représentation graphique de la structure de la E-selectine humaine en complexe
avec le Sialyl LewisX (PDB 1G1T) (Somerset al.,2000). Le calcium est représenté par une

sphére bleue et le ligand par des batonnets.

Les Sigles, ou lectines de type I, constituent une famille de lectines qui reconnaissent
L’acide sialique (Crocker ,2002).

Les autres classes de lectines animales comprennent les lectines du type P qui sont
Formées par les lectines qui fixent le mannose-6-phosphate, comme la lectine

bovine CDMPR (Robertset al.,1998). Les pentraxines qui sont une famille des lectines
capables de se lier a des ligands de maniére Ca2+ dépendante (Emsleyet al.,1994) La plupart
des lectines des vertébrés ont une localisation extracellulaire et sont capables de détecter

les modifications de glycosylation sur les cellules environnantes. Elles jouent donc un réle
dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des processus tels que la fécondation,

la migration et le développement cellulaire (Aragao,2009).
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Par exemple, dans le processus de fécondation, un glycoconjugué de la surface de I’ovule

interagit avec une lectine (spermadhésine) du spermatozoide (Topfer-Petersenet al.,1998)

7.2  Les lectines des plantes

Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la concanavaline A (ConA) ont
¢été les premicres a étre caractérisées. La premiére structure cristallographique d’une lectine de
légumineuses (la ConA) a été déterminée en 1972 (Edelmanet al.,1972 ; Hardman and
Ainsworth ,1972)

Figure 07 : Tétrameére de la protéine ConM de Canavalia maritima complexée avec
Letrehalose (code PDB 2CY6) (Delatorre, et al.,2006).

Les cations sont représentés par des spheres (Calcium en jaune et Manganése en vert) et les

ligands par des batonnets

La famille des Monocotylédones présente des lectines spécifiques pour le mannose,
lapremiére structure 3-D a été la Galanthus nivalis agglutinine (GNA) (Wright, C.S.
andHester ,1996). La famille de Moraceae est formée par les lectines qui fixent le galactose
telleque lajacaline isolée des graines de Artocarpus integrifolia (Sankaranarayanan, et
al.1996).
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La famille Amaranthaceae contient la lectine ACA de Amaranthus caudatus qui a été

cristallisée -3GalNAc (Transueet al.,1997).
avec le Gall” 1

Les lectines de plantes semblent étre impliquées dans la défense contre les
phytopathogeénes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels and
Raikhel, 1991 ; Rudiger and Gabius , 2001)

7.3 Les lectines des microorganismes

Les infections sont toujours initiées par I’attachement du microorganisme aux tissus de
I’hote. Ce phénomene implique la reconnaissance des cellules de I’hdte le microorganisme, et
nécessite la présence a la surface des deux protagonistes de molécules complémentaires de
type récepteur-ligand (BoucharaetTrouchin, 2003). Les microorganismes pathogénes, virus,
bactéries, champignons ou parasites eucaryotes, utilisent freguemment des lectines pour
reconnaitre les sucres présents sur la surface des cellules héte. Ces interactions lectines-sucres
jouent également un role dans I’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les
voies respiratoires, digestives ou dans I’appareil urogénital (Imberty and Varrot, 2008
;Sharon, 1996). L’exemple le plus marquant de lectine de virus est 1’hémagglutinine du
virusde la grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine interagit avec un récepteur de la
surface des cellules hotes, I'acide 5-N-acétylneuraminique (I'acide sialique). Sa structure 3-D a
été résolue En complexe avec son récepteur naturel et avec 12 analogues de ligands (Weiset
al.,1990).

Les  bactériesqui  s’attachent aux  surfaces  s’agglutinent dans  une
matricepolymérehydrate qu’elles produisent, et donc forment un biofilm (Imberty, 2011).Les
lectines bactériennes connues peuvent étre classées en trois familles principales : les lectines
fimbriaes (pili et flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imbertyet al.,
2005)Entamoebahistoliticaest un parasite entérique qui peut tuer les cellules hétes via un
mécanismedépendant du contact. Cet assassinat implique la protéine de surface amibienne
dénommé le Gal / Gal Nac lectine se lie au galactose et au Nacétylgalactosamine permetant

I’adhérence des amibes aux cellules hotes (Boettneret al., 2002).

Les lectines des champignons ont principalement des propriétés pharmacologiques
intéressantes, par exemple la stimulation du systétme immunitaire contre 1’hypertension et

contre I’hypercholestérolémie mais aussi antivirales et anticancéreuses (Sheet al., 1998 ;

Szeet al., 2004).
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8. Fonction biologique des lectines

8.1 Chez les plantes

Fonction dans I'élongation des parois cellulaires ; fonction de cofacteurs enzymatiques
agissant avec des enzymes glycoprotéiques ; intervention dans le transport des glucides et
dans leur mise en réserve dans les graines ; contrdle de la division cellulaire (mitogenicité) et
de la germination ; intervention dans les processus de reconnaissance de cellule a cellule
(Etzler, 1986 ; Kaminski et coll., 1987). D’autresétudes, suggérent que les lectinesfavorisent
I'invasion des plantes par des pathogenes en servant de récepteurs pour des phytotoxines, ou
de molécules d'adhésion pour le pathogene. L'infection de la canne a sucre par le champignon

Helminthosporium sacchariest un exemple de ce type de pathogenese (Etzler, 1986).

8.2 Chez I’homme

Les lectines sont largement utilisées comme outils dans la recherche et dans le secteur
biomédical. Elles sont utilisées lors du test d’agglutination en pratique clinique pour
distinguer les types du sang (A, B et O), exemple : la lectine de haricot de lima
(Phaseoluslunatus) se lie a N-acétyl-D galactosamine et agglutine seulement des globules
rouges de type A (Gokeret al.,2008). Certaines lectines purifiées a partir des graines de
Iégumineuses présentent des propriétés anti-inflammatoires (Alencaret al .,2005 ;
Gomesetal., 2012).Elles contrdlent les niveaux des protéines dans le sang (Rydz et al., 2013)
car ellessont responsables au transport des protéines, peptides et les médicaments natifs
(Sutapa et Gopa,2013). Les lectines ont la capacité d’inhiber lacroissance des cellules
cancéreuses, Larécente découverte suggere que les cellules malignes sont plus facilement
agglutinées par des lectines que les cellules normales. Ces agglutinations sélectives pourraient

étre  utilisées dans le traitement du cancer (Voet et Voet, 2005).
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9. Propriétés des lectines

Les propriétés biologiques des lectines sont multiples et variées :

9.1 L’interaction lectine—glucide

Les lectines sont toutes constituées d’au moins une cavité de reconnaissance glycanique
qui posséde une plasticité et leur permet d’interagir plus spécifiquement avec certains
glycoconjugués que d’autres (Jainet al., 2001), ces glycannes interagissent par des liaisons
non-covalentes avec les acides aminés formant la cavité de reconnaissance saccharidique de
la lectine (Jeyaprakashet al., 2003). La partie non glycanique des glycoconjugués peut
également interagir avec les acides aminés avoisinant la cavité de reconnaissance
(Jeyaprakash et al., 2003).

9.2 L’agglutination des cellules

C’est la manifestation la plus visible de I’interaction des lectines avec les cellules.Pour
qu’elle se produise, les lectines doivent posséder au moins deux sites de reconnaissance et de
liaison avec des saccharides de surface des cellules animales ou autres (bactéries, virus,
mycoplasme, champignon). Les lectines monovalentes a un seul site de reconnaissance ne

provoquent pas d’agglutination (Peumanset coll., 1995 ;Wanget coll., 1998).

9.3 L’activités mitogéne

Une des propriétés les plus étonnantes des lectines réside dans leur pouvoir de
transformer les petits lymphocytes du sang en cellules blastiques. Cette transformation
lymphoblastiques résulte du pouvoir mitogene des lectines mais en général elle ne s’exerce

que sur les lymphocytes T (NachbaretOppenheim, 1980 ;Falasca, 1989 ; Babosa, 2001).

9.4 Effets mimétiques des hormones

Les lectines des graines d’haricot rouge (Phaseolus vulgaris), qui ont une haute
réactivité avec les membranes cellulaires et leurs récepteurs peuvent mimer les effets des
hormones. En effet, les lectines pures des graines de haricot rouge sont connues pour avoir

une activité insuline-like sur les grosses cellules isolées (Greeret coll.,1985).

9.5 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Les travaux de Valentier et coll. (2003) suggerent que les lectines alimentaires

pourraient inhiber la croissance cellulaire des cellules du cancer du sein de I’homme in vitro.
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Les lectines peuvent étre injectées dans la circulation sanguine a des doses non toxiques
pour I’organisme afin d’induire spécifiquement la mort de cellules tumorales par apoptose,
autophagie ou en activant les défenses immunes anticancéreuses (Poiroux, 2011). Egalement

ils inhibent leur migration (Banwell, 1983).

9.6 La propriété antivirale

Les lectines peuvent avoir des actions antivirales comme celles observées par les RIPs
(Ribosomes inactivant les protéines) (Wanget coll., 1998).Les lectines mannose-spécifiques
isolées de bulbes de 15 espéces sauvages du genre Narcissus cultivées en Espagne ont une
activité inhibitrice anti-VIHI. L’activite anti-VIH-1 la plus efficace est obtenue avec les
extraits de 1’espéce Narcissus tortifolious (Lopez, 2003).

9.7  La propriété antibactérienne

Les lectines sont des outils de régulation de la migration et I’adhésion des cellules
bactériennes (TanneetNeyrolles, 2010). Les lectines de type C résistent contre la bactérie
Listeria monocytogenes (Mukherjeeet al., 2014).Concernent les lectines humain de type L
(LTLs), elles ont la capacité d’agglutinées les bactéries par une manier calcium dépendent ou
par leurs opsonisation en fixent sur les glycoconjugués de ces micro-organismes (Zhanget al.,
2012 ; Huang et al., 2014 ; Xu et al., 2014)

9.8 Autres propriétés

Les lectines expriment diverses activités biologiques telles que la précipitation des
glycoproteines, I’activation de la voie alterne du complément et I’agrégation des
immunoglobulines (Nachbaret coll., 1980), I’induction de la libération de 1’histamine a partir

des cellules basophiles et des mastocytes (Gomes 1994), les effets pros et anti inflammatoires

(Assreuy ,1997), I’induction de I’apoptose (Kulkarni, 1998)
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10.L’intérét des lectines

Les lectines peuvent interagir avec des systemes biologiques et développer une diversité
d’événements et fonctions dans ces organismes vivants. Ces interactions ont une grande
importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans
des processus pathologiques (Lis and Sharon ,1998). Aujourd’hui les lectines sont largement
utilisées comme outils dans la recherche, dans le secteur biomédical et dans le domaine

agronomique.

10.1 En biochimie et protéomique

Les lectines fournissent des outils pour étudier les glycoprotéines (anticorps , cytokines ,
hormones , facteur de croissance , enzymes , récepteurs et méme toxines et virus ) pour les
purifier (par affinité , une fois couplés a un support chromatographique ) ;pour les détecter
(une fois marqué par un fluorophore ou un une enzyme , immuno-blotting , immuno-
précipitation ...) .Les glycoprotéines éventuellement apres clivage enzymatique , peuvent
ainsi étre caracterisées quantativement .(structure des complexe et interaction) . (DOLE.A.et
LINDEBERG. S. ,2005)

10.2 Dans le domaine biomédical

a) Hématologie

Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigénes des groupes sanguins
humains (Boyd and Sharpleigh, 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des

bangues de sang.
b) Immunologie

De par leur spécificite, les lectines immobilisées sur colonne peuvent et réutilisées pour
I’identification et la purification des glycoconjugues aussi bien que pour leur caractérisation
(Hirabayashi, 2004). Les lectines mitogénes sont employées pour déceler les allergies
médicamenteuses, pour reconnaitre les déficiences immunologiques congénitales ou acquises,
pour étudier les sensibilisations dues aux maladies infectieuses et pour juger des effets de

diverses manipulations immunosuppressives et immunothérapeutiques (Jaffe, 1980).
c) Biologie cellulaire

Les lectines sont des outils pour étudier la nature, les structures, la dynamique des
membranes cellulaires (possédant des résidus saccharidiques) sous des conditions normales et

pathologiques (Jaffe,1980).
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d) Cancérologie

Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histochimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées a

une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillotetcoll., 2004). Kenoth et al

(2001) rapportent qu’en raison de leur agglutination préférentielle aux cellules cancéreuses,
les lectines sont suggérées comme transporteuses pour diriger drogues et produits

pharmaceutiques vers les cellules cancéreuses.

10.3 Dans le domaine agronomique

Les lectines peuvent étre utilisées dans la lutte contre les agents pathogénes (nuisibles)
des plantes telles que les insectes, les nématodes du sol, les vers parasites qui commettent
d’importants dégats dans des cultures (Murdocket coll., 2002).

11.Le role des lectines dans Pimmunité

Les lectines sont utilisées en immunologie par Paul Ehrlich au début des
années1890, comme antigene. Les changements morphologiques et biochimiques qui se
produisent dans les lymphocytes stimulés par les lectines in vitro ressemblent a la plupart des
réactions immunitaires provoqués par un antigene qui se déroulent in vivo (Sharon,1983).
Dans les cellules animales les lectines jouent un réle dans la défense dans le cadre d’une
réponse de I’'immunité innée (De Hoffet al., 2009).Le systéeme du compliment, son activation
peut étre initiée par des complexes immuns (voie classique), par des oligosaccharides
microbiens (voie des lectines) ou par divers composants de surface des pathogénes (voie
alterne) (Cavaillon,2005). La voie lectine est initié par la fixation de diverses lectines, telles
la MBL, sur desrésidus glucidiques de membranes microbiennes, cette interaction permet de
’activation des protéases MASPS (MBL-Associated Serine Protéase) (Ayméric et Lefranc,
2009). La lectine liant le mannose (mannose bindinglectin, MBL) est une molécule de la
reconnaissance de la voie lectine du complément qui joue un réle dans I’immunité inné
(Rooset al., 2007). Les invertébrés n’ont pas un systéme immunitaire adaptatif et les lectines
jouent un rdéle important dans leurs systemes immunitaires innés en reconnaissant microbes ou
agents pathogénes (Kawsar et al., 2010). La phagocytose se produit lorsque les
microorganismes entrent encontact avec les membranes cellulaires des phagocytoses. La
premiére étape consiste en 1’adhésion des microorganismes & la membrane des phagocytoses
grace a I’existence de lectines de surface. Ces lectines reconnaissent des structures
glucidiques présentes sur les glycoprotéines ou des glycolipides des membranes externes
notamment bactériennes :récepteur de mannose — fucose, récepteur de galactose et récepteur
de B-glucane (Guénardet al., 2001).
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Chapitre 11 Les médicaments anti-inflammatoire

1. Inflammation

1.1  Définition de ’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli
nocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a
I’homéostasie du tissu 1ésé. Une régulation défectueuse peut engendrer des dommages
irréversibles. Une réponse insuffisante conduit & une immunodéficience pouvant entrainée une
infection secondaire ou méme un cancer. Exacerbée, au contraire, elle augmente la morbidité
et la mortalité dans des pathologies comme D’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou
encore le diabéte. Mal contrdlée, I’inflammation peut s’étendre au reste de I’organisme via la
circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux
ou généralises, parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus graves le déces
(Nathan, 2002; Barton, 2008). De nombreuses substances telles que LPS pouvant provoquer

les réactions inflammatoires dans 1’organisme.

1.2 Définition de LPS

Le lipopolysaccharide (LPS) est une endotoxine de nature glycolipidique représente la
principale composante non protéique de la membrane externe des bactéries Gram négatif, il
a les propriétés amphipathiques de phospholipides et remplit plusieurs fonctions. La plus
haute importance est son réle dans les zones semi-perméable, permettant seulement le passage

de bas poids moléculaire et les molécules hydrophiles (Trent et al., 2010).
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1.3 La Structure du LPS

Les LPS sont des complexes macromoléculaires organisés en trois domaines :

> Le lipide A : situé a la partie proximale du LPS et a I’intérieur de la bicouche
lipidique, posséde un caractére hydrophobe.

> D’antigéne O : situé a la partie distale du LPS, de nature polysaccharidique, posséde
un caractére hydrophile.

> le noyau (ou « core ») de nature polysaccharidique : représente le pont entre les deux
autres parties et est divisé a son tour en deux parties : le noyau interne plutot

hydrophobe et le noyau externe plutdt hydrophile (Nikaido et VVaara, 1987)
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Figure 09 : structure schématique de la molécule de lipopolysaccharide

1.4 LaPhysiopathologie du LPS

Le LPS se lie au récepteur TLR4 et promeut la libération de cytokines pro-
inflammatoires. Il induit chez I'hnomme des signes cliniques (hyperthermie, agrégation des
hématies, choc septique — diminution de la pression artérielle). C'est la partie lipide A qui est
considérée comme la plus toxique (action sur les granulocytes et les cellules épithéliales).
Dans la recherche fondamentale, le LPS est beaucoup utilisé pour induire l'inflammation tel
que l'induction de la cyclooxygénase 2 sur des cellules ou des organes en culture,

généralement il est utilisé a une concentration de 0,1 mg-mL™*

2. Les anti-inflammatoires

2.1 Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des
substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH libérée selon
un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse. Dans les tissus cibles, les
glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des glucocorticoides (GR) du cytoplasme de la
cellule. Apres quoi, le complexe récepteur-ligand formé pénétre dans le noyau cellulaire ou il

se fixe a de nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la région du promoteur
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des genes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN interagit avec les facteurs de
transcription basiques, provoquant une augmentation de I'expression génique de génes-cibles
specifiques. Ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart des effets
secondaires métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides. Le mécanisme opposé est
appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé interagit avec des facteurs de
transcription spécifiques et prévient la transcription des genes-cibles. Les glucocorticoides
sont capables d'empécher la transcription de tous les génes immuns, incluant celui codant IL-2
(Barnes, 1998).

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la trans activation et la
transrépression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus" et ceux "non voulus"
régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de
recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement qui seraient capables

de ne réprimer que le systeme immunitaire (Hanzen, 2003).

2.2 Anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique
et antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial. Le
mécanisme d’action des AINS a été precisé par les travaux de Vane en 1971, il repose en
grande partie sur 1’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase, enzyme
qui permet la production de prostaglandine a partir de D’acide arachidonique. Cette
caractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la production des
prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs de I’inflammation
(figure 07). Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique largement les
propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une partie de leurs effets
secondaires en raison du réle ubiquitaire et des fonctions physiologiques des prostaglandines
(Nicolas et al., 2001). Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en situation
pathologique participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité
capillaire) et a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale
permet 1’homéostasie tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux
sanguin sous muqueux gastrique, maintien de I’hémodynamique rénale en cas

d’hypoperfusion en particulier).
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L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS semblait donc jusqu’a

récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables et déléteres (Blain et
al., 2000).

Phospholipides membranaires

!

Hydroperoxydes ﬁ‘; Acide arachidonique =

_ Réactions catalysées
par les cyclooxygénases

Leucotriénes PGG2 A
PGH2 — AINS

Prostaglandines

stacveli 2 Thromboxane A2
PGD2. PGEL. PGFla Prostacycline PGI2

Figure 10 : Mécanisme d’action des AINS (Nicolas et al., 2001).

e Lechoix d’un AINS : Le diclofénac
1. Les propriétés du diclofénac

e Activité antalgique
e Antipyrétique
e Anti-inflammatoire

e Inhibition de courte durée des fonctions plaquettaires
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Figure 11 : Structure Chimique Formule du Clofenal ou Diclofenac (Schorderet,
1989).

2. La Pharmacocinétique du diclofénac

Les principales propriétés pharmacologiques du diclofénac sont :

o Absorption
Le diclofénac comprimé est rapidement et totalement absorbé, les concentrations
plasmatiques maximales sont atteintes environ 2 heures apres administration et se situent
autour de 1.5 mg/l pour un comprimé a 50 mg et 0.8 mg/l pour un comprimé a 25 mg.
L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps est
approximativement le double de celle obtenue aprés une dose équivalente administrée par
voie intraveineuse, ceci étant di a un effet de premier passage, pour les suppositoires a 100

mg le pic de concentration est atteint au bout de 30 min

o Distribution
La liaison aux protéines plasmatiques est de 99.7% de diclofenac et les concentrations
de substance active sont élevées dans le liquide synovial que le plasma et restent pendant

une période de 12 heures. Le diclofénac n’est pas détectable dans le lait maternel.

. Métabolisme et excrétion

Le métabolisme du diclofénac comprend une conjugaison directe du médicament
inchargé, ou une oxydation sur la position 3 > ou 4’ du noyau dichloro-phényl, ou
alternativement en position 5 du noyau phényl rattache au radical acide acétique.

Un métabolite principal chez ’homme est le composé 4’-hydroxydiclofénac. La quantité
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excrétée dans 1’urine est d’environ 20 a 30 % de la dose. Trois autres métabolites constituent
chacun 10 a 20 % de la dose excrétée dans 1’urine et de faibles quantités de la dose excrétée
dans la bile. Les conjugués du diclofénac se retrouvent dans la proportion de 5 a 10 % de la
dose dans I’urine et moins de 5 % dans la bile. Environ 90 % d’une dose orale ou
intraveineuse sont excrétés dans les premieres 96 heures aprés 1’administration .0.7 % de la
dose sont excrétés dans 1’urine sous forme de diclofénac inchargé et 5 & 10 % sous forme de
diclofénac conjugue, 60 % de la dose sont excrétés sous forme de composes hydroxylés
conjugués. La demi-vie d’élimination du médicament inchargé apres administration orale se

situe autour de 1 h 50 et sa clairance plasmatique est de 263 ml/min.

3. LaPharmacodynamie du diclofénac

Les effets du diclofénac reposent en grande partic sur [’inhibition des
cyclooxygénases de types 1 et 2 (COX-1 et COX-2). Ces enzymes présentes partout dans
I’organisme participent a la production des prostaglandines, qui sont d’importants
médiateurs de la douleur, de la fiévre et des réactions d’adaptation et de protection de

nombreux organes et tissus.

2.3 Les Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouve dans le régne végeétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes (Barnes, 1998).
Le choix d’un Anti-inflammatoires d’origine végétale : La plante Alenda (Ephedra
alata)

1. La Description botanique d’Ephedra alata

La famille des Ephedraceae représentee par le seul genre Ephedra inclue environ 40
especes dans le monde (Evans, 2009) . L'espece Ephedraalata est une plante médicinale
appartenant au genre Ephedra originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et

al., 2011). Elle est commune dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie
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(Ozenda, 1991). En Algérie, E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au
niveau des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme
rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991). Cette
espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les régions
sahariennes, est un arbuste de 1 a 3 métres de haut, a rameaux articulés et trés ramifiés d'une
couleur vert-jaunatre, portant au niveau des noeuds de petites feuilles opposées, alternant d'un
noeud a l'autre. Les fleurs sont en petits cones blanchéatres, dioiques (fleurs méles et femelles
sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement membraneuses. Elle

présente un systéme de racines latérales extrémement puissant (Derbel et al., 2010).

Photo 01: Ephedra alata

1.2.La Classification scientifique d’Ephedra alata

Tableau 04 : La classification scientifique d’Ephedra alata
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Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espéce Ephedra alata
Sous espece Ephedra alata alenda

1.3.Les Propriétés médicinales d’Ephedra alata

4+ En Egypte, E.alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,
hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984).

+ En Arabie Saoudite, Ephedra est lI'une des plantes de parcours les plus
répandues. Elle a été utilisée comme paturage pour de nombreux animaux
attirés par son aréme acceptable (AL-Qarawi et al., 2012).

4+ Au Maroc, I’Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabéte (Ghourri
etal., 2013

4+ En Algérie, E. alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse
générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales
contre les rhumes (Ould El Hadj et al., 2003).

4+ Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes
séchées, qui sont usuellement bouillies dans de I’eau pendant environ trente

minutes et administrées comme thé chaud (Abourashed et al., 2003).
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Chapitre 111 Le stress oxydant

1. Définition

Lorsque I’'un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libres (RL) montre un échec, I’action des radicaux libres devient incontrolable, ce qui conduit
a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la
mort de ’organisme (Durackova, 2008).

La consequence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite « stress oxydant »
(figure 12).Ce terme est defini initialement comme étant « Un déséquilibre profond de la
balance entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers » (Baskin et al.,
1994 ; Barouki , 2006 ; Jenkins et al., 2007 ). Cette définition ne signale aucun effet délétere
d’un tel changement sur la fonction des tissus et n’indique pas 1’origine de ce déséquilibre s’il
est d0 a une augmentation de la production des oxydants ou a une diminution de la capacité
réductrice des tissus (Kehrer , 1993 ; Barouki , 2006). D’autres chercheurs ont dit que le
stress oxydant désigne un état caractérisé par une augmentation de la génération des ROS
(reactive oxygen species) en ajoutant que ce terme est synonyme du dommage (Kehrer,
1993).Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant « un
déséquilibre entre la production et 1’¢limination des métabolites réactifs de I’oxygene et du
nitrogéene en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels (Durackova,

2008) et a des dégats cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999 ; Abuja et al., 2001)».
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Figure 12 : Stress oxydant (Durackova, 2008)

2. Les espéces réactives de ’oxygéne

L’oxygene représente, aprés l’azote, le deuxiéme élément le plus abondant dans
I’atmospheére (21%). 11 a été caractérisé en 1772-1774 par Lavoisier, un chimiste frangais.
L’oxygene est un ¢élément indispensable a la vie des organismes aérobies. Ces organismes
utilisent I’oxygene pour oxyder les substrats riches en carbone et en hydrogéne. Cependant,
quand on oxyde les molécules avec 1’oxygene, ce dernier est réduit et forme des
intermédiaires radicalaires, trés réactifs connus sous le nom especes réactives de 1’oxygéne

(ERO). Les ERO sont des molécules contenant de 1’oxygene mais dont la réactivité est bien
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supérieure a celle de la molécule d’O2. Ces ERO comprennent des radicaux tels 1’anion
superoxyde (0O2°-) ou le radical hydroxyle (HO®) et les especes non radicalaires telles le
peroxyde d’hydrogéne (H202), I’oxygéne singulet (102) (Simonian and Coyle, 1996 ; Garrel
et al., 2007). L’anion superoxyde et le radical hydroxyle sont trés instables par comparaison
au H202 qui diffuse librement et possede une durée de vie plus longue. La réactivité d’un
radical dépend de sa nature. Ainsi, parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I’anion
radicalaire superoxyde (0O2°-) n’est pas trés réactif mais constitue un des radicaux précurseurs
pouvant étre activés en d’autres espéces plus réactives. Sa faible réactivité (O2°-) permet son
utilisation par ’organisme comme médiateur régulant des fonctions biologiques. Par contre,
les radicaux comme les peroxyles (ROO°) ou surtout le radical hydroxyle (HO®), sont
extrémement réactifs, et ce avec la plupart des molécules biologiques. Le peroxyde
d’hydrogene est un oxydant faible et peu réactif en absence des métaux de transition.
Cependant, en présence du cuivre cuivreux ou du fer ferreux, le H202 peut se décomposer en
HO- et HO® selon la réaction de Fenton. Le radical HO® a une vitesse de réaction trés grande
avec la majorité des molécules, si bien qu’il réagit a ’endroit méme ou le métal catalyse sa

formation (figure 13) (Favier, 1997).

Agent stressant

10,
(oxygéne singulet)

H?_OQ
(peroxyde d'’hydrogéne)
ONOQO-
/%o (peroxynitrite)
(ﬂ

OH*®
(radical hydroxyle)

Figure 13 : Schéma modifié de I’origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces

réactives de 1’oxygéne impliqué en biologie (Favier, 2003)
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L’oxygéne singulet (*O2) est une autre espéce oxygénée trés réactive. C’est une molécule
a I’état excité qui peut réagir avec différents accepteurs d’électrons pour produire des
peroxydes. L’oxygene singulet n’apparait que dans des cas particuliers comme pendant les
processus de photosensibilisation ou une molécule excitée transfert son énergie a 1’oxygene et
I’active en oxygene singulet. I a pour cible biologique les membranes, les acides nucléiques

et les protéines (Favier, 2003).

3. Les cibles biologiques du stress oxydant

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des radicaux libres est particulierement
fragile (Pincemail , 2003). La production de ces radicaux peut étre régulée par notre
organisme (Sies, 1991). Les systémes de régulation se composent d’enzymes, de protéines, de
molécules antioxydantes de petite taille et d’oligoéléments indispensables pour 1’activité des
enzymes. Un désequilibre de la balance antioxydante en faveur de la production des ERO
constitue le stress oxydant. Le stress oxydant va dénaturer les lipides, les protéines, I’ADN et
provoquer des pathologies (Gutteridge, 1992 ; Curtin et al.,2002).

3.1 Leslipides

Les premicres cibles privilégiées de D’attaque radicalaire sont les lipides et
principalement leurs acides gras polyinsaturés, qui sont trés sensibles a 1’oxydation en raison
de leur degré élevé d’insaturation.

La peroxydation lipidique débute par une phase d’initiation qui implique 1’attaque des especes
réactives surtout le radical hydroxyle (°OH), entrainant 1’arrachement d’un hydrogéne du
I’acide gras (LH), ceci aboutit a la formation d’un radical diéne conjugué, qui apres addition
avec I’oxygene moléculaire donne le radical peroxyle (LOO°®). Ensuite, ce radical peut réagir
avec un autre acide gras polyinsaturé et former un hydroperoxyde (LOOH), c’est la phase «
Propagation » de la peroxydation lipidique. Ces hydroperoxydes appartiennent a la famille des
peroxydes lipidiques qui peuvent soit étre réduits et neutralisés « phase de Terminaison » par
la glutathion peroxydase et la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidiques des
membranes (Esterbauer et al., 1992 ; Beaudeux et al., 2003 ; Favier, 2003) (figure 14). Ou,

continuer a s’oxyder et a se fragmenter en produits secondaires c'est-a-dire en aldéhydes trés
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réactifs, pouvant étre considérés comme des messagers secondaires toxiques qui augmentent
les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Parmi ces aldéhydes formés lors de la
peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), et le 4-hydroxynonénal (4-
HNE), qui sont trés étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique, ces deux derniers
produits (MDA, 4-HNE) réagissent avec les protéines et I’ADN, une fois fixé a la molécule
d’ADN, le MDA semble étre le produit le plus mutagéne, alors que le 4-HNE est le plus
toxique pour la cellule (Marnett, 1999).
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Figure 14 : Réactions de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

3.2 Les protéines

Tout comme les lipides, les protéines peuvent également étre la cible des réactions
radicalaires ou oxydatives et subir des modifications, ces modifications provoquent
I’introduction d’un groupe carbonyle dans les protéines. Ces réactions d’oxydations,
fréguemment influencées par les cations métalliqgues comme le Cuz et le Fe (Levine, 2002).
Nous pouvons classer les réactions d’oxydations des protéines en deux catégories : D’une

part, celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique. Et d’autre
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part, les modifications des peptides par 1’addition des produits issus de la peroxydation
lipidiques comme le 4-HNE. Ces changements sont-elles qui conduisent généralement a une
perte de la fonction catalytique, ou structurale des protéines affectées (Levine, 2002) (figure
14). Les protéines comportant un pont sulfhydrique sont les plus sensibles aux attaques
radicalaires, c’est le cas de nombreuses enzymes antioxydantes et les protéines de transport,
qui contiennent trés souvent des groupements thiols (SH) (Sen, 2001). Les protéines
modifient par ’oxydation, vont étre prises en charge par des protéines spécifiques dites
protéines de stress (Heat Shock Protein, HSP) connues pour leur role cytoprotecteur, ou elles
prennent en charge les protéines dénaturées et participent a la restauration de la fonction de
ces protéines (Welch, 1992). Les HSP permettent a la cellule de répondre a des stress de
facon rapide, et la synthese des HSP pourrait ainsi compléter les capacités de défenses
antioxydantes lorsque les protéines intracellulaires sont endommagées par les ROS (Essig
and Nosek, 1997).
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Figure 15 : Nature de quelques modifications des chaines latérales, d’acides aminés des

Protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).
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3.3 Les acides nucléiques

L’ADN nucléaire et ADN mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des

oxydations par les ROS, du fait sa proximité directe de I’'une des principales sources de ROS
cellulaires : la chaine respiratoire mitochondriale (Stevnsner, 2002).
Les réactions d’oxydation de I’ADN créant un grand nombre de dommages de I’ADN, et on
peut noter quatre classes principales des dommages : les coupures simples et doubles brins,
les bases modifiees comme la 8-OHdAG (qui est un marqueur des dommages oxydatifs de
I’ADN), les pontages ADN-ADN et les pontages ADN-protéines (figure 16) (Hayakawa et
al., 1991). Les bases puriques sont plus sensibles aux ROS (surtout I’°OH et le peroxynitrite),
en particulier la guanine (base qui présente le potentiel d’oxydation le plus bas), qui est
facilement transformée en 8-hydroxy-2-déoxyguanosine (8-OHdG) qui est normalement
¢liminée par des enzymes de réparation de I’ADN. Si ces systémes sont défaillants, La 8- OH
dG s’accumulera au sein de ’ADN (Cadet, 1999). Les aldéhydes réactifs issus de la
peroxydation lipidique dont le MDA et le 4-HNE peuvent s’ajouter au groupe amine des
bases de I’ADN et constituer ainsi une autre classe de dégats oxydatifs de I’ADN (Marnett,
1999 ; Nair et al., 1999).
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Figure 16 : Types de Iésions de I’ADN provoqués par les attaques radicalaires (Favier, 2003)

4. Le stress oxydant et les pathologies

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme
facteur déclenchant, ou associé a des complications lors de leur évolution. Ces pathologies
peuvent découler d’intoxications chimiques et médicamenteuses, d’exposition a des
rayonnements, d’un syndrome d’hyperoxygenation, de phénoménes inflammatoires. La
multiplicité des conséquences medicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux
organes ou tissus peuvent devenir la cible d’un stress oxydant (Bonnefont- Rousselot et al.,
2001 ; Sohal et al., 2002 ; Delattre et al., 2005).

Le stress oxydant est impliqué dans le développement des maladies comme : le cancer, les
maladies neurodegénératives et le vieillissement accéléré. Il est admis que le stress oxydant
est un facteur potentialisant I’apparition de maladies multifactorielles comme les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, et la maladie d’ Alzheimer (Montagnier et al., 1998).

Si le stress oxydant est réellement un facteur déclenchant ou participant au déclenchement de
ces pathologies, il est logique de penser que la prise d’antioxydant peut retarder, prévenir
I’apparition de telles maladies. De méme, des études (Holzenberger et al., 2003 ; Delattre et
al., 2005) ont montré que le vieillissement s’accompagne d’une diminution des défenses
antioxydantes, d’une augmentation de la production des ROS, et d’une diminution des
systemes de réparation et de dégradation des constituants oxydés. Une étude épidémiologique
(Bonnefont-Rousslot, 2001) a montré trés clairement que la consommation réguliére des
antioxydants permet de diminuer I’incidence de I’apparition d’un stress oxydant et ces

maladies.

5. Systémes de défenses antioxydants

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des EOR est assuré par des systémes
d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et
ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses
stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux

d’espéces réactives de I’oxygene (figure 16). La nature des systemes antioxydants difféere
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selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou
extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes
enzymatiques et systemes non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).
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Figure 17 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de

défenses antioxydants (Milbury et Richer et al., 2008).

5.1 Les systémes enzymatiques

Il s’agit principalement de trois enzymes, (1) la superoxyde dismutase (SOD), (Il) la

catalase (CAT) et (Ill) la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action 15
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du 02'_ et du Hzoz’ conduisant

finalement a la formation de 1’eau et de I’oygene moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).
a) La Superoxyde dismutase

Comme l'indigue son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélére la dismutation de
l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) qui different
selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu meétallique, leur structure

quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).
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b) La catalase
Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogene

en eau et en oxygene moléculaire (Sorg, 2004).

c) Les glutathions peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion
peroxydase est une seléenoenzyme (Se-GPx) qui joue un rdle trés important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs
avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004). Au total, le
mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification enzymatique peut étre résumé dans

le schéma suivant :
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Figure 18 : Schéma résume le mécanisme de détoxification enzymatique (Piquet et
herbuterne, 2007).
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5.2 Les systemes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), I’'ubiquinone, le

Cytochrome C et les vitamines E et C (Favier, 2003).

5.2.1. Le Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogene et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GSH-Px). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamine E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique (Packer et al., 1997 ;Power and Lennon, 1999). Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du
stress oxydant car plus le flux d'H202 est important, plus le glutathion réduit est consommé
et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992).

5.2.2. La Vitamine E

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possedant des
activités biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isoméres a, B, y, 8, avec une activité antioxydante
variable. L’ a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Sa structure
moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité hydrophobe. Lors de
I’initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’a-tocophérol, connu
comme inhibiteur de la propagation de la peroxydation lipidique, cede son hydrogene situé
dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO2 (Singh et al., 2005).

5.2.3. La Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) n’est pas synthétisée par I’organisme. Elle est

hydrosoluble a la concentration physiologique. La vitamine C empéche I’oxydation des LDL
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produites par divers systémes générateurs d’especes réactives de 1’oxygeéne (neutrophiles
activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). Lors de son oxydation en acide
déhydroascorbique, elle prend une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue

un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydee (Singh et al., 2005)

5.2.4. Les métallothionéines (MTS5)

Les métallothionéines sont des proteines intracellulaires de faible poids moléculaire
(6000-7000 Da) (Kagi, 1993). Ils possedent une composition spéciale d’acides aminés. En
effet, elles ne posseédent pas d’acides aminés aromatiques dont le tiers des résidus sont des
cysteines servent comme ligand aux métaux. La synthése des MTs est induite par des facteurs
divers, tels que les métaux, les glucocorticoides et les radiation ionisantes (Cherian, 1995).
Les MTs sont suposées jouer des roles physiologiques multiples, incluant la détoxification des
métaux potentiellement toxiques (Pb, Cd, Ni...), la régulation des métaux essentiels a 1’état de
trace, tels que le zinc, le cuivre et le chrome et la participation dans les systemes cellulaires de
défense antioxydante (Diana, 1999). A cause de leur teneur élevée en groupements
sulfhydriques, les MT peuvent réagir avec les radicaux libres ERO et les éléctrophiles (Lazo
et pitt, 1995).

5.2.5. Le Sélénium

Le sélénium est un antioxydant. Ce terme caractérise un ensemble de substances ou de
composés, de nature diverse, dont la caractéristique commune est d’étre capable de s’opposer
ou de controler I’accumulation au niveau cellulaire de radicaux libres. Cette propriété leur
permet d’agir en tant que moyen de défense contre les dérivés actifs de I’oxygene. Ils
s’opposent aux mécanismes d’oxydation de certaines molécules. Certains micronutriments,
comme les vitamines (E, C, béta- carotene) et oligo- éléments (zinc, sélénium) ont une activité
antioxydante et sont donc susceptibles d’intervenir dans les mécanismes de protection contre
la production de métabolites de 1’oxygene actif. Le sélénium intervient dans I’activité du
systéeme enzymatique protecteur, le glutathion peroxydase qui accélére la transformation des

radicaux libres et des peroxydes lipidiques en métabolites non- toxiques (Galan et al., 1997)

5.2.5.1. Les Principales formes chimiques du sélénium
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Le sélénium est présent dans la nature et les organismes animaux et végétaux sous des
formes organiques et inorganiques. Les formes organiques sont la selénométhionine et la
sélénocystéine ; les formes inorganiques sont les sélénite, seléniure, sélénate et 1’élément
sélénium .alors que la forme dominante dans la nourriture quotidienne et les fourage est la
sélénométhionine, associee a des quantités plus négligeables de sélénocystéine et sélénite, les
formes usuelles de complémentation orale sont le sélénite de sodium, le sélénate de sodium, le

sélénate de potassium et le sélénate de baryum (Graham, 1991).
5.2.5.2.Les sources alimentaires du sélénium

Le sélénium est essentiellement apporté par les poissons (30 a40ug pour 100g), les
coquillages et les crustacés (30a50ug pour 100g). les viandes (5a20ug pour 100g). Les ceufs
(20ug pour 100g) sont également une excellente source de séléenium. En revanche, les fruits et

les Iégumes des sources tres pauvres (Whitin et al., 2002).

5.2.5.3.Le métabolisme du sélénium

Le sélénium est un micronutriment essentiel pour la majorité des espéces animales y
compris I’homme. Il est nécessaire a de nombreuses enzymes en particulier I’héme oxydase et
la glutathion peroxydase, impliquées dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif
(Lanchli, 1993).

e L’absorption du sélénium

L’absorption du sélénium se fait principalement dans le duodénum chez les ruminants
par un transport actif, grace a une pompe a sodium. Différents éléments peuvent influencer
son absorption : le soufre, le plomb et 1’arsenic diminuent le taux d’absorption du sélénium ; il
en est de méme pour le Fe* qui précipite avec le Se pour former un complexe non assimilable
par les entérocytes. Les formes inorganiques comme le sélénite de sodium et le sélénate de
sodium sont absorbés respectivement a 62% et 94% chez les monogastriques. Toutefois, les
sélénates ont une excrétion urinaire 6 fois plus elevée et qui se produit 3h plus t6t que celle
des sélénites (Thomson et Robinson, 1986). Les formes organiques telles que la
sélénométhionine et la selénocystéine sont respectivement absorbées a 81% et 86% et
excrétées a 13,9% et 58% chez le rat (Lebreton et al, 1998). Chez I’homme, la
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sélénométhionine est mieux absorbée que les composes 34 minéraux (80% contre 50%) et elle
entraine une augmentation du taux de Se sanguin supérieure a celle observée avec des

quantités équivalentes de sélénite (Dubois et Belleville, 1988).

e Le Transport du sélénium

Les formes solubles du sélénium sont redistribuées dans tout 1’organisme a partir du
duodénum (Graham, 1991). Chez le rat, une proteine plasmatique contenant de la
sélénocystéine a été identifiée comme étant une protéine « transport » de sélénium : la
sélénoprotéine P. Sa concentration varie directement avec la concentration alimentaire en
sélénium lorsque celle-ci est supérieure a 0,1 mg/kg d’aliment. D’aprés Underwood et Suttle
(2004) suggeére que cette protéine joue un réle antioxydant.

Les formes organiques traverseraient mieux les membranes érythrocytaires que les formes
ioniques. Le sélénium se lie aux globulines, albumines et autres protéines non spécifiques
(Lebreton et al., 1998). Les mécanismes de transfert du sélénium a I’intérieur des cellules
sont encore peu expliqués. D’aprés Graham (1991), le transfert placentaire du sélénium est
corrélé positivement au statut sélénique de la mére. La concentration hépatique est plus élevée

chez le feetus que chez la mére tout au long de la gestation ( Hidiroglou et al. (1994).

e La Distribution du sélénium

Le sélénium est ensuite distribué dans les tissus cibles (rein, foie, muscles, os, rate,

pancréas, Poumons) selon des mécanismes encore inconnus.

e L’élimination du sélénium

La voie urinaire est la voie d’excrétion majoritaire. D’aprés Lebreton et al. (1998), elle
représente 60% de 1’excrétion lors d’apport satisfaisant en sélénium. La sécrétion biliaire en
sélénium peut atteindre 28% des apports. Bien que la majorité soit réabsorbée, le reste
contribue significativement aux pertes fécales endogénes. D’aprés Lebreton et al. (1998),
35% environ de I’excrétion a lieu via la bile. La plus grande partie en est réabsorbée. Par
ailleurs, le sélénium injecté par voie parentérale s’accumulerait principalement dans le foie et
serait excrété de maniere importante par la bile. Ainsi la quantité de sélénium excrétée par

voie fécale est corrélée a la quantité de sélénium ingérée ( Underwood et Suttle, 2004).
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5.2.5.4.Les formes actives du sélénium

Le sélénium n’est pas actif en tant qu’élément simple mais au sein du site actif de
certaines enzymes. Il y est toujours incorporé a partir de la sélénocystéine, via un transfert
spécifique d’ARN dont le mécanisme n’a pas encore été étudié. L’enzyme la plus connue,
gue nous étudierons en premier lieu, est la glutathion peroxydase, découverte en 1957 par
Gordon C.Mills (Vichtel, 1998).

e La glutathion peroxydase

Quatre sont répertoriées : la glutathion peroxydase cellulaire (GPX1), la glutathion
peroxydase plasmatique (GPX2), la glutathion peroxydase capable de neutraliser les
hydroperoxydes phospholipidiques (GPX3) et la glutathion peroxydase présente au niveau
gastro-intestinal (GPX4). Une cinquiéme a récemment été découverte. Chaque glutathion
peroxydase utilise le glutathion comme substrat au cours des réactions dans lesquelles elles
interviennent, d’ou leur nom. Leur rdle est de catalyser la transformation du peroxyde
d’hydrogene en eau et en molécules inertes ou de réduire des hydroperoxydes
phospholipidiques membranaires. Le tableau suivant représente les différentes séléno-
enzymes, leur localisation et leur role (Underwoo et Suttle, 2004).

Tableau 05 : Récapitule les différentes séléno-enzymes, leur localisation et leur role, s’ils

sont connus (Underwood et Suttle, 2004)

Nomenclature Sélénoprotéine Principales Fonction
localisations
GPX1 GSH peroxydase Cytosol, érythrocytes | Stockage, antioxydant

cytosolique (GPX)

GPX2 GPX plasmatique Plasma, reins, Antioxydant
poumons extracellulaire
GPX3 GPX phospholipidique Membranes Antioxydant
intracellulaires intracellulaire
GPX4 GPX gastrointestinal Mugqueuses intestinal Antioxydant des
muqueuses
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5.2.5.5.Le role biologique du sélénium

La glutathion peroxydase est une métallo-enzyme de 84000Daltons, constituée de
4sous unités identiques de 21000 Daltons. Chaque sous- unité posséde un atome de sélénium
sous forme de sélénocystéine. Cette derniére est un analogue de la cysteine dans laquelle
I’atome de soufre a été remplacé par un atome de selénium.

La GPx, localisée dans les mitochondries et le cytoplasme, catalyse la réduction du peroxyde

d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes lipidiques :

2GSH + ROOH ———» GS-GS + H20 + ROH

2GSH + H202 —— GS-GS + H20

La glutathione peroxydase constitue le systeme enzymatique anti-oxydant principal, elle
protégé ansi les cellule des mammiferes contre le stress oxydatif.

Le sélénium joue un role fondamental en tant que cofacteur biologique de la glutathion
peroxydase dans la lutte contre les radicaux libres. Le glutathion est capables de piéger et de
neutraliser la plupart des radicaux libres et leurs effets toxiques. Chez ’homme, le se sous
forme de sélénocysteine constitue le site actif de la glutathion peroxydase cette enzyme
localisée a la fois dans le cytosol et les radicaux libres en présence de glutathion réduit
(Wichtel, 1998).

e Le Roéle du sélénium dans la réponse immunitaire

Le sélénium se conduit comme un modulateur de la production de médiateurs de
I’inflammation. Lors de carences, la production de prostacycline antiagrégante et
vasodilatatrice est 35diminuée au profit du thromboxane A2 proagrégant et vasoconstricteur.
La complémentation en sélénium inverse cette tendance (Lebton et al, 1998).

Lors de carences en vitamine E et sélénium, une supplémentation en ces deux éléments (1’'un

et/ou ’autre) induit une potentialisation de la réponse en anticorps. D’autre part, le sélénium
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intervient sur I’immunité en stimulant la migration des cellules phagocytaires, la phagocytose

et la réactivité des lymphocytes (Finch et al, 1996).

e Autres rbles du sélénium

Le sélénium est capable de former des complexes avec certains métaux comme ’argent,
le mercure, le cadmium etc. ces complexes jouent un role dans la détoxication de ces métaux
mais ils rendent le sélénium moins disponible.

Le sélénium est également un oligoélément indispensable pour la croissance de certaines

cellules in vitro (Dubois et Belleville, 1988).

5.2.5.6. Le stress oxydant et le sélénium

Le sélénium joue un réle fondamental dans le systéme de protection cellulaire. En effet,
le statut en sélénium est corréle a la capacité antioxydante tissulaire (Brigelius-flohe et coll.,
2003). Le sélénium est capable de moduler a la fois la teneur des enzymes antioxydantes
telles que la glutathion peroxydase ou la thioredoxine réductase ainsi que leur activité
respective. Par ce biais, il est impliqué dans les défenses cellulaires endogenes contre les
divers  hydroperoxydes produits dans certaines situation physiologiques ou

physiopathologiques (Papp et coll, 2007).
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Chapitre 4 La grenade (punica granatum)

1. Historique

Le grenadier (Punica granatum L.) est un des fruits comestibles les plus anciens, il a été

utilisé intensivement dans la médecine populaire de nombreuse cultures (LI et al., 2006).

La grenade est le fruit du grenadier (Punica granatum L.). Ce petit arbre buissonnant
estoriginaire de bassin méditerranéen, d’Asie Occidentale et du Moyen-Orient, ou il est
cultivé depuis 5000 a 6000 ans. Son nom est dérivé du latin « granatum » qui signifie « fruit a
grain » (QA INTERNATIONAL COLLECTIF,1996). Ces arbre fruiter est aujourd’hui

cultivé un peu partout dans le monde, sous les climats chauds et secs (CALIN et al .,2005).

2. Production de grenade

2.1 Production de grenade dans le monde

La surface mondiale dédiée a la culture du grenadier est de 300 000Ha, dont plus de 76% sont
répartis sur cinq pays (Inde, Iran, Chine, Turquie et USA). Cependant, I’Espagne, I’Egypte, et
Israél ont une superficie comprise entre 16 000et 2 400 ha et sont parmi les pays qui ont
développé le secteur d’exportation et aussi la sélection de nouvelles variétés (Quiroz,2009).
D’autre pays pratiquent également cette culture notamment Afghanistan, Pakistan, Arménie,
Géorgie, Tadjikistan, Jordanie, Italie, Tunisie, Azerbaidjan, Libye, Liban, Soudan, Myanmar,

Bangladesh, Mauritanie, Chypre et Grece (Melgarejo et al.,2012).

2.2 Laproduction de grenade en Algérie

Bien que le grenadier soit peu exigeant, les plantations ne sont pas trés importantes en
Algérie. 1l existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités trés différentes. Plusieurs

sortes de grenadier sont signalées dans des petites jardins en Kabylie, on ne connait que leur

50



appellation locale (Lahlou, Elmouze...). Quatorze variétés sont actuellement autorisées a la

production et a la commercialisation par 1’Etat (tableau 01) (INRAA,2006)

Tableau 06 : Variétés de grenadier autorisées a commercialiser en Algérie. (INRAA,2006)

Variétés de grenadier commercialisées en Algérie

Messaad Corda travita Doux de Kolea
Gajin Sefri zemdautomne
Spanish duoy Chelfi Moller huesso
Mellisse Sulfani

Espagne rouge Papers shell

3. Description botanique

La grenade est le fruit d’un arbuste appelé grenadier, de nom latin Punicagranatum L.
appartenant a la famille des punicaceées (Espiard, 2002).La grenade est le fruit du
grenadier qui est un petit arbre ou un grand arbuste (2 a 7 m de hauteur). Le tronc est
recouvert d’une mince écorce grise ; se ramifie irréguliérement en branche plus ou moins
épineuses et hérissées, portant des feuilles caduques et lancéolées en spires (Boullard,
1997 ; Iserin, 2001). Ses feuilles sont simples, lancéolées et peuvent mesurer de 3 a 8 cm
de long. Ses fleurs de couleur rouge orangées sont trés ornementales. Son fruit, la grenade,
est une baie qui posséde une peau lisse dont la couleur varie du jaune doré au rouge. La
taille de la grenade est comparable a celle d’une pomme. Cette baie renferme de
nombreuses petites graines rouges contenues dans des loges, séparées par des membranes
au gout amer. Toutes ces graines possedent un mésocarpe charnu et gélatineux, acidulé et
sucré, représentant la partie comestible du fruit (Wald, 2009). Le poids des grenades varie
généralement selon 1’origine et le cultivar entre 163 et 216g. De point de vue botanique, le
fruit de grenadier se compose de 3 parties : 1’épiderme (écorce), les arilles et les pépins.
La proportion de I’épiderme qui est la partie extérieure du fruit représente 28 a 32% du
poids total du fruit, alors que le taux en graines varie de 55 a 60% du poids total du fruit
(Oukabil et al., 2004).
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Photo 02 : Grenade et ses nombreuses graines (Wald, 2009).

4. Classification botanique

Le grenadier, Punica granatum L. a été décrit par Linné et introduit dans sa classification
en 1953. Cette classification encore adoptée est décrite dans le tableau 02. (Spichiger et
al.,2009).

Tableau 07 : Classification botanique du grenadier (Spichiger et al.,2009

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Punicaceae (Lythraceae)
Genre Punica granatum
Espece Punica granatum
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériel végétale

Notre étude a été réalisée sur une plantes médicinales :

4 Punica granatum

2. Les méthodes

2.1 La Préparation des plantes :
v' Lavage : les racines ont été bien rincées avec 1’eau et débrasé de toute
impureté.
v' Séchage : les racines des plantes ont été séchées a température ambiante
pendant 7 jours.
v' Broyage : les racines ont été coupées, puis ils sont broyés dans un broyeur

jusqu'a I’obtention d’une poudre.

2.2 L’extraction des plantes

2.2.1 Le principe

C’est une opération visant a récupérer des substances hydrosolubles a partir de la

poudre de plantes a 1’aide d’une solution Tampon.

2.2.2 La Technique d’extraction

9g des poudres obtenues a partir des 2 plantes ont été mises dans des flacons
contenant chacune 30ml solution tampon (0.01M pH=7.4) (annexe 1) pendant 24h. Apreés la

centrifugation de la suspension a 6000tr/min pendant 30min, le surnageant est récupéré et

conservé pour la réalisation des tests souhaites.

53



9 g poudre de La plante

\ ) ) + 30 ml solution tampon

[ 24ha4°C ]

a N

Centrifugation a 6000
tour /min

Culot Surnageant

Filtration

L’extrait brut

Figure 19 : Le schéma d’extraction des lectines a partir des poudres racinaires des plantes.
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Ensuite 1’extrait brute a été lyophilisée et conserves pour faire 1’étude in vivo.

3. Matériels et méthodes des tests biologiques
L’objectif de cette partie a été focalisé sur I’étude de I’effet protecteur des lectines
extraite a partir une plante médicinale sur I’inflammation induite par LPS afin de voir s’il ya

un bénéfice d’utiliser cet antioxydant.

3.1 Matériel biologique et conditions d’élevage

Nous avons utilise 40 rats blancs Rattus de la souche Wistar, provenant de
I’annimalerie de I’université frere mentouri Constantin 1, d’un poids vif moyen de 220 g. Ce
sont des mammiféres de I’ordre des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de
recherche. Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation d’un mois environ, aux
conditions de 1’animalerie; a une température de 25°C + 2° et une photopériode naturelle. Les
rats sont élevés dans des cages en plastique qui sont tapissées d’une liticre constituée de
copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les jours jusqu’a la fin
de I’expérimentation. Ils ont été nourris avec un concentré énergétiquement équilibré, dont la

composition est détaillée dans le tableau 08.

Tableau 08 : Composition du régime alimentaire pour 1 kg d’aliment (Upreti et

al, 1989).
Matiere alimentaire Quantité en g/kg | Pourcentage (%0)
d'aliment
Mais 420 42
Soja 260 26
saccharose 210 21
Huile 20 2
Son 60 6
VMV 30 3
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3.2 Traitement des rats

Le figure 20 illustre les différentes étapes du protocole expérimental :

Lot1:
Lot 5: LPS (400mg/kg) par IP
Témoin

Lot 2 : Diclofénac (6mg/kg) par
IP

Lot 3 : Lectine (30ml/kg) par IP
Lot 6 : Diclofénac +

LPS

Lot 4 : Lectine (60mg/kg) par IP

Lot 7: Lectine (30ml/kg) + LPS

Lot8 : Lectine (60mg/kg)
+ LPS

-

Apres 7 jours de traitements

Préléevement

Le sacrifice sanguin
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Extraction des
organes

Dosage des paramétres
plasmatiques

Dosage des paramétres

du stress Tissulaire (Foie

.Reins) » Biochimique
» DPPH in vivo
> MDA plasmatique

GSH
GPx
GST
MDA

YVVVYVYYVY

Figure 20 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

3.3 Les Méthodes de dosage

3.3.1. Dosage des paramétres biochimiques

Le dosage des parametres biochimiques ont été accompli au sein d’un laboratoire

d’analyse médicale a Annaba a I’aide d’un automate analyseur sanguin automatisé.
3.3.2. Dosage de Malondialdéhyde (MDA) plasmatique

Le dosage des TBARs permet d’estimer le niveau de la peroxydation lipidique. Le
principe de ce dosage repose sur la liaison en milieu acide (PH=2a3) et chaud du MDA avec
deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un pigment rose, le complexe
MDA-(TBA)2 qui absorbe a une longueur d’onde 532nm (Richard et al., 1992) (Annexe 02).

3.3.3. Evaluation de la capacité antioxydante plasmatique

e Dosage de radical DPPH in vivo

57



La capacité du plasma a piéger le radical DPPH a été évaluée selon la méthode de
Hasani et ses collaborateurs (2007) avec quelques modifications, en se basant sur le méme
principe que celui du test de DPPH effectué précédemment in vitro (Annexe 02).

3.3.4. Dosage de quelques paramétres du stress oxydant tissulaire

» Préparation de I’homogénat
0.5g de foie et des reins des différents groupes étudiés, a été utilisé. Aprés broyage et
homogéneisation des tissus dans le tampon phosphate (0.1M, PH =7.8). On a procédé a une
centrifugation de la suspension cellulaire (5000 tours/min, 4°C, 15min). Puis le surnageant
obtenu est aliquote dans des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C en attendant d’effectuer

les dosages des paramétres du stress oxydatif.

e Dosage du glutathion
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Wekbeker & Cory (1988)
(Annexe 02).

e Dosage de Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA put etre détect¢ par une réaction colorimétrique a [’acide
thiobarbiturique(TBA). La détection du MDAissue de la dégradation des acides gras
polyinsaturés a 3ou4 double liaison peroxydées, contitue une méthode trés sensible pour
déterminer une lipopéroxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode
d’ésterbauer et al (1992) (Annexe 02).

e Dosage de la glutathion peroxydase (GSH-Px)
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH- Px) a été mesurée par la
méthode de Flohe and Gunzler (1984) (Annexe 02).

e Dosage de la glutathion-S-transferase (GSTs)

La mésure de I’activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général du
(CDNB) 1-chloro-2,4-dinitrobenzene, qui réagit facilement avec de nombreuses formes de
GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation
d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340nm de 1’ongeur d’onde, La méthode

utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al (1974) (Annexe 02).

e Dosage de la catalase
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L’activité catalase (CAT) a été mesurée selon la méthode de Aebi (1984) a 240nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre par la variation de la densité optique consécutive a la

dismutation du peroxyde (H202) (Annexe 02).

e Dosage des protéines tissulaire
La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui
utilise le bleu de coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (-
NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu (I’apparition de la couleur bleue
refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité correspond a la concentration des

protéines) (Annexe 02).

4. Analyse statistique :

Les résultats sont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins I’écart type

(X£SEM). La comparaison entre les différents groupes est effectuée par le test t de student.
al : Différence significative comparant au témoin (P< 0 ,05).

a2 : Différence hautement significative comparant au témoin (P<0,01).

a3 : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P< 0,001).

b1 : Différence significative comparant au lot traité par LPS (P< 0,05).

b2 : Différence hautement significative comparant au lot traité par LPS(P<0,01).

b3 : Différence trés hautement significative comparant au lot traité par LPS (P<0,001).

P : seuil de signification.
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Résultat et Discussion

1. Influence du traitement sur les variations des parametres biochimiques
sériques

1.1 Reésultats

L’analyse de la concentration sérique de I'urée révéle 1’existence d’une augmentation trés

hautement significative (LPS, DIC/LPS) et non significative (Lec (30mg/kg)/LPS, Lec

(60mg /kg/LPS) par rapport le lot témoin. cependant, on constate une diminution tres

hautement significative chez les lots traités par Dic/LPS, Lec (30mg/kg)/LPSet Lec

(60mg /kg/LPS par rapport le lot traité par LPS seul.

Les résultats montrent aussi que la concentration sérique d’acide urique a augmenté de fagons
tres hautement significative (Dic/LPS, LEC (30mg/kg)/LPS) et non significative (lec
(60mg /kg/LPS) en comparaison au lot témoin. Par contre, on observe une diminution tres
hautement significative chez les lots traités par Dic/LPS, Lec (30mg/kg)/LPS et Lec
(60mg /kg/LPS par rapport le lot traité par LPS seul.

L’évolution de la créatinine sérique fait apparaitre une augmentation tres hautement
significative , significative et non significative chez les lots traités par DIC/LPS,
Lec(30mg/kg)/LPS et Lec (60mg /kg/LPS respectivement par rapport le lot témoin. Par
contre, on constate une diminution tres hautement significative (Lec(30mg/kg)/LPS et Lec

(60mg /kg/LPS) et significative (Dic/LPS ) par rapport le lot traités par LPS seul (Fig.20 ).
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Figure 21 : Variation de la concentration sérique du 1’urée, créatinine, acide urique, chez le
lot témoin et les lots traités par LPS ;Dic/LPS ;Lec(30mg/kg)/LPS ;Lec(60mg/kg)/LPS apres
7 jours de traitement

1.2 Discussion

Dans nos conditions expérimentales, I’administration intrapéritonéale de 400ug/kg de
poids corporel de LPS pendant 7 jours chez les rates Wistar, a perturbé les parametres
biochimiques, en effet, nous avons remarqué 1’augmentation de la concentration sérique de la
créatinine, de 'urée et de I’acide urique chez les rattes traitées au LPS par rapport aux
témoins (Joshi et al.,2010). L’augmentation des taux sériques en de I’urée et de la créatinine
chez les rats contaminés est considérée comme un biomarqueur de la dysfonction rénale et les
dommages rénaux provoqué par cette substance (Peixoto et al., 2007 ; Ekor et al.,2010).
Urée et la créatinine ce sont des parametres essentiels pour évaluer la fonction rénale et la

filtration glomérulaire (Cempel et Janicka, 2002).

De plus, L’augmentation de la concentration sériques de 1’acide urique dans notre étude peut
expliquer par la dégradation intense du matériel génétique (ADN et ARN) (Liao and
Freedman, 1998; Waisberg et al., 2003) .Autrement, le taux élevé de I’acide urique
circulant, peut étre un indicateur de défense de 1’organisme contre les effets délétéres des
radicaux libres, dont il augmente la production des antioxydants endogéenes parmi lesquels
I’acide urique qui prévient les modifications oxydatives des enzymes endothéliales et préserve
la capacité de I’endothélium a méditer des dilatations vasculaires pour faire face au stress
oxydant (Becker et al., 1993).

Toutefois chez les rats traitées au LPS associé au Diclofénac on note une diminution de
la concentration d’urée, créatinine et I’acide urique, ceci est la cause de I’effet du médicament
qui protege le rein contre I’effet néfaste de LPS ou il augmente les processus de defense
cellulaire vis-a-vis les effets cytotoxiques du stress oxydant induit par LPS et réduise la
production des radicaux libres (Deepmala et al., 2013).

La diminution de la concentration plasmatique de urée, créatinine et acide urique apres
la suppléementation de Lectine avec LPS peut étre expliquer par I’améliorations du
fonctionnement rénale. Une réduction de ces paramétres conduit a penser soit a I’amélioration
des changements rénaux chez les rats traités par LPS, soit a la diminution du catabolisme des

parametres rénaux par le biais des flavonoides .
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2. Influence du traitement sur les variations de I’activité sérique de quelque
marqueur enzymatique

2.1 Résultats

Les résultats illustrés dans la figure 22, montrent une augmentation statistiquement non
significative dans 1’activité enzymatique de AST et LDH chez le lot traité par LPS et les trois
lots de combinaison par rapport au témoin. Aussi on note une diminution non significative
chez les lots traités par Dic/LPS, Lec (30mg/kg)/LPS et Lec (60mg /kg/LPS par rapport le lot
traité par LPS seul.

L’activit¢é enzymatique de ALT et PAL a montré une é¢lévation trés hautement
significative (LPS, Dic/LPS) et non significative (Lec (30mg/kg)/LPS et Lec (60mg /kg/LPS)
par rapport le lot témoin. On revanche, 1’administration de lectine et le diclofénac, pourrait
réduire d’une facon trés hautement significative les niveaux de cette activité enzymatique par

rapport le lot traité par LPS seul.
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Figure 22 : Variation de ’activité enzymatique de AST, ALT, chez le lot témoin et les lots
traités par LPS ;Dic/LPS ;Lec(30mg/kg)/LPS ;Lec(60mg/kg)/LPS apres 7 jours de traitement

2.2 Discussion

Nos résultats ont montré une augmentation de I’activité des transaminases (AST et
ALT) et PAL dans le sérum des rattes traitées au LPS. L’augmentation de ces enzymes
indique une 1ésion hépatique et s’explique par la fuite des enzymes du tissu vers le plasma di
a I’altération de la perméabilité membranaire causé par LPS, ces résultats sont en accord avec

les travaux de Deepmala (2013).
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L’administration de Diclofénac a atténué I’hépato toxicité induit par LPS, comme il est
montré par les revenus des activités d’ASAT, ALAT et PAL a leurs niveaux normaux
proches chez les rattes t¢émoins .I’effet précité indique clairement que diclofénac peut offrir la
protection en se stabilisant la membrane cellulaire dans les désordres hépatiques induit par le
LPS.

Le traitement par les lectines de la plante a améliorer I’activité des enzymes
transaminases (AST, ALT et PAL) chez les rats traités au LPS, cette résultats peut étre
expliquer par la présence des antioxydants dans la plante qui probablement stabiliser la
membrane cellulaire hépatique et protéger les hépatocytes contre les effets toxiques de LPS
qui peut diminuer la fuite des enzymes vers le plasma. 1l a été noté que lectine de la plante
entraine une diminution significative des taux plasmatique des parameétres hépatique et
possede un effet préventif contre les dommages hépatique. Ces résultats en accord avec les

travaux de necib et al (2013).

3. Influence du traitement sur la capacité antioxydant plasmatique

3.1 Resultats

Les résultats illustre dans (Fig.22) présentent une diminution trés hautement
significative, hautement significative, significative et non significative de DPPH chez les lots
traités par Dic/LPS, Lec (30mg/kg)/LPS et Lec (60mg /kg/LPS respectivement par rapport le
témoin. En revanche, on constate une augmentation tres hautement significative chez tous les

lots de traitement par rapport le lot traité par LPS seul.
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Figure 23 : Variation de la capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis DPPH chez le lot
témoin et les lots traités par LPS ; Dic/LPS ; Lec(30mg/kg) /LPS ; Lec(60mg/kg) /LPS apres

7 jours de traitement
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3.2 Discussion

Les résultats obtenus montrent que la capacité du plasma a absorber les radicaux libres,
représentant le pouvoir antioxydant total (DPPH) est significativement abaissée chez les rats
traités par LPD comparées aux rats témoins. Le DPPH est un test qui consiste a évaluer la
capacité que possede le plasma a inhiber la production d’espéces oxygénées réactives
générées par un systtme in vitro. Le plasma renferme de nombreuses substances
antioxydantes dont certaines sont connues (glutathion réduit, protéines a groupements thiols,
acide urique, bilirubine......... ), alors que d’autres ne sont pas clairement identifiées
(Halliwell et Gutteridge, 2007). Plusieurs méthodes ont été développées pour LPS le pouvoir
anti-oxydant total du plasma di a I’ensemble de ces substances (Prior et CAO, 1999). La
réduction de celui-ci est associée a une profusion des hydro peroxydes plasmatiques chez les

rats traités par LPS, marquant 1’existence d’un stress oxydatif évident.

4. Influence du traitement sur les variations des parameétres du stress
oxydant

4.1 Resultats

Notons aussi, une diminution non significative de la concentration rénale et hépatique
du GSH chez tous les lots de traitement par rapport le témoin, et une augmentation non
significative chez tout le lot de traitement par rapport le lot traité par LPS seul.
Cependant, on note une diminution trés hautement significative de 1’activité enzymatique du
GPx rénale et hépatique chez les lots de traitement par rapport le témoin. En revanche, on
note une augmentation significative de cette activité en comparant au lot traité par LPS seul.

D’autre part, nous enregistrons une augmentation hautement significative de la
concentration plasmatique rénale et hépatique de MDA chez les lots traités par rapport le
témoin. En revanche, en constate une diminution significative de cette concentration en
comparant au lot traité par LPS seul.

De plus, on note une diminution trés hautement significative dans I’activité enzymatique
de GST et catalase rénale et hépatique par rapport le témoin. Par contre, on note une
augmentation hautement significative dans cette activité comparant au lot traité par LPS seul.
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Figure 24 : variation de taux de GSH hépatique et rénale, et MDA hépatique et rénale, chez

le lot témoin et les lots traités par LPS ;Dic/LPS ;Lec(30mg/kg)/LPS ;Lec(60mg/kg)/LPS apres 7

jours de traitement

65



4 N
Sd1+931
Sd1+ 297
Sd1+2!d
Sd1
8%/8w9 297
B/8wog 297
pl[¢
1
~ (o] n < o o~ — o
O o o o o o o
(104d 8w /uiw/jown)
Xd9 np 9jeuds anbnewAzua anAndY
- J
4 N
Sd1+991
Sd1+ 2997
Sd1+21d
Sd1
8%/8wog 291
8%/8wg 297
pJ[¢
1
A 0N O N < N N = O
O 0 0o oo S o
(204d Sw/uiw/jown)
XdD np anbneday anbnewAzus auAnRdY
- J

4 )
Sd1+997
Sd1+ 997
Sd1+2!d
Sd1
3/8wp9g 297
3/3wpg 297
Jla
1
5 8 8 3 8 8 5 °
o o o o o o o
(304d SBw/uiwi/155/j0Wu)
1S9 np anbneday anbnewAzua annndy
- J
4 )
Sd1+997
Sd1+ 991
Sd1+2!d
Sd1
3/3wQ9 297
3/3wpg 297
Jla
1
343 w888 2838°
cQocQoc Qoo
o o o o o
(104d Sw/uiw/159/|jowu)
1SD np ajeudls anbnewAzua 3uAOY
- J

66



160 300
140

= I ® _ 250

w = w...a
;ngO _ug-
o o 200

o % 100 S w
s £ S E
g £ 80 8 £ 150

SE g E

[ T

28 s S 100
= S

> o © 50

NE 20 € E

g3 R 3
Yo O v o 0
S 8 H O B W WV WV un n o 4 O B W WV VN n
2 8 = ¥ ¥ a a a a s O = ¥ ¥ a a a a
o © 0O S S 0 0 3J 3J S © O SN S 04 OJ g 4a
g% YT + + * s £ of 0b + + *

o E E 2 o 9 O O E E L2 o g

(SN S (SRS
g9 39
- J - J

Figure 25: variation de I’activité enzymatique de GPx, GST et catalase hépatique et rénale
chez le lot témoin et les lots traités par le LPS ;Dic/LPS; Lec(30mg/kg)/LPS ;
Lec(60mg/kg)/LPS apreés 7 jours de traitement

4.2 Discussion

Nos résultats confortent ces travaux puisque nous avons mis en évidence une diminution
de GSH rénale et hépatique et les enzymes antioxydants (GPx, GST et catalase) dans les reins
et les foies et augmentation dans le taux de la peroxydation lipidique exprimé par MDA
plasmatique rénale et hépatique chez les rats traités par LPS pendant 7 jours comparants aux
témoin.Face au dommage oxydatif causé par les radicaux libres oxygénés, et a I’effet toxique
provoque par les métabolites actifs des xénobiotiques , la cellules vivante peut se défendre
grace a plusieurs systeme de détoxification dont le plus important est celui du glutathion
(Kaplowitz et al.,1985). D’aprés les résultats obtenus, le traitement des rats par LPS
(400ug/Kg de poids corporel) pendant 7 jours a provoqué une diminution de la teneur rénal
en glutathion (Deepmala et al.,2013). L’un des effets malfaisants d'action du LPS dans le
corps est d’induire la formation des espéces oxygénées réactives (ROS) ainsi que
I'augmentation de la peroxydation lipidique dans les cellules (Das et al., 2001). Les radicaux
libres et les produits intermeédiaires de la peroxydation lipidique sont capables d'endommager
I'intégrité et changer la fonction des biomembranes qui peut mener au développement de
beaucoup de processus pathologiques (Das et al., 2006). Le GSH est un tri peptide qui joue un

role a divers niveaux dans la lutte contre le stress oxydant (Masella et al, 2005). La déplétion
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du taux de glutathion dans cette étude s’explique par sa participation dans les mécanismes de
détoxification de ce xénobiotique la que forme un complexe avec LPS dans le rein qui est
ensuite excrété (Meistre et Anderson, 1983) et I’inhibition de la peroxydation lipidique par
la disparition des radicaux libres (Li et al., 1999 ; Satsangi et Dua, 2001).

LPS peut contribuer a I'oxydation de glutathion ou lie a son groupement sulfhydrile ;
donc il abaisse le taux du glutathion dans les cellules rénales (Wang M et al, 2008). En
outre.

LPS se lie exclusivement au Pol (-SH) du GSH chargé a son inactivation (Anderson,
1989) ce qui favorise la peroxydation lipidiques et I’apparition des radicaux libres, qui
augmente la susceptibilité des Iésion tissulaires importantes dans les différents tissus (Pari et
parath, 2008).

Les cellules posséde d’autres systéme de défense antioxydant incluent des enzymes

Comme les GPx, GST et catalase. Nos résultats montrent une diminution claire de 1’activité

de ces enzymes dans les reins chez les rats traités par LPS en comparant aux témoins.

A défaut de cette réaction H.O> va réagir avec les ions fer et générer des réactifs
hautement toxiques pour les acides nucléiques des cellules (formation du radical libre le plus
puissant, OH®). ce dernier doit étre détoxifié par la glutathion peroxydase, qui peut réduire le
peroxyde d’hydrogéne en eau en présence du glutathion et permettre également de limiter la
propagation des réactions radicalaires en chaine en réduisant les peroxydes instables en acides
gras hydroxylés. le catalase est un composant majeur dans le systéme enzymatique
d’antioxydant fondamental qui catalyse la décomposition de H202 a H20 et O2 et partager
cette fonction avec le glutathion peroxydase (Valko et al, 2006). Les niveaux de ces
antioxydants peuvent fournir une indication claire sur ’ampleur de dégéat cytotoxique qui se
produit dans plusieurs tissus (Sies, 1993). D’autre part, la diminution des activités des
enzymes antioxydants peut étre du au direct action du LPS de ce lier au site actif des enzymes
ou cotisation a leur usage augmenté d’ébouer des radicaux libres induit par LPS donc causer
I’inhibition irrévocable dans leur activité (Misura et al, 1990 ; Whanger, 1973). D’autre
part, LPS a été rapporté pour déclencher la production d’oxyde nitrique (Gupta et al,
2000 ;Joshi et al, 2004). Qui est connu pour empécher ’activité des enzymes antioxydants en
liant a son groupe prosthétique. Ces effets menent probablement a 1’accumulation de H202
qui réagit avec du O2 et produire de I’OH-, un initiateur de la peroxydation de lipide
(Chakrabarti et Bai, 1999 ; Salnikow et al, 2002 ; Huang et al, 2001 ; Chen et al, 2003).

La diminution de I’activité de GST chez les rats traités par LPS comparants aux témoins, cette
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diminution peut étre expliquer par sa participation dans les réactions inflammatoire dérivant
du métabolisme LPS avec le GSH pour former les acides mercapturiques non toxiques

excrétés dans les urines.

L’augmentation observee du taux du glutathion rénale et hépatique I’activité des enzymes
antioxydants (GPx, GST et catalase) dans les reins et les foies suivant 1’administration du
diclofénac par apport le lot témoin, pourrait étre a cause de sa propriété pour induire des
metallothionenes (protéine riche SH) qui joue un rdle d’un charognard des radicaux libres
(viarengo et al, 2000 ; yoshida et al, 2005). Ou son action indirect a réduire les niveaux des
especes réactives d’oxygene, qui est due la plupart du temps de sa haute affinit¢ pour
médicament (Klassen et al, 1999 ; Templeton et cherian, 19991), par conséquent résulter en
stress oxydant réduit (Sidhu, 2004 ; Pari et Pasath, 2008). Xia et al (2003) démontrent que
diclofénac entraine comme ligand dans la plupart des enzymes antioxydant, surtout GPx et
Thioredoxine. L’effet protecteur de médicament contre I’inflammation induit par LPS peut
etre due a la formation d’un complexe dic/LPS au niveau du plasma qui est excrétable
(Perottoni et al, 2004 b).

L’augmentation de taux du glutathion et les enzymes antioxydants apres le traitement
par les lectines peut étre due aux fortes teneurs de lectines en composé antioxydants qui
inhibent la production des radicaux libres. Une étude récente démontre que les saponines des
plantes inhibent la dégradation du lipide par les radicaux libres, et ont une action anti
radicalaire contre les radicaux OH (Alaoui et al, 1998b). D’autre explication peut étre du a
I’action des certains constituants active de cette plante qui joue un role antioxydant et
provoque de scavenger des radicaux libres par le systeme enzymatique. Les antioxydants de la
plante capable d’éliminé ou d’inhiber 1’oxydation des lipides et autres molécules cibles a
I’action du LPS par I’inhibition de I’initiation ou la propagation de réaction des chaines
oxydatives. Le role protecteur de la plante contre le stress oxydatif induit par LPS
probablement di par son richesse en grand quantité des antioxydants, particuliérement : les
AGPI et insaturé, les polyphénols, les tocophérols, stérols et b-caroténe (ref). I’effet
antioxydant de la plante peut étre réalisé par plusieurs mécanismes parmi ces mécanismes on
peut citer 1’effet scavenger de radical pyroxyle qui est responsable sur la chaine de la
peroxydation lipidique. D’autre mécanismes que lectine de cette plante capable de chélate le
Cu+2 libre et donc réduire la liaison de Cu+2 a apolipoprotéines et empéchant par la suite la
modification des résidus de protéines.

Dans la présente étude le taux rénale plasmatique et hépatique de MDA chez les rats

traités par LPS est significativement augmenté par rapport aux rats témoins. La concentration
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élevée de MDA est un indice qui suggére qu’il y a une forte peroxydation lipidique au niveau
du sérum, des reins suite a I’injection de LPS, cette augmentation de la concentration du
MDA , peut étre due a la diminution des antioxydants enzymatique et non enzymatique ,
comme 1’acide ascorbique et le tocophérol qui jouent un role coopératif trés importants dans
I’inhibition du phénomeéne de la lipide peroxydation et la formation de ses produits dangereux

au niveau cellulaire (Vertuani et al, 2004),
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Conclusion et perspectives

En conclusion, nos résultats montrent dans un premier temps que 1’administration de

LPS & 400 mg/kg de poids corporel par injection intrapéritonéale chez les rats adultes pendant

7 jours, a provoqué des perturbations du systeme enzymatiques de détoxification. L apparition

d’atteintes tissulaires causées au niveau métabolique, associée a une perturbation des

parametres biochimiques et immunologiques. Dans un second temps, nos résultats montrent

que 1’addition de lectine (60 ml/kg) et du Diclofénac (6 mg/kg) avec LPS a améliorer la plus

parts des parametres étudies.

% L’¢tude phytochimique montre :

®,

Le lectine posséde un pouvoir anti-radicalaire plus élevé par rapport la diclofénac.

% L étude des parameétres biochimiques montrent :

Une augmentation de la concentration sérique en urée, créatinine, et I'acide urique,
chez les rats traités par LPS par rapport aux témoins.

Une augmentation de I"activité sérique des enzymes transaminases (AST, ALT),
phosphatase alcaline et LDH chez les rats traités par LPS par rapport aux témoins,
ce qui confirme I"effet hépatotoxique du LPS.

% L’étude de la capacité anti-oxydante plasmatique montre

L)

Une diminution de la concentration sérique du DPPH

% L étude des parametres du stress érythrocytaire et tissulaire montre :

Une diminution du taux de glutathion érythrocytaire, hépatique et rénal chez les
rats traités par LPS par rapport aux témoins.

Une augmentation de taux de MDA plasmatique, érythrocytaire, hépatique et rénal
chez les rats traités par LPS par rapport aux témoins.

Une diminution dans [Pactivit¢é enzymatique de GPx, GST et -catalase
érythrocytaire, hépatique et rénal chez les rats traités par LPS par rapport aux

témains

Ces perturbations enregistrées avec LPS sont améliorées par 1’addition de Lectine et le

Diclofénac ce qui peut témoigner de | effet antioxydant et protecteur de ces deux antioxydants

contre I'effet oxydatif du LPS.
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ANNEXE

Annexe 01 : Préparation du Tampon, Monosacharides, Métaux et Nacl.

e Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS (0,1M ; pH7,2)

Pour 5 litres

Produit chimique Quantité

Monosodium phosphate 50
(NaH2PO4)

Eau distillée 5L

Annexe 02 : Méthode de dosage des tests biologiques

= Dosage des parametres immunologiques :
1.1.Dosage de Malondialdéehyde (MDA) plasmatique :
Le dosage est basé sur les étapes suivantes :

Prélever 100ul de plasma

Ajouter 750ul d’une solution contenant du TBA (0.55mM) et de 1’acide
perchlorique 7%

Mélanger et ensuite placé pendant une heure au bain marie a 95°C.
Ajouter 2ml de butanol pendant 2minutes sous agitation

Centrifuger a 3500rpm pendant 10min a 4°C.

Lire I’absorbance a une longueur d’onde 532nm

La concentration de MDA peut étre calculée a partir d une courbe
d’étalonnage de 1.1.3.3tétraethoxypropane.

~FEFEFEFE O F&F

1.2.Evaluation de la capacité antioxydante plasmatique :
e Dosage de radical DPPH in vivo

Brievement, un volume de 50 pL de plasma est additionné a 950 pl de la
solution méthanolique de DPPH (2,4 mg/100 ml de méthanol). Aprés 30 min



d’incubation a 1’obscurité suivie d’une centrifugation (Janaszewska et Bartosz,
2002), I’absorbance a 517 est mesurée. Le pouvoir antioxydant plasmatique est
ensuite calculé.

1.3.Dosage de quelques parameétres du stress oxydant tissulaire et
érythrocytaires :

e Dosage du glutathion

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique de
I’acide 2-nitro-5-marcapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5-
dithio-bis-2-nitrobenzoique par les groupements (-SH) du glutathion.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :

Prélever 0.8 ml de I’homogénat

0.2ml de la solution d’acide salicylique (0.25%)

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace

Centrifuger a 1000 tours /min pendant 5min

Prélever 0.5ml du surnageant

Ajouter 1 ml du tampon Tris-Nacl, pH 7.4

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

FFEFEFEEFE

Laisser pendant 5min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm contre
le blanc réactif

La concentration du GSH est obtenue par la formule suivante :

DOx1=].525
13100 = 0.8 = 0.3 = mg protéine

GSH [nmol/mg protéine) =

DO : La densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la deprotéinisation (0.8ml homogénat, 0.2ml SSA).
1.525 : volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant + 1ml tris + 0.025 ml DNTB).

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement —SH a 412 nm).



0.8 : Volume de I’homogénat aprés déprotéinisation.

0.5 : Volume de surnageant trouvé dans 1.525 ml.

e Dosage de Malondialdéhyde (MDA :

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce
chromogeéne put été donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

La procedure experimentale du dosage, est la suivante :

Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant)

Ajoter 150ul de la solution tampon phosphate (0.1M, PH=7.8)
Ajouter 375ul de la solution TCA-BHT(TCA20%,BHT1%)
Vortexer et centrifuger & 1000 tours/min pendant 10min
Prélever 400ul du surnageant

Ajouter 80ul du HCI 0.6M

Ajouter 320ul dela solution tris-TBA(tris 26mM, TBA 120mM)

FFEFEFEFE

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°Cpendant 10 minutes.la densité
optique a été enregistrée a y=530nm. L’absorbance est directement proportionnelle a la
quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydes.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de beer-lambert (DO=E.C.L)

DO =10"

[FMDA] [mol /fmegprotein) = R —

C: Concentration en mmol/mg de protein

DO : densité optique lue a 530 nm

¢ : coefficient d’extinction molaire du MDA =1.56.105M-1cm-1
X : concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)

Fd : facteur de dilution Fd=0.2083.

e Dosage de la glutathion peroxydase (GSH-Px)



Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en présence de
glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de la GSHPX
selon la réaction suivante :

GSH-Px

H202 + 2 GSH e GSSG + 2 H20

Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :

iR ik S

FEFEEEEE

Prélever 0.2 ml de I'hnomogénat (surnageant).

Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min

Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes.

Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

Prélever 0.48 ml du surnageant.

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.

Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)

Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I’aide de la formule
suivante :

Do, .. .
G5H- Px (umol G5H/mg protéine] = ———— Gl
Da, ... = mgprot

DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.

DO étalon : Densité optique de 1’étalon.

= (.04 : Concentration de substrat (GSH).



e Dosage de la glutathion-S-transferase (GSTSs)

Celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans I’homogénat sur un mélange
(GSH+CDNB) a une température de 37°C et a un PH de 6.5. La variation de la densité
optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1minute durant
Sminutes a une longueur d’onde de 340nm.

Les réactifs utilisés Essai (ul) | Blanc (ul)

La valeur de la densité optique du blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été ensuite
retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniquement a 1’activité
de I’enzyme.

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

DO, /min—DO,,, /min

G5T (nmielG5T/min/mg protein) =
9.6= mgprot I

DO : densité optique de I’échantillon /min
DO/min blanc : densité optique du blanc/min

9.6 : coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en Mm.Cm

e Dosage de la catalase

Les catalase sont présentés dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
dérivés actifs de I’oxygéne et en accélérant la réaction spontanée de dismutation du peroxyde

d’hydrogene (H 2 O2) en eau et en oxygene. La réaction se fait en deux étapes :
Catalase-(Fe I11) + H 202 [Catalase-H 20-(Fe V)] + H 20

[Catalase-H 20-(Fe V)]+ H 202 —— > Catalase-(Fe I1l) + H 20 + O2

2H?20 22H20 + 02



(e =40 M -1.cm-1) en faisant réagir dans 100 mM de tampon phosphate pendant 1 mim a pH
7.4, 200ul de H202 (500mM) sur 20ul du S9, a une température d’incubation de 25°C. Les
résultats ont été¢ exprimés en pmol d” H202 par mg de protéines.

Le tableau ci-dessous représente les concentrations et les quantités des reactifs nécessaires au
dosage de I’activité catalase.

Les réactifs utilisés Essai (ul) Blanc (ul)

S9 : la quantité du surnagent doit étre détermine en fonction de la quantité de protéine qui doit
étre comprise entre 1 et 1.5 mg/ml soit une quantité de 10 a 20 pl de S9.

La lecture de 1’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de mesure.
L’activité CAT est calculée selon I’équation suivant :

ADO
gmLx ywFd

Aetivite de la eatalase (umal HO, / min' mg prot) =

¢ : Coefficient d’extinction (= 0.043 mM-1.cm -1).

L : La longueur de la cuve utilisée (1 cm).

X : La quantité des protéines mg/ml.

Fd : 0.02 (facteur de dilution pour le H202 dans le tampon).

A 240 nm.

Annexe 03 : Préparation des solutions
1. Dosage du glutathion

4 Solution ’EDTA (0.02M)

P EDT A 7.4448 g
» Eaudistillée..........oooiiiiii gsp 1000 ml

+ Solution de SAA (0.25%)



3 S A A e, 0.25¢

> Baudistillée... ..o qsp 1000 ml

+ Tampon Tris+ EDTA (0.4 M Tris + 0.02 M , PH=9.6)

) N 4 T T PP 63.04¢g

P ED T A 7.4448 g

P Eaudistillée.......coooeiiiiiii i gsp 1000 ml

+ Solution de DTNB (0.01M)

3 DTNB. ...ttt 3.96¢

» Méthanol absolu...........coooiiiiiiii gsp 1000ml
2. Dosage du MDA

+ Solution TCA-BHT (TCA20%+BHT1%)

3 TCA oo, 20g

3 BHT ..o Ig

P Bau distillée......cooeiiiiii e gsp 100 ml

Solution HCL (0.6M)

P H L. 51.56ml

» Eaudistillée.......coooviiiiiii i gsp 1000 ml

+ Solution Tris-TBA(26m M Tris+120m M TBA)

) | 4 (T PR 3.149¢

3 TBA oo, 17.299g

» Eaudistillée........coooiiiiiii gsp 1000 ml
3. Dosage du glutathion peroxydase (GPx)

+ Solution de GSH (0.1 m M)

P G SH. 30.73g

» Eaudistillée.........ooooiiiiii qsp 1000 ml

+ Solution TCA (1%)



+ Solution DTNB (1 m M)

P DTNB. . 3.96mg
» Méthanol absolu.............cooiiiiiiiiiii e, gsp 1000 ml

4. Dosage du Glutathion —S-Transferase (GST)

+ Solution CDNB (0.02M)

P CDN B .o 4.04g
» Ethanol absolu ..............coiiiiiiiiii gsp 1000 ml

+ Solution GSH (0.1 M)

P G SH. 3.06g
» Eaudistillée.........oooiiiiiiii gsp 1000 ml

5. Dosage de la catalase

+ Solution H202 (500mM)
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