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Introduction

1

Malgré l’amélioration remarquable des conditions de vie durant ces dernières décennies,

l’anémie demeure un problème majeur de santé publique en affectant la croissance physique,

le développement cognitif, la reproduction et la capacité de travail physique, ce qui aboutit à

une diminution de la performance humaine. Elle a été classée par l’organisation mondiale de

la santé (OMS) comme l’un des dix problèmes les plus sérieux du monde moderne (Agrwal et

al., 1991).

L’hémolyse pathologique se présente le plus souvent comme une anémie lorsque

l’érythrocytose ne peut pas correspondre au rythme de la destruction des globules rouges, elle

se définit comme l’élimination ou la destruction exagérée précoce des globules rouges. Elle

peut être héréditaire ou acquise, dont ces dernières ont principalement des causes

immunologiques, infectieuses et même toxiques citant les radicaux libres (Gurpreet

Dhaliwal et al., 2004).

Depuis quelques années, le monde des Sciences Biologiques est envahi par un nouveau

concept, celui de stress oxydant, c'est-à-dire une situation où la cellule ne peut plus contrôler

la présence excessive des radicaux libres (Berger, 2006). Cependant, des molécules dites anti-

oxydantes interviennent selon différents modes d’action afin de limiter la production des

radicaux libres, elles constituent donc un mécanisme de défense pour l’organisme. Certains

antioxydants existent de façon endogène dans l’organisme, d’autres sont assimilables par voie

exogène, qu’ils soient naturels ou synthétiques (Haleng et al., 2007).

Les remèdes naturels par les plantes médicinales, ont été pendant longtemps le

principal, voire même l’unique recours à la tradition pour soigner les pathologies depuis XIX

siécle. Ces plantes ont l’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites

secondaires et constituent donc un immense réservoir de composés d’une grande diversité

chimique, possédant un large éventail d’activités biologiques (Jean et al., 1983).

Cette thématique a pour objectif d’évaluer le potentiel d’une espèce utilisée

traditionnellement pour le traitement de pathologies à caractère oxydatives. Ceci par une

étude phytochimique, ainsi qu’une investigation des activités anti-hémolytiques et anti-

peroxydantes des extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia. Cette étude a pour but de

renforcer la base scientifique justifiant l’utilisation de cette plante dans le traitement

traditionnel et la prévention de pathologies liées au stress oxydatif.
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I-1-Les érythrocytes

L'érythrocyte, hématie ou globule rouge (GR) est une cellule anucléée unique, avec un

cytoplasme se composant de 95% d'hémoglobine. Cette cellule présente de nombreuses

propriétés attribuables aux protéines et aux lipides de la membrane, et hautement spécialisée

pour le transport des complexes d’oxygène à partir des poumons au reste du corps (Girasole

et al., 2012 ; Kozlova et al., 2012) .

Smith, J.E, a rapporté l’architecture de la membrane des érythrocytes qui est

caractéristique de toutes les membranes vivantes dans l’interposition d’une bicouche lipidique

et de cytosquelette, décrite dans le tableau I

Tableau I : Composition de la membrane de l’érythrocyte

Domaine lipidique Cytosquelette

Nature Composition Localisation

Le cytosquelette érythrocytaire

se compose de plusieurs

protéines qui forment un

réseau filamenteux sous la

bicouche lipidique. Le réseau

est composé de spectrine,

Ankyrine et actine. Les

protéines de cytosquelette

interagissent avec les protéines

intégrales et les lipides de la

bicouche pour maintenir

l’intégrité de la membrane.

(Lux, 1983).

Lipides

Cholestérol

Entre les deux moitiés ou
feuillet de bicouche lipidique

(Bretscher et al., 1972 ;
Gordesky et al., 1973).

Phospholipides

Asymétriquement distribuée
(Bretscher et al.,

1972 ;Gordesky et al.,
1973).

Glycolipides,
Phosphatidylcholine,

Sphingomyélines

Dans la moitié externe de la
bicouche lipidique

(Borochov et al ., 1977).

Phosphatidyl-inositol,
Phosphatidyl-

ethanolamine et
phosphatidylsérine

Dans la couche intérieure
faisant face au cytoplasme
(Borochov et al., 1977).

Protéines

Récepteurs,
Transporteurs et

Enzymes.

S’étend depuis l’intérieure de
l’érythrocyte vers l’extérieur.

(Steck et al., 1974).
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I-2-Hémolyse

On distingue différents types d’hémolyse regroupée en deux catégories :

II-2-1-Hémolyse physiologique

L’hémolyse est caractérisée par la destruction prématurée par éclatement des globules

rouges et la diffusion de l’hémoglobine du stroma dans le milieu extérieur. C’est un

phénomène qui touche les hématies à la fin de leur vie dont la durée moyenne est de 120

jours, ce phénomène physiologique peut être intra ou extravasculaire. La phagocytose est

réalisée par les macrophages qui portent sur les GR dont le vieillissement s’est traduit par :

soit des modifications biochimiques, morphologiques ou de la plasticité, soit par le

phénomène oxydatif, ou encore des troubles des échanges ioniques (Bratosin et al., 1998).

II-2-2-Hémolyse pathologique

C’est la destruction précoce et exagérée des GR sous l’effet d’un processus

hémolytique qui peut être d’origine intrinsèque (hémolyse corpusculaire) ou extrinsèque

(hémolyse extra corpusculaire).

II-2-2-1 Hémolyse d’origine corpusculaire

L’hémolyse corpusculaire est due soit à des anomalies de la membrane par la perte de sa

déformabilité ou bien anomalies de sa perméabilité entrainant une fragilité accrue des GR

(Morton et al., 1962), soit à des anomalies d’hémoglobines (y compris les syndromes

thalassémiques et la drépanocytose), à une déformation des GR suite à la modification de la

composition lipidique de leur membrane ou bien à des anomalies enzymatiques dues à un

déficit en G6PD qui peuvent passer longtemps inaperçus et n’être découverts qu’en cas de

stress oxydatif (Wajcman, 2006), un déficit en pyruvate kinase par défaut de régénération

d’ATP (Zanella et al., 2005) ou encore un déficit en 5’pyrimidine nucléotides (Marinaki

et al., 2001).

II-2-2-2-Hémolyse d’origine extra corpusculaire

L’hémolyse d’origine extra corpusculaire peut être d’origine immunologique ; allo

immune caractérisée par la présence des agglutinines irrégulières et des anticorps naturels, ou

anticorps d’hétéro-immunisation préexistants à toute exposition à des GR hétérologues, auto

immunes qui est caractérisé par une hémolyse liée à la présence d’auto-anticorps dirigés

contre les antigènes de la membrane érythrocytaire (Valent et al., 2008) ou bien d’origine

toxique tels que les toxiques industriels, médicamenteux, animaux, végétaux et physiques

(Streichman et al., 1998).
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I-3-Hémolyse liée au stress oxydatif

I-3-1-Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un état caractérisé par un déséquilibre entre la production

d’éléments oxydants et les capacités antioxydantes de l’organisme d’un individu, ou un excès

d’espèces réactives mal contrôlé qui favoriserait une maladie ou un vieillissement accéléré

(Betteridge, 2000).

I-3-1-1-Espèces réactives de l’oxygène (EROs)

Les EROs sont des dérivés de l’oxygène hautement réactifs et instables, participant au

vieillissement protéique, la peroxydation lipidique et l’altération de l’ADN. Elles peuvent être

des radicaux libres ou des espèces oxydantes non radicalaires. A de faibles concentrations,

elles jouent plusieurs rôles physiologiques à savoir la signalisation cellulaire, l’apoptose et la

fécondation de l’ovule, néanmoins elles sont impliquées dans un nombre considérable de cas

pathologiques tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires, les maladies dégénératives et

le diabète (Hare, 2004).

Tableau II : les types des espèces réactives oxygénées et leurs sources

Classification des EROs

Espèce radicalaires Espèce non radicalaires

-Anion superoxyde (O2
.-)

-Peroxyde d’hydrogène (H2O2)

-Radicale hydroxyle (OH
.
)

-Monoxyde d’azote (NO
.
)

(Goudable et Favier,1997).

-Oxygéne singulier (1O2)
-Acide hypochlorique (H2O2)

Les sources des EROs

Endogène Exogène

-Par la fuite d’électrons à partir de la chaine
mitochondriale
-Par de nombreux systèmes enzymatiques,
(Beaudeux et al., 2006)

-Le tabac, la fumée de cigarette (Guerine et al.,
2005). Consommation d’alcool, exposition
prologée au soleil, les radiations ionisantes, ainsi
les rayonnements UV.
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I-3-1-2-Mécanisme d’hémolyse par oxydation des érythrocytes

L’attaque oxydante des EROs dans les érythrocytes est ciblée à l’hémoglobine (Hb) et à

la membrane cellulaire. Malgré un système de défense efficace, le fer ferreux dans

l’oxyhémoglobine peut transférer un électron à l’oxygène en générant un radical superoxyde,

ainsi la transformation de l’hémoglobine en méthémoglobine (Misra et al., 1972).

Dans le cas physiologique 3% d’hémoglobines (Hb) est convertie en méthémoglobine

(metHb) par jour, et la metHb produite est de nouveau réduite par la méthémoglobine

réductase. Cependant, dans les conditions de stress élevé, la production de méthémoglobine

est favorisée, ce qui implique la génération de superoxydes (Rice et al., 1987). La dismutation

enzymatique ou spontanée des radicaux superoxydes donne du peroxyde d’hydrogène (H2O2);

la présence des deux crée la possibilité pour la génération des radicaux hydroxyles (.OH), qui

ont le potentiel d’initier la peroxydation lipidique (Mossa et al., 2014).

I-3-1-3-Peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique consiste à arracher un hydrogène sur les carbones situés

entre deux doubles liaisons au niveau des acides gras polyinsaturés (AGPI). Ce processus est

une réaction en chaine car le radical pyroxyle formé se transforme en peroxyde au contact

d’un autre acide gras, qui forme un nouveau radical diène conjugué (Esterbauer et al., 1992).

Comme elle peuvent créer de nombreuses altérations de la membrane telles que la

modification de sa fluidité et l’inactivation de récepteurs ou enzymes (Dalle-Donne et al.,

2006).

La peroxydation lipidique se déroule en trois phases; l’initiation qui est due à l’attaque

d’une espèce radicalaire pour arracher un hydrogène du groupement méthylène en α d’une

double liaison d’un (LH), pour former un radical qui se stabilise pour donner un radical

pyroxyle (LOO.). La phase de propagation quant à elle consiste à la formation d’un

hydroperoxyde en arrachant un hydrogène d’une autre molécule d’acide gras adjacente et en

fin la terminaison qui conduit à des aldéhydes parmi eux malondialdéhyde (MDA) (Michel et

al., 2008).

I-3-1-3-1-Produits de la peroxydation lipidique

On distingue les produits primaires qui sont des radicaux libres formés au cours des

phases d’initiation et de propagation de la réaction de peroxydation des lipides. Ces espèces

très instables et très réactives sont des composés cytotoxiques susceptibles d’induire des

altérations des molécules d’ADN et des protéines (Niki et al., 2005) et des produits

secondaires issus de la scission des produits primaires de l’oxydation conduisant à la
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formation de composés secondaires souvent volatils (aldéhydes, cétones, et acides

carboxyliques) (Marnett, 2002).

I-3-2-Antioxydants

L’organisme se protège en permanence contre la formation et l’agression des oxydants

grâce à divers mécanismes de défenses enzymatiques et non enzymatiques, exogènes et

endogènes.

I-3-2-1-Systèmes de défense enzymatique

 Superoxyde dismutase

La SOD, une métalloprotéine, est la première enzyme de désintoxication qui catalyse la

transformation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène, il existe 3 types de SODs ;

Fe-SOD, Mn-SOD et Cu/Zn-SOD, leur activité peut être identifiée sur la base de leur

sensibilité à H2O2 (Ahmad et al., 2008; Gill and Tuteja, 2010; Karuppanapandian et al.,

2011).

 Catalase

La catalase est une enzyme qui permet la conversion de peroxyde d’hydrogène en eau

et oxygène, permettant ainsi la désintoxication des EROs dans l’état d’effort et elle est

également importante dans le déplacement de H2O2 produit dans les peroxysomes (Ahmad et

al., 2008; Gill and Tuteja, 2010; Karuppanapandian et al., 2011).

 Peroxydase de gaïacol

La POX est une enzyme qui se compose d’indole-3- acide acétique (IAA) ayant un rôle

dans la biosynthèse de la lignine et dans la défense contre des efforts biotiques par

consommation de H2O2 dans l’espace extracellulaire, la vacuole et le cytosol (Gill et Tuteja,

2010; Karuppanapandian et al., 2011).

 Glutathion peroxydase

Les GPXs sont des isoenzymes qui emploient le GSH pour réduire le H2O2. Comme elle

ont un rôle dans la peroxydation des lipides (Gill et Tuteja, 2010).

 Glutathion S-transférase

Les GSTs sont des protéines cytoplasmiques qui ont le potentiel d’éliminer les

composés cytotoxiques ou génotoxiques qui endommagent l’ADN, l’ARN et les protéines

(Tuteja, 2010).
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I-3-2-2-Systèmes de défense non enzymatique

Il existe différents mécanismes de défense antioxydant non enzymatique qui peuvent

être produits par l’organisme (endogène) tel que le glutathion, l’acide urique et la bilirubine ;

ou bien apporté par l’alimentation (exogène) comme la vitamine E, la vitamine C, les

caroténoïdes et les polyphénols (Berger, 2006 ; Karou et al., 2005).

De nombreuses plantes médicinales ont été identifiées et beaucoup d’entre elles sont

utilisées dans la médecine traditionnelle pour la prévention et le traitement des maladies

exemple Fraxinus angustifolia. En effet, le patrimoine végétal est une source très riche d’une

diversité de ces métabolites, notamment les composés phénoliques à effet anti-hémolytique et

antiperoxydant (Gill et Tuteja, 2010).

I-4-Plantes médicinales

La médication par les plantes remonte à la nuit des temps, c’est une thérapie ancestrale

et millénaire, il est admis que 80% de la population mondiale a recours à la médecine

traditionnelle, du moins pour les soins de santé primaires (Ennabili et al., 2000 ; Roth and

Zaharia, 2004). Ayant fait l’objet d’investigations, de leur extraits pour leur potentiels

protecteurs contre les effets hémolytiques induits par les oxydants. Le tableau ci-dessous

présente quelque plantes médicinales.
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Tableau III : Effet anti-hémolytique de quelques plantes médicinales

Plantes
Dose et
type

d’extraction

Oxydant et
Erythrocytes

utilisés
Effet Référence

Cydonia oblonga
Miller 5 à 10 ml

AAPH,
Erythrocytes

humains

- Effet anti hémolytique par les
extraits.
-Effet hémolyse étendue a été
induite par les extrais de graines
-La pâte et la peau : une source
importante d’antioxydants.

(Magalhães et
al., 2009)

Camelia sinensis

Thé vert
12,2 pmol/L
Extraction
aqueuse

AAPH,
Erythrocytes

humains

-Effet efficace contre l’hémolyse
causé après addition d’AAPH,
ceci démontre que ces
polyphénols sont des
antioxydnts efficaces pour la
protection des membranes
biologiques contre l’effet
oxydant des radicaux libres

(Lanping
et al., 2000)

Paradicica de
Musa

(Peau de
banane )

H2O2,

Erythrocytes
1ml humains

-Une activité antioxydante plus
élvée a été rencontré dans la
peau de bannane non mure.
- une diminution des activités du
composé phénolique avec la
maturation de fruit

(Sundaram et
al., 2011)

Unedo L.
d'Arbutus

-Feuille (50,
75, et 100 µg)

-Fruit
(400,800et 1600

µg)
-Extraction
Aqueuse

AAPH,
Erythroctes

humains

-

-Les deux extraits d'unedo d'A
induit une protection de la
membrane érythrocytaire contre
l’hémolyse induite par AAPH --
-L'extrait de feuille a montré une
protection plus élevé que le
fruit.
-L’hémolyse est faible pour des
concentrations plus élèves de
chaque extrait.

(Mendes et
al., 2011)

Gymnema
sylvestre

(tige feuille et
fleur)

-50-500
mg/ml

-Extraction
Aqueuse

H2O2,
Erythrocyt
es humains

-Une réduction de l'hémolyse
des RBC,avec
augmenter des concentrations en
extrait.
-L'extrait de feuille a montré
l'activité anti-hémolytique la
plus élevée.

(James et
Mordecai
Alewo, 2014)
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I-5-Fraxinus angustifolia

I-5-1-Description

Le frêne oxyphylle ou Fraxinus angustifolia est une essence thermophile méditerranéenne

de taille moyenne, connu sous le nom de frêne à feuilles étroites ou frêne de désert. C’est un

arbre à feuilles caduques qui peut atteindre jusqu’à 40-45 mètres de hauteur, et 1,5 mètre de

diamètre. La couronne est dense en forme de dôme, et irrégulière avec des pousses courtes. La

face externe de son écorce est de couleur grise, la face interne est de couleur brune et lisse.

L’écorce à une saveur amère et sans odeur; les feuilles sont composées de forme ovale,

minces, brillantes, vertes et longues avec 3-8 cm de longueur et de 1-1,5cm de largeur. Leurs

fleurs sont pollinisées et se développent en automne sans pétales, le fruit est une samare de 3-

4cm de longueur aplatie en état de maturation en fin de l’été (Mitchell, 1974; Bobinac,

2010). Les photographies de l’arbre de l’écorce de Fraxinus angustifolia sont montrées dans

la figure suivante :

Figure 1: Photographies originales de l’arbre et des écorces de Fraxinus angustifolia



Chapitre I Synthèse bibliographique

10

Wallander (2008) a placé l’espèce Fraxinus angustifolia, dans la position systématique

suivante :

Règne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales

Famille : Oléacées

Genre : Fraxinus

Espèce : Fraxinus angustifolia

Les noms vernaculaires de Fraxinus angustifolia sont multiples. Elle est appelée

communément frêne à feuilles étroites, oxphylle, en anglais narrow leaved ash, southern ash,

en arabe Derdar et en amazigh Aslen, Thaslent. (Rameau et Dumé, 1989).

Fraxinus angustifolia est une espèce à large distribution dans les habitats

biogéographiques méditerranéens, c’est une espèce indigène du sud et de l'est de l’Europe, sur

les côtes méditerranéennes de France, d'Italie, de Grèce et dans les zones côtières du Maroc,

de l'Algérie et de la Tunisie (Wallander, 2008).

I-5-2-Utilisation et intérêt pharmacologique

L’espèce de Fraxinus angustifolia est la plus répandue dans le nord de l’Algérie et

conserve ses utilisations traditionnelles (nourriture pour bétail, source principale de bois de

chauffage) (GIFA, 2012), cette espèce est considérée également d’une grande valeur dans la

médecine folklorique comme anti-inflammatoire, antioxydant, diurétique, digestif et

astringent. Elle est également utilisée contre les calculs biliaires (GIFA, 2012), les

hémorragies passives, la goutte, la cholélithiase et surtout contre les fièvres (Beloued, 1998).

Ses feuilles et samares sont relaxant, sudorifiques et toniques (Baba-Aissa, 2011).

Toutes ces vertus thérapeutiques sont fortement liées à sa composition phytochimique.

Récemment, la capacité antioxydante des extraits d'écorce de Fraxinus angustifolia a été

mesurée, et attribuée à une teneur élevée en composés polyphénoliques (Djeridane et al.,

2006 ; Atmani et al., 2009 ;).

I-5-3-Composition phytochimique

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires largement distribués chez

toutes les plantes, possédant plusieurs groupements phénoliques. Ces composés, sont

largement répandus par leur importance physiologique et morphologique considérable.
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En effet dans les plantes, les composés phénoliques jouent un rôle important dans la

croissance et la reproduction, fournissant une protection contre les agents pathogènes et les

prédateurs (Bravo, 1998). Il sont répartis dans presque tous les aliments d'origine végétale,

dans les fruits, légumes et les boissons (Hertog et al., 1993). Les composés phénoliques

présentent une large gamme de propriétés physiologiques parmi elles l’activité antioxydante,

due à leur capacité à éliminer les radicaux libres et les dommages dus aux radiations UV, la

protection contre les pathogènes, les herbivores (Parr and Bolwell, 2000).

Toutes les espèces de Fraxinus étudiées ont révélé la présence des coumarines sous

forme libre ou sous forme de glucosides (Hegnauer, 1969 ; Murray et al., 1982), des

flavonoïdes glycosides, des phényléthanoides parmi eux le verbascoside et des secoiridoides

(Hosny, 1998). L’écorce de Fraxinus angustifolia contient des tannins, des flavonoïdes, des

résines, des glucosides (fraxine, fraxitol et rutine), des sucres, de la vitamine C, de l’acide

malique et des sels minéraux (Baba-Aissa, 2011).

Les composés phénoliques peuvent être regroupés en plusieurs classes qui se

différencient d’abord par la complexité du squelette de base ensuite par le degré de

modification de ce squelette. Bravo (1998) a rapporté les différentes classes des composés

phénoliques qui caractérisent le genre Fraxinus, désigné dans le tableau III.
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Tableau IV : Les principales classes des composés phénoliques (Bravo, 1998 ; Kostova, 2007).

Chaine
carbonée

Classe Structure Exemples

C6 Phénol simple Acide caféique

C6-C3 Coumarines

Esculine
Esculetin
Fraxine

Fraxitine

C6-C3 Secoiridoids
Oleuropeine
Ligstroside

(C6-C3)2 Lignans
Pinoresinol

C6-C3-C6
Flavonoïdes :

Quercétine glucoside
Rutine

Kaémpférol et
dérivés

(C15) Tanins

Tannins condensés
Tannins

hydrolysables

Cette étude a été entreprise dans l’objectif de tester l’effet protecteur des extraits

éthanolique et aqueux de l’écorce de Fraxinus angustifolia contre la peroxydation lipidique et

l’hémolyse induites par le H2O2 sur les érythrocytes humains. Cela afin de justifier son

utilisation dans le traitement traditionnel de pathologies liées au stress oxydatif.
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II -1-Matériel

II-1-1-Appareillage et produits chimiques

Pour la réalisation de ce travail, plusieurs produits chimiques et appareillages ont été

utilisés, le tableau suivant les résume.

Tableau V : Différents appareils et produits chimiques utilisés.

Produits chimiques Appareils et matériels divers

-Acétate de sodium( C2H3NaO2)

-Acide acétique -Acide gallique

-Acide thiobarbiturique (TBA)

-Azide de sodium (N3Na )

-Carbonate de sodium (NaCO3)

-Catéchine/ Rutine/sang

-Chlorure d’aluminium (AlCl3)

-Chlorure de sodium (NaCl)

-Chlorure ferrique (FeCl3)

-Diméthylsulfoxyde (DMSO)

-Folin- Ciocalteu.

- Chlorure d’hydrogène HCl

-Hydroxyde de sodium (NaOH)

-Dihydrogèno-phosphate de potassium ((KH2PO4)

-Hydrogéno-phosphate de sodium

(Na2HPO4)

-Méthanol absolu (99,99%)/Ethanol (96%)

-Peroxyde d’hydrogène (H2O2)

-Protéine Albumine de sérum bovin (BSA)

-Sodium Dodecyl sulfate (SDS)

-Triéthanolamine (TEA)

-Eau distillée obtenue à partir du distillateur au

niveau du Laboratoire de Biochimie Appliqué

- Les réactifs sont en majorité de marque Sigma

-Les solvants et acides utilisés sont de marque

Biochem, Prolab.

-Agitateur (VELP)

-Bain marie (MEMMERT)

-Balance (RADWAG)

-Broyeur électrique (KIKA-WERKE)

-Centrifugeuse (SIGMA)

-Congélateur -80°C (TELSTAR)

-Vortex (VELP)

-Distillateur (GFL2104)

-Etuve (ECOCELL)

-Lyophilisateur (CHRIST)

-Micropipettes (50µl-100µl-1000µl)

-PH mètre (HANNA)

-Rota vapeur (HEIDOLPH)

- Spectrophotomètre (SHIMADZU)

-Tamiseur électrique (Retsch)

-Tubes à hémolyse

-Tubes de Falcon

-Ballon à fond plat

-Barreaux magnétiques

-Béchers

-Entonnoir

- Tubes Eppendoff

-Erlenmeyer

-Tubes héparines

-gants
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II-1-2-Matériel végétal

L’écorce de Fraxinus angustifolia utilisée dans cette étude a été récoltée dans la forêt

d’Akfadou, région de Chemini située 70 km à l’ouest de la ville de Bejaia, en juillet 2016,

cette plante a été préalablement identifiée pour plusieurs autres travaux menés sur cette espèce

au niveau de Laboratoire de Biochimie Appliquée.

II-1-3-Echantillons du sang

Cinq échantillons de sang provenant du CTSW (centre de transfusion sanguine) de

Bejaia ont été recueillis à partir de personnes saines pour l’évaluation de l’activité anti-

hémolytique des extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia.

 La manipulation a été effectuée au sein du CTSW.

II-2-Méthodes :

Les différentes étapes réalisées dans cette étude sont : l’extraction éthanolique et

aqueuse à partir de la poudre des écorces de Fraxinus angustifolia, les dosages des phénols

totaux, des flavonoïdes et des tanins, puis l’évaluation in vitro des activités antioxydantes et

anti-hémolytiques des extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia.

II-2-1-Préparation des extraits éthanolique et aqueux de l’écorce de Fraxinus

angustifolia

L’écorce a été séchée à une température ambiante dans un endroit aéré et ombragé, puis

broyée à l’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue a été tamisée et celle dont le

diamètre est inférieur à 63µm a été soumise à deux types d’extraction (éthanolique et

aqueuse).

Figure 2: Photographies de l’écorce et de la poudre de Fraxinus angustifolia.
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II-2-1-1-Extraction éthanolique

Un échantillon de 50 g de poudre fine de la plante a été macéré dans l’éthanol (96 %)

avec un rapport de 1:4 (m:v) à température ambiante, à l’abri de la lumière et sous agitation

pendant 24 h. Après une décantation pendant 12h, le surnageant a été récupéré et une

deuxième extraction identique sur le culot a été réalisée, par une procédure d’extraction par

épuisement. Les surnageants obtenus ont été homogénéisés et centrifugés pendant 10 min à

1500 g. Le solvant a été éliminé de la solution extraite par évaporation sous pression réduite

dans un rotavapeur, permettant ainsi d’obtenir l’extrait brut éthanolique sec.

II-2-1-2-Extraction aqueuse (Préparation de la décoction)

L’extrait aqueux de l’écorce de Fraxinus angustifolia a été obtenu par décoction de 25g

de poudre dans 250 ml d’eau bouillante maintenue à 100 °C pendant 30min sous agitation

continue. La suspension a été laissée décanter pendant 2 h, ensuite le surnageant a été

centrifugé à 3000 rpm pendant 10 min et filtré à travers la laine de verre et une deuxième

extraction a été réalisée sur le culot. Le surnageant a été surgelé à -80 °C pendant une

semaine, ensuite introduit dans un lyophilisateur jusqu’à obtention d’un lyophilisat totalement

sec. Le pourcentage d’extraction a été calculé par la formule suivante :

II-2-2-Dosage des contenus phytochimiques

II-2-2-1-Détermination de la teneur en phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits éthanolique et aqueux de l’écorce de Fraxinus

angustifolia a été déterminée au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu, suivant la méthode

décrite par Kahkonen et al. (1999). Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12O40), qui est réduit

lors de l’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8O23) et de

molybdéne (MO8O23). L’intensité de cette couleur renseigne sur le contenu en phénols totaux

dans le mélange réactionnel.

Taux d’extraction (%) = [Résidus sec /masse de la poudre initiale] *100
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A 200 µl de solution d’extrait convenablement dissous, 1 ml du réactif de Folin (0,1 N),

puis 800 µl de carbonate de sodium à (75%) ont été ajoutés. Après 30 min d’incubation à

température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 765 nm.

La quantité des phénols totaux a été calculée à partir d’une courbe d’étalonnage

(Annexe 1), en utilisant l’acide gallique comme standard et la concentration des phénols

totaux est exprimée en µg équivalent acide gallique/ mg d’extrait sec (µg Eq.AG./mg d’ext.).

II-2-2-2-Détermination de la teneur en flavonoïdes

La teneur en flavonoïdes des extraits bruts a été déterminée selon la méthode des

chlorures d’aluminium décrite par Maksimovic et al. (2005). Le principe de la méthode est

basé sur la réaction du chlorure d’aluminium avec l’extrait, entrainant ainsi la formation d’un

complexe jaune qui absorbe à 430 nm.

Une prise de 2 ml de solution d’extrait a été mise dans un tube à essai avec 1 ml de

chlorure d’aluminium. L’intensité de la couleur jaune développée a été mesurée à 430 nm

après 10min d’incubation. La teneur en flavonoïdes a été déduite à partir des gammes

d’étalonnage établies avec la rutine et exprimée en µg d’équivalent de rutine par mg d’extrait

sec (µg Eq.Rut./mg d’extrait).

II-2-2-3-Détermination de la teneur en tannins

Les teneurs en tannins dans les deux extraits ont été déterminées selon la méthode de

Hagerman et Butler (1978), qui est basée sur la formation d’un précipité entre les tannins et

la BSA (Albumine du Sérum Bovin). Le précipité a été récupéré et dissout par un détergent

(SDS/TEA), puis les tannins ont été révélés par une réaction colorimétrique avec une solution

de FeCl3. Un volume de 2 ml de la solution BSA a été ajouté à 1 ml de solution d’extrait pour

former, après 24 h d’incubation à 4°C, un précipité de complexe tannins-BSA. Ensuite les

solutions ont été centrifugées à 5000 rpm pendant 15 min. Le surnageant a été éliminé et le

précipité a été redissout à l’aide de 4 ml de SDS/TEA en agitant délicatement, pour ensuite

ajouter 1 ml de FeCl3. Après 10 min d’incubation, l’intensité de la couleur pourpre

développée a été mesurée à 510 nm.

La teneur en tannins a été estimée par une courbe d’étalonnage établie dans les mêmes

conditions expérimentales, avec l’acide tannique comme référence et exprimée en µg

équivalent acide tannique /mg d’extrait sec (µg Eq.AT./mg d’extrait sec).
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II-2-3-Evaluation de l’activité hémolytique et anti hémolytique des extraits éthanolique

et aqueux de l’écorce de Fraxinus angustifolia

Les tests hémolytiques et anti-hémolytiques sur les érythrocytes ont été réalisés selon le

protocole de Rafat et al. (2009) décrit par sundaram et al. (2011).

II-2-3-1-Préparation des suspensions érythrocytaires

Les échantillons de sang humain ont été recueillis dans des tubes héparinés et

centrifugés à 1500 rpm pendant 10 min afin d’éliminer le surnageant, puis le culot globulaire

a été lavé trois fois par centrifugation (à 3500 rpm/10 min) avec une solution saline de tampon

phosphate à pH=7,4 (0,58 mM de KH2PO4, 3,4 mM de NaHPO4, 150 mM de NaCl et 1 mM

d’azide de sodium) et remis en suspensions dans le même tampon à un hématocrite de 10%.

II-2-3-2-Hémolyse induite par le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

L’hémolyse a été réalisée avec le H2O2 comme initiateur de peroxydation lipidique. Une

prise de 250 µl de la suspension érythrocytaire a été soumise à une attaque oxydante

radicalaire par addition de 500 µl de H2O2 à différentes concentrations (1Mm-100mM) et

laissée incubée à 37 °C pendant 3 h. Un témoin négatif et un témoin positif ont été préparés

en substituant la solution H2O2 par la solution tampon phosphate saline et de l’eau distillée,

respectivement. Après incubation, le volume des différents échantillons a été ajusté à 4,5 ml

par la solution tampon. L’hémoglobine libérée dans le surnageant a été mesurée à 540 nm,

après centrifugation à 2000 rpm pendant 10 min.

II-2-3-3-Effet des extraits de F.angustifolia sur les suspensions érythrocytaires

La même procédure expérimentale a été reprise avec des concentrations croissantes

d’extrait de Fraxinus angustifolia préparé dans du tampon phosphate à 5% de DMSO. Le taux

d’hémolyse induite par différentes concentrations des extraits a été calculé en pourcentage

(%) par rapport à l’hémolyse totale, selon la formule suivante :

                                                 Abs de l’hémolyse de l’extrait − Abs du témoin négatif 

Taux d’hémolyse (%) = *100

Abs de l’hémolyse totale
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II-2-3-4-Effet anti-hémolytique des extraits aqueux et éthanolique d’écorce de Fraxinus

angustifolia

Dans cette partie, la résistance des érythrocytes à l’attaque radicalaire en présence de

différentes concentrations des extraits de Fraxinus angustfolia qui ne présentent pas un effet

hémolytique a été effectuée, selon le même protocole précédent.

Elle consiste à ajouter, un volume de 500 µl d’extrait végétal à 250 µl de la suspension

érythrocytaire. Après 30 min de préincubation à 37 °C, 500 µl de H2O2 à 8 mM ont été

additionnés au milieu réactionnel et le mélange est remis en incubation jusqu’à 3 h. Un

témoin négatif (préparé avec du tampon phosphate) et deux témoins positifs (préparés avec de

l’eau distillée et H2O2) ont été réalisé en parallèle. Après incubation, le volume de tous les

essais a été ajusté à 4,5 ml.

L’hémolyse a été mesurée à 540 nm après centrifugations à 2000 rpm pendant 10 min,

et l’inhibition de l’hémolyse a été calculée comme suit :

(%d’hémolyse H2O2 - % d’hémolyse l’extrait) *100

% d’hémolyse H2O2

II-2-3-5-Estimation de la peroxydation lipidique

Afin d’évaluer le taux de la peroxydation lipidique, le dosage des MDA

(malondialdéhydes) résultants a été réalisé selon le protocole de Tebekeme et Diepreye

(2012).

Un mélange de 500 µl d’extrait avec 250 µl de la suspension érythrocytaire ont été

incubés 30 min à 37 °C, puis 500 µl d’H2O2 ont été ajoutés et le mélange a été réincubé à

nouveau pour une heure. Le mélange par la suite a été centrifugé à 3000 rpm pendant 10 min.

500 µl de surnageant ont été récupérés et additionnés à un volume de 2 ml de la solution

TBA pour le remettre en incubation à 100 °C pendant 1 heure.

Après refroidissement et centrifugation, l’absorbance du surnageant a été mesurée

spectrophotométriquement à 532 nm. Les résultats sont exprimés en µmol MDA/ml de

suspension érythrocytaire. Cette démarche expérimentale a été réalisée en parallèle avec tous

les tests hémolytiques et anti hémolytiques cités précédemment.

%d’inhibition =
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II-3-Analyse statistique

Les résultats des tests des activités hémolytiques et anti-hémolytiques ont été exprimés

en moyenne ± moyenne d’erreur standard (S.E.M.). Les données expérimentales ont été

analysées à l’aide du logiciel Graph pad prism 5.3. L’analyse de variance, ANOVA one way,

a été utilisée avec un post-test de Dunett, et affirme que les populations sont différentes avec

un risque d’erreur tel que p ˂ 0,001 (différence très hautement significative ***). Les résultats 

sont considérés significatifs à *p ˂ 0,001 comparativement à l’hémolyse induite par le H2O2

et #p ˂ 0,001 comparativement à l’hémolyse totale induite par l’eau distillée. 

 S.E.M. = écart-type / Racine (nombre d’échantillons)
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III-1-Résultats et interprétations

III-1-1-Taux d’extraction

Les taux d’extraction à partir de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont été calculés

par rapport à la poudre initiale pour les extraits éthanolique et aqueux. Les résultats

obtenus montrent des rendements d’extractions inferieurs à 10 % malgré que les

extractions soient réalisées par épuisement. Ils sont de 9,82 % pour l’éthanol et de 7,4 %

pour l’eau distillée, ceci indique que le solvant et la procédure utilisée influence le taux

d’extraction à partir de la même matrice végétale qui est l’écorce de Fraxinus angustifolia.

III-1-2-Dosage des contenus phénoliques des extraits de Fraxinus angustifolia

Les contenus phénoliques des extraits éthanoliques et aqueux de Fraxinus angustifolia à

savoir les phénols totaux, les flavonoïdes et les tanins ont été estimés par des méthodes de

dosages colorimétriques. Les résultats générés sont rapportés dans le tableau suivant:

Tableau VI : Teneur en composés phénoliques dans les extraits de Fraxinus angustifolia

Extraits
Phénols totaux

(µg Eq.AG. / mg E)

Flavonoïdes

(µg Eq.Rut. / mg E)

Tannins

(µg Eq.AT. / mg E)

Ethanolique 62,60 ±0,03 11,37 ±0,02 61,6 ± 0,04

Aqueux 26,23 ±0,01 6,22 ±0,02 39,15 ±0,03

 Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart-type. µg Eq.AG./mg E : microgramme Equivalent Acide gallique par

milligramme d’extrait, µg Eq.Rut./ mg E : microgramme Equivalent Rutine par milligramme d’extrait, µg Eq.AT./ mg E :

microgramme Equivalent Acide Tannique par milligramme d’extrait. E : extrait

La teneur en phénols totaux obtenue par les deux méthodes d’extraction présentées

dans le tableau ci-dessus montre que les deux extraits présentent des taux importants en

phénols totaux, avec une teneur de deux fois plus élevée (62,60 µg Eq.AG. /mg d’extrait)

pour l’extrait éthanolique comparativement à l’extrait aqueux (26,23 µg Eq.AG. /mg

d’extrait). De même, les résultats de dosage des flavonoïdes dans les deux extraits

éthanolique et aqueux d’écorce de Fraxinus angustifolia présentent également des teneurs

en flavonoïdes avec un taux deux fois plus élevé pour l’extrait éthanolique qui est de

(11,37 µg Eq. Rut./mg d’extrait) contre 6,22 µg Eq. Rut. /mg d’extrait pour l’extrait



Chapitre III Résultats et Discussion

21

aqueux. Des teneurs en tannins ont été obtenues avec un taux plus élevé en faveur de

l’extrait éthanolique (61,6 µg Eq.AT./mg d’extrait).

III-1-3-Evaluation de l’effet hémolytique et taux des MDA induit par le peroxyde

d’hydrogène (H2O2)

Différentes concentrations de H2O2 ont été testées sur des érythrocytes humains pour

évaluer leur activité hémolytique et le dosage des MDA. Les résultats sont représentés dans

les histogrammes des figures suivantes :
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Figure 3 : Effet hémolytique induits par différentes concentrations de peroxyde d’hydrogène (H2O2) ;

toutes les valeurs sont exprimées par moyenne ± SEM (n=5), ###P<0,001 indique une différence

significative comparé au T+ED (Eau distillée), par le test ANOVA one way, avec le post-test de

Dunnett, du logiciel GraphPadPrism.5.3.

Les résultats représentés dans la figure 3, montrent des taux différents d’activité

en fonction de la concentration de H2O2 appliquée. En effet, la cytotoxicité de H2O2 aux

concentrations de 1et 2 mM sont les plus faibles. Le taux d’hémolyse optimale est obtenu

entre les deux concentrations 4 et 12mM dont l’activité hémolytique est presque similaire,

ensuite le pourcentage d’hémolyse a légèrement diminué dans la gamme de concentration

(14-20mM), pour chuter enfin à de plus fortes concentrations par rapport au témoin positif.

Cependant, tous les taux d’hémolyse obtenus aux différentes concentrations de H2O2 sont

significativement inferieurs à celui de l’eau distillée.
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Différentes concentrations de H2O2 ont été testées sur des érythrocytes humains pour

évaluer leur activité hémolytique et le dosage des MDA. Les résultats sont représentés

dans les histogrammes des figures suivantes :
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Figure 4 : Taux d’MDA induits par différentes concentrations de peroxyde d’hydrogène (H2O2);
toutes les valeurs sont exprimées par moyenne ± SEM (n=5); ###P<0,001 indique une différence
significative comparé au T+ED (Eau distillée), par le test ANOVA one way, avec le post-test de
Dunnett du logiciel de GraphPadPrism.5.3.

Toutes les concentrations H2O2 testées pour leurs effets hémolytiques ont été

accompagnées par des tests de dosage des MDA, un marqueur de peroxydation lipidique. les

résultats obtenus montrent clairement une augmentation du pourcentage de taux des MDA en

fonction des concentrations de H2O2 allant de 1 à 10 mM, puis un taux stable entre 10 et 20mM

suivie d’une augmentation importante pour les plus fortes concentrations (20-100mM).Suite à

l’analyse de ces résultats, la concentration de 8mM de H2O2 a été choisie pour représenter

l’hémolyse optimale dans les tests anti-hémolytiques.
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III-1-4-Evaluation de l’effet hémolytique des extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia

Différentes concentrations des extraits éthanolique et aqueux ont été testées sur des

érythrocytes humains pour évaluer leur activité hémolytique. Les résultats sont représentés dans

les histogrammes A et B de la figure suivante :
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Figure 5 : Effet hémolytique de l’extrait éthanolique (A) et de l’extrait aqueux (B) de l’écorce de Fraxinus

angustifolia: toutes les valeurs sont exprimées par une moyenne ±SEM (n=4) ; *** p < 0,001 indique une différence

significative, comparé au TH2O2 (8mM), ###p<0,001 indique une différence significative, comparé au TED (Eau

distillée) par le test ANOVA one way, avec le post-test de Dunnett du logiciel de GraphPadPrism.5.3.

D’après les résultats de l’extrait éthanolique, on constate que le pourcentage de l’effet

hémolytique est presque nul à des concentrations allant de 10 µg/ml à 250 µg/ml, comparé

aux deux témoins, eau distillée (T+ED) et H2O2,suivie d’une augmentation de l’hémolyse en

fonction de la concentration à partir de 500 µg/ml d’extrait jusqu’à atteindre une hémolyse

maximale à 2000µg/ml, significative (***p ˂0,001, ###p˂0,001) par rapport aux deux  

témoins.

Toutefois, l’analyse des résultats rapporte que l’incubation des érythrocytes avec

l’extrait aqueux n’a presque pas provoqué d’hémolyse avec toutes les concentrations étudiées

comparé à l’hémolyse totale (Témoin d’eau distillée) et celle de H2O2. L’étude statistique de

ces valeurs  a  montré qu’il existe une différence significative (***P˂0,001, ###P˂0,001) 

entre le pourcentage d’hémolyse induite par les extraits et les deux témoins.

En terme de comparaison, on constate que l’extrait aqueux présente de moindres effets

hémolytiques par rapport à l’extrait éthanolique aux mêmes concentrations testées.
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III-1-5-Estimation des taux des MDA en présence des extraits de l’écorce de Fraxinus

angustifolia

Différentes concentrations de l’extrait éthanolique et aqueux ont été testées sur des

érythrocytes humains pour évaluer les taux des MDA générés en leur présence. Les résultats

sont représentés dans les histogrammes A et B de la figure suivante :

ED 2O
2H

10 25 50 75 10
0

25
0

50
0

75
0

10
00

15
00

20
00

-5

0

5

10

15

20

### ###### ###### ### ### ###

##

******* ****** *

(A)

Concentration d'extrait éthanolique(µg/ml)

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
d

es
M

D
A

(µ
M

/µ
l

S
E

)

ED 2O
2H

10 25 50 75 10
0

25
0

50
0

75
0
10

00
15

00
20

00

0

5

10

15

20

############
###

######

### ### ###
###***************

***
******

***

***

***

(B)

Concentration des extraits aqueux(µg/ml)

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
d

es
M

D
A

(µ
M

/µ
l

S
E

)

Figure 6: Taux des MDA produits en présence de l’extrait éthanolique (A) et de l’extrait Aqueux

(B) d’écorce de Fraxinus angustifolia; toutes les valeurs sont exprimées par une moyenne ±SEM

(n=4), ***p < 0,001 indique une différence significative, comparé au TH2O2,
###p< 0,001 indique une

différence significative, comparé au T+ED par le test ANOVA one way , avec le post-test de Dunnett

du logiciel de GraphPadPrism.5.3.

D’après les résultats présentés dans la figure 6 (A), Pour l’extrait éthanolique, on

enregistre des taux de MDA très faibles pour les concentrations de10 µg/ml à 750 µg/ml,

comparé aux deux témoins (H2O2 et l’eau distillée), Cependant, à partir de 1500µg/ml on

constate une augmentation des taux de MDA non significatifs par rapport aux teneurs des

MDA des deux témoins (ED et H2O2), indiquant une peroxydation lipidique qui accompagne

les hémolyses observées à ces concentrations.

L’extrait aqueux de l’écorce de Fraxinus angustifolia enregistre une légère

augmentation des taux de MDA qui ne dépasse pas 2,16µM /µl SE à la plus forte dose testée

(2000µg/ml), Significativement inferieure aux deux témoins (ED et H2O2).
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Des concentrations qui n’ont pas présenté des effets hémolytiques ont été sélectionnées

et retenues pour l’évaluation des activités anti-hémolytiques. Elles sont de 10 à 500µg/ml

pour l’extrait éthanolique et toutes les concentrations ont été reprises pour l’extrait aqueux.

III-1-6-Evaluation de l’effet anti-hémolytique des extraits de l’écorce de Fraxinus

angustifolia

Les pourcentages d’hémolyse observés chez les érythrocytes humains traités avec le

peroxyde d’hydrogène (8mM), après leur réincubation avec les extraits de l’écorce de

Fraxinus angustifolia à différentes concentrations sont présentés dans la figure 7. Les

pourcentages d’inhibition relatifs aux hémolyses obtenues sont rapportés dans les tableaux VI

et VII.
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Figure 7 : Effet inhibiteur de l’extrait éthanolique (A) et de l’extrait Aqueux (B) de l’écorce de

Fraxius angustifolia de l’hémolyse induite par le peroxyde d’hydrogène (8mM) ; *** p < 0,001

indique une différence significative, comparé au TH2O2, par le test ANOVA one way, avec le post-test

de Dunnett du logiciel de GraphPadPrism.5.3.

Tableau VII : Pourcentage d’inhibition de l’hémolyse induite par H2O2 après traitement des

érythrocytes par les extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia

Concentrations
d’extraits

% d’inhibition de l’hémolyse par
l’extrait éthanolique

% d’inhibition de l’hémolyse par
l’extrait Aqueux

10µg/ml 39,97 48,37

25µg/ml 52,80 NT

50µg/ml 64,25 49,56

75µg/ml 76,68 NT

100µg/ml 80,96 57,84

250µg/ml 91,84 59,26

500µg/ml 97,61 66,67

1000µg/ml NT 78,66

2000µg/ml NT 87,93

NT : non testé
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D’après l’histogramme de la figure 6 (A) le pourcentage d’hémolyse des érythrocytes

provoquée par H2O2 présente une diminution progressive dépendante de la concentration

pour les deux extraits testés. A de faibles concentrations (10 et 25 µg/ml), l’extrait

éthanolique n’a pas montré de diminution significative de pourcentage d’hémolyse,

comparativement à celle induite par le H2O2 (8mM). A partir de 50 µg/ml, une diminution

progressive du pourcentage d’hémolyse a été noté jusqu’à atteindre une inhibition

significative (***p<0,001) par rapport au témoin H2O2 (8mM). Concernant l’extrait aqueux,

une diminution significative (**p<0,001) du pourcentage d’hémolyse a été obtenue pour les

plus faibles concentrations testées (10 et 50 µg/ml) par rapport au témoin H2O2.

III-1-7-Estimation des taux de MDA produits de la peroxydation lipidique induite par

H2O2 aprés traitement des érythrocytes par les extraits de l’écorce de Fraxinus

angustifolia

Les taux de MDA produits dans les tests anti-hémolytiques par le H2O2 (8 mM) en

présence de différentes concentrations des extraits éthanolique et aqueux de l’écorce de

Fraxinus angustifolia sont représentés dans les figures7A et 7B, respectivement. Les

pourcentages d’inhibition des taux de MDA sont calculés et rapportés dans le tableau VII.
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Figure 8 : Taux des MDA produits en présence de l’extrait éthanolique (A) et l’extrait Aqueux (B) de l’écorce
de Fraxinus angustifolia; toutes les valeurs sont exprimées par une moyenne ±SEM (n=4), ***p < 0,001 indique
une différence significative, comparé au TH2O2 (8mM), ###p< 0,001 indique une différence significative, comparé
au T+ED par le test ANOVA one way, avec le post-test de Dunnett du logiciel de GraphPadPrism.5.3.
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Tableau VIII Pourcentage d’inhibition des taux des MDA induite par H2O2 après traitement

des érythrocytes par les extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia

Concentrations d’extrait
% d’inhibition des MDA par

l’extrait éthanolique
% d’inhibition des MDA par

l’extrait Aqueux

10µg/ml 95,97 96,89

25µg/ml 96,79 NT

50µg/ml 97.84 96,85

75µg/ml 97,84 NT

100µg/ml 98,24 97,32

250µg/ml 98,50 94,35

500µg/ml 98,82 95,22

1000µg/ml NT 96,14

2000µg/ml NT 96,61

Une diminution significative de taux de MDA formés dans les tests anti-hémolytiques

ont été observé à de très faibles concentrations des extraits (10 µg/ml), aussi bien pour

l’extrait éthanolique que aqueux, qui continue à diminuer progressivement d’une manière

dose dépendante, accompagnée donc d’une augmentation progressive des pourcentages

d’inhibition de la génération des MDA pour atteindre un pourcentage de 98,82 % à 500µg/ml

et 96,61 % à 2000 µg/ml pour l’extrait éthanolique et aqueux respectivement, témoignant

d’une inhibition presque complète des dommages liées à la présence du H2O2.
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III-2-Discussion

Le pouvoir de guérison des plantes est une notion ancienne et pendant des siècles les

populations ont essayé de développer d’efficace méthodes de préparation des recettes

traditionnelles, afin d’optimiser l’extraction du principe actif responsable des vertus

thérapeutiques (Cowan, 1999).

Dans cette étude différents rendements ainsi que les contenus phénoliques des extraits

éthanoliques et aqueux ont été obtenus. En effet, il a été rapporté que le taux d’extraction des

composés phénoliques est influencé par le type du solvant, la granulométrie de la poudre

végétale, qui peut augmenter la surface d’échange entre le solvant et la poudre (Bonnaillie et

al., 2012), le rapport solide-liquide, la température et le pH du milieu etc (Falleh et al., 2008 ;

Nazck et Shahidi, 2006). Les deux méthodes utilisées ont été choisies pour l’optimisation de

l’extraction des composés susceptibles d’avoir une activité antioxydante tels que les

polyphénols, les flavonoïdes, les tanins…etc., des composés largement extraits à l’éthanol et

par préparation des décoctions. En effet, l’éthanol est connu comme un excellent solvant

d’extraction de métabolites secondaires tels que les poly phénols une faible toxicité

comparativement aux autres solvants organiques (Cowan, 1999). Il extrait une large gamme

de composés ayant une diversité de structures chimiques, de variables degré de

polymérisation, dépendant de la durée d’extraction et le nombre de répétions de la procédure

d’extraction (Naczk et shahidi, 2004).

D’après les résultats obtenus, une teneur élevée en phénol totaux est trouvée dans

l’écorce de Fraxinus angustifolia, ceci peut être due à la solubilité des phénols qui dépend

principalement du nombre de groupement hydroxyles, de leur faible poids moléculaire et de la

longueur de chaine carbonique du squelette de base (Mohammedi et Atik, 2011). Ils peuvent

être liés aussi à la richesse de cette matrice végétale en composés phénoliques solubles dans

les solvants polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques

apolaires. Des résultats similaires ont été rapportés par les études réalisées par Atmani et al.,

(2009) et Berboucha et al. (2010). Par ailleurs, les extraits éthanoliques enregistrent des

teneurs en phénols totaux les plus élevés par rapport à l’eau distillée, ces résultats sont

similaires à ceux observés par Mahmoudi et al. (2013).
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Les flavonoïdes constituent le groupe le plus hétérogène des composés phénoliques de

différentes classes, dont certains sont solubles dans les solvants polaires et d’autre sont

soluble dans les solvants apolaires Makris et Kefalas, (2005), d’après les résultats un faible

taux de flavonoïdes est obtenu, ceci peut être expliqué par leur solubilité mais aussi la partie

de la plante utilisée, en effet les flavonoïdes sont beaucoup plus répandus dans d’autres parties

du végétal (Fleurs,…) que les écorces.

Les extractions par décoctions sont également très utilisées dans le but de proceder de

façon similaire avec les utilisations traditionnelles, néanmoins elles présentent souvent des

rendements d’extraction inferieurs aux extractions par les solvants organiques tels que

l’éthanol, qui est rapporté comme étant un des meilleurs extracteur de flavonoïdes (Jokić et

al., 2010).

L’analyse des résultats de la teneur en tannins a révélé des taux élevés dans l’écorce de

Farxinus angustifolia, ceci peut être due à leur structure qui est fortement hydroxylée, qui

leur permettent d’être plus soluble, ces résultats sont obtenues par macération à l’éthanol qui

est considéré comme un solvant permettant d’extraire le maximum de composés, notemment

polaires.

De nombreux produits naturels y compris ces polyphénols ont été étudiés pour leurs

potentiels antioxydants impliqués dans la protection des membranes biologiques. Les

érythrocytes sont un moyen pratique et fréquent utilisé comme modèle d’étude du stress

oxydatif, en raison de leur disponibilité et de leur simplicité. De plus, les érythrocytes soient

très sensibles à la peroxydation à cause de leur membranes qui sont riches en acides gras

polyinsaturés, leur exposition continue à de fortes concentrations d’oxygène et au fait qu’ils

contiennent un catalyseur puissant de métal de transition (Clemens et Waller, 1987).

Les résultats de l’effet hémolytique induit par le H2O2 est variable en fonction de la

concentration. A de faibles et moyennes concentrations, les résultats ont montré une

augmentation légère et modérée de l’hémolyse, respectivement, indiquée par la libération

d’hémoglobine. La capacité de H2O2 à diffuser à travers la membrane des érythrocytes lui

permet d’oxyder les ions métalliques de transition pour pouvoir former un radical hydroxyle

réactif (réaction de Fenton). Ce dernier à son tour est un puissant oxydant, qui en réagissant

avec les acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires peut initier la
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peroxydation lipidique et éventuellement provoquer des lésions cellulaires, ainsi la libération

de l’hémoglobine (Blasa et al., 2007).

Cependant, les érythrocytes traités avec de fortes concentrations de H2O2 ont

présenté une diminution du taux d’hémolyse sur l’histogramme, indiquant une formation

accrue de méthémoglobines ainsi que leur dénaturation ; l’oxydation de l’hémoglobine en

méthémoglobine provoque la formation de liaisons transversales disulfures entre les chaines

de globines adjacentes, déformant ainsi la structure de l’hémoglobine qui mène finalement

aux précipités visibles connus sous le nom de corps de Heinz (Chiu et Lubin, 1989).

D’un point de vue biologique, un danger posé par la présence de H2O2 est liée à sa

capacité à oxyder les groupes sulfuhydryle des protéines. Pour ces raisons, H2O2 est considéré

comme étant hautement toxique (Wlodek et Kusior, 2006). Le malondialdéhyde est le plus

connu des aldéhydes formés lors de la peroxydation, produit lors de la dégradation des acides

gras polyinsaturés possédant au moins trois doubles liaisons, il se révèle être l’aldéhyde

majoritaire issu de la peroxydation lipidique (Niki et al., 2005). La plupart des dosages visant

à déterminer la concentration de MDA ont été développés sur la base de sa dérivation avec

l’acide thiobarbiturique (TBA), la condensation de ces deux molécules donne naissance à un

produit facilement dosable par spectrophotométrie en raison de sa forte absorbance.

Malheureusement, la spécifité de ce dosage est faible, en raison de la réactivité de TBA avec

des composés d’oxydation autres que le MDA (Knight et al., 1988). Le résultat du dosage de

MDA par l’acide thiobarbiturique est donc l’ensemble de malondialdéhyde préexistant lié ou

non aux molécules biologiques, des peroxydes lipidiques, des produits d’auto-oxydation des

acides gras et d’autres substances qui donnent naissance soit à du malondialdéhyde, soit à des

molécules réagissant avec l’acide thiobarbiturique en milieu acide et à chaud (Gutteridge et

al., 1974), ceci appui les taux des MDA observés dans les tests d’hémolyse totale.

Les résultats obtenus sur l'évaluation des taux des MDA, sont expliqués par le fait

qu’ils soient associés à la peroxydation lipidique est proportionnelle aux nombre de cellules

lysées, dépendant aussi des concentrations croissantes de H2O2 ; puisque ces MDA sont

principalement les produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés.
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Certaines plantes utilisées pour leurs effets thérapeutiques peuvent, à fortes doses,

présenter une menace pour la santé de l’homme, ce qui rend leur utilisation impossible en

présence de leur effet toxique. L’intérêt de la plante exige donc qu’une approche de sa toxicité

soit étudiée, ce qui a nécessité l’évaluation de l’effet hémolytique des extraits de Fraxinus

angustifolia vis-à-vis des globules rouges humains.

Effectivement, l’étude de l’activité hémolytique des extraits d’écorce de Fraxinus

angustifolia ont révélé que l’extrait éthanolique présente un effet toxique à de fortes doses.

L’activité hémolytique maximale a été enregistrée à une dose de 2000µg/ml avec un taux de

85,05% et l’activité hémolytique minimale a été notée à une concentration de 500µg/ml avec

un taux de 3,36%. Cependant, l’extrait aqueux n’indique aucune activité hémolytique pour

toutes les concentrations étudiées. Cela pourrait être expliqué par le fait que l’extrait

éthanolique est plus riche que l’extrait aqueux selon les résultats obtenu lors des dosages. On

suppose que l’activité hémolytique de l’extrait éthanolique est du aux fortes concentrations de

ce derniers. Plusieures études montrent des résultats controversés d’antioxydants exogènes, en

discutant que le type, la posologie et la matrice de ces antioxydants peuvent être des facteurs

déterminants qui influencent sur l’équilibre entre les effets bénéfiques et délétères de ces

composés naturels (Bouayed et Bohn, 2010). D’autres parts, quelques preuves existent pour

leur action comme pro-oxydant, sous certaines conditions, telles que des doses élevées ou

présence d’ions métalliques (Decker., 1997 ; Raza et John., 2005 ; Watjen et al., 2005).

L’activité antioxydante ou pro-oxydante dépend intimement de leurs concentrations (Bouyed

et Bohn, 2010).

Les résultats obtenus pour l’évaluation de la peroxydation lipidique lors de l’activité

hémolytique indiquent, effectivement une formation des MDA pour les fortes concentrations

qui présentent un effet hémolytique vis-à-vis des érythrocytes d’une manière dose

dépendante.

Le test de bioactivité anti-hémolytique des extraits d’écorce de Fraxinus angustifolia

révèle que le traitement des érythrocytes avec les deux extraits (éthanolique et aqueux) a

augmenté leur résistance à l’effet néfaste du H2O2, en fonction de l’augmentation de Leurs

concentrations. Il est à noter que l’extrait aqueux a présenté un effet inhibiteur par toutes les

concentrations étudiées ; néanmoins malgré la toxicité de l’extrait éthanolique à de fortes

doses il a exhibé un effet protecteur de la membrane érythrocytaire de 97,61% à une moindre

concentration (500µg/ml) que l’extrait aqueux qui n’a atteint que 87,93% à 2000µg/ml.
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Cette activité anti-hémolytique est peut être due à leurs teneur en polyphénols. Zhang et

al. (1997) ont examiné les polyphénols de thé vert in vitro, et ils ont trouvé des résultats qui

confirment l’activité anti-hémolytique des polyphénols. Plus paticulièrement, cette activité

anti-hémolytique pourrait être attribuée aux flavonoïdes qui possèdent une activité

antioxydante importante ; selon une étude menée par Asgary et al. (2005); la rutine a

entrainé une inhibition de l’hémolyse de 42,5% à une concentration de 10µg/ml uniquement,

démontrant ainsi le pourcentage d’inhibition le plus élevée parmi les flavonoïdes testés

(kaempférol, quercitine et morine), indiquant qu’elle a la capacité d’entraver de manière

significative l’oxydation de l’hémoglobine et sa conversion en méthémoglobine par sa

capacité à attirer les radicaux superoxydes et à chélater le fer impliqué dans l’initiation de la

génération des radicaux libres. De même ils ont démontré que la quercétine a inhibé

l’hémolyse de 35,5% et le kaempférol a inhibé la peroxydation lipidique et l’hémolyse de

26,9 % à la concentration maximale (10µg/ml).

Il a été rapporté récemment que les flavonoïdes interagissent avec les têtes polaires des

phospholipides membranaires par des liaisons hydrogènes. Ces composés peuvent par

conséquences s’accumuler à la surface membranaires du coté extra et intra cellulaire. Par cette

interaction ces flavonoïdes pourrait agir sur le maintien de l’intégrité membranaire en

réduisant l’accès aux molécules délétères à la double région hydrophobe (Martinez et al.,

2012 ; Ramchoun et al., 2015). D’autres études ont montré que la consommation orale

d’antioxydant bioflavonoïdes chez les animaux était efficace pour prévenir le stress oxydatif

qui endommage les globules rouges (Allison et al., 2000).

Cette activité antihémolytique et antiperoxydante pourrait être attribué également aux

tannins ; des études ont montré que les tannins ont eu une inhibition très fortes de la formation

des corps de Heinz, cette meme étude a révélé une corrélation élevée entre le pourcentage

d’inhibition des corps de Heinz et la concentration en tannins (Tunsaringkarn et al., 2012).

De plus, des résultats précédents ont suggéré que l’activité antioxydante des tannins était

principalement due à la chélation du fer plutôt qu’à la neutralisation des radicaux hydroxyles

(Lopest et al., 1999).

Les coumarines comprennent un groupe de composés phénoliques largement distribuées

dans les plantes naturels (Egan et al., 1990 ; Kaneko et al., 2003). La fraxine

structurellement dérivée d’un glucoside de coumarine est une substance trouvée dans l’écorce
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de Fraxinus ( Schempp et al., 2000). Des études antérieures ont suggéré que la fraxine isolée

de diverses plantes a montré plusieures bioactivités interessantes incluant le pouvoir

antioxydant (Kalein- Galczinsky, 1999 ; Whang et al., 2005 ; Park et al., 2006). D’après

Whang et al. (2005), la fraxine a montré un effet protecteur contre le stress oxydatif médié

par le H2O2. D’autres études menées par Chang et al. (2017) ont démontré que le traitement

des cellules hépatiques par la fraxine a considérablement diminué la peroxydation lipidique.

L’analyse des taux de MDA produits lors de l’activité anti-hémolytique indique

clairement que les extraits ont considérablement réduit le taux de ces derniers d’une manière

dose dépendante. A cet égard, les extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia pourraient agir

par neutralisation directe de l’agent oxydant utilisé, le H2O2, car de bons effets neutralisants

de ce dernier ont été prouvés par les extraits de l’écorce de F.angustifolia par l’étude menée

par Atmani et al. (2009).
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A l’issue de ce travail, il en ressort que la phytothérapie demeure une pratique encore

largement utilisée par la population algérienne dans le traitement de nombreuses maladies,

malgré le développement socioéconomique.

Dans le présent travail, l’effet pharmacologique de deux extraits de l’écorce de Fraxinus

angustifolia (éthanolique et aqueux) a été mis en évidence par la réalisation d’une étude

phytochimique et l’évaluation de l’activité hémolytique, anti-hémolytique, peroxydante et

anti-peroxydante à différentes concentrations.

La quantification des composés phénoliques dans ces extraits a révélé la présence de

phénols totaux, tannins et flavonoïdes, sachant que des teneurs plus élevées ont été obtenues

dans l’extrait éthanolique par rapport à l’extrait aqueux.

L’étude de la toxicité de Fraxinus angustifolia a montré que l’extrait éthanolique

présente un effet hémolytique de 85,05% à la concentration maximale (2000µg/ml). Par contre

l’extrait aqueux n’a indiqué aucun effet toxique pour toutes les concentrations étudiées.

Les tests biologiques réalisés in vitro sur le sang humain ont prouvé des effets anti-

hémolytique intéressants pour les deux extraits éthanolique et aqueux, à savoir que l’extrait

éthanolique a présenté une meilleure activité avec un pourcentage d’inhibition de 97,61 % à

une concentration maximale de 500µg/ml, accompagnés de forts pouvoirs antioxydant

exprimés par la protections des membranes érythrocytaires et par conséquent inhiber

l’hémolyse confirmé par le taux élevés des inhibitions de la génération des MDA.

Avec son potentiel bioactif, l’écorce de Fraxinus angustifolia constituerait donc une

source très importante dans les domaines thérapeutiques et pharmacologiques pour soulager

les différentes maladies liées au stress oxydatif. Les résultats de cette étude lui suggèrerait une

utilisation en association avec les traitements synthétiques, ayant comme effets secondaires

délétères la fragilisation des membranes cellulaires et la promotion du stress oxydatif dans

l’organisme, afin d’y remedier.
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En perspectives, ces résultats restent partiels et d’autres travaux sur ces extraits

s’imposent au niveau pharmacologique et chimique, donc il serait intéressant à l’avenir

d’approfondir l’étude phytochimique qui consiste en : la purification, l’identification et la

caractérisation des composés actifs impliqués dans le pouvoir hémolytique et anti-hémolytique

de l’écorce de Fraxinus angustifolia.

Il serait aussi judicieux de compléter cette étude par l’optimisation des activités obtenues

en fonctions des paramètres cinétiques et expérimentaux influençant le mécanisme

antihémolytique de ces extraits.
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Résumé

L’écorce de Fraxinus angustifolia est connue pour son usage en médecine traditionnelle et plus précisément
pour le soin des pathologies à caractère liées au stress oxydatif. Ce travail a pour objectif de tester l’effet
protecteur de différentes concentrations des extraits éthanolique et aqueux de cette partie de plante contre la
peroxydation lipidique et l’hémolyse induites par le H2O2 (8mM), mené in vitro sur un modèle membranaire des
érythrocytes humains. D’autres parts, la toxicité de ces extraits a été étudiée et leurs contenus en phénols totaux,
flavonoïdes et tanins ont été estimés par des dosages colorimétriques. Les résultats démontrent que l’extrait
éthanolique présente une teneur deux fois plus élevée en phénols totaux, flavonoïdes et tanins que l’extrait
aqueux. Il a exhibé un effet toxique (85 %) à de fortes concentrations (2000 µg/ml), par contre, l’extrait aqueux
n’a présenté aucun effet toxique dans la marge de concentrations testée. Cependant, les concentrations ne
présentant pas d’effet hémolytique ont été testées pour leur effet préventif, effectivement, elles ont montré une
activité anti-hémolytique de 97,61 % à 500 µg/ml pour l’extrait éthanolique et 87,93 % à 2000 µg/ml pour
l’extrait aqueux. De même, leur effet anti-peroxydant a été estimé de 98,82% à 500 µg/ml et 96,61% à
2000µg/ml, respectivement. En conclusion, ces résultats renforcent la base scientifique et justifient l’utilisation
de Fraxinus angustifolia dans le traitement traditionnel et la prévention des pathologies liées au stress oxydatif.
Mots clés : Fraxinus angustifolia, composés phénoliques, anti-hémolytique, antiperoxydant, H2O2.

Abstract:

Fraxinus angustifolia stem bark is known for its use in traditional medicine and more precisely to prevent

oxidative stress related pathologies. The objective of this work is to test the protective effect of different

concentrations of the ethanolic and aqueous extracts of this plant part against lipid peroxidation and haemolysis

induced by H2O2 (8 mM), carried out in vitro on a membrane model of human erythrocytes. First, the toxicity of

these concentrations was studied and their content in total phenols, flavonoids and tannins was estimated by

colorimetric assays and then followed by anti-haemolytic and antioxidant assays. The results show that the

ethanolic extract has a twice higher content of total phenols, flavonoids and tannins than the aqueous one. It

exhibited a high level of hemolysis (85 %) at high concentrations (2000 μg / ml), however no toxic effects were 

showed by all tested concentrations of the aqueous extract. These non haemolytic concentrations were assayed

for their preventive effect, indeed they showed anti-haemolytic activity of 97,61% to 500 μg/ml for the ethanol 

extract and 87,93% to 2000 μg / ml for the aqueous extract. Moreover, their anti-peroxidant effects were 

estimated to 98,82% at 500 μg/ml and 96,61% at 2000 μg/ml, respectively. In conclusion, these results reinforce 

the scientific basis and justify the use of Fraxinus angustifolia in the traditional treatment and prevention of

oxidative stress related pathologies like anti-haemolytic diseases.

Keywords : Fraxinus angustifolia, phenolics, anti-haemolytic, antiperoxydant, H2O2.

 ملخص

لعمل إن لحاء فراكسینوس أنغستیفولیا معروف لاستخدامھ في الطب التقلیدي خاصة لرعایة الامراض المتعلقة بالإجھاد التاكسدي، الھدف من ھذا ا

میلیمول من 8لإیثانولیة و المائیة لھذا الجزء النباتي ضد إنحلال الدم الناجم عن ھو إختبار التأثیر الوقائي لتركیزات مختلفة من المستخلصات ا

ر بیروكسید الھیدروجین,التي اجریت في المخبر على نموذج غشاء الكریات الحمراء.من ناحیة أخرى، تمت دراسة سمیة ھذه المستخلصات وتم تقدی

طة المقایسات اللونیة. أظھرت النتائج أن المستخلص الإثانولي یحتوي على محتوى أعلى محتواھا في الفینول الكلي، الفلا فونوید و العفص بواس

میكروغرام /ملل) . من ناحیة أخرى ، لم 2000بتركیزات عالیة(%85مرتین من الفینول الكلي، الفلافونوید و العفص، و قد أظھر تأثیر سمي ب

تي تم إختبارھا. لقد تم اختیار التركیزات التي لا تظھر تأثیر إنحلال الدم من أجل تأثیُرھا یظھر المستخلص المائي أي آثار سامة عند التركیزات ال

2000عند  %87.93میكروغرام /مل  لمستخلص الإیثانول و 500عند  %97.61الوقائي، حیث أظھرت نشاط مكافحة إنحلال الدم ب

96.61میكروغرام/مل للمستخلص الإثانولي و ب500عند  %98.82لأ كسدة بمیكروغرام/مل للمستخلص المائي. كما تم تقدیر نشاطھا المضاد ل

میكروغرام/مل للمستخلص المائي. في الخاتمة، ھذه النتائج تعزز الأساس العلمي وتبرر إستخدام فراكسینوس أنغستفولیا في العلاج 2000عند  %

التقلیدي و الوقایة من الأمراض المرتبطة بالأكسدة.

.الكلمات الرئیسیة: فراكسینوس انغستیفولیا، الفینول، مكافحة انحلال الدم، النشاط المضاد للأكسدة،بیروكسید الھیدروجین
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