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INTRODUCTION

L’ oxygeéne est un composé indispensable a la vie mais qui peut présenter, dans certaines
circonstances, une forte toxicité. Il peut en effet, lors de réactions radicalaires former des
especes reactives de I'oxygéne (ERO) (Rochette, 2008). Dans certaines conditions
pathol ogiques, ces derniers sont produits de fagcon excessive ce qui conduit a un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et les systémes antioxydants; on parle alors du stress
oxydant, qui entraine des dommages oxydatifs sur des molécules biologiques (les protéines,
les lipides, les glucides et I'ADN) induisant, par conséquent I'émergence de différentes
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives, le cancer, le
diabete et e vieillissement (Favier, 2003).

Pour échapper aux consegquences du stress oxydant et neutraliser les radicaux libres, notre
organisme est équipé de tout un systéme complexe de défense antioxydante, enzymatique et
non enzymatique. Parmi les enzymes antioxydantes, on distingue |la catalase et |a superoxyde
dismutase (Halliwell et Gutteridge, 1990).

Les composes phénoliques, métabolites secondaires de plantes, se sont avéerées de
puissants antioxydants par leur effet de piégeage des radicaux libres, chélation des métaux et
inhibition des enzymes génératrices de radicaux libres (Sofidiya et al., 2006). Aussi, leur
activité antioxydante peut provenir de leur capacité a activer, directement ou indirectement,
les enzymes antioxydantes. Des recherches ont été consacrées a I'éude del’ activation de la
superoxyde dismutase (Shen et al., 2013) et |a catalase par les plantes médicinales et leurs
constituants phénoliques (Najjar et al., 2017).

Pistacia lentiscus est une plante tres répandue en Algérie et qui est souvent utilisée pour
traiter les maladies telles que I'eczéma, la maadie de Crohn et les infections de la gorge
(Markovics et al., 2011). Des études ont montré la richesse des feuilles de cette plante en
meétabolites secondaires notamment les polyphénols et les tannins qui ont montré un pouvoir
antioxydant (Remila et al., 2014; Esmat et al., 2012).

C'est pourquoi nhous nous sommes intéressés dans notre travail a éudier l'interaction
enzymatique de I'extrait éthanolique des feuilles de cette plante comparée a la curcumine,
avec deux enzymes antioxydantes. |a catalase et la superoxyde dismutase. Le dosage de ces
deux enzymes dans les feuilles fraiches, la poudre obtenue apres le broyage et I’ extrait
éthanoligue nous permettra d’ estimer si |’ activité de ces deux enzymes a été maintenue méme

apres |’ extraction.
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|.1. Stress oxydant

Le stress oxydant apparait dans une cellule quand |’ équilibre entre les espéces pro-
oxydantes et anti-oxydantes est rompu en faveur de I'état pro-oxydant. La rupture de cet
équilibre est due a la promotion d'especes réactives de I'oxygéne (ERO) (Gutteridge,
1995). Ces dernieres sont produites de maniére continue et peuvent attaquer toutes les
mol écules biologiques possédant des doubles liaisons, entrainant une trés grande réactivité
de ces especes chimiques vis-avis des lipides, des protéines et de I'ADN. C'est pourquoi
les effets des ERO sont retrouvés dans des pathologies tres variées (Goudable et Favier,
1997).

|.2. Radicaux libres et les espéces r éactives del'oxygene

Un radical libre (RL) est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs éectrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif (Halliwell, 1996). Ce déséquilibre n'est que
transitoire et n’est comblé que par |’ acceptation d’un autre électron ou par le transfert de
cet électron libre sur une autre molécule (Valéry et al., 2007).

Les especes réactives de I'oxygene regroupent les radicaux libres de I’oxygéne et
certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante et qui peuvent
étre des précurseurs de radicaux tels que le peroxyde d’ hydrogene (H>O,) (Morris et al.,
1995; Favier, 2003). Les principaux radicaux libres entrant dans les processus
physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes et hydroxyles, mais d'autres
dérivés de I'oxygéne jouent également un rdle important dans le stress oxydant, en
particulier le peroxyde d'hydrogéne, nommeé espece réactive de I'oxygene puisque ce n'est
pas un radical libre (Puppo et Halliwell, 1988).
|.3. Différentstypes d’ especes réactives del'oxygene
1.3.1. Oxygéne singulet *O,

Cet agent oxydant puissant peut réagir directement avec des molécules qui,
habituellement, ne réagissent pas avec I'oxygene, telles que les acides gras polyinsaturés. I
est formé par photo-activation de I'oxygene (Halliwell et Chirico, 1993).
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[.3.2. Anion superoxyde O,"

La réduction monoélectrigue de I'oxygéne moléculaire génere I'anion O,” (Halliwell et
Chirico, 1993). Bien que radicalaire, il n'est pas tres réactif. Cependant, il peut générer des
radicaux réactionnels tels que le radical hydroxyle (OH) en présence de H,O, et des
métaux (Fridovich, 1997).

[.3.3. Radical hydroxyle OH
Il est produit a partir de I'eau par les radiations ionisantes dans tous les organismes
vivants, maisil est surtout formé par la réaction de Fenton (M cCord, 1993) a partir d'H,0,
représentée ci-dessous :
H.O, + Cu*/Feé®* —  OH + OH + Cu®'/Fe** (Réaction de Fenton) (ég:1)
Le radical hydroxyle formeé est tres oxydant, c'est le radical le plus dangereux pour

I'organisme (Gutteridge, 1995).

[.3.4. Peroxyde d"hydrogene ou eau oxygenée H,0,

L e peroxyde d'hydrogene (H20,) se forme par dismutation enzymatigque ou spontanée de
I’O,". L’ absence de charges électriques a sa surface le rend trés lipophile et peu réactif en
milieu aqueux. Il peut ains traverser les membranes biologiques et se retrouver a une
grande distance de son milieu de production (Halliwell et al., 2000). Il représente une
source importante de nombreuses ERO, plus spécifiquement le radical hydroxyle (OH'),
via l'oxydation des métaux de transition (réaction de Fenton, éqg:1), ou via la réaction de
Haber-Weiss (éq:2), en présence de I'O,” (Nordberg et Anner, 2001).

02" + H20; — 0, + OH" + OH" (Réaction d'Haber-Weiss) (€9:2)

| .4. Sour ces des espéces r éactives de ' oxygene
|.4.1. Source endogene

La production des ERO est une conséquence inévitable du métabolisme aérobie. En
effet, I’organisme a besoin de 'O, pour produire de |’énergie, via une réduction
tétravalente séquentielle d' O, en eau au cours du processus dit respiration mitochondriale.
Toutefois, une partie de I’ O, échappe a sa réduction en eau (1 a5%), qui peut alors étre a
I’ origine de la production du superoxyde au niveau du transporteur d'éectron ubiquinone
(coenzyme Q) (Favier, 2003; Spiteller, 2006; Jahn et al., 2008). Les dérivés

semiquinones (coenzyme Q) ou les cofacteurs flavine (forme semi-réduite, comme la
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xanthine oxydase) jouent un réle important dans la production de I’O,". Par ailleurs, les
cycles cataytiques des enzymes lipooxygénases (LOX) et cyclooxygénases (COX)
(Figurel) produisent des radicaux peroxyl lipidiques, qui interviennent dans I’ oxydation
des acides gras polyinsaturés (AGPI, voie enzymatique et non enzymatique) (Spitdler,
2006; Jahn et al., 2008).

Figure 01: Origine extra-et intracellulaire des espéces réactives de I'oxygene. XO:
xanthine oxydase; P-450:cytochrome P-450 (Alfonso et al., 2007).

|.4.2. Sour ce exogene

Les ERO sont également générées sous I’ effet d’ oxydants environnementaux (Figure 1).
En effet, les rayonnements (UV, X), la consommation excessive d alcool, le tabagisme,
certains polluants industriels et |’exercice physique intense sont des situations qui
provoquent une surproduction d’ ERO dans notre organisme, susceptible de surpasser nos
défenses anti-oxydantes naturelles (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase

et autres enzymes anti-oxydantes), provoquant ainsi des dégéts cellulaires (Tessier et
Marconnet, 1995; Favier, 2003).
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|.5. Conséquences du stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies vu le caractere
cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides
(Favier, 2003). En effet, il est considéré comme facteur déclenchant ou associé au cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedeme
pulmonaire et vieillissement accééré (Favier, 2003), ains que d'autres maladies
chroniques, y compris le diabéte et |’ hypertension (Roberts et Sindhu, 2009), I'arthrite
(Messier et al., 2004), I'insuffisance cardiaque (Maiorana et al., 2000), I'insuffisance
rénale (Castaneda et al., 2004) et lamaladie d'/Alzheimer (Kalmijin et al., 2000).

Toutefois, la cellule dispose d'un systeme antioxydant (exogene et endogeéne) qui
représente une ligne de défense essentielles contre les ERO et les empéche d'atteindre leurs

cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur chimique (Gardes-Albert et al., 2003).

|.6. Systeme antioxydant

Le systeme antioxydant est formé d’ un ensemble d’ antioxydants exogéne et endogene,
enzymatique et non-enzymatique.
[.6.1. Antioxydants

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement I’ oxydation
d un substrat, lorsgu'elle est présente a de faibles concentrations dans le milieu ou elle
intervient (Halliwell et Gutteridge, 1990). Les antioxydants peuvent agir soit en réduisant
ou en dismutant les espéces réactives de I’ oxygene, soit en les piégeant pour former un
composé stable. Ils peuvent aussi chélater le fer libre ou le cuivre pour empécher la
réaction de Fenton (Favier, 2003). Les systémes antioxydants de défense sont

enzymatiques ou non-enzymatiques.

[.6.1.1. Systeme antioxydant non-enzymatique

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont retrouvés dans |’alimentation.
Parmi ceux-ci, on retrouve certaines vitamines: la vitamine E (a- tocophérol), la vitamine
C (ascorbate) et les caroténoides (vitamine A et B-caroténe, les flavonoides...) (Koechlin-

Ramonatxo, 2006).
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+« Vitamine E (tocophérol)

La vitamine E est égadement appelée a-tocophérol et possede la plus grande
biodisponibilité, ainsi qu’ une capacité d’ absorption et de métabolisation par le corps. C' est
['antioxydant liposoluble qui protege les membranes de I'oxydation en interagissant avec
les radicaux lipidiques produits de la réaction en chaine de la peroxydation lipidique
(Kumar et al., 2010).

s Vitamine C (acide ascorbique)
C’est un antioxydant puissant, qui agit comme un piégeur des ERO pour empécher ou
au moins atténuer, leurs effets délétéres. Elle agit en synergie avec la vitamine E et

régénere egalement saforme réduite (Foyer et Noctor, 2005).

% p-caroténe

La B-caroténe est apportée par I'alimentation, elle est dotée de plusieurs capacités: en
tant que précurseur de la vitamine A, elle capte I'oxygene singulet (Figure 2) et, avec les
autres caroténoides, €elle a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de
lipoperoxydation (Goudable et Favier, 1997).

lc- {OX} géne fondamental)

(.l MPO
.);k SOD, Vit C
peroxyde d’ h)drou.m.

anion superoxyde
Fe,Cu (L.J.u de javel)
¢ “nd{“( V!.l' C, flavonoides,
%‘ GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
mdu..:l hydroxyle

Ilpupurnx) des

acide hypochloreux

oxygene singulet acide un'qm Vit C, GSH

f-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ub.fqmnanr

Figure 2: Régulation de la production des especes réactives de I’ oxygéne (ERO) par les

systemes de défenses antioxydants (Pincemail et al., 2002).
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¢ Glutathion

C’est un tri-peptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) avec de multiples fonctions dans
les organismes vivants (Vivancos et al., 2010). Il agit comme un antioxydant, soit
directement en interagissant avec les espéces réactives de I'oxygene(ERO) ou de |’ azote
(ERN) et les électrophiles soit indirectement en tant que cofacteur de plusieurs enzymes
telles que la glutathion peroxydase (GPx) (L ushchak, 2012).

« Lespolyphénols
Sont considérés comme des métabolites secondaires, les composes phénoliques sont
présents chez tous les végétaux supérieurs. lls forment un ensemble de substances
caractérisées par la présence d au moins un noyau benzénique (figure 3) qui est I’ élément
structural fondamental auquel est directement lié un groupe hydroxyle, libre ou engagé

dans une autre fonction: éther, ester et hétéroside (Bruneton, 2009).

~
S

Figure 3: Structure du noyau phénol (Stookey, 1970).

a) Biosynthése des phénols

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies métaboliques : la voie de
shikimate et lavoie de |’ acétate.

e Voie del’acide shikimique: C'est la voie la plus importante pour la biosynthese
des composés aromatiques dans les plantes; elle conduit des oses aux acides
aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux dérivés: acides
benzoiques, lignanes, coumarines....etc. (Bruneton, 2009).

e Voie de |'acétate: Elle démarre des polyacétates qui engendrent, par cyclisation
des composes souvent cycliques: isocoumarines, quinones,...etc (Bruneton,
2009).
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b) Classification

Les polyphénols congtituent en fait une importante famille d’antioxydants chez les
plantes et comprennent une grande diversité de composés parmi lesquels on distingue des
flavonoides et plusieurs classes de non flavonoides (Cheynier, 2005).

e Les composés flavonoides: partagent un noyau commun constitué de 2 anneaux
phénoliques et d'hétérocycles oxygenes. Ils sont divisés en plusieurs groupes
(Cheynier, 2005) : flavones, flavanones, flavonals, isoflavonones, anthocyanines,
proanthocyanidines et flavanols dont les plus importants représentants sont les
catéchines du thé vert, du vin rouge et du chocolat (Pincemail et al., 2007).

e Les composés non flavonoides: sont des molécules ssimples, comme les acides
phénoliques (qui sont subdivisés en acides benzoiques et acides hydroxynnamiques,
basés respectivement sur les squelettes Cg-C; et Cs-Cs) (Cheynier, 2005), lignanes
et stilbenes dont la molécule la plus connue est le resvératrol trés abondant dans le

raisin (Pincemail et al, 2007), ainsi les curcuminoides.

-Les curcuminoides se sont des composés phénoliques dont le principa est la
curcumine (diferuloylméthane) (Edeas, 2006). Elle provient de la racine de Curcuma sp.
(Zingiberaceae). Elle est employée depuis des centaines d'années en Asie pour ses
propriétés alimentaires, ainsi que pour ses propriétés médicinales (Sharma et al., 2005), y
compris un effet anti-inflammatoire, anticancéreux et sa capacité a neutraliser les radicaux
libres notamment le radical hydroxyle et |’ anion superoxyde (Sharma et al., 2005; Barik
et al, 2005). La structure de la curcumine comporte une chaine aliphatique insaturée dont
le nom scientifique est : 1,7-bis (4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-heptadiene-3,5-dione
(Figure 4) (Sharma, 1976).

S
HO OH

OCHa3 H3CO
Figure 4: Structure chimique de lacurcumine (Najjar et al., 2017).
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1.6.1.2. Systeme antioxydant enzymatique

Les ERO sont rapidement éliminées par des enzymes antioxydantes, comme la
glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (SOD)
(Buldak et al., 2014).

¢ Glutathion peroxydase (GSH-Px)

La glutathion peroxydase est une sélénoprotéine, une enzyme clé dans la protection des
biomembranes exposées au stress oxydatif (Nakagawa et 1mai, 2000). Elle constitue la
voie majeure de dégradation des hydroperoxydes (peroxyde dhydrogéne H,0,,
hydroperoxydes organiques ROOH) dans la plupart des cellules et des compartiments
subcellulaires. Elle inhibe donc la production des radicaux libres tres oxydants tels que le
radical hydroxyle OH" dérivé du H,O, et les radicaux akoxyles RO, dérivés des
hydroperoxydes organiques (Richard et al., 1997). Pour son fonctionnement, elle utilise le
glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elle transfert I'oxygéne (figure 5), le
transformant en glutathion oxydé (GSSG).

2 GSH + H202 — GSSG +2 H20

- N
Fea+ >
eaa* Dacasvadabdac

Figure5 : Principal es étapes de production des espéces réactives de |’ oxygene (Goudable
et Favier, 1997).

+ Catalase
La catalase a éé dabord identifiée en 1811 lorsque Louis Jacques Thénard, qui a
découvert le H,O, suggére que sa décomposition est causée par une substance inconnue.

En 1900, Oscar Loew a été le premier a lui donner le nom de catalase apres |'avoir

9
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découverte dans de nombreuses plantes et animaux (Zamocky and Koller, 1999). Cette
enzyme est une oxydoréductase (EC 1.11.1.6), dont la fonction principae est la
décomposition du peroxyde d'hydrogene en oxygene moléculaire et en eau (Nichaolls,

2012), traduite par I'éguation suivante:

2H,0, — 2H,0+0; (&q3)

La catalase a été rapidement caractérisee, capable de métaboliser 42 000 molécules/sec
de H,O, a 0° C. Elle est présente dans tous les principaux organes, y compris le foie, qui a
I'activité la plus élevée, le cerveau et les reins. Elle est aussi présente dans le sang et la
moelle osseuse (M ayfiled and Duvall, 1996). Goldberg et Hochman ont propose, en 1989,
une classification des catalases en fonction de leurs propriétés physicochimiques, en trois
catégories. les catalases typiques, atypiques et catal ases-peroxydases. Cependant, cette
classification a été abandonnée, suite a l'apparition de nouvelles séquences de catalases, et
remplacée par une classification basée sur les critéres phylogénétiques. Cette nouvelle
classification différencie les catalases monofonctionnelles, les catal ases-peroxydases et les

catalases non-héminiques (M ayfiled et Duvall, 1996).
e Catalasestypiquesdites monofonctionnelles

La majorité des catalases sont regroupées dans cette catégorie. Elles sont constituées
d'un groupement héminique et d'une grande (>75 KDa) ou une petite sous-unité (<60
KDa), structurée en homotétramere. Dans la magjorité des cas, la protoporphyrine IX
constitue I’heme. Quatre résidus d'acides aminés sont associés a |'atome de fer de I'heme
pour dégrader I'H,O,: I'histidine, la sérine, la tyrosine et |'asparagine (Goldberg et
Hochman, 1989).

Les catalases monofonctionnelles sont classées en trois clades. Le premier comprend
principalement des catalases d'origine végétale, le second est congtitué de catalases
possedant une large sous-unité et sont d'origine bactérienne ou fongique. Ces dernieres ont
une structure stable et rigide qui pourrait expliquer I'extréme résistance a la dénaturation
thermique, au pH et a la protéolyse (Chelikani et al., 2004). Le dernier clade et qui
comprend des catalases formées d'une petite sous-unité sont présentes chez les bactéries,

les archaebactéries, les champignons et chez d'autres eucaryotes (Klotz et al., 1997).

10
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o Catalases-peroxydases

Ces catalases bifonctionnelles sont formées d'une triade d'acides aminés (Figure 6): le
tryptophane 111 situé au niveau du site actif, la méthionine 264 et la tyrosine 238
(Chelikani et al., 2004). Les enzymes de ce groupe sont des homodimeres, qui possedent
un groupement héminique avec une masse moléculaire variant entre 120 et 340 KDa. Leurs

ségquences sont plutbt proches des peroxydases de plantes que des catalases typiques
(Adelaida et al., 2012).

Figure 6 : Structure du site actif impliqué dans I’ activité catalase chez les catalases-
peroxydases (Chelikani et al., 2004).

e Catalases non-héminiques dites a manganése

Les enzymes de cette catégorie possedent du manganése a la place d'un héme, €lles sont
aussi nommeées Mn-catalase, car le centre catal ytique est un groupement constitué de deux
atomes de manganése. Actuellement elles ne sont connues que chez les bactéries
(Chéelikani et al., 2004). Ces enzymes contiennent quatre ou six sous-unités identiques de
30 KDa avec un domaine extrémement conservé constitué de 4 hélices (Allgood et Perry,
1986). Les catalases a manganése ont toutes un taux d'édimination de |'eau oxygénée

inférieur a celui des catal ases des autres catégories (James, 2012).

11
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+ Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme a cuivre découverte par Joe McCord
et Irwin Fridovich en 1969 dont le rdle catal ytique est la dismutation de |’ anion superoxyde
I’O,*" en dioxygene et H,O, (McCord et Fridovich, 1969) selon laformule (éq 4):

02._ + 02._ + 2H+ — H,0, + 0O, (é:] 4)

Le peroxyde d'hydrogéne est ensuite rapidement catabolisé par la catalase et les
peroxydases en dioxygene (O,) et en molécules d’ eau (H20). Aingi, différentes études ont
confirmé que la production de H,O, sous |'action de la SOD était bien le facteur
déclenchant des mécanismes naturels de défenses antioxydantes. La SOD apparait donc
comme I’enzyme clé de la défense naturelle contre les radicaux libres (M envielle-Bourg,
2005). Son activité est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et & un moindre
degré en zinc (Goudable et Favier, 1997).

Chez I’homme, trois isoformes compartimentées de I’ enzyme SOD ont été caractérisées
de facon biochimique et moléculaire (Liou et al., 1993), qui différent par la localisation
chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure quaternaire (Tableau 1) et
leur localisation cellulaire (Figure 7) (Haleng et al., 2007).

1. LaCu/Zn-SOD ou SOD1 cytosoligue utilise le cuivre et le zinc comme cofacteurs
nécessaires al’ activité enzymatique ;
La SOD2, mitochondriale, utilise le manganese ;

La EC-SOD ou SOD3 extracellulaire, utilise le cuivre et le zinc.

O, *» H,0,

cell membrane

—

— O, — — H,0,

mitochondria

Figure 7: Localisation subcellulaire des trois isoformes de la SOD

(Faraci et Didion, 2004).
12



CHAPIIRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau |: Les différents types des superoxydes dismutases.

L ocalisation
Types chromosomique et | Structure Fonctions
cellulaire
SOD1 Geéne localisé au niveau | - Masse moléculaire d'environ | - Joue un réle dans la survie et la
(Cu/Zn- | du chromosome 21. 32 kDa (Afonso et al., 2007). croissance cellulaire.
SOD)
-Présente dans le | - Homodiméres ou monoméres | -Cette enzyme est impliquée dans
cytoplasme, trouvés chez les eucaryotes et | la réponse cellulaire a différents
compartiment nucléaire | certains procaryotes | stress (Afonso et al., 2007).
et I’espace | (Barondeau et al., 2004). Le | -Chez I’homme, des mutations du
intermembranaire site actif est maintenu par une | géne SOD1 sont a I'origine des
mitochondrial des | liaison disulfure entre deux | désordres neurodégénératifs,
cellules  mammiféres | cystéines hautement conservées | associes a des dommages
(Afonso et al., 2007). (Tainer et al., 1982). oxydatifs. (Okado-Masumoto et
Fridovich, 2002).
SOD2 -Gene sSitué sur le| -Les Mn-SOD eucaryotes sont | -Joue un réle important dans la
(Mn- chromosome 6 | habitudlement tétrameres, | protection vis-a-vis des radicaux
SOD) (Mortenetal.,2006). |tandis que les enzymes | libresinduits par |’ hyperoxie.
procaryotes sont habituellement
diméres  (Borgstahl et al.,
1992).
SOD3 - Géne situé sur le| -EC-SOD humaine est un |- La SOD3 protége les cellules et
(EC- chromosome 4 | tétramere  de 135  kDa | la matrice des effets délétéres de
SOD) (Fattman et al., 2003). | (Marklund, 1982). I'02* généré par les
-Essentiellement - Région centrale homologue a | polynucléaires neutrophiles

présente  dans les
compartiments
extracellulaires,
plasma, lymphe, fluide
cérébrospinal, et
liquide synovia

(Fattman et al., 2003).

Cu/Zn-SOD humain et contient
tous les ligands essentiels pour
la coordination du site actif : les
ions Cu et Zn (Petersen et al.,
2003).

(PNN) actifs.
(Enghild et al., 1999).
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|.7. Plantes médicinales

Depuis des temps immeémoriaux, I'nomme a utilisé des extraits de plantes pour se
protéger contre plusieurs maladies et pour améliorer sa santé et son style de vie
(Rajkapoor et al., 2010). Selon I’OMS, ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou
des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs
dans la synthese des médicaments (Sofowor a, 2010).

Les plantes médicinales sont une source riche en polyphénols qui, d0 a leurs pouvoirs
antioxydants, leur conféere des vertus médicinales. L’ activation des enzymes antioxydantes
par les polyphénols est I'un des systemes antioxydants importants pour la défense contre
certaines maladies comme I’ ulcere (Devi et al., 2007). Aussi, des éudes in vivo ont montré
gue le fait de donner la catalase ou la superoxyde dismutase a des souris ulcérées a
contribué a la gastro-protection et ala guérison de ces souris (Devi et al., 2007). L’ activité
antioxydante de Pistacia lentiscus a été prouvée en tant que scavenger de plusieurs
especes radicalaires entre autres le H,O, (Atmani et al., 2009). Sa capacité a inhiber la
xanthine oxydase, une enzyme productrice de radicaux libres a éé aussi démontrée
(Berbouchaet al., 2010).

Les différentes parties de Pistacia lentiscus ont fait I'objet de plusieurs études
phytochimiques afin d’'identifier leurs principes actifs (Remila et al., 2015; Mehenni et
al., 2016). Ces études consacrées essentiellement au mastic ont montré la présence de
flavonoides, des huiles essentielles, ainsi que des triterpenoides (Marner et al., 1991,
Papageorgiou et al., 1997).

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonols, comme la quercetine, myricetine ainsi que
I"isoflavone genisteine (Remila et al., 2015; Mehenni et al., 2016). Elles contiennent 6 a
7% de galotannins de faible poids moléculaire, a savoir I'acide galique et les dérivés
d acide quinigue (Romani et al., 2002). Les études pharmacologiques qui ont été
effectuées sur Pistacia lentiscus ont révélé qu elle possede plusieurs vertus dans le
traitement des ulceres, I'hypertension, la toux, les maux de gorge, I'eczéma, les calculs
rénaux et la jaunisse (Gardeli et al., 2008). La gomme mastic est utilisé dans les
cosmétiques et la parfumerie, comme aromatisant alimentaire et pour son activité
antimicrobienne, en particulier contre Helicobacter pylorii (Baytop, 1984), et

anticancéreuse, notamment le cancer du sein, foie, rate, estomac et utérus (Duke, 1983).
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[1.1. Matérie
11.1.1. Matériel végétal
[1.1.1.1. Description botanique

Pistacia lentiscus (pistachier) appartient a la famille des anacardiacées et pousse surtout
dans le bassin méditerranéen (Triantafyllou et al., 2007). C'est un arbrisseau de 1 a 8 m de
hauteur a feuilles persistantes (figure 8) et afleurs jaunatres ou violacées (lauk et al., 1996).
Les fruits sont |égérement globulaires, d'abord rouges puis noirs a maturité (Charef et al.,
2008); par incision, on obtient une résine d'odeur forte, le mastic (Triantafyllou et al., 2007).

Figure 8: Photographie originale des feuilles de P. lentiscus.

[1.1.1.2. Taxonomie
La taxonomie rapportée ci-dessous a été décrite par Y aaqobi et al. (2009).

Regne : Plantae

Classe: Magnoliopsida
Ordre: Sapindales
Famille: Anacardiaceae
Genre: Pistacia

Espece: Pistacia lentiscus

15
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11.1.1.3. Récolte dela plante

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont été récoltées déebut juillet 2016 a coté du village de

Tizi Neftah, commune d’ Amizour située al’ est de Bejaia, loin de tout impact de pollution.

[1.1.1.4. Séchage, broyage et tamisage

Les feuilles de P. lentiscus ont été nettoyées des impuretés, puis séchées a l'ombre et a
température ambiante. Par la suite, les feuilles ont éé séchées dans I'étuve (37C°), &fin
d'diminer I'numidité restante puis broyées a I'aide d'un broyeur éectrique, puis tamiseées afin

d obtenir une poudre fine (63um de diamétre), qui a été stockée al'abri delalumierea4°C.

I1.1.1.5. Extraction

L’ extraction a partir des feuilles de Pistacia lentiscus a été effectuée selon le protocole

d extraction de Atmani et ses collaborateurs (2009), en suivant ces étapes :

1. Macération (24h) : qui consiste a mélanger 100g de poudre de feuilles dans 400 ml
d éthanol (96%) et laisser agiter le tout pendant 24h.

2. Décantation (24h) : une fois la macération achevée, le mélange a é&é mis dans une
éprouvette et laissé décanter pendant 24h.

3. Séparation des phases: le surnageant a été récupéré dans des ballons spécifiques et a
subi un séchage avec rota vapeur afin de récupérer | extrait brut.

4. Evaporation : Unefois que |’ é&thanol est évaporé complétement, |’ extrait est récupéré
et conservé a-20°C.

11.2. Méthodes

I1.2.1. Etude de I'interaction de |I'extrait des feuilles de P. lentiscus et la curcumine avec
|a catalase

L’activité de la catalase a éé déterminée en mesurant le taux de décomposition du
peroxyde d’ hydrogéne, suivant la méthode de Najjar et al., (2017). Les échantillons (10ul) de
curcumine (12,5-100 pg/ml) d’une part et I’ extrait des feuilles de Pistacia lentiscus d’ autre
part (12,5-100 pg/ml) ont été incubés avec de la catalase (1,14 uM) dans du tampon
phosphate (10mM, pH=6,8) pendant 15minutes. La réaction a été mesurée immediatement a
240nm apres avoir mélangé 20 ul du mélange, avec 1480 ul de peroxyde d’hydrogene

(12mM). La réduction de I’ absorbance a 240 nm résultant de I’ élimination de I'H,0, a été
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suivie pendant 30s avec un spectrophotométre UV-visible (Shimadzu UV spectrophotometer,
UV-1800).

Une unité d activité a été définie comme la quantité d’ enzyme qui décompose 1uM de
peroxyde d’ hydrogene en 1 min (Najjar et al., 2017).

La concentration de la solution mére de la catalase a été déterminée en mesurant son
absorbance & 405 nm, en utilisant le coefficient d’ extinction molaire de la catalase (3,24x10°
M em™) (Sameijima et Yang, 1963).

[1.2.2 Etude de I'interaction de I’extrait des feuilles de P. lentiscus et la curcumine avec

la superoxyde dismutase

La méthode employée (Winterbourn et al., 1975) est basée sur la capacité de la
superoxyde dismutase a inhiber la réduction du nitro-bleu tétrazolium (NBT) par I’anion

superoxyde (figure 9).

N

Figure 9 : Relation entre riboflavine, le radical superoxyde, NBT et SOD.

Le mélange réactionnel était composé de 0,1 ml de solution de NBT (1,5 mM), 0,2 ml
d'EDTA/méthionine (0,AM EDTA contenant 0,3 mM meéthionine), 15 pl de I'’enzyme SOD
(5ug/ml) et 15ul de I'extrait de P.lentiscus et/ou curcumine avec différentes concentrations
(12,5-100 pg/ml). Du tampon phosphate de potassium (67 mM, PH=7,8) a été ajouté pour

.....

fluorescente (15 W).
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L'appareil congu pour exposer les tubes alalumiére était compose d'un support de tubes a
essai immergé dans de l'eau dans un bain-marie a 25 ° C (figure 10) (Beauchamp et
Fridovich, 1971).

Figure 10: Photographie originale du dispositif utilisé dans
I'étude de I'activité de la superoxyde dismutase.

Les tubes ont été incubés pendant 5 minutes pour obtenir une température constante
(25°C), puis additionnés de 0,12 mM de riboflavine et incubés dans une boite lumineuse
pendant 12min. L’absorbance a été mesurée par spectrophotometre (Shimadzu UV
spectrophotometer, UV-1800) a 560nm, a 4 et 12min (Winterbourn et al., 1975). Une unité
de SOD est définie comme la quantité d’ enzyme qui inhibe la photoréduction du NBT de 50%
(Beauchamp et Fridovich, 1971).

11.2.3. Dosage de I'activité de la catalase et superoxyde dismutase dans les feuilles, la

poudreet I'extrait éthanolique de Pistacia lentiscus
11.2.3.1. Dosage de I’ activité de la catalase dans Pistacia lentiscus

Le but du protocole a été de révéler la présence d une activité de catalase dans les feuilles
fraiches, la poudre issue du broyage et I'extrait des feuilles de P. lentiscus. Différentes
concentrations ont été testées (12,5-100 pg/ml).

« Danslesfeuillesfraichesde Pistacia lentiscus

Les feuilles fraiches ont été récoltées fin mai 2017 de la foré& de Tizi Neftah et ont été

conservées immeédiatement au frais et congel ées ensuite a-80°C. Deux jours apres, les feuilles
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ont été pesees, broyées avec un mortier et un pilon froid dans un bain de glace et dissous dans
du tampon phosphate de sodium a 10mM (pH=6,8) pour obtenir une concentration de
20mg/ml, puis homogénéisées, jusqu'a disparition du résidu fibreux. L'homogénat a été
centrifugé a 10000g pendant 20 minutes dans une centrifugeuse réfrigerée a 4°C
(Giannopolitis et Ries, 1977). L'activité de la catalase a été évaluée dans le surnageant
récupéré en mesurant la réduction de I’absorbance a 240 nm résultant de I’éimination du
H.O,, en utilisant la méhode décrite ci-dessus (Najjar et al., 2017) mais en absence de

I’ enzyme.
« Danslapoudreet |’extrait de Pistacia lentiscus

Le dosage de la catalase dans la poudre (20mg/ml) et I’ extrait (20mg/ml) dissous dans du
tampon phosphate de sodium (10mM, pH de 6,8) a &é mené avec laméthode de Najjar et al.,
(2017). La solution de poudre ainsi obtenue a été centrifugée a 4000 rpm pendant 20 min,
pour se débarrasser de la poudre non dissoute. La quantification des protéines totales dans les
feuilles fraiches, poudre issue du broyage et I'extrait de la plante a éé déterminée par la
méthode de Bradford (1976).

La quantité de catalase (U/min/mg protéines) dans les feuilles fraiches, poudre issue du
broyage et |'extrait de la plante a été calculée en utilisant le coefficient d’ extinction du H,O,
(43.6 Mcm™) (Najjar et al., 2017).

I1-2-3-2 Dosage de |'activité de la superoxyde dismutase dans les feuilles, la poudre et

|’extrait de Pistacia lentiscus:

Le but du protocole a éé de révéler la présence d'une activité de superoxyde dismutase
dans les feuilles fraiches, la poudre issue du broyage et I'extrait des feuilles de P. lentiscus.
Les différentes concentrations ont été testées (12,5-100 pug/ml).

++ Danslesfeuillesfraiches de Pistacia lentiscus

L’ extraction de la superoxyde dismutase a été entreprise de la méme maniére que pour la
catalase. Le surnageant, ci-dessus mentionné a titre d'extrait de SOD brut, a été utilisé
immeédiatement avant les analyses pour les déterminations enzymatiques (Giannopolitis et
Ries, 1977). L'activité de la superoxyde dismutase a été mesurée par l'inhibition de la
réduction du NBT causée par les radicaux superoxydes par I’ adoption de la méme méthode du
test enzymatique (décrite ci-dessus) sans I'addition de I’enzyme (Giannopolitis et Ries,
1977).
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+ Danslapoudreet |’extrait de Pistacia lentiscus

Le dosage de la superoxyde dismutase dans la poudre (20mg/ml) et I’ extrait (20mg/ml)
dissous dans du tampon phosphate de sodium (67mM, pH de 7,8) a éé mené avec |la méthode
de Giannopolitis et Ries (1977). La solution de poudre ains obtenue a été centrifugée a
4000rpm pendant 20 min pour se débarrasser de la poudre non dissoute. La quantification des
protéines totales dans les surnageants de feuilles et de la poudre, et aussi dans |’ extrait a été
déterminée par la méthode de Bradford (1976).

La quantité de superoxyde dismutase (U/min/ug protéines) dans les feuilles fraiches,
poudre issue de broyage et I'extrait éhanolique de la plante a été calculée en considérant
gu'une unité enzymatique correspond a 50% d'inhibition de la réduction du NBT
(Beauchamp et Fridovich, 1971).

I1.2.4. Dosage de |’ activité de la catalase et super oxyde dismutase dansla curcumine
[1.2.4.1. Dosage de |’ activité de la catalase dansla curcumine

Le dosage de la catalase dans la curcumine (composé pur, 20mg/ml) dissoute dans du
méthanol dilué a 1% a éé mené avec la méthode de Najjar et al., (2017). La solution de
curcumine a été agitée pour qu'dle se soit totalement dissoute. Différentes concentrations ont
été testées (12,5-100 pg/ml).

L’ activité de la catalase (U/min) dans la curcumine a été calculé en utilisant le coefficient
d extinction du H.O, (43.6 M™'em™) (Najjar et al., 2017).

11.2.4.2. Dosage de |’ activité de la superoxyde dismutase dansla curcumine

Le dosage de la superoxyde dismutase dans la curcumine (20mg/ml) dissoute dans
I'éthanol a été mené avec la méthode de (Winterbourn et al., 1975). La solution de
curcumine a été agitée pour qu'elle se soit totalement dissoute. Différentes concentrations ont
été testées (12,5-100 pg/ml).

L'activité de la superoxyde dismutase (U/min) dans la curcumine a été calculé en
considérant gu’ une unité enzymatique correspond a 50% d’inhibition de la réduction du NBT
(Beauchamp et Fridovich, 1971).
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[1.3. Analyse statistique

Les résultats de I’ ensemble des tests réalisés ont éé exprimés en moyenne (M) + SD ou
«standard déviation» pour chague groupe. L'analyse statistique a été réalisée en utilisant le
logiciel Graph Pad Prism (5.0). Les différences sont considérées significatives a *p<0,05,

hautement significatives a**p <0,001, et trés hautement significatives a***p<0,0001.
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[11. Résultats et discussion

Notre éude avait pour but d’examiner I'interaction de la curcumine et I’extrait de
P.lentiscus avec la catalase et la superoxyde dismutase, deux enzymes antioxydantes

essentielles pour |es organismes vivants.
[11.1. Etude de |’ activité enzymatique de la catalase

[11.1.1. Effet de la curcumine et I’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus

sur |'activité dela catalase

Apres incubation de la catalase avec I’ extrait des feuilles de P. lentiscus/curcumine
pendant 15 minutes a une température ambiante, |'activité de cette derniére a été
déterminée en mesurant le taux de décomposition du peroxyde d hydrogene, suivant la
méthode de Najjar et al., (2017). Les résultats de I’ effet des différentes concentrations de
la curcumine (12,5-100ug/ml) et I'extrait éhanolique (12,5-100ug/ml) des feuilles de
P.lentiscus sur |’ activité de la catalase sont présentés dans lafigure 11.
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Figure 11. Effet de la curcumine et I'extrait éthanolique des feuilles de Pistacia
lentiscus sur I’activité de la catalase. Les données sont représentées en moyenne + SD pour
n=3; *p<0,05 différence significative, **p <0,001 différences hautement significatives,
***n<0,0001 différence tres hautement significative par rapport au témoin. Cur : Curcumine, Ext :
Extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus.
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L’ extrait des feuilles de P. lentiscus ainhibé la catalase de fagcon maximale (25,04%) a
la concentration la plus faible de 12,5ug/ml; cette inhibition diminue en augmentant la
concentration de I’extrait. En effet, a 25ug/ml et 50ug/ml les pourcentages d'inhibition
sont de 13,82 et 15,03%, respectivement.

De méme que pour I’ extrait de P. lentiscus, I’ activité de la catalase a augmenté avec
I” augmentation de la concentration de la curcumine. Cependant, la curcumine n’a pas cause
une inhibition de la catalase mais une activation a partir de 25ug/ml (16,73% d’ activation)
qui a atteint son maximum a 50pg/ml (p <0,001) avec un pourcentage d' activation de
21,21%. D’autre part, la concentration de 100pg/ml pour |’extrait des feuilles de P.

lentiscus et la curcumine a donné une activité comparable a celle du contrdle.

La catalase est une enzyme endogene antioxydante qui catalyse la dismutation du
peroxyde d hydrogene en dioxygene (Chelikani et al., 2004). Elle existe chez tous les
organismes aérobies chez lesquels elle participe, comme la peroxydase, a la défense contre
les dérivés toxiques de I’ oxygene (Goudable et Favier, 1997). L’inhibition de la catalase
par I'extrait de P. lentiscus suggére un potentiel pro-oxydant (Halliwell, 2005). Cette
inhibition peut étre due a un effet synergique des composes de I’ extrait ou a la présence

d’ un composé mgjoritaire.

En effet, P. lentiscus est une plante riche en polyphénols (Remila et al., 2014 ;
Mehenni et al., 2016) dont les propriétés antioxydantes ont été prouvées, plus
particulierement une activité scavenging contre le H,O, (Atmani et al., 2009). Les éudes
ont montré gue la catéchine est un composant mgjoritaire de P. lentiscus (Romani et al.,
2002; Rodriguez-Pérez et al., 2013). Une éude de Pal et al., (2014) sur I’interaction de la
catéchine avec la catalase a montré que ce composé phénolique provoque des changements
de conformation dans la structure secondaire de cette enzyme, ce qui influence son site
actif et ses fonctions physiologiques et la rend inactive dans la neutralisation du H,O,. Ceci
peut suggérer que c'est la catéchine de I'extrait éthanolique des feuilles de Pistacia
lentiscus qui est al’origine de I’inhibition de la catalase. Les éudes précédentes ont aussi
rapporté la présence d’ autres tannins dans I’ extrait éthanolique de P. lentiscus tels que
I"acide galique et |'acide tannique (Remila et al., 2014; Mehenni et al., 2016).
Cependant, I'inhibition observée n’est pas dose-dépendante. En effet, les tannins sont des

composés complexes et volumineux, qui peuvent inhiber I’enzyme de fagon non
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spécifique, en provoquant un encombrement stérique qui augmente avec la concentration et

devient non significatif a 100pg/ml (figure 11).

Les études in vitro d’interaction entre les extraits de plantes ou les polyphénols avec la
catalase sont rares. D’aprés nos recherches, aucune éude n'a montré une activation de
cette enzyme in vitro par les extraits de plante ou polyphenols. A titre d’exemple, une
étude a montré une inhibition de la catalase par plusieurs extraits de raisin (Spanou et al.,
2011).

L’'acide salicyliqgue (AS), qui est un composé hydroxybenzoique, a aussi réprimé
I"activité de la catalase (Durner et Klessig, 1996). Ces chercheurs ont interprété ces
résultats comme bénéfiques. 1ls ont émis I’ hypothese que I’inhibition de la catalase dans
les tissus infectés de plante ou d’animaux sert & maintenir une concentration élevée de
H,O, pour son réle comme second messager dans |’ activation des génes des protéines
antioxydantes et de résistance aux infections (Schmidt et al., 1995). En méme temps, I'AS
protege la catalase de la dégradation par les concentrations élevées de son substrat (H20.),
qui est produit dans des conditions de stress oxydant chez les animaux et d’infection chez
les plantes (Herbert et al., 1948). Cette hypothése peut expliquer la disparité entre
I activation de la catalase in vivo et son inhibition in vitro.

D’ autre part, la curcumine est un polyphénol connu présent dans le curcuma, une racine
dont I’ Inde est la principale productrice (Chattopadhyay et al., 2004). En effet, |’ étude de
la curcumine dans des modéles biologiques a révélé qu’ elle possédait un grand nombre de
propriétés pharmacologiques, telles que la capacité a neutraliser les radicaux libres
notamment le radical hydroxyle et I’anion superoxyde (Jayaprakasha et al., 2005),
probablement di a sa propriété de donneur d’ électrons.

L’ activité antioxydante de la curcumine a été confirmée par son activation de la catalase
a des concentrations élevées (25 et 50 pg/ml) (Figure 11). Un mécanisme possible par
lequel la curcumine active la catalase a été suggéré pour révéler la nature des interactions
entre la catalase et la curcumine en utilisant des méthodes de calculs et des techniques
optiques (Najjar et al., 2017). En effet, la curcumine est supposée étre impliquée dans les
arrangements des résidus d'acides aminés dans e site actif de I'enzyme, de facon a modifier
sa conformation en causant |’augmentation de la distance entre les résidus du goulot
d'étranglement du canal étroit (Najjar et al., 2017). Cette distance détermine la quantité de
substrat qui a acces au site actif de I'enzyme. Cependant, I’équipe de Najjar et ses

collaborateurs (2017) ont montré une activation maximale de la catalase de 100% a
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200pg/ml, ce qui n’est pas en accord avec nos résultats. Cette disparité dans les résultats
peut étre attribuée a une différence dans la pureté de la curcumine (celle utilisé dans notre
laboratoire est a 95% pure), a la durée de son stockage (la curcumine au laboratoire est

stockée depuis 2010) et aladifficulté de sa dissolution dans |e tampon.

[11.1.2. Dosage de |'activité de la catalase dans les feuilles fraiches, la poudre et

I’extrait é&thanolique desfeuilles de Pistacia lentiscus

Lafigure 12 ci-dessous montre I’ activité de |a catal ase exprimée en (U/mg de protéines)
dans les feuilles fraiches, la poudre et |'extrait éthanolique des feuilles de Pistacia

lentiscus.
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Figure 12 : Dosage de I'activité de la catalase dans les feuilles fraiches, poudre et
extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus. Les données sont représentés en moyenne +
SD pour n=3; ***p<0,0001 différence trés hautement significative par rapport au contréle. FF:
Feuilles fraiches de P.lentiscus, P : Poudre, Ext : Extrait éthanolique des feuilles de P.lentiscus.

On remarque que I’ activité de la catalase dans les feuilles fraiches de P. lentiscus est
supérieure a celle du contrdle pour les concentrations de 25 et 50pg/ml (p<0,0001).
L’inverse est observé pour la poudre des feuilles de P. lentiscus, ou |’ activité de la catalase
aenregistré une augmentation par rapport au contréle seulement pour les concentrations de
12,5 et 100 pg/ml, tandis que des différences non significatives ont été révélées pour les

concentrations de 25 et 50 pg/ml, respectivement.

Pour I extrait éhanolique de Pistacia lentiscus, I’ activité de la catalase est maximale et

tres hautement significative (p<0,0001) pour la concentration de 12,5 pg/ml par rapport au
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contrble. Cette activité baisse significativement a 25ug/ml et augmente a partir de cette

concentration de maniére dose-dépendante.

L’ activité de la catalase observée dans la figure 12 peut étre due soit a la présence de
cette enzyme dans les échantillons étudiés soit a leur activité scavenging. Les résultats du
dosage de I’ activité de |la catalase dans les feuilles fraiches, poudre et extrait de P. lentiscus
ont montré gque, ce dernier a donné la meilleure activité de maniere dose-dépendante. Ceci
est consistent avec |’alure de I’ activité de I’ extrait en présence de I’enzyme (figure 11) et
révéle que l'inhibition a de faibles concentrations qui s atténue en augmentant la
concentration est probablement di a une activité scavenging du H,O, de I’ extrait (Atmani
et al., 2009) qui, en méme temps peut inhiber I’enzyme, par un mécanisme similaire de
I’AS.

Concernant la concentration de 12,5ug/ml de I’ extrait qui a donné la meilleure activité
de catalase, la méthode de Bradford a montré qu’ a cette dilution, la quantité de protéines
est presque nulle, ce qui suggére que I’ activité observée est probablement due a une pure
activité de scavenging. La concentration de 12,5 pg/ml est optimale (figure 12) et d’ apres
la théorie de Halliwell et al., (2000) sur le paradox des antioxydants, I’ activité de ces
derniers peut étre forte a de faibles concentrations alors qu’ a de fortes concentrations, elle

peut devenir pro-oxydante.

Le fait que I’ extrait a donné une meilleure activité que les feuilles fraiches et la poudre
peut étre interprété par une teneur faible en catalase dans les feuilles fraiches de P.
lentiscus. Aussi, il démontre que I’extraction par |'éthanol a optimisé la quantité de

polyphénols dans |’ extrait qui a montré une meilleure activité de scavenging que la poudre.

[11.1.3. Dosage de |’ activité de la catalase dansla curcumine

L'activité catalase de la curcumine a é&é déerminée en mesurant le taux de

décomposition du peroxyde d’ hydrogeéne, les résultats sont illustrés dans la figure 13.
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Figure 13: Dosage de I'activité de la catalase dans différentes concentrations de la
curcumine. Les données sont représentées en moyenne + SD pour n=3, ***p<0,0001 différence
tres hautement significative par rapport au témoin. Cur : Curcumine.

Cette figure indique une activité de catalase de la curcumine tres faible comparée au
contréle pour toutes les concentrations testées (12,5-100pg/ml). La curcumine est un
composeé phénolique ne possédant pas de protéines et donc pas de catalase qui décompose
le peroxyde d’hydrogene en oxygene moléculaire et en eau. L’ activité détectée est donc
purement celle de scavenging du H,O, qui S est avérée tres faible et comparable a toutes
les concentrations de la curcumine (12,5-100 pg/ml). Combinée avec les résultats de la
figure 11, et vu que I'activité de scavenging du H,O, de la curcumine est tres faible,
I’ activation de la catalase observée est surtout due a une interaction de la curcumine sur le

site actif de I’ enzyme en accord avec les résultats de Najjar et al., (2017).

111.2. Etude del’ activité enzymatique de la super oxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation du radical superoxyde (O,") en
peroxyde d'hydrogéne (H20O.) et I'oxygene (O,) (McCord et Fridovich, 1969). Les ions
superoxdes générés par la réduction de la riboflavine par la lumiéere convertissent le NBT
en bleu de formazan, qui absorbe la lumiere a 560 nm. Cependant la SOD inhibe cette

réaction en éiminant les ions superoxydes du milieu réactionnel (Figure 9).
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[11.2.1. Effet de la curcumine et I’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus

sur I’activité de la super oxyde dismutase

Les résultats de I’ effet des différentes concentrations de la curcumine (12,5-100ug/ml)
et I’extrait éhanolique (12,5-100ug/ml) des feuilles de Pistacia lentiscus sur I activité de

la superoxyde dismutase sont présentés dans lafigure 14.
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Figure 14 : Effet de la curcumine et I'extrait éhanolique des feuilles de Pistacia
lentiscus sur I’activité de la superoxyde dismutase. Les données sont représentées en
moyenne = SD pour n=3; *p<0,05 différence significative, **p <0,001 différences hautement
significatives, ***p<0,0001 différence trés hautement significative par rapport au controle. Ext :
Extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus; Cur : Curcumine.

On observe que I’ activité de la superoxyde dismutase a été significativement inhibée,
comparée a celle du controle par I’ extrait éthanolique de P. lentiscus aux concentrations de
12,5 et 25ug/ml (pourcentages d'inhibition de 74,61 et 32,45%, respectivement), indiquant
gue cet extrait est pro-oxydant aux concentrations utilisées (Halliwell, 2005). Cette
inhibition s atténue en augmentant la concentration de maniere a ce qu’ elle devienne non
significative a 50 et 100pg/ml, suggérant que, de méme pour la catalase, cette inhibition est
non spécifique. L’ étude des extraits de graines et fruits de raisin amontré que ces derniers
sont des inducteurs de I’ enzyme (Spanou et al., 2011), en contraste avec nos résultats pour

P. lentiscus.
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L’ analyse statistique a aussi révélé une augmentation dose-dépendante de I’ activité de

la superoxyde dismutase en présence de la curcumine entre 12,5 et 100ug/ml.

Cette augmentation est significative pour les concentrations de 50 et 100ug/ml qui suggere
que la curcumine a activé I'enzyme a ces concentrations, avec des pourcentages
d activation de 21,37 et 39,14% a 50 et 100 pg/ml, respectivement.

[11.2.2. Dosage de I’ activité de la superoxyde dismutase dans les feuilles fraiches, la

poudre et I’extrait éthanolique desfeuilles de Pistacia lentiscus

Les résultats de dosage de I’activité de la superoxyde dismutase dans les feuilles
fraiches, poudre et extrait des feuilles de Pistacia lentiscus sont présentés dans lafigure 15.
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Figure 15: Dosage de I’ activité de la super oxyde dismutase dans les feuilles fraiches,
poudre et I'extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus. Les données sont
représentés en moyenne = SD pour n = 3 ; *p<0,05 différence significative, **p <0,001 différences
hautement significatives, ***p<0,0001 différence trés hautement significative par rapport au
contréle. FF : Feuilles fraiches de P. lentiscus, P : Poudre, Ext : Extrait é&hanolique des feuilles de
P.lentiscus.

On constate que |’ activité de la superoxyde dismutase est significativement supérieure a
celle du contréle pour la concentration de 25 pg/ml des feuilles fraiches de P. lentiscus et a
donné une activité maximale (p<0,0001). Cependant une activité significativement moins
forte a celle du contrdle a éé observée pour la concentration de 100 pg/ml. Des différences

non significatives ont été observeées pour les concentrations de 12,5 et 50 pg/ml.

En ce qui concerne la poudre des feuilles de P.lentiscus, I’ activité de la superoxyde
dismutase est inférieure a celle du contrdle pour toutes les concentrations (12,5-100
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pg/ml). Cette activité est minimale & 12,5 et maximale a 25ug/ml. D’autre part, une
activité de superoxyde dismutase dose-dépendante de |'extrait a été revélée a des

concentrations alant de 12,5 a 100 pg/ml, qui atteint son maximum a 25ug/ml.

La comparaison de I’ activité de la SOD entre les fedilles fraiches, la poudre et I extrait
montrent que les feuilles fraiches contiennent une activité supérieure a 25ug/ml et que la
poudre a montré le moins d’ activité a toutes les concentrations. En absence de |’ enzyme,
I’élimination de I’anion superoxyde par I’extrait de P. lentiscus peut étre due soit a la
présence de |’ enzyme dans |’ extrait soit au pouvoir scavenging de ce dernier. L’ élimination
du superoxyde en |’ absence de I’enzyme (figure 15) montre la méme allure qu’' avec sa
présence (figure 14) du fait que I’ activité de la SOD augmente avec |’ augmentation de la
concentration de I'extrait des feuilles de P. lentiscus, suggérant que les composés
phénoliques présents dans cet extrait ont une activité scavenging de I’anion superoxyde
(Coset al., 1998). On peut constater que I’ extrait agit plutbt par scavenging et cette activité
n'est pas forte pour étre égale au controle. Les feuilles de P. lentiscus sont riches en
tannins (Atmani et al., 2009), tels que I’ acide gallique. Ces derniers peuvent se comporter
comme des antioxydants et des pro-oxydants en fonction de la concentration et de la source
des radicaux libres (L abieniec et al., 2003).

Dans le cas des feuilles fraiches de P. lentiscus, I’ activité maximale enregistrée pour la
concentration de 25 pg/ml peut étre expliguée par la présence de I’ enzyme dans la plante
ajoutée a un pouvoir scavenging qui fait que cette concentration est optimale pour éiminer
le radical superoxyde par rapport a la vitesse de sa production dans le milieu réactionnel.
D’aprés Bowler et al., (1994), les trois formes de la superoxyde dismutase (les formes
cuivre/zinc, manganese et fer) existent dans les plantes. Les feuilles de Pisatacia lentiscus
sont riches en polyphénols tels que la catéchine, la quercétine, myricétine et gallocatéchine
(Romani et al., 2002). Il adga été rapporté que ces composés ont une activité scavenging

de I’ anion superoxyde (Cos et al., 1998).

La dénaturation de la SOD au cours du sechage et broyage des feuilles de P. lentiscus,
gjouté aux conditions de conservation (4°C) peut expliquer ladiminution de I’ activité de la
SOD pour toutes les concentrations de la poudre issue du broyage des feuilles de P.
lentiscus en accord avec d'autres éudes (Spychalla et Desborough, 1990) qui ont
rapporté que certaines activités enzymatiques des tubercules de pomme de terre diminuent

au cours du temps pendant | e stockage.
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[11.2.3. Dosage de |’ activité de la superoxyde dismutase dans la curcumine

D’ apres lafigure 16 ci-dessous, on observe que I’ activité de superoxyde dismutase de la
curcumine augmente de maniére dose-dépendante ; cependant, cette activité est inférieure a
celle du contrdle (enzyme seule) pour toutes les concentrations (12,5-100pg/ml).
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Figure 16: Dosage de I'activité de la superoxyde dismutase dans différentes
concentrations de curcumine. Les données sont représentées en moyenne + SD pour n=3,
***n<0,0001 différence tres hautement significative par rapport au témoin. Cur : Curcumine.

Comme la curcumine est un composé pur, I'activité observée est purement de
scavenging de I’anion superoxyde. En effet, Vajragupta et al., (2004) a montré que la
curcumine a un effet sur I’anion superoxyde mais a des concentrations tres élevées, ce qui
est en accord avec nos résultats. Comme I’alure de la représentation schématique de la
figure 16 en absence de I’enzyme ressemble a celle de la figure 14 en présence de
I’enzyme, dans ce dernier cas |’ activité de I’ enzyme étant supérieure a celle du contrdle, on
peut supposer gu’'il y a un effet synergique entre I’ activation de I’enzyme et son effet
scavenging par la curcumine.

L’ éude de Chattopadhyay et al., (2004) a demontré que la curcumine, in vitro, inhibe
significativement la production des espéces réactives de I’ oxygene, tels que H,O,, |’anion
superoxyde et le radical nitrite. Cette inhibition est attribuée aux groupes phénoliques et
méthoxy sur les cycles benzéniques et e systéme 1,3-dicétone (figure 4) qui sont les deux
caractéristiques structurales importantes de la curcumine qui contribuent a ses propriétés

antioxydantes (Sregayan et Rao, 1996).
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

[11.3. Discussion générale

Les deux enzymes, catadase et SOD sont la premiéere ligne de défense chez les
organismes vivants contre le stress oxydant. Certaines plantes telles que Cassia fistula ont

montré une activation importante in vitro de ces deux enzymes (Kumar et al., 2012).

La comparaison des extraits de P. lentiscus avec la curcumine a donné des résultats tres
différents. La curcumine active les deux enzymes, tandis que |’ extrait de P. lentiscus les a
plutét inhibées. Aucune éude n’a examiné I’activation in vivo par les extraits de P.
lentiscus des deux enzymes. Toutefois, si on examine les recherches effectuées in vivo sur
les plantes médicinales, on note une activation de ces enzymes, ce qui suggére que le
meécanisme d’ action de ces plantes in vivo est différent de celui in vitro. En effet, in vivo
les plantes médicinadles agissent indirectement en activant les genes des enzymes

antioxydantes, la catalase et |a superoxyde dismutase (Devi €t al., 2007).

D’ autre part, les résultats de la curcumine ont suivi une dose-dépendance logique alors
que ceux des extraits n’éaent pas toujours dose-dépendants. Le fait que I'extrait de
plantes est congtitué d'un mélange de composés différents qui causent parfois un
encombrement stérique a contribué a des résultats difficiles a interpréter (pas de dose-

dépendance).
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CONCLUSION ETPER SPECTIVES

Depuis I'antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacothéque
naturelle et pragmatique pour I'nomme. En médecine traditionnelle, plusieurs plantes et
herbes ont été utilisees pour traiter les maladies induites par les radicaux libres.

Pistacia lentiscus est une plante locale riche en polyphénols dont es propriétés
antioxydantes ont été prouveées et son effet pharmacol ogique en médecine traditionnelle est
tres utilisé dans | e traitement de diverses pathol ogies.

L’objectif de notre travail a éé d'évaluer l'interaction enzymatique de I'extrait
éthanolique des feuilles de cette plante comparée a la curcumine, un polyphénol connu
présent dans le curcuma, avec deux enzymes antioxydantes: la catalase et |a superoxyde

dismutase.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude ont montré que la curcumine
active les deux enzymes antioxydantes (catalase et superoxyde dismutase) a des
concentrations élevées. Le dosage de I'activité de ces deux enzymes suggere gue la
curcumine active la catalase en agissant sur le site actif de |I’enzyme alors que I’ activité
observée pour la SOD est une combinaison avec |’activité scavenging de I'anion
superoxyde. Cependant I’extrait de P. lentiscus a plutdt inhibé ces deux enzymes a de
faibles concentrations, suggérant un effet pro-oxydant. Le dosage de I’ activité des deux
enzymes dans les feuilles, la poudre et I’ extrait de P. lentiscus a montré des activités non-

dose-dépendantes qui est due au fait que I’ extrait est un mélange de composés différents.

A partir des résultats obtenus concernant I’ effet de I’ extrait éthanolique de P.lentiscus
sur I’activité de la catalase et |a superoxyde dismutase comparée a la curcumine, il serait

ains souhaitable d enrichir cetravail par :

» Larédisation d une électrophorese afin de confirmer la présence ou |’ absence de la
catalase et/ou la superoxyde dismutase dans les feuilles fraiches, la poudre et
I’ extrait éthanolique de P.lentiscus.

» Lavariation des concentrations de I’ extrait et de la curcumine.

» L’augmentation de la concentration de I’'H,O, pour confirmer si le mécanisme de
I’AS est similaire acelui del’ extrait.

» Des études plus approfondies seraient nécessaires pour déterminer le mécanisme
d action de I’ extrait éthanolique des feuilles de P.lentiscus au niveau moléculaire.
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Glossaire

Anacar diaceae: est une famille de plantes dicotylédones. Selon Watson & Dallwitz, elle
comprend environ 600 espéces réparties en 70 genres. Ce sont des arbres ou des arbustes
des régions tempérées atropicales.

Arthrite: uneinflammation douloureuse. On appelle arthrite toute affection inflammatoire,
aiglie ou chronique, qui touche les articulations. Cette maladie inflammatoire présente tous
les symptdmes classiques de |'inflammation.

Cataracte: est une affection de I’ ceil, et plus précisement du cristalin, sorte de lentille
naturelle, transparente et souple. Le cristallin subit alors une opacification progressive qui
entraine une baisse de lavision et une géne éprouvée face aux sources lumineuses.
Coumarines: lacoumarine est une substance naturelle organique aromatique connue dans
la nomenclature internationale comme 2H-1-benzopyrane-2-one qui peut étre considérée
en premiere approximation comme une lactone de |'acide 2-hydroxy-Z-cinnamique.
Cyclooxygénase: la cyclo-oxygénase, qu'on désigne également par I'appellation COX, est
une enzyme capable de convertir I'acide arachidonique, qui participe a la formation des
membranes cedlulaires, en prostaglandines H2, responsables de nombreuses fonctions
physiol ogiques, notamment au niveau musculaire.

dioiques. en botanique, les plantes dioiques ont des structures reproductrices males et
femelles sur des plantes séparées. Le sens de male et femelle dans le contexte de plantes est
différent de I'usage dans les groupes d'ani maux.

Fluide cérébro-spinal: le liquide cérébro-spinal (LCS), également dénommé liquide
céphao-rachidien, correspond au liquide dans lequel se trouvent lamoélle épiniére et
I'encéphale. Ce liquide protege le systeme nerveux centra des infections et des éventuels
chocs qui pourraient endommager |e cerveal.

Hyperoxie: consiste en une augmentation anormale de la concentration d'oxygéne dans
I'organisme, c'est-a-dire a plus de 21%. Une pression artérielle normale se situe entre 170
et 500 hPa (hectopascal). Des qu'elle est supérieure & 500 hPa a l'inspiration, on peut parler
d'hyperoxie. L'hyperoxie provoque des spasmes musculaires violents, puis des convulsions,
et enfin une reprise progressive de la conscience.

Jaunisse: est un symptdme de nombreux problémes médicaux, mais elle est le plus
souvent associée a des affections du foie ou de la vésicule biliaire. La jaunisse provoque
une coloration jaune de la peau et des yeux par I'accumulation excessive d'un pigment
biliaire, labilirubine, dans la couche grasse sous-cutanée, du fait d'une production trop
importante ou d'une élimination insuffisante par |'organisme.

Lipooxygénase: est une variété denzyme(uneprotéine) capable dentrainer

I'oxydation des acides gras. Il existe plusieurs variétés de lipoxygénases, certaines éant



présentes dans des végétaux. Elles interviennent dans la formation des globules blancs qui
sont impliqués dans certaines réactions allergiques violentes (anaphylaxie).

Liquide synovial: ou synovie, correspond au liquide qui se trouve au niveau des espaces
articulaires. A lafois transparent et visqueux, le liquide synovia ressemble a la texture du
blanc d'ceuf cru. Son principa role est d'assurer lalubrification desarticulations. |l sert
également a nourrir le cartilage.

(Edeme pulmonaire: l'cdéme aigu du poumon est une affection pulmonaire, se
caractérisant par la présence dans les avéoles des poumons de liquide, plus précisément de
transsudat séreux provenant des capillaires, c'est-a-dire des tous petits vaisseaux des
poumons.

Phylogénétiques. est un systéme de classification des étres vivants, issu d'une école
de taxonomie appel ée le cladisme (ou encore systématique cladistique), qui a pour objectif

de rendre compte des degrés de parenté entre | es especes.

Pro-oxydant: est une substance qui déclenche un stress oxydatif par |'augmentation des
radicaux libres, des molécul es réactives connus pour endommager les cellules.

Protopor phyrines. sont les précurseurs des porphyrines, protéines extrémement répandues
et nécessaires a un grand nombre d'espéces, jouant un réle majeur de transport de I'oxygene
dansle sang ou en matiere de photosynthéese chez les plantes.

Sapindales. sont un ordre de plantes dicotylédones. Fleurs principalement pentacycliques,
elles sont caractérisées par deux verticilles d'étamines, et un disque nectarifére en position
variable, d'ou son ancienne classification dans les « Disciflores ».

Sclérophiles: en parlant d'un végétal persistant, avec des feuilles relativement petites,
coriaces et assez épai sses.

sclérose latérale amyotrophique: est une maladie chronique du systeme nerveux central,
a évolution progressive. Elle est due a I'atteinte des neurones moteurs du cerveau et de la
moelle épiniére, touchant ainsi la partie du systeme nerveux responsable du contréle des
muscles squel ettiques.

Syndrome de détresse respiratoire aigu: le (SDRA), appelé également cedeme aigu du
poumon non cardiogénique, poumon de choc, est une forme tres sévere de défaillance
pulmonaire aigué, consécutive a une altération de la perméabilité capillaire, et entrainant

I'apparition d'une hypoxémie sévére.



Résumé

Pigtacia lentiscus (Anacardiaceae) est une plante utilisée localement a des fins thérapeutiques. Le but
de notre étude était d’examiner l'interaction enzymatique et I'extrait éthanolique des feuilles de cette
plante comparée avec la curcumine avec la catalase et la superoxyde dismutase.

L’ activité de ces enzymes en présence de I'extrait éthanolique de P.lentiscus et la curcumine a été
déterminée en mesurant le taux de décomposition du peroxyde d’ hydrogene par |a catalase et la capacité
de la SOD a inhiber la réduction du nitro-bleu tétrazolium (NBT) par I’ anion superoxyde. Le dosage de
I"activité de ces deux enzymes dans les feuilles fraiches, la poudre obtenue apres le broyage et I’ extrait
éthanolique nous a permis d’ estimer leur activité dans les différentes éapes de I’ extraction. Cette étude a
révélé que la curcumine a active la catalase de fagon maximale (21,21%) a 50pg/ml, ains que la SOD
(39,14%) a 100ug/ml. Le dosage de I’ activité de ces deux enzymes dans la curcumine suggere que cette
derniére active la catalase en agissant sur le site actif de I'’enzyme aors que I’ activité observée pour la
SOD est une combinaison des potentiels enzymatique et scavenging de I’anion superoxyde. Cependant
I’extrait de P. lentiscus a inhibé la catalase de fagon maximale (25,04%) a la concentration de 12,5ug/ml
ains que la SOD aux concentrations a 12,5 et 25ug/ml (74,61 et 32,45% respectivement), impliquant un
effet pro-oxydant. Le dosage de I’ activité des deux enzymes dans les feuilles, la poudre et I’ extrait a
montré des activités non-dose-dépendantes due au fait que I'extrait est un mélange de composés
différents.

Motsclés: Pistacia lentiscus, curcumine, catalase, superoxyde dismutase, H,O,

Abstract

Pistacia lentiscus (Anacardiaceae) is a plant locally used for therapeutic purposes. The aim of this
study was to examine the enzymatic interaction between the leaf ethanolic extract of this plant compared
to curcumin with catalase and superoxide dismutase.

The activity of these enzymesin the presence of P. lentiscus and curcumin, was determined by measuring
the composition rate of hydrohen peroxide by catal ase and the capacity of superoxide dismutase to inhibit
the reduction of nitro blue tetrazolium (NBT) by the superoxide anion. The measurement of the activity
of these two enzymes in fresh leaves, the powder obtained after grinding and the ethanolic extract allowed
uscatalase to estimate their activities in the different steps of the extraction. This study has revealed that
curcumin has activated catalase to a maxinmum of 21721% at 50pg/ml, as well as SOD (39.14%) at
100pg/ml. The measurement of the activities of these two enzymes in curcumin suggests that it acts on
the active site of catalase while the observed activity on SOD might be a combination of both enzymatic
and scavenging potentials. However, P. lentiscus extract had inhibited catalase to a maximum of 25.04%
at 12.5pug/ml while inhibiting SOD by 74.61 and 32.54% at 12.5 and 25ug/ml respectively, implicating a
pro-oxidant effect. The measurement of the activities of the two enzymes in leaves, powder and extract
has demonstrated non-dose dependant activities probably related to the fact that the extract is a mixture of
many compounds.

Key words: Pistacia lentiscus, curcumin, catalase, superoxide dismutase, H,0..
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