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Glossaire

Actine: Protéine présente dans le globule rouge sous forme de protofilaments constitués d’ un
nombre limité de molécules d actine monomere. Elle a un réle important dans la cohésion du
cytosguel ette ou elle est associée ala spectrine et laprotéine 4.1.

Acide urique: C'est une forme de déchet normalement éiminé par I'organisme. Il provient
de la dégradation de cellules mortes mais également de la digestion de certains aiments. |l
est généralement peu présent dans le sang. A un pH physiologique, il est majoritairement
ionisé sous forme d’ urate, ¢’ est un piégeur puissant de radicaux (OHe, ROOs, NOOs...).

Acide gras polyinsaturé: C'est unacide grasqui comporte une ou plusieursdoubles
liaisons entre les carbones.

Albumine: C'est laprincipale protéine circulant dans le sang. Elle est fabriquée par lefoie et
assure |e transport de nombreuses substances.

Ankyrine: Protéine qui assure la jonction entre le squelette membranaire et le reste de la
membrane érythrocytaire atravers laprotéine 3.

Athérosclérose: C'est une forme de dégénérescence des artéres. Elle se manifeste par la
formation de plaques d'athérome dans la couche interne des artéres par accumulation de
divers déments comme la graisse essentiellement représentée par le cholestérol, le calcium et
les déchets des cellules.

Bilirubine: C'est un produit terminal de la dégradation de |I" héme et résulte essentiellement
du catabolisme de |I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Elle est éliminée par
lefoie, elle donne sa couleur jaunétre alabile.

Cataracte : Opacité du cristallin, se traduisant par une diminution de |’ acuité visuelle.

Ceruloplasmine : Protéine plasmatique type glycoproténe, combinée au cuivre et qui assure
le transport de ce dernier.

Chélateur : C'est un corps qui possede la capacité de fixer descations métaliques en
constituant un complexe stable non ionisé, non toxique et facilement éliminé par lerein.

Cyclo-oxygenase: Enzyme appelée aussi prostaglandine-endoperoxyde synthase (PTGS),
c'est uneoxydoréductase qui catalysela conversion de I'acide arachidonique en
prostaglandines H2.

Cytochrome P450: Enzyme du réticulum endoplasmique lisse, elle intervient dans
des réactions d'oxydoréduction d'un grand nombre de grandes ou de petites molécules, qu'il
sagisse de métabolites ou de xénobiotiques. Sa fonction est de réduire le dioxygene dans les
molécul es organi ques.

Echinocyte: C'est un globule rouge déformé se présentant sous une forme épineuse et
S observant essentiellement au cours de certaines pathol ogies hématol ogiques.



Ferritine: Protéine contenant du fer, dont elle constitue la forme de réserve de I’ organisme
(danslarate, le foie, la moelle osseuse).

Haptoglobines: Protéine présente dans le sang et capable de se combiner avec
I hémoglobine. Son taux augmente lors des agressions subies par |’ organisme.

Homéostasie cellulaire: Processus physiologique, permettant de maintenir certaines
constantes du milieu intérieur de I'organisme (ensemble des liquides de I'organisme),
nécessaires a son bon fonctionnement entre les limites des valeurs normal es quelles que soient
les contraintes externes.

Malonyldialdehyde : Appelé aussi aldéhyde malonique, il est présent naturellement dans les
tissus, ou il y'a une manifestation du stress oxydant. Il est issu notamment de I'action
des dérivés réactifs de |'oxygene sur les acides gras polyinsaturés.

M éthémoglobinémie: C’est un produit d’ oxydation de I hémoglobine dans lequel le fer, qui
est passé de |’ état ferreux al’ éat ferrique, a perdu son pouvoir de fixer I’ oxygéene.

NADPH oxydase: C’'est une enzyme présente au niveau de la membrane plasmatique. Elle
intervient dans plusieurs processus cellulaires du corps humain. Elle fait partie de la classe
des oxydoréductases, €lle catalyse la réaction d oxydation du NADPH par I’ oxygene (O,), ce
qui produit du NADP*, du H" et de 'O, . Ce complexe enzymatique permet donc la synthése
des ERO.

Protéine 3 : C'est une des protéines les plus représentées de la membrane érythrocytaire, cette
protéine de grande taille serpente a travers la membrane en la franchissant plus de dix fois.
Elle représente un point d' ancrage au cytosquelette membranaire et participe a I’ architecture
membranaire, elle assure le transport d’ anions chlores et bicarbonates.

Spectrine: Protéine principale constitutive du squelette membranaire érythrocytaire. Il s agit
d’une grosse molécule formée de deux chaines polypeptidiques a et B enroulées 1’une sur
I"autre.

Transduction de signal : Mécanisme par lequel une cdlule répond a l'information qu'elle
recoit, par des agents chimiques ou autres signaux.

Transferrine: Protéine type Béta-globuline, présente dans le plasma sanguin et capable de
fixer réversiblement le fer et de le transporter au niveau de I'organisme. Elle exerce un role
modulateur et régjuste la quantité de fer circulant, en fonction des besoins.

Xanthine oxydase: C'est une oxydoréductase qui catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en
xanthine ainsi que I'oxydation de la xanthine en acide urique.

Xénobiotiques: Substances chimiques étrangéres a |’organisme vivant, polluantes et
parfois toxiques.
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I ntroduction

L’oxygéne par ses propriétés fondamentales constitue un éément primordia pour
I’organisme (Tessier et Marconnet, 1994). Etant transporté par les hématies vers |’ ensemble
des cellules et tissus (Choquet, 2007), celui-ci peut présenter des effets néfastes et menaces
permanentes sur ces cellules par la surproduction d espéces chimiques réactives (Tessier et
Marconnet, 1994).

Les especes réactives de I'oxygene (EROs) produites physiologiquement par
I’ organisme humain ont un réle dans I’'homéostasie vasculaire et la signalisation cellulaire.
Toutefois, cette production devient dévastatrice si elle est prolongée et insurmontable,
dépassant ainsi la capacité de neutralisation de I’ organisme ou de la cellule aboutissant a un
« stress oxydatif» (Berger, 2006).

Le stress oxydatif par les dommages qu’il génére, entraine plusieurs anomalies locales
ou générales (Favier, 2006). Au sein des hématies, il est a I’origine de la lipoperoxydation
membranaire menant a I’hémolyse (Portier et al., 2007). Pour faire face a ces agressions,
I’érythrocyte ainsi que I’organisme disposent de systemes de défense antioxydante
enzymatiques et non enzymatiques, mais parfois ceux-ci ne sont pas suffisants pour empécher
leslésions au niveau cellulaire, voire tissulaire (Mohanty et al., 2014).

La maitrise de ce stress par un traitement antioxydant fait partie de la stratégie
thérapeutique. L’ apport exogene d’ antioxydants de syntheése a un bénéfice pour les sujets en
agression (Zazzo, 2002). Cependant, ces molécules peuvent entrainer la suppression de la
production basale de radicaux libres d’ ou |’ apparition d’ effets indésirables, ce qui incite a
explorer |’ effet des antioxydants naturels dans les maladies consécutives au stress oxydatif
(Favier, 2006).

Les plantes représentent un immense réservoir de composés d une diversité chimique
notamment les polyphénols, possédant plusieurs propriétés y compris antioxydante et anti-
hémolytique (Haddouchi et al., 2016). Leurs usage prend de plus en plus d’ampleur en
thérapeutique et en recherche biologique vue leur effets préventifs des dommages oxydatifs
cellulaires (Amiot, 2009).

Cette éude propose donc d évaluer le potentiel antioxydant en évaluant I’ effet anti-
hémolytique, in vitro, sur des cellules érythrocytaires humaines induites par |’ agent oxydant,
le peroxyde d’ hydrogene (H20,), des extraits de samares de Fraxinus angustifolia, une plante
meédicinale locale, afin de déerminer son effet dans la prévention des pathologies

hémolytiques liées au stress oxydatif.
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Chapitrel Synthese bibliographique

[.1. Généralités sur les érythrocytes

L’ érythrocyte, appelé aussi hématie ou globule rouge (GR), est une cellule sanguine
mature anucléée, trés abondante dans le plasma. C'est la seule cellule du corps a avoir la
forme de disque biconcave, elle ne contient ni mitochondrie, ni organite intracellulaire. Sa
taille et sa forme sont trés homogenes avec une capacité a se déformer et s éirer (Manuelle,
2008). 1l est composé d'un cytoplasme et d’une membrane trés complexe, assurant les
échanges d'eau, d’ions minéraux (K*, Na', Ca’") et de glucose, qui proviennent du plasma
mais aussi composé essentiellement d’ hémoglobine et d enzymes érythrocytaires (Fauchet et
Ifrah, 1995).

L’hémoglobine est une protéine formée de globines avec 4 groupements hemes,
contenant chacun un atome de fer ferreux qui peu fixer des molécules d oxygene (O,
procurant ainsi au GR le role de transporteur d’ O, et de CO, entre les alvéoles pulmonaires et
les tissus (Choquet, 2007).

La membrane érythrocytaire est indispensable pour I’intégrité cellulaire et le transport
de I’ O,. Elle a une action mécanique de protection et assure la régulation du milieu intérieure
par transport membranaire controlé (Portier et al., 2007). Elle est composée d’ une membrane
cytoplasmique et d’ un cytosguel ette membranaire (Wajcman et al., 1992).

La membrane cytoplasmique est constituée d’ une bicouche lipidique responsable de la
fluidité (Portier et al., 2007) et dans laguelle s entremettent des glycoprotéines portant les
antigénes du groupe sanguin ainsi que des récepteurs membranaires et les protéines
transporteuses d’'ions. Cette membrane assure les échanges entre le plasma et le cytoplasme
du GR, y compris des cations, des anions, des sucres et des acides aminés, soit par diffusion
simple ou par transport actif (Fauchet et Ifrah, 1995).

Le cytosguelette érythrocytaireest composé de deux chaines polypeptidiques de
spectrine reliées entre elles par I’ actine créant ainsi un réseau avec d’ autres proténes telles
que I’ ankyrine accrochée ala protéine 3 transmembranaire (\Wajcman et al., 1992). Ce réseau
souple et solide, plagué contre la face interne de la membrane cytoplasmique assure au GR
ses propriétés mecaniques (Fauchet et [frah, 1995), tel que le maintien de la forme biconcave,
indispensable ala survie de la cellule ainsi que sa déformabilité, afin de pouvoir circuler dans

les petits capillaires (Wajcman et al., 1992).

Les globules rouges vieillis sont détruits par érythrolyse dite «hémolyse

physiologique » (Manuelle, 2008). IIs peuvent aussi subir une hémolyse suite a des anomalies

]



Chapitrel Synthese bibliographique

de lamembrane érythrocytaire, de I’ hémoglobine ou suite & une agression directe de I’ hématie

par une toxine ou radicaux libres (Girot et Bornes, 2014).

|.2. Especesréactives de |’ oxygene (EROS)

Les EROs sont des espéces chimiques dérivant du dioxygene (O,) par réduction
(Gardes, 2006). Elles représentent la classe la plus importante d’ especes réactives générées
par I’organisme vivant, dans n’'importe quel type cellulaire en conditions normales ou
pathologiques (Vako et al., 2007). Elles comprennent les radicaux libres de I’ oxygene et les
dérivés oxygenés réactifs non radicalaires dotés d’' une toxicité remarquable (Fontaine et al.,
2002), illustrés dans | e tableau suivant :

Tableau | : Types d’ espéces réactives oxygenées.
(Fontaine et al., 2002 ; Berger, 2006 ; Durand et al., 2013).

Espécesradicalaireslibres Espéces non radicalaires
Radical superoxyde (O,"); Peroxide d’ hydrogene_ (H20y,);
Hydroxyle (OH’); Peroxynitrite (ONQOO );

; ot (1
Perhydroxyle (HO,); Oxygene singuliet ("O,).
Peroxyle (ROO);

Alkoxyle (RO);
Monoxyde d’ azote (NO).

Un radical libre est une espece chimique moléculaire ou atomique présentant un ou
plusieurs électrons célibataires sur son orbital externe, d’ ou son instabilité et saforte réactivité
(Goudable et Favier, 1997). Cette instabilité est temporaire vue qu'elle est comblée par
addition d’un autre électron ou par transfert de I’ électron libre vers une autre molécule, la
rendant aussi réactives vis-avis de I’ oxygene aboutissant a des phénomenes d’ oxydation en
chaine (Fontaine et al., 2002), ainss qua des dommages oxydatifs des différentes

composantes cellulaires (lipides, protéines et acides nucléiques) (Belaich et Boujraf, 2016).

[.2.1. Originedes EROs

[.2.1.1. Sour ces exogenes

Les EROs principalement celles radicalaires, peuvent étre produites directement suite a
I’exposition aux radiations ionisantes (Fontaine et al., 2002), ou en cas d effort physique,
d’ exposition aux toxiques environnementaux (fumé, tabac, polluants et xenobiotiques) et ce
par activation de systemes enzymatiques endogeénes (Durand et al., 2013).

ke
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[.2.1.2. Sour ces endogenes

Les EROs peuvent provenir d’ une réduction incompléte de I’ O, dans la mitochondrie
(Durand et al., 2013). Plusieurs cellules et tissus produisent les EROs y compris les cellules
endothéliales vasculaires, les cellules musculaires lisses et ce par I'intermédiaire de leur
enzymes cellulaires (Beaudeux et al., 2006). Parmi ces enzymes: la NADPH oxydase
membranaire, la xanthine oxydase, la cyclo-oxygenase et I’enzyme du réticulum
endoplasmique lisse (cytochrome P450) (Durand et al., 2013). Les EROs générées
(principalement O, et H,O,) se transforment généralement en une autre forme trés réactive

('OH) surtout en présence de métaux de transition (fer et cuivre) (Beaudeux et al., 2006).

|.2.2. R6lesdes EROs

Dans des conditions normales les EROs sont présentes en faibles quantités (Favier,
2006), indispensables pour |I"’homéostasie cellulaire (Huet et Duranteau, 2008). Elles ont un
réle de second messager dans de nombreuses voies de transduction de signal intracellulaire,
que ce soit laprolifération cellulaire, la différentiation ou bien |’ apoptose (Favier, 2003). Elles
interviennent dans I’ activation des genes impliqués dans la réponse immunitaire et le contréle
de latonicité des muscles et tissus du corps humain (Huet et Duranteau, 2008), ainsi que dans
lafécondation ou elles assurent lalyse de la paroi membranaire de |’ ovule (Haleng, 2007).

Dans les systémes vivants, bien que la production des EROs soit physiologique, ele
peut étre aussi accidentelle et anormale, ce qui la rend dommageable s elle n'est pas
neutralisée (Berger, 2006). Les EROs ont la capacité d oxyder les macro-biomolécules par
arrachement d'un éectron, d'un aome dhydrogene sur un substrat organique RH

(lipoperoxydation) ou par addition sur une double liaison (Durand et al., 2013).

|.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un état anormal que subissent parfois les cellules ou tissus de
I’ organisme (Favier, 2006). Cette situation est due & un déséquilibre de I’homéostasie redox
suite a une surproduction des EROs ou une éimination insuffisante par déficit en
antioxydants (Belaich et Boujraf, 2016). Son retentissement sur |’organisme dépend de la
concentration en EROs, du type cellulaire atteint (Favier, 2006). Les conségquences du stress
oxydatif sont variables, alant de simples perturbations biologiques a la lyse cellulaire,
responsables des pathologies induites (Favier, 2006). Le tableau Il illustre quelques unes de

cesdernieres:
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Pathologies dues au stress oxydatif

Référence

Athérosclérose, Accident
Infarctus du myocarde (IDM)

ischémique cérébrale,

Beaudeux et al., 2006

M aladies rhumatismales

Afonso et al., 2006

Insulino-résistance et Diabéte 2

Hokayem et al., 2012

Anomalies de placentation

Jauniaux et Burton, 2015

Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive
(BPCO)

Romanataxo, 2006

Cancer, Alzheimer, cataracte

Tessier et Marconnet, 1995

Hémolyses toxiques oxydatives

Girot et Bornes, 2014

| .4. Hémolyse oxydative

Les hématies peuvent étre exposées a un stress oxydatif inhabituel et accumuler des
modifications physiques ou moléculaires (Cazzola et al., 2003). Ces dommages oxydatifs,
principalement la peroxydation lipidique, produisent une hémolyse (Liu et Shan, 2006). Cette
derniére est définit comme éant la dissolution des globules rouges avec libération de leur
hémoglobine (Carson et al., 1962).

|.4.1. Effets des EROs sur la membrane des hématies

Les hématies du fait de leurs composantes membranaires peuvent subir une attague par
les EROs, entrainant ainsi I’ oxydation de leurs chaines lipidiques et protéques (Watanabe et
al., 1990). Elles sont particuliérement sensibles a ces attaques puisqu’elles n’ont aucune

capacité de réparation ou de régénération (Portier et al., 2007).

1.4.1.1. Oxydation des lipides (L ipoper oxydation)

Les structures lipidiques sont |a premiére cible membranaire des EROs (Flourie et al.,
2006). Au sein des lipides, les espéces les plus sensibles sont les acides gras polyinsaturés
(AGPI) (Acar et al., 2007). Ces derniers sont tres abondants dans les membranes
érythrocytaires (Liu et Shan, 2006), la position d’un ou plusieurs groupements méthylene
entre leurs doubles liaisons les rend particulierement sensibles al’ oxydation par les métaux et
les radicaux libres oxygénés. Cette oxydation est appelée «la peroxydation lipidique »
(Therond, 2006) illustrée dans la figure 01. C'est un phénomeéene permanent (Tessier et
Marconnet, 1995), de réaction en chaine qui se décompose en trois éapes. |'initiation, la

propagation et la terminaison (Gardes, 2006).
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Figure Ol : Peroxydation des acides grasinsaturés (Wtodek et Kusior, 2006)

La phase d'initiation débute par I’ arrachement d’ un atome d' hydrogene (Gardes, 2006)
au niveau du groupement méthyléne par un agent oxydant (Therond, 2006), selon la réaction
suivante (Gardes, 2006) : L-H + Oxydant — L' + Oxydant-H.

Lors de la propagation, le radical pyroxyle lipidique (LOO") peut facilement arracher un
atome d hydrogene d'une chaine carbonée voisine (L-H) (Gardes, 2006). Le Peroxyde
d’ acides gras (LOOH) peut réagir avec des métaux de transition et former des espéces
radicalaires (Durand et al., 2013), ces réactions peuvent se répéter en provoquant la
propagation de la chaine des |ésions oxydatives au sein des systémes membranaires (Gardes,
2006), selon les réactions suivantes (Durand et al., 2013) : L' + O, —» LOO

L-H+ LOO — L+ LOOH
LOOH + M¢étal —» LOO" + Métal

Aufinal, laformation de composes issus de I’ association de deux especes radicalaires
permet la neutralisation des radicaux libres et aboutit ainsi alaterminaison de la chaine de
lipoperoxydation (Durand et al., 2013). Comme dans ces réactions (Halliwell et Gutteridge,
2015) : L' + L — Produit non radicalaire

L'+ LOO — Produit non radicalaire

Les produits de la peroxydation sont normalement détoxifiés, les lipo-peroxydes

échappant a cette détoxification conduisent a la formation des aldéhydes toxiques, tel que le

malonyldialdéhyde (MDA), ayant une forte réactivité vis-a-vis des proténes (Flourie et al.,
2006).
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1.4.1.2. Oxydation des proténes

L’ altération des protéines est plus complexe que les lipides vue la diversité des acides
aminés dont les plus sensibles sont les acides aminés soufrés, aromatiques et basiques
(Halliwell et Gutteridge, 2015). L’oxydation des acides aminés soufrés au niveau du
groupement thiol (SH) conduit a la formation des ponts disulfures qui participent a
I’ agrégation des protéines (Durand et al., 2013), aors que |’oxydation des acides aminés
aromatiques donne lieu a des modifications irréversibles et peuvent ains inactiver de
nombreuses proténes (Therond, 2006).

Par ailleurs, les modifications oxydatives des protéines par les EROs peuvent avoir lieu
sur la chaine polypeptidique et les chaines latéral es nucléophiliques (Therond, 2006), générant
des protéines carbonylées, des fragmentations de chaines polypeptidiques qui sont
irréparables et donnent des modifications fonctionnels importantes (Haleng et al., 2007) par
dysfonctionnement des enzymes, des anticorps, des antigenes, des récepteurs cellulaires ou
des canaux de transports (Albano et al., 1991).

|.4.2. Consequencesde I’ atteinte érythrocytaire
Les érythrocytes possedent la capacité de détruire et détoxifier les EROs par ses
enzymes membranaires mais dans le cas d’'un stress oxydatif, les systémes de défense sont

débordés d’ ou I” apparition de trois types de |ésions (Boivin, 1983) :

e Formation de dérivés d’ oxydation del” hémoglobine
Les agents oxydants favorisent la précipitation de |I’hémoglobine. L’instabilité de ce
dernier entraine la destruction du GR associé a une méthémoglobinémie (Laustau et al.,
2011).

e Peroxydation deslipides membranaires

La peroxydation lipidique membranaire entraine la fragilisation de la chaine carbonée
des AGPI aboutissant a une baisse de la fluidité membranaire, celle-ci rend la cellule
erythrocytaire rigide et entraine un impact notable sur le métabolisme cellulaire de I’ hématie
(Portier, 2007), conduisant inévitablement a la mort cellulaire (Haleng et al., 2007). Le MDA
consécutif de la peroxydation lipidique peut provoquer secondairement des liaisons entre
protéines formant des complexes de haut poids moléculaires incluant la spectrine, d' ou la
diminution de la déformabilité (Boivin, 1983).

7
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e Couplage des protéines dela membrane
L es protéines structurales membranaires érythrocytaires sont indispensables au maintien
de la forme et flexibilité de cette cellule (Portier et al., 2007). L’ oxydation de ces protéines
aboutit au blocage de sa déformabilité (Boivin, 1983). L’ oxydation de certains acides aminés
peut modifier les sites actifs de certaines enzymes, dantigenes et des récepteurs
membranaires aboutissant a I’inactivation de leurs fonctions, de la forme biconcave et du
systeme de protection antioxydant (Laustau et al., 2011).
Findlement toute affection entrainant une diminution de la déformabilité de
I’ érythrocyte ou une instabilité de sa membrane peut atérer ainsi sa survie et aboutir a des

anomalies dites « anémies hémolytiques » (Garcon, 2009).

|.5. Systemes de défense contre le stress oxydatif

Les systemes de défense contre le stress oxydatif visent a limiter les réactions
radicalaires qui sont généralement irréversibles (Ré et al., 2004), protéger I’ organisme des
effets délétéres des EROs (Haleng et al., 2007), prévenir et corriger les dommages et
pathologies dues au stress oxydatif (Roussel, 2009).

Un antioxydant est définit comme éant une substance, qui présente a fable
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe |’ oxydation de ce
substrat (Durand et al., 2013). Au niveau de |’ organisme, les antioxydants sont présents dans
les compartiments intracellulaires, membranaires et extracellulaires. Ils agissent de maniére
directe ou indirecte en prévenant la formation des EROs ou en les captant (Fontaine et al.,

2002). 1ls sont reparties en deux catégories, endogenes et exogenes (Durand et al., 2013).

[.5.1. Antioxydants endogenes

Ce sont des antioxydants primaires qui limitent la production des EROs (Ré et al.,
2004). Cette ligne de défense est assurée par des enzymes ou par des composés non
enzymatiques (Durand et al., 2013). Les principaux représentants de |’ équipement
enzymatique sont :

Les superoxydes dismutases (SOD) qui représentent une des premiéres lignes de
défense contre le stress oxydatif (Halengi et al., 2007). Elles éiminent les radicaux
superoxydes par dismutation en H,O, (Gaudable et Favier, 1997), selon laformule suivante :

Oy +0; +2H" SOD O+ H20, (Alfonso et al., 2007)

Le H,O, formé est éliminé a son tour par les glutathion peroxydases (GPx) et catal ases

(Gaudable et Favier, 1997).
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Les glutathions peroxydases (GPx) sont retrouvées dans le plasma, le cytosol et la
membrane cellulaire (Favier, 2006). Elles sont aussi présentes dans les érythrocytes et c'est le
premier agent éliminant le H,O, dans celles-ci (Tessier et Marconnet, 1994). Elles réduisent le
peroxyde d hydrogene et I’ hydroperoxyde lipidique en utilisant le glutathion réduit (GSH)
comme cofacteur, sur lequel elles transférent I’ O, donnant du glutathion oxydeé (Gaudable et
Favier, 1997), selon les formules suivantes :

2GSH +H0, GP¥ GSSG + 2H,0 (Durand et al., 2013)
2GSH +LOOH GPX ~ GSSG +H0 + LOH (Musmeh et al., 2006)

Les SOD et GPx ont un effet complémentaire et nécessite la présence concomitante
pour avoir un effet protecteur (Gaudable et Favier, 1997).

Les catalases sont localisées dans les peroxysomes seulement. Concentrées dans le foie
et les érythrocytes, ces enzymes neutralisent de grandes quantités de H,O, issues de la
mitochondrie (Tessier et Marconnet, 1994). Elles le réduisent en libérant I'eau et I'O,,
édiminant ainsi son exces et ce en présence dions ferreux, selon la formule suivante
(Gaudable et Favier, 1997) : 2H,0, C_at’ 2H,O0+ 0O,

Le systeme non enzymatique renferme a son tour de nombreuses substances, tels que la
ferritine, la transferrine, la ceruloplasmine, I haptoglobine, I’abumine, la bilirubine et I’ acide
urique (Fontaineet al., 2002 ; Haleng et al., 2007 ; Rochete, 2008), mais essentiellement le
glutathion qui est un thiol non protéique tres abondant dans les cellules du vivant. Il agit
directement sur les EROs ou bhien comme co-substrat de la GPx, en régénérant d’ autres
antioxydants (vit.E et vit.C) (Ré et al., 2004) ou encore comme un chélateur de métaux de
transition (Haleng et al., 2007).

[.5.2. Antioxydants exogenes

Ce sont des antioxydants secondaires, un ensemble de substances liposolubles et
hydrosolubles dont le role est de piéger les EROs (Scavengers) (Ré et al., 2004). Les
antioxydants synthétiques vus leur efficacité et leur disponibilité sont utilisés dans le controle

et le traitement du stress oxydant (Zazzo, 2002), ce tableau illustre quelques uns :

Tableau 111 : Médicaments antioxydants.
M édicaments Références
Methotrexate , Sulfasalazine Akyol et al., 2001
Bytylatedhydroxyanisole (BHA) Ajilaet Rao, 2008
Bytylatedhydroxytuluene (BHT) Mendes et al., 2011 ; Banejree et al., 2008

=
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Malgré la puissance de ces substances, |a thérapeutique antioxydante ne doit pas ignorer
I"utilité des radicaux libres. Ainsi I’excés de ces molécules synthétiques peut étre toxique
présentant ains des effets néfastes sur la santé (Favier, 2006). L’ampleur de ce probleme a
fait que les antioxydants naturels deviennent de plus en plus recommandés pour substituer a
ces substances (Haddouchi et al., 2016). L’alimentation est une des sources les plus
importantes de ces derniers (Hoyakem, 2012). Ils peuvent étre des nutriments essentiels, tels
gue les vitamines et les oligo-ééments ou des métabolites secondaires, tels que les

polyphenols et les caroténoides (tableau 1V) (Neve, 2002).

Tableau 1V: Quelques exemples d’ antioxydants exogenes.

Sour ces

. i Mode d’action Références
alimentaires
Vitamine E Huiles végétales, Diminution de la peroxydation Neve, 2002
germe de blé, noix et lipidique dans la membrane cellulaire et
légumesafeuilles  desLDLs. Gaudable et Favier, 1997
@ vertes.
S Caroténoides Carottes, tomates, Précurseur de lavitamine A ; Neve, 2002
S melons, agrumes, Captation de 'O, _
S (B-caroténe) épinard et mais. Terminaison desréactionsen chainede Gaudable et Favier, 1997
lipoperoxydation ;
Protection des structures cellulaires
contre |’ agression oxydante.
Vitamine C Kiwi, cerises, Piégeur des EROs a spectre large Neve, 2002
tomates, brocaoli, (ROO, OH, O,” et ONOQ) ;
choux et légumes Régénérateur de lavitamine E ; Réetal., 2004
verts. Prévenir |a peroxydation lipidigque.
Oligoééments Lezinc: Viandes,  Protection desfonctions thiol des Neve, 2002
ﬁ poissons, céréaleset  protéines membranaires et
= légumes secs. métal othionine contre I’ oxydation ; Haleng et al., 2007.
g Cofacteurs essentiels de |aSOD ;
5 Le sélénium Cofacteur de la GPx.
> Viandes, poisson,
L ceufs, lait, céréales et
|égumes secs.
Polyphénols  Fruits, Iégumes, Piégeurs des EROs;; Haleng et al., 2007

céréales, viandes, Chélateur des métaux de transition ;
poisson et plantes.  Inhibiteur de la péroxydation lipidique. ~ Scalbert et al., 2005

|.6. Réle des composés phénoliques dans la prévention de |’'hémolyse

oxydative

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes a
partir des glucides. Cette biosynthése est engendrée d’ une part, par la voie de shikimate, la
plus courante, qui conduit a la formation des acides phénoliques, des flavonoides et des

lignanes et d autre part par la voie poly-acétate qui est al’ origine de composeés polycycliques,

0
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tels que les coumarines, les xanthones et les quinones (Auger, 2014). Un polyphénol est une
molécule qui posséde un noyau aromatique (groupement phénols) sur lequel sont présents un
ou plusieurs groupements hydroxyles (-OH) (Bennetau-Pelissero, 2014). La structure et la
taille des composes phénoliques varient, ils sont généralement conjugués a des sucres ou des
acides organiques, ce qui explique cette diversité (Auger et al., 2014).

Les plantes par leurs différents constituants et vue leurs bienfaits ont été utilisées en
meédecine traditionnelle depuis longtemps (Haddouchi et al., 2016). Elles constituent une
source inépuisable de polyphénols (Djeridane et al., 2006). Le tableau V illustre les plantes
meédicinales et polyphénols ayant fait |’objet des recherches pour déterminer leurs

implications dans la prévention de I’ hémolyse oxydative.

Tableau V : Plantes et polyphénols purs utilisés dans des études en vue de I’ exploration de leur effet
protecteur contre lalyse érythrocytaire oxydative.

Plantes et parties Nature d’extrait et

. Modéleset résultats Références
COmposeas doses
. . Extrait d’ acétone GR de rats wistar
Mang”;er;l'];'d'ca L (80%) males (180-220g) Ajilaet RAO, 2008
P 5-25ug EAG ICs11,5-20,91g EAG
; Extrait
donia oblonga GR-H
8 > fouiles) methanolique . 30,746, 7ug/mi Costaetal., 2009
£ 12,5-50ug/ml 50 30, (0, FH
a ) ) Extraits GR-H
% Cydonia oblonga miller methanoliques 1 Cs0 puipe 652g/ml
%) (peau et pulpe de fruit, 250-2000pg/ml | Cs0 peas 695pg/M Magalhers et al., 2009
‘® graine) Graine: 12,5-
% 2000pg/ml Effet hémolytique
R Extraits aqueux GR-H
- ; Feuilles : 50, 75, 1 Cso fevilles
Arbutus “e?‘]fdo. t" (feilles " oog/mi 0,062+0,002mg/mi Mendeset al., 2011
rui) Fruit : 400, 800, 1Cs0 e
1600ug/ml 0,430+0,091mg/m
Extrait
Papaya de carica methanolique GR-H
(Feviilles) 0,25, 0,5 1 |Cqo 7,33mg/mi Okoko et Ere, 2012
2mg/ml
. GR de lapins males
"
= Rutine (flavonol) 1mM Cep13.7uM Revueltaet al., 2006
o
m .
= Curcumine GR-H .
(@] .
5 (curcuminoide) 5>50uM [Csp 4345 uM Banerjeeet al., 2008
<
% Epicatechine (flavonols) 12,5-150uM GR-H Ugartondo et al., 2009
©
i~ Quercitine (flavonol)
§ retroverole (stilbéne) 50 uM GR-H Hatiaet al., 2014




Chapitrel Synthese bibliographique

Le patrimoine végétal agérien ne cesse de délivrer des plantes ayant un pouvoir
antioxydant pour les recherches scientifiques. Au niveau du laboratoire de Biochimie
Appliquée de I'université de Begaia, pami les plantes étudiées ayant montré un potentiel
antioxydant on cite : Pistacia lentiscus, Clematis flammula et Fraxinus angustifolia (Atmani
et al., 2009). Dans cette présente étude, |’expérimentation sera menée sur les extraits
éthanolique et agueux de samares de F.angustifolia, afin de déduire leur effets sur le modéle

membranaire érythrocytaire.

[.6.1. Fraxinus angustifolia

F.angustifolia connue aussi sous le nom de fréne éroit ou cendre désertique est un
arbre méditerranéen de taille moyenne (40m) qui couvre I’ Europe Centrale et |’ Afrique du
Nord Ouest (Caudullo et Durrant, 2016), ayant des feuilles a bordure dentée disposees en
groupes impaires, une écorce grisatre et un fruit qui est une samare a aile alongée contenant
une seule graine ovale (Kostova et lossifova, 2006). Cette samare fait 3 a4 cm de long, aplatit
et elle murit en été. Le fréne a une croissance rapide, exigeant un climat tempéré, sur sols
humides ou terres bien drainées (Caudullo et Durrant, 2016). |l a été classifié par Wallander

(2008) suite a une étude phylogénétique moléculaire :

Regne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre: Lamiaes

Famille: Oleacées

Genre: Fraxinus

Espéce : Fraxinus angustifolia

Figure 02 : Photographie originale de |’ arbre

de F.angustifolia

F.angustifolia a une importance économique, commerciale, et médicinale (Kostova et
lossifova, 2006). C'est |’ espece la plus abondante au nord de I’ Algérie et dont le nom local est
Aslene ou Dardar (Ayouni et al., 2016). Elle est utilisée en médecine populaire comme::

antioxydant, anti-inflammatoire et diurétique (Atmani et al., 2009).
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Les samares de cette plante sont utilisées en décoction et en infuson comme

antirhumatismal, anti-hémorroides et antipyrétique (Baba-Aissa, 1999). Elles sont également

laxatives, sudorifiques et toniques (Baba-Aissa, 2011).

|.6.2. Composés phénoliques retr ouvés dans F.angustifolia

La présence de coumarines distingue le genre Fraxinus des autres Oléacées, mais aussi

les sécoiridoides, les phenylthanoides, les lignanes, les flavonoides et les composés

phénoliques simples caractérisent cette espece (Kostova et lossifova, 2006), ce tableau les

illustre:

Tableau VI: Composés phénoliques retrouvés chez I’ espece F.angustifolia.

Composés

Squelette

SNT . Structure Exemples Références
phénoliques carboné
R.'l
; .4 .0H
e RL7 OIS ﬂ, EZ" neal' Kostova et |ossifova, 2006
. 6-Ca-Ce AT RS ragalin Macheix et al., 2005
Flavonoides | A [41 Nicotiflorin
SR
OH O
Rl
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1.6.3. Propriétésthérapeutiques de F.angustifolia

Les polyphénols essentiellement les flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres
ayant aussi la capacité de complexer certains cations métaliques pro-oxydants (Derbré,
2010). lls détruisent essentiellement les especes réactives O,", OH, NO, (Haliwell et
Gutteridge, 2015). Ces molécules du fait de leurs constituants sont de puissants antioxydants
(Bennetau-pelissero, 2014), les groupements hydroxyles des polyphénols peuvent accepter un
électron formant des radicaux phénoxyles relativement stables (Hatia et al., 2014), cette
électron est délocalisé sur I’ ensemble du squelette de la molécule a cause de I’ dternance des
simples et doubles liaisons présentes sur les polyphénols, répartissant ainsi son énergie sur la
totalité de la molécule la rendant stable et peu réactive (Bennetau-pelissero, 2014), comme le

montre cette figure :

OH (@)
P ~OH R RH /L;.. OH
| AN/ T
FI/L“’//I N - |‘“-’/
FI-OH FI-o"
{ : i
- ~OH R RH J\ e
1J = Ly
Fl ~FF FI/ \V///
FlLO™ Fl-quinone

Figure 03 : Piégeage des EROs (R) par les flavonoides. Leradical libre FI-Oe peut interagir avec un
deuxiéme radical acquérant ainsi une structure stable de quinone (Prochazkovaet al., 2011).

De ce fait, les composés phénoliques permettent de rompre les réactions d’ oxydation en
chaine dans les cellules bloquant la propagation, essentiellement dans la peroxydation
lipidique (Tsao, 2010), comme dans le cas de I’hémolyse oxydative ou les polyphénols
exercent un effet anti-hémolytique par interaction avec la membrane érythrocytaire, ou bien
par le piégeage des radicaux libres, ce qui empéche les dommages membranaires (Hatia et al .,
2014).

C’est dans ce contexte que cette étude, in vitro, a é&é menée dans le but d’ évauer le
potentiel des extraits éhanoliques et agueux de samares de F.angustifolia a inhiber
I’hémolyse oxydative et la peroxydation lipidique induite par le H,O, sur des cellules
érythrocytaires humaines.
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[1.1. Matériel

[1.1.1. Equipement et verreries

Agitateur (VELP), balance analytique (RADWAG), broyeur (KIKA®-WERKE M 20),
Centrifugeuses (SIGMA), rotavapeur (HEIDOLPH), spectrophotometre (BIOTECH
ENGINEERING), sonicateur (RAYPA), sur-congélateur a -80°C (TELSTAR), ban
marie MEMMERT), vortex (VELP), lyophilisateur (CHRIST), pH métre (HANNA),
micropipettes, éprouvettes, béchers, ballons a lyophilisateur et rota-vapeur, fioles, tubes
Falcon, tubes a hémolyse, tubes héparinés, barreaux magnétiques, portoirs.

[1.1.2. Produits chimiques

Ethanol (96%), Méthanol absolu, Rutine, Acide tannique, Acide gallique, Carbonate de
sodium, Réactif de Folin Ciocalteu, Albumine de Sérum de Bouvin (BSA), Sulfate Dodecyl
Sodium (SDS), Triéthanolamine (TEA), Chlorure d’ Aluminium (AICl3), Acétate de Sodium
(CzH3NaO,), Chlorure de fer (FeCls), Hydroxyde de sodium (NaOH), Chlorure d'hydrogene
(HCl), Chlorure de sodium (NaCl), Acide acétique, dihydrogenophosphate de potassium
(KH2PO,), Hydrogénophosphate de sodium (Na,HPO,), Azide de sodium (N3Na), Peroxyde
d hydrogene (H.O, 30%), Acide thiobarbiturique (TBA), Acide trichloroacetique (TCA),
Dimethylsulfoxide (DM SO).

Les réactifs utilisés dans cette étude sont majoritairement de marque Sigma, les solvants
et les acides de marque Biochem et Prolabo. L’ eau distillée utilisée a été obtenue au niveau du

laboratoire de Biochimie Appliquée par un distillateur de marque GFL2104.

[1.1.3. Echantillons biologiques
[1.1.3.1. Matériel végétal

Cette étude a porté sur les extraits éhanolique et agueux de samares de F.angustifolia.
Ces dernieres ont été récoltées en juillet 2016, & Chemini, Bejaia, une région a climat
subhumide. Cette plante a été préalablement identifiée au sein du Laboratoire de Biochimie

Appliquée del’ université de Bejaia

Figure 04 : Photographie origina e de Samares F.angustifolia
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[1.1.3.2. Echantillons sanguins humains
Cing poches de sang humain ont été obtenues au niveau du Centre de Transfusion
Sanguine (CWTS Begaia, Algérie) ou les expérimentations nécessitant la manipulation des

échantillons sanguins ont été réalisées.

[1.2. M éthodes
[1.2.1. Préparation desextraitsa partir des samares de F.angustifolia

Les samares de F.angustifolia ont été sechées a I’air libre et a température ambiante
dans un endroit ombragé jusqu’ a séchage complet. Ensuite, elles ont été broyées al’aide d’un
broyeur éectrique pour obtenir une poudre fine. Cette derniére n’a pas subit de tamisage vue

son aspect |égerement péateux et utilisée donc directement pour I’ extraction.

Figure 05 : Photographie originale de la poudre de samares de F.angustifolia

Deux types d’ extraction, éthanolique et décoction al’ eau ont été adoptées :

e Extraction éhanolique

L’ extraction des composés phénoliques des samares de F.angustifolia a été effectuée
par épuisement de 50g de poudre de samares, macérées dans de I’ é&hanol (96%), avec un
rapport de 1g de poudre pour 4ml d’éthanol pendant 24h sous agitation, a température
ambiante, a |’abri de lalumiére et de I’air. Aprés décantation durant 12h, le surnageant a été
récupéré et centrifugé (1500g/15min), alors que le précipité a subi une seconde macération.
En dernier lieu, les deux surnageants ont été homogénéises et séchés al’ aide d’ un rotavapeur
pour obtenir un extrait verdatre sec. La pesée de I’ extrait brut a été prise apres la stabilisation
du poids sec et dont le rendement d’ extraction a été calcul é comme suit :
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Taux d’extraction % = [(P1-Pg)/PS]*100

P, : Poids du ballon avec extrait (g) aprés évaporation totale du solvant, Py: Poids du
ballon vide (g), PS: Poids de la poudre séche (g).

e Extraction aqueuse

Une décoction a base de poudre de samares de F.angustifolia a é&é préparée dans le but
d’obtenir un extrait aqueux. Pour ce, 25 g de poudre ont é&é gjoutés dans 250 ml d'eau
distillée bouillante maintenue sous agitation a 100°C durant 30 minutes, al’ abri de lalumiere
et de I'air, suivie de 2h de décantation. Le surnageant a été récupéré et centrifugé
(1500g/15min), aors que le précipité a subi une deuxiéme macération dans les mémes
conditions. Par la suite, les surnageants ont été filtrés a travers la laine de verre et
homogeénéisés en un seul décocté, puis surgelé a -80°C, pour étre ensuite lyophilisé afin
d’obtenir I’ extrait aqueux sec. Le rendement d’ extraction a été calculé de la méme facon que

I’ extraction éthanolique.
I1.2.2. Dosages des contenus phénoliques des extraits éthanoliques et aqueux

de samares de F.angustifolia
Des méthodes col orimétriques ont été utilisées pour la détermination du taux de phénols

totaux, flavonoides et tanins dans les deux extraits obtenus précédemment.

[1.2.2.1. Dosage des phénols totaux
La teneur en phénols totaux a été estimee selon le protocole de Kahkonen et al. (1999),
basé sur le réactif Folin Ciocalteu (F.C). Ce dernier est composé d’ acide phosphotungstique

(H3P\N12040) et phosphomolybdique (HSPM 012040) pouvant étre réduit par les polyphénols

en un complexe de couleur bleu (Boizot et Charpentier, 2006).

L’ expérimentation a été menée en additionnant 200pl de la solution d’ extrait avec 1ml
du réactif de F.C, puis 800ul de carbonate de sodium (7,5%) dans des tubes a hémolyse, puis
ceux-ci ont été agités et incubés durant 30 minutes al’ abri de lalumiere. Enfin les absorbance
ont été mesurées a 765nm (Kahkonen et al., 1999).

La concentration en phénols totaux est exprimée en pg équivalent acide gallique par
milligramme d' extrait sec, calculée a partir d'une courbe d étaonnage réaisée dans les

mémes conditions par I’ acide gallique comme référence (Annexe 01).
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[1.2.2.2. Dosage des flavonoides

L e dosage des flavonoides a été effectué selon le protocole de Maksimovic et al. (2005),
avec de légeres modifications. Il est basé sur I’ utilisation du réactif de chlorure d’aluminium
(AlCl3). Ce dernier forme un complexe de couleur jaune en présence des flavonoides. Le
mode opératoire consiste a additionner 2ml de la solution d’ extrait avec 1ml d’ AlCl3; dans des
tubes a hémolyse, puis agités et incubés durant 10 minutes. Les absorbances ont été mesurées
a430nm.

La concentration en flavonoides est exprimée en ug équivalent rutine par milligramme
d’extrait sec, déduite a partir de la courbe d’ étalonnage établie dans |les mémes conditions par

différentes concentrations de la rutine comme flavonoide de référence (Annexe 02).

11.2.2.3. Dosage destanins

Le dosage des tanins a été réalisé selon le protocole de Hagerman et Bulter (1978), basé
sur la précipitation d abumine de sérum de bovin (BSA) par les tanins contenus dans la
solution d' extrait.

Les tanins ont é&é ensuite détectés par une réaction colorimétrique Fe?*- phénols,
mesurée spectrophotométriquement a 510 nm. Le mode opératoire est résumeé dans la figure

suivante:

1ml d’ extrait I 2ml de BSA
Incubation durant 24h a4°C

Centrifugation & 37°C 50009 durant 15 min
l Le surnageant a é&té jeté
Précipité + 4ml de SDS/TEA + 1ml FeCl;
Agitation puis incubation durant 15 min

Lecture de |’ absorbance 2510 nm

Figure 06 : Protocole de dosage des tanins (Hagerman et Bulter, 1978)

La concentration en tanins est exprimée en pg équivalent acide tannique par
milligramme d’ extrait sec, estimée par rapport a la courbe d’ éaonnage établie avec I’ acide

tannigue comme référence (Annexe 03).
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[1.2.3. Etude du pouvoir hémolytique du peroxyde d’hydrogene a
différentes concentrations et estimation de la peroxydation lipidique par le
dosage de MDA

Le sang a été prélevé séparément dans des tubes héparinés a partir des 5 poches de
sangs, afin de préparer les suspensions érythrocytaires. Par la suite, il a été centrifugé a 4°C
(1500rpm/10min), pour éliminer le surnageant et laver le culot globulaire 3 fois
(3500rpm/2min) par du tampon phosphate salin a pH 7,4 (150 mM de NaCl, 0,58mM de
KH,PO,4, 3,4mM de NaHPO,4, 1mM de N3Na), selon Snyder et al., 1985 ; Banerjee et al.,
2008), puis suspendu a 10% d’ hématocrite dans le méme tampon..

Le pouvoir hémolytique de H,O, a différentes dilutions (1-80mM) obtenues a partir
d une solution mére 2100mM a été testé, in vitro, sur ces suspensions d’ érythrocytes selon le
protocole de Rafat et al. (2009) rapporté par Sundaram et al. (2011). Ce test repose sur la
mesure par méthode spectrophotométrique de I’ hémoglobine libérée (couleur rouge) suite ala
lyse des érythrocytes provoquée par le H,O, (James et Alewo, 2014).

En paralléle, le dosage colorimétrique des substances réactives avec le TBA (TBARS)
par la réaction des MDA-Acide thiobarbiturique a chaud dans un milieu acide a éé réalisé
sur les tests hémol ytiques des différentes concentrations de H,O,, selon |le protocole de Okoko
et Ere (2012), pour confirmer une éventuelle lipoperoxydation.

Le mode opératoire est résumé par |es étapes suivantes :

250ul Suspension érythrocytaire + 500l H,O, a différentes concentrations

Test hémolytique Dosage MDA
Incubation 3has37ect " Incubation 1ha37°C
Ajustement par +ampon phosphate jusqu'a 4500pl Centrifuga% on (3000rpm 10min)
Centrifugation (%OOOrpm/lOmi n) 500ul du surnageant+ 2ml TBA
L ecture des absorbances a 540nm Incubation 1h a100°C

Centrifugation (3000rpm/10min)

L ecture des absorbances a 532nm et 600nm

Figure 07 : Protocole d’ anayse du pouvoir hémolytique de H,O, et formation de MDA

Les résultats ont été comparés a un témoin négatif (T : 250ul S.E. + 500ul tampon
phosphate) et un témoin positif (T E.D.: 250ul S.E. + 500ul d’'eau distillée), ce dernier
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représente I’ hémolyse maximale induite par osmose ou choc hypotonigque dans les conditions
expérimentales fixées pour cette éude. Le pourcentage d’hémolyse a éé calculé selon la
formule:

Taux d’hémolyse (%) = [(Abs Test H,O,—AbsT)/AbsT E.D.]* 100

La quantité des MDA produite a été estimée par la conversion des absorbances en
concentrations de MDA exprimées en pumol, par le coefficient d extinction molaire
£=1,56*10" cm.nmol ™ (Sawas et Pentyala, 2004)

Une concentration de H,O, a été choisie pour représenter le taux d’hémolyse optimal
dans les études ultérieurs.

[1.2.4. Etude de la cytotoxicité probable de différentes concentrations des

extraits éthanolique et aqueux de samares de F.angustifolia sur les

érythrocyteshumains:
Les suspensions érythrocytaires ont été préparées a partir des échantillons de sang de la

méme maniéere que précédemment (11.2.3).

Des solutions mére a 2000pug/ml des deux extraits (agueux et éthanoliques) de samares
de F.angustifolia ont été préparées dans du tampon phosphate (additionné de DM SO a 5%),
puis des dilutions décroissantes ont été réalisées de 2000pg a 10ug/ml. Toutes ces
concentrations ont éé testées, in vitro, selon la méme procédure appliquée au pouvoir
hémolytique de H,0, (Rafat et al., 2009 rapporté par Sundaram et al., 2011), accompagnées
auss d' une analyse des MDA, &fin de déterminer toute cytotoxicité exprimée par ces deux
extraits vis-a-vis des GR, aboutissant a une hémolyse et une probable peroxydation lipidique.

Les résultats ont été comparés a chagque foisaun T- (tampon phosphate) et un T E.D. et
ont été interprétés en pourcentage d’ hemolyse pour le test hémolytique et en umol pour les
MDA.

[1.2.5. Evaluation des effets anti-hémolytiques des extraits éthanolique et
aqueux de samar es de F.angugtifolia a différentes concentrations

L’ effet inhibiteur de I’hémolyse par les deux extraits de samares de F.angustifolia a éé
évalué par le protocole de Rafat et al. (2009) rapporté par Sundaram et al. (2011) pour les
concentrations n'ayant exercé aucun effet hémolytique significatif (10-1000ug/ml pour
I’ extrait aqueux et 10-500pg/ml pour |’ extrait éthanolique).

Afin de déterminer le pouvoir inhibiteur de I'hémolyse des deux extraits, les
suspensions érythrocytaires ont été pré-incubées dans des tubes a hémolyse avec les

concentrations choisies de chaque extrait avant de les mettre en contact avec du H,O, (8mM).

0
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La concentration du H,O, a été sélectionnée suite a I’analyse des résultats obtenus dans
I’ étude de I"’hémolyse et de peroxydation lipidique induites par différentes concentrations de
H,O, Une évauation des MDA formés a éé rédisée en paraléle comme dans |’ étude
antérieure (11.2.3). Le protocole expérimental est récapitulé dans lafigure 10.
250ul SE ++500uI d extrait

Incubation 30min a37°C

Ajout de 500ul H2O, (8mM) et incubation 3h a37°C
Ajustement par tampon phosphate jusqu'a 4500pl
Centrifugation (2000rpm/10min)

Enregistrement des absorbances a 540nm

Figure 08 : Procédure expérimentale d’ évaluation de I’ effet anti-hémolytique des extraits de samares
de F.angustifolia

Un T  (tampon phosphate) et T E.D. ont été préparés simultanément. Les résultats sont

exprimeés en pourcentage d'inhibition et calculés relativement a I’ hémolyse optimale obtenue

par la concentration de 8mM de H,O..

% d’inhibition d’hémolyse = [(Hémolyse H,O,— Hémolyse Test anti-hémolytique)/ Hémolyse H,0,] *100

[1.2.6. Analyse statistique

L’ analyse statistique a été effectuée a I’aide du logicid statistique Graph Pad Prism
5.3. Une méthode d analyse de variance dite test ANOVA one way, avec les post test de
comparaison Tukey et Dunnett, a été appliquée sur les données obtenues, en trois répétitions
et sur cing sangs différents. Les résultats ont été donc exprimés en moyenne + S.E.M.

Les résultats sont considérés significatifs a *p<0,001 comparativement au contréle

positif et “p<0,001 comparativement au contréle négatif.
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[11.1. Résultats et inter prétation
[11.1.1. Taux d’extraction

La décoction agqueuse et I’ extraction éthanolique sont les deux méthodes choisies dans
cette étude, ces deux solvants sont de polarités différentes et ont été choisis dans le but
d’ optimiser les rendements d'extraction ains que de comparer leur activités biologiques
relatives.

Apres calcul, les pourcentages d’ extraction de samares de F.angustifolia pour les deux
extraits aqueux et éthanolique sont de 8,82% et 14,7%, respectivement. Ceci a clairement
montré gque le rendement en extrait sec varie selon le solvant utiliseé et la procédure
d’extraction. D’ aprés les résultats, on constate que le pourcentage d’ extraction par |’ éthanol

(14,7%) est supérieur acelui obtenu par |’ extrait aqueux (8,82%).

[11.1.2. Dosages des contenus phénoliques des extraits éthanoliques et
aqueux de samares de F.angustifolia

Les résultats de I’ anal yse col orimétrique en composes phénoliques totaux, flavonoides

et tanins sont résumeés dans | e tableau suivant :

Tableau VII : Teneurs phénoliques des deux extraits de samares de F.angustifolia.

Teneur en phénols Teneur en Teneur en tanins
Naturedel’ extrait totaux (ug flavonoides (ug (g Eq.A.T./mg
Eq.A.G./mgd Ext.) Eq.Rut./mgd’ Ext.) d’ Ext.)
Ethanolique 4,87 +0,02 142,59 + 0,03 322,76 + 0,07
Aqueux 24,02+ 0,02 9,8195+0,02 32,35+0,01

Ext.= Extrait

Le contenu phénolique total dans les deux extraits examinés (éthanolique et aqueux) des
samares de F.angustifolia est exprimé en pg équivalent acide galliqgue/mg d’ extrait.

Selon les résultats décrits dans le tableau ci-dessus, on remarque que la teneur en
polyphénols dans I’ extrait aqueux est clairement plus élevée avec un taux de 24,02 + 0,02ug
Eg.A.G./mg d' Ext. par rapport a celle de I’extrait éthanolique 4,87 + 0,02ug Eq.A.G./mg

d’Ext. , ceci suggere une composition phénoligue différente entre les deux extraits.

En comparant les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, on constate que la teneur
en flavonoides est considérablement plus élevée dans I’ extrait éthanolique avec un taux de
142,59 = 0,03ug Eq.Rut./mg d Ext. que dans I'extrait agueux donnant 9,8 + 0,02ug
Eqg.Rut./mg d’ Ext.

o,
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De méme, concernant le contenu des tanins dans les deux extraits de samares de
F.angustifolia, exprimé en pg équivalent acide tannique/mg d'extrait, c'est |’ extrait
éthanolique dont la teneur en tanins est de 322,76 + 0,07ug Eq.A.T./mg d Ext. qui est
nettement plus riche que I’ extrait aqueux dont la teneur est de 32,35 + 0,01ug Eg.A.T./mg

d extrait.

[11.1.3. Etude du pouvoir hémolytique du peroxyde d’hydrogene a
différentes concentrations et estimation de la peroxydation lipidique par le
dosage de MDA

Les résultats de I'effet du H,O, a différentes concentrations sur les érythrocytes en

suspension sont représentés dans la figure suivante :

100
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60

40-

% d'hémolyse
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Concentrations de H,0O, (mM)

Figure 09: Taux de I’hémolyse induite par différentes concentrations de H,O, comparés au T: E.D.
Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (n=5). ***P<0,001 par rapport au control (test
Dunnett).

D’ aprés I’ histogramme obtenu et comparativement au T: E.D. (eau distillée) qui est
considéré a 100% d hémolyse, on constate que le taux d’ hémolyse dépend de la concentration
du H,O, présent dans le milieu. A de faibles concentrations (1) (< 2mM), le taux d’hémolyse
est tres faible ne dépassant pas 7%, aors que celui-ci augmente considérablement entre
4mmol et 12mmol formant ainsi un plateau (2) avec un pourcentage d’ hémolyse qui varie de
38,72% a 41,31%, puis ce dernier commence a diminuer  progressivement avec
I’augmentation de la concentration (3). A des concentrations > 20mM (4), le taux

d hémoglobine dans le milieu est significativement réduit (***P<0,001).

£y
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Cependant, les taux d’hémolyse enregistrés par toutes les concentrations étudi ées restent

significativement inferieures (*** P<0,001) al’ hémolyse provoqué par |’ eau distillée (100%).

Les résultats du dosage de MDA produits suite aux traitements des érythrocytes par

différentes concentrations de H,O, sont représentés dans la figure suivante :

30—
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Concentration de H,O, (mM)

Figure 10 : Evaluation des taux de MDA formés a différentes concentrations de H,O, comparés au T:
E.D. Chague valeur représente la moyenne £ S.E.M. (n=5). ***P<0,001 par rapport au control (test
Dunnett).

D’ apreés cette courbe on observe une augmentation des taux des MDA en fonction de la
concentration de H,O, pour atteindre un seuil de 22,25uM a une concentration de 60mM de
H,0O,, aors que comparés au contrdle traité par I’ eau distillée, on constate que la différence
entre les taux des MDA libérés augmentent de facon dose dépendante. En effet, ces taux
augmentent de facon linéaire pour la gamme de concentration de 1mM-10mM, qui deviendra
stable pour les concentrations (10-18mM), puis une augmentation importante a de fortes

concentrations de H,0s.

Le choix de la concentration 8mM de H,O, comme concentration représentant un taux
d’hémolyse optimal, pour la suite du travail, revient au fait que celle-ci soit la médiane d’un
plateau de concentrations hémolytiques (4 a 12mM) avec un taux considérable de MDA

formés.
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[1.2.4. Etude de la cytotoxicité probable de différentes concentrations des
extraits éthanolique et aqueux de samares de F.angustifolia sur les

érythrocytes humains
Pour évaluer I’ effet des deux extraits de samares de F.angustifolia sur les érythrocytes,

plusieurs concentrations de ces derniers ont été testées et I’hémoglobine libérée est
spectrophotometriquement mesurée (540 nm) pour déterminer une éventuelle hémolyse
induite par ces deux extraits. Ces derniers ont été testés a une gamme de concentrations de 10
a 2000ug/ml et les résultats obtenus ont été comparés aux témoins eau ditillée et H,O,

(8mM). Les pourcentages respectifs sont représentés dans les figures 11A et 11B :

% d'hémolyse

A
(A) (B)
100~
140-
120
1004 1
§
504 E 804
£ 60
°
### ]
*ex ] > 404
AL A g e R R
0 dkk kkk  kkk  kkk kkk kkk kkk kkk f:*- 20_
T T T T T T T T T T T T T 0 T T
Q Do D PSSO
OV R PPER OIS LTSS PSS
< %
Concentrations de |'extrait aqueux (Hg/ml) Concentrations de |'extrait éthanolique (g/ml)

Figure 11 : Taux de I’hémolyse induite par différentes concentrations des deux extraits de samares de
F.angustifolia. Chaque valeur représente la moyenne + SE.M. (n=4) et considérée significative a
***P<0,001 par rapport au T: E.D. et **P<0,001 par rapport au T: H,0, par e test ANOVA one way
avec Tukey’s post test.

Selon cette figure, on constate que pour I’ extrait aqueux a des concentrations de 10-
1000ug/ml aucune hémolyse significative n’a été observee, en effet les hémolyses obtenues
sont significativement faibles (****#P<0,001) comparées aux hémolyses induites par I’ eau
distillée et le H,O,. Cette hémolyse est faible également a 1500 pg/ml (13,90%), puis dépasse
significativement |’ hémolyse induite par le H,O, (8mM) a 2000pug/ml (80,79%). Par contre,
pour I’ extrait éthanolique, on remarque un pourcentage d’hémolyse significativement faible
ne dépassant pas 6,83% a des concentrations < 100ug/ml, alors que celui-ci commence a

augmenter a partir de 250ug/ml et atteint un seuil 2 2000pug/ml qui est plus éevé par rapport a

o5
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I’hémolyse induite par T: H.O, (8mM) et comparable a celui du T E.D. Ceci a permis de
déduire la gamme de concentrations a hémolyse négligeable pour chague extrait, qui est de
10-1000ug/ml pour I’ extrait aqueux et de 10-100pg/ml pour I’ extrait éthanolique.

Les résultats de I’ estimation de la peroxydation lipidique par dosage de MDA relatif aux
traitements par les mémes concentrations des extraits agqueux et éthanolique de samares de

F.angustifolia sont représentés dans les figures 12A et 12B suivantes :
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Figure 12 : Evaluation destaux de MDA issus des traitements a différentes concentrations des extraits
de samares de F.angustifolia. Chague valeur représente la moyenne + S.E.M. (n=4). ***P<0,001 par

rapport au T: E.D. et *P<0,001 par rapport au T: H,0, par le test ANOVA one way avec Tukey’s
post test.

D’ aprés ces histogrammes, on constate que le taux des MDA formés coincide avec les
hémolyses induites en fonction des concentrations des extraits testés. En effet, I’ absence
d’hémolyse pour les concentrations 10-1000ug/ml pour I'extrait aqueux s est appuyé par
I”absence de teneurs considérables de MDA, ce comparativement aux témoins H,0, et eau
distillée. A 1500ug/ml le taux de MDA est faible (1,35uM) puis augmente considérablement
a 2000pg/ml sans pour autant atteindre le taux montré par le T: H,O, réalisé dans les memes
conditions. De méme, concernant I’ extrait éthanolique, les concentrations de 10-100ug/ml
indiquent I’ absence de teneurs considérables en MDA, alors qu’ a des concentrations de 250 a
2000ug/ml la teneur en MDA augmente de maniére significative jusgu’ a atteindre un seuil a
2000pg/ml (20uM), dépassant celui des deux témoins.
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[1.2.5. Evaluation des effets anti-hémolytiques des extraits éthanolique et
aqueux de samar es de F.angugtifolia a différentes concentrations

Pour évauer le pouvoir inhibiteur des deux extraits contre I’hémolyse induite par le
H,0, (8mM), les concentrations non hémolytiques, 10ug-1000ug/ml pour I’ extrait agueux et
10ug-100ug/ml pour I'extrait éthanolique, ont été testées et les résultats obtenus sont
représentés dans des figures (13A et 13B) accompagnés des pourcentages d hémolyse

optimale (H20,) et maximale (E.D.) :
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Figure 13 : Taux del”hémolyse induite par H,O, en présence des extraits de samares de F.angustifolia
a différentes concentrations. Chaque valeur représente la moyenne + S.E.M. (n=4). ***P<0,001 par
rapport au T: E.D. et *P<0,001 par rapport au T: H,0, par le test ANOVA one way avec Tukey’s
post test.

Les pourcentages d'inhibition ont été calculés relativement a I’hémolyse optimae

obtenue par la concentration de 8mM de H,O, et ils sont représentés dans ce tableau :

Tableau VI11 : Pourcentages d’inhibition de I’ hémolyse des extraits agueux et é&hanolique de samares
de F.angustifolia a différentes concentrations.

Corcaliielons g, 25 50 75 100 | 250 | 500 | 750 | 1000
(ng/ml)

L)

/21 rdl,'g)*:t'f’;ﬂo” 2062+ | 30,91+ | 3565+ | 37,77+ | 40,09+ |44.92+|4504+ |48 76+ | 5567+
P 1,64 1,67 217 235 217 378 | 304 | 243 | 1,9
agueux

% d’inhibition

Inhibil 2096+ | 3113+ | 42,00+ | 4869+ | 4187+
Par | ex_tra|t 2,50 318 3.24 408 251 NT NT NT NT
éthanolique

NT: Non Testé (Cytotoxique)
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Selon les résultats de la figure 15 et du tableau VIII et comparativement au T: H,O,
(8mM), on observe une diminution significative du pourcentage d hémolyse jusqu’ a atteindre
20,78% a 1000pg/ml pour I’ extrait aqueux correspondant ainsi a 55,67% d’inhibition, alors
gue |’extrait éthanolique abouti a 24,41% d hémolyse a 75ug/ml, ce qui est équivalent a
48,69% d'inhibition. On déduit que le degré d hémolyse induit par le H,O, (8mM) en
présence de chaque extrait dépend de la concentration de ce dernier. En effet, cette hémolyse
est inversement proportionnelle a la concentration de I'extrait dans ces gammes de
concentrations étudiées s accompagnant d’ une augmentation proportionnelle du pourcentage
d’inhibition, reflétant ainsi un effet anti-hémolytique considérable exercé par les deux extraits
de samares de F.angustifolia, indiquant une protection des érythrocytes par la présence des
COmposeEs de ces extraits.

Les résultats de | évaluation des taux de MDA relatifs a ces traitements sont représentés
danslesfigures 14A et 14B.
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Figure 14 : Evaluation des taux des MDA formés par H,O, en présence de différentes concentrations
des extraits de samares de F.angustifolia. Chaque valeur représente la moyenne + S.EE.M. (n=4).
***P<(,001 par rapport au T: E.D. et **P<0,001 par rapport au T: H,0, par e test ANOVA one way

avec Tukey’s post test.

Les taux des MDA ont été traduits en pourcentages d’inhibition, calculés relativement
au taux de MDA obtenus par la concentration de 8mM de H,O; et représentés dans | e tableau
suivant :
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Tableau 1 X : Pourcentages d'inhibition de la peroxydation lipidique par différentes concentrations des
extraits agueux et éthanolique des samares de F.angustifolia.

Cencenlatns | g 25 50 75 100 250 | 500 | 750 | 1000
(pg/ml)

___(ug/mi)

/"ardl,'gt‘t':’éﬂo” 7358+ | 7283+ | 7463t | 7507+ | 77290+ | 76,63+ | 7845+ | 78,95+ | 82,99+
P 3.39 3.27 2.6 2,05 108 | 227 | 117 | 124 | 306
aqueux

% d’inhibition

inhibit 7289+ | 7676+ | 7749+ | 77.03 | 76,38+
par I'extrait 47 494 397 379 4,05 NT NT NT NT
éthanolique

NT: Non Testé (Cytotoxique)

D’ aprés lafigure 14 et |e tableau ci-dessus, on observe que la teneur en MDA produits
lors des traitements des érythrocytes par les deux extraits agueux et éthanolique en présence
du H,O, (8mM) a diminué significativement (***p<0,001) comparé au traitement H,O,, ceci
en fonction de la concentration de I'extrait. Cette diminution Sest traduite par un taux
d’inhibition de la peroxydation lipidique important atteignant un seuil de 82,99% a
1000ug/ml pour I'extrait aqueux, alors que pour |'extrait éhanolique le pourcentage
d’inhibition maximal atteint est de 77,03% a 75ug/ml, indiquant ainsi un effet anti-peroxydant

important pour les deux extraits de samares de F.angustifolia.
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[11.2. Discussion

Les plantes sont des sources potentielles de composés bioactifs naturels largement
étudiés pour leurs caractéristiques et leurs effets sur la santé humaine. Tel est le cas de
F.angustifolia qui est douée de propriétés biologiques importantes y compris anti-
inflammatoire et anti-oxydantes (Atmani et al., 2009). Ce travail consistait a évaluer, in vitro,
I’ activité anti-hémolytique et anti-peroxydante des extraits éthanolique et aqueux de samares
de F.angustifolia, en utilisant un test basé sur I’inhibition de I’ hémolyse induite par le H,O, et
de la peroxydation lipidique consécutive dans un modéele membranaire des érythrocytes
humains.

Avant de procéder a I’ extraction, les samares de F.angustifolia ont été séchées a I’air
libre dans un milieu ombragé afin de minimiser la perte de composés d’intérét et éviter la
dégradation de polyphénols, car |I"humidité et la teneur élevée en eau aide les activités
enzymatiques ainsi que la lumiere, la chaleur et I’ oxygene (Tsao, 2010). De plus, le broyage
des samares a été réalisé de fagon a obtenir une poudre fine afin d augmenter la surface de
contact de la matrice végétale avec les solvants utilisés et |'extraction a été réalisée par
épuisement pour optimiser le rendement (Bonnaillie et al., 2012). En effet, |’ extraction des
composés phénoliques est une éape importante dans la valorisation des principes actifs, elle
dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent essentiellement leur bioactivités
(Mahmoudi et al., 2013).

Le rendement d’ extraction pour les deux extraits utilisés est différent (agueux : 8,82% et
éthanolique : 14,7%), ce qui peut étre expliqué par la nature des deux solvants, en effet
I’éthanol est considéré comme éant le meilleur solvant pour extraire le maximum de
composes phénoliques, qu’ils soient polaires ou apolaires (Bruneton, 1999). A celas goute la
nature et la proportion des composes actifs existants dans cette partie de plante étudiée.
Cependant, la période et les conditions de récolte (stade de maturité du fruit), les facteurs
climatiques et les techniques du prétraitement de la matiére premiére ainsi que la méthode

d’ extraction peuvent aussi influencer sur le rendement. (Ghedadba et al., 2015)

Les extraits de samares de F.angustifolia ont fait |I’objet d’ une analyse quantitative des
contenus phénoliques. Les résultats du dosage des polyphénols, flavonoides et tanins montrent
gu’il y'aune différence dans les teneurs des deux extraits en fonction des solvants utilisés. En
effet, le degré de polarité du solvant utilise dans I’extraction influence sur la teneur en
phénols totaux (Ghedadba et al., 2015), car la nature hydrophile des phénols (riches en

groupements hydroxyles -OH) favorise leur extraction a I’aide des solvants polaires tel que

a0
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I’éthanol et I’eau. D’ autre part, tout les polyphénols n’ existent pas sous forme libre tel que les
acides phénoliques et les lignanes dans les graines qui sont extrémement complexes, et
nécessitent |’ application d’ une température élevée pour les extraire (Tsao, 2010), comme dans
le cas de la décoction aqueuse, par contre les flavonoides sont mieux extraits dans I’ éthanol
(Mahmoudi et al., 2013), vue que celui c¢i solubilise des composeés polaires mais égal ement
des substances lipophiles résiduelles (Bonnaillie et al., 2012). En ce qui concerne les tanins,
en particulier les tanins condensés, leur insolubilité dans I’ eau fait qu’ils soient mieux extraits
dans les solvants organiques tel que I’ éthanol (Reed et al., 1995 ; Cheynier, 2005), donc leurs
extraction dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires
(Ghedadba et al., 2015).

Avant d entamer les tests d activité anti-hémolytique de ces extraits obtenus, une
optimisation des conditions expérimentales a été réalisée, notamment vis-a-vis des doses de
H,O, et la reproductibilité des résultats obtenus. Une éude du pouvoir hémolytique du
peroxyde dhydrogene a été aors rédisée a différentes concentrations, une étape
indispensable pour fixer une concentration de H,O, qui provoquerait une hémolyse optimale,
accompagnée d’ une concentration de MDA subséquente considérable pour mieux évaluer le

pouvoir protecteur des extraits vis-a-vis de |’ hémolyse et |a peroxydation lipidique.

Le culot globulaire a été traité dans cette éude par du tampon phosphate a un pH 7,4,
afin de maintenir I'isotonicité dans le mélange réactionnel et assurer gque toute hémolyse
observée soit sous |'effet du H,O,. L' gout de |I'azide de sodium au tampon a pour but
d’'inhiber la catalase des érythrocytes et d augmenter |’efficacité oxydante du H,0, et
améliorer lareproductibilité de |’ étude (Sawas et Pentyala, 2004).

Les globules rouges sont exposés aux dommages oxydatifs en raison de leur fonction de
porteurs d’ oxygene, leur richesse en AGPI et leur contenance en fer (Tedesco et al., 2000). Le
peroxyde d'hydrogéne, utilisé dans cette étude pour induire les dommages oxydatifs sur les
érythrocytes, est I'une des espéces réactives de I'oxygéne les plus importantes, connu pour sa
grande capacité a traverser les membranes biologiques (Okoko et Ere, 2012). L’ hémolyse
observée a des concentrations d'H,O, entre 4 et 20 mM, résulte de la destruction de la
membrane suite a la peroxydation lipidique des AGPI présents dans celle-ci (Sawas et
Pentyala, 2004). Le H,O, entraine des changements morphologiques de la cellule
érythrocytaire d’ une forme discoide a une forme échinocyte (Singh et rajini, 2008). Lorsque le
H,O, traverse cette membrane, il agit avec le contenu intracellulaire en oxydant
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I’hémoglobine (H-Hb-Fe(11)*=0) en hémoglobine de ferryl (H-Hb-Fe(1V)=0), ce dernier
réagit & son tour avec I’ hémoglobine restant pour former la méthémoglobine (H-Hb-Fe(l11)),

qui interagie ssimultanément avec le peroxyde d hydrogéne aboutissant a la formation des

radicaux ferryl del”hémoglobine ((Hb-Fe(IV)=0) qui sont tres réactifs (Masuoka et al., 2006).

Par ailleurs, le H,O, peut causer la dégradation de I’heme de I’hémoglobine libérant
ainsi les ions Fe**, ce qui génére le radical hydroxyle (trés réactif) par la réaction de Fenton
(Okoko et Ere, 2012). Ces deux radicaux induisent une chaine de peroxydation lipidique
aboutissant a la lyse des érythrocytes (Singh et rajini, 2008). Par contre, a de fortes
concentrations (au-dela de 40 mM) le pourcentage d’ hémolyse diminue, ce qui peut érelié a
I’insolubilité de I’hémoglobine suite a sa polymérisation et a I’ agrégation des érythrocytes
(Masuokaet al., 2006).

L’ un des marqueurs majeurs résultant de la peroxydation des membranes biologiques,
un aldéhyde réactif, le malondiadéhyde. Il est largement utilisé pour I’'estimation des
dommages causés par les EROs (Siddique et al., 2012). La méthode utilisée pour évaluer la
production de MDA dans cette étude est le dosage a I’ acide thiobarbiturique (TBARS), qui
repose sur laformation en milieu acide et a chaud entre le malondial déhyde et deux molécules
de TBA, d'un pigment rose absorbant a 532nm. Cependant, |a réaction colorée mesure non
seulement le MDA préexistant lié ou non aux molécules biologiques mais aussi le MDA
formé par décomposition thermique des peroxydes et ceux générés au cours de laréaction, les
produits d’ auto-oxydation des acides gras et autres substances qui donnent naissance, soit adu
MDA, soit & des molécules réagissant avec le TBA en milieu acide et a chaud (Lefévre et al.,
1998). D’ apres les résultats, il a été démontré que la libération de MDA des GR traités au
H,O, dépend de la concentration de ce dernier, ceci est en accord avec I’ é&ude de Sawas et
Pentyala (2004).

Avant de procéder a I’ étude anti-hémolytique, une évauation de I’ effet des extraits
éthanolique et aqueux des samares de F.angustifolia sur les GR était nécessaire. Plusieurs
études ont prouvé que certains des composés phénoliques, notamment les flavonoides
possederaient des propriétés anti-radicalaires mais aussi cytotoxiques dépendant de leur
concentration (Bouchet et al., 1998 ; Fiot et al., 2006), de leurs glycosylation et de leurs degré
de méthoxylation (Kouamé et al., 2009).
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Suite aux observations, il a été constaté que I’ extrait éthanolique (100-1500ug/ml) de
samares de F.angustifolia présente un effet hémolytique sur les érythrocytes, chose qui n'a
pas été observé avec |’ extrait agueux aux mémes concentrations testées. Sachant que ces deux
extraits contiennent des flavonoides a des proportions différentes, on suppose que la structure
des flavonoides présents dans I’ extrait éthanolique soit liée a cet effet hémolytique par rapport
a ceux présents dans I’ extrait aqueux. En effet, Kostova et lossifova (2007) avaient identifié
les flavones dans le genre Fraxinus et Kouamé et al. (2009) ont prouvé que les flavones
polyméthoxylés non glycosylés montrent une forte toxicité en fonction de leur concentration,
vis-avis des cellules humaines. Or, cette cytotoxicité remarquée pourrait étre expliqué par le
fait que les composés toxiques de I’extrait éthanolique ont été hydrolysés sous I’ effet du
traitement par la chaleur lors de I’ extraction aqueuse. Par ailleurs, a de fortes concentrations
les polyphénols peuvent avoir un effet pro-oxydant favorisant ainsi une lipoperoxydation (Cao

et al., 1997) qui serai responsable de cette hémolyse observée.

L’ hémolyse oxydative in vitro des érythrocytes humains a été utilisée comme modéle
pour étudier I’ effet protecteur des extraits de samares de F.angustifolia contre I’ hémolyse et
la peroxydation lipidique induites par H,O,.

Le pouvoir anti-hémolytique des extraits éhanolique et aqueux des samares de
F.angustifolia est modérée aors que I'effet anti-peroxydant est important. Une étude
antérieure réalisée par Atmani et al. (2009) sur la méme espece a démontré que celle ci aune
capacité antioxydante potentielle avec des activités de neutralisation du H,O, et inhibitrice de
la peroxydation lipidique. Cet effet a été attribué aux métabolites secondaires présents dans
ces extraits, tels que les flavonoides et les phénols qui sont les groupes les plus importants de
composés bhioactifs ayant de larges activités pharmacologiques (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011).

Les polyphénols sont des antioxydants ou des co-antioxydants puissants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres et les piéger dans les réactions en chaine de lipoperoxydation.
Ils sont considérés comme digoncteurs de chaine par don d'éectron ou d'un atome
d hydrogene a I’ espece réactive devenant ainsi eux mémes des radicaux stables et moins
réactifs (Tsao, 2010). Cette stabilité est liee au degré d hydroxylation de ces composés
responsables de ladélocalisation d’ électron (Hatia et al., 2014).
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De plus, les polyphénols sont connus comme chélateurs de métaux de transitions tels
que Fe**, réduisant directement la vitesse de réaction de Fenton et empéchant I’ oxydation
causée par leradical hydroxyle (Tsao, 2010).

La premiéere cible d'interaction des polyphénols avec les cellules vivantes serait leurs
membranes. L’effet montré par les extraits dans cette étude peut étre lié a la capacité des
polyphénols a s'incorporer dans la membrane érythrocytaire mais également a diffuser a
I"intérieur de celle-ci, fournissant ainsi une protection des dommages oxydatifs (Alvarez-
saurez et al., 2012). Des éudes antérieures, ont prouvé que certains polyphénols peuvent
interagir avec la membrane érythrocytaire diminuant ains la diffusion des radicaux libres
dans celle-ci (Chaudhuri et al., 2007 ; Suwalsky et al., 2007 ; Singh et Rajini, 2008). Le
caractére lipophile de certains de ces composés leur assure une bonne incorporation avec la
membrane lipidique d’'ou leur capacité protectrice vis-a-vis de la peroxydation lipidique
(Ugartondo et al., 2009). Néanmoins, malgré le caractere hydrophile de certain composes,
ceux-ci peuvent s'insérer profondément dans le core hydrophobe de la membrane (Liu et al.,
2003 ; Funes et al., 2010)

Furlan et al. (2014) ont étudié I’ efficacité antioxydante des tanins du vin rouge sur un
model e membranaire contenant des phospholipides doubles insaturés. Ils ont ainsi trouvée une
bonne corrélation entre I’ activité antioxydante et |a localisation de ces tannins a |’ interface de
la membrane, inséré au niveau du sguelette glycérol, une position clé pour prévenir les
chaines d’ oxydation qui puissent se produire dans la bicouche lipidique. Vu la détermination
d’'une teneur considérable en tannins pour les deux extraits utilisés dans cette étude, on
suggére alors que ces composés sont aussi responsables de I’ effet préventif constaté et donc
I’ efficacité antioxydante des polyphénols ne peut pas étre liée uniquement a leur activité
scavenging de radicaux attribué a leurs fonctions hydroxyles, mais aussi a leur capacité de

former une couche protective au niveau de la surface membranaire.

Selon Kostova et lossifova (2007), le genre Fraxinus est caractérise par la présence de
flavonols tel que la quercétine et le kaémferol, de la rutine, de phenyletharoides tel que
varbascoside et calcéolarioside et de coumarines tel que I’ esculetine et de secoiridoides tel
gue |’oleuropeine. D’ aprés des études antérieures, il a été démontré par Ugartondo et al.
(2009) que les flavanols empéchent |le passage de H,0, a travers la membrane érythrocytaire
et la génération des radicaux. En effet, la quercétine a montré un effet protecteur vis-a-vis des
GR humains et animaux contre les dommages hémolytique in vitro (Hapner et al., 2010), elle
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permet alors la conservation de I’ intégrité de la membrane érythrocytaire par interaction avec
les lipides membranaires (Hatia et al., 2014). D’ apres Liu et al. (2003) ; Funeset al. (2010), la
guercéitine et le kaémpferol interagissent principalement avec les groupements polaires des
régions tétes de la bicouche lipidique. Elles ont donc prouvé une bonne activité anti-
peroxydante lors d’ une étude réalisée par Asgary et al. (2005), qui a également prouvé que la
rutine a une activité anti-hémolytique, cette caractéristique lui permet d’ empécher I’ oxydation
de I"hémoglobine et sa conversion en méthémoglobine, un effet lié a sa capacité a chélater les
ions de fer (Kostyuk et Potapovich., 1998).

Par ailleurs, les verbascosides et calceolarioside, ains que I'esculetine sont des
COMPOSES rapportes pour leurs activités antioxydantes (Jimenez et Riguena, 1994 ; Cai, 2006),
ce qui est le cas du secoiridoide, oleuropeine, pour lequel Galiano et Villalain (2015) ont
constaté une localisation superficielle protectrice des membranes cellulaires.

Au final, on suggere donc que I’ effet préventif des dommages érythrocytaires induits
par le H,O, est attribué a la capacité des composés phénoliques présents dans les extraits de
samares de F.angustifolia a s'incorporer dans la membrane érythrocytaire, génant ainsi la
diffusion du H»O, ou par leur piégeage des radicaux et chélation des ions de fer. Cependant,
I’ activité biologique des composés phénoliques pourrait étre étroitement liée a leur structure
qui serait en faveur de ces interactions avec la membrane érythrocytaire, |I’hémoglobine et

tout autre constituant de I’ érythrocyte.
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Conclusion et per spectives

Le monde végétal reste toujours une source importante de principes actifs dotés de
diverses propriétés thérapeutiques. Le vif intérét que suscite I’ utilisation de F.angustifolia en
médecine traditionnelle et en recherche biologique, a aimenté cette idée a explorer I’ effet des
extraits de samares de cette espece sur |I’hémolyse oxydative et la peroxydation lipidique
induite par le H,0..

A I'issue de I’ extraction des composés phénoliques, il en ressort que les taux les plus
élevés en polyphénols sont obtenus dans I’ extrait organique. Les dosages des phénols totaux,
flavonoides et tanins ont fait preuve de différence entre les deux extraits choisis, dont le plus
riche en flavonoides et tanins est |’ extrait éthanolique, alors que I’ extrait agueux a présenté la
plus grande teneur en phénols totaux.

L’analyse de I’ effet hémolytique de I’ agent H,O, a induit une hémolyse maximale entre
4-12 mM, aors que son effet lipoperoxydant était dose-dépendant.

L’ étude toxicologique des deux extraits de samares de F.angustifolia sur le modele
érythrocytaire humain indique un pouvoir hémolytique et peroxydant majeur pour |’ extrait
éthanolique avec une marge thérapeutique étroite (10-100pg/ml) par rapport al’ extrait aqueux
ayant une marge plus étendue (10-1000ug/ml).

Afin de compléter le travail, I'évaluation du pouvoir anti-hémolytique et anti-
peroxydant des extraits étudiés, dans les marges thérapeutiques déduites, a rapporté que pour
I’ extrait éthanolique, I’ effet inhibiteur majeur de I’ hémolyse et |a lipoperoxydation induite par
le HO, a 8mM était atteint a 75ug/ml avec des pourcentages de 48,69+4,08% et
77,03+3,79%, respectivement, comparables a I’extrait aqueux qui a donné a la méme
concentration 37,77+2,35% et 76,38+4,05%, respectivement. Ce dernier a auss fait preuve
d'un effet inhibiteur a une concentration plus éevée 1000ug/ml avec des vaeurs de
55,67+1,99% et 82,99+3,06%.

En référence a |’ ensemble de ces résultats, il a éé constaté que les extraits éthanolique
et agueux de samares de F.angustifolia constituent une source considérable de composés
actifs dotés d’une importante activité anti-peroxydante et d’'une activité anti-hémolytique

modérée, in vitro.




Conclusion et per spectives

En perspectives, |l serait donc intéressant d’ approfondir cette étude qui n'est qu'un
premier pas dans la recherche des mol écules biologiques actives de ce fruit par I'isolement de
la fraction active responsable de cette activité biologique, sa caractérisation et la
détermination du mécanisme moléculaire daction, y compris les paramétres
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.

En outre, il serait judicieux d éargir le panel de ces tests par |’optimisation des
cinétiques d’ action anti-hémolytique en fonction du temps de pré-incubation avec les extraits,

ainsi que I’ étude de leur toxicitéin vivo.
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Annexes

Annexes 01: Courbe d étaonnage pour le dosage des phénols totaux réalisee par I'acide
galique.
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Annexes 02 : Courbe d' étalonnage pour le dosage des flavonoides réalisée par larutine.
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Préparation dela solution de chlorure d’aluminium (AICl5)

Selon le protocole de Maksimovic et al. (2005), 53,2 mg de chlorure d’alumium et 160 mg

d’ acétate de sodium ont été dissous dans 40 ml d’ eau distillée.



Annexes

Annexes 03 : Courbe d' étalonnage pour le dosage des tanins réalisée par I’ acide tannique.
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2,5

Préparation des solutions selon le protocole de Hagerman et Bulter (1978)

Tampon A : La solution est préparée dans de |’ eau distillée par I'gjout de I'acide acétique
(0,2M) et du NaCl (0,17M), ensuite le pH est gjusté par I'addition d hydroxyle de sodium

(NaOH) jusgu’ a pH=4,9.

Solution de sérum d’albumine de bovin (BSA) : Elle est préparé dans du tampon A a1 mg/ml.

SDS/TEA : Lasolution est préparée par I’ gout de 20ml tri-éthanolamine (5%) et 4 g de SDS
(1%) dans 400ml d' eau distillée.

FeCl 3: 200ml de la solution ont été préparé par 1,66 ml de HCI (0,01M) et 0,32g de chlorure

ferrique (0,01M), puisfiltré et laissé a4°C.



Résumeé

Fraxinus angustifolia, est une plante médicinale appartenant a la famille des Oléacées, utilisée
en thérapeuti que comme antioxydante et anti-inflammatoire.

Dans cette présente étude, on s est intéressé d’ une part a1’ évaluation quantitative des composés
phénoliques de deux extraits éthanolique et aqueux de samares de Fraxinus angustifolia et d autres
part a |I'évaluation de leurs activités anti-hémolytique et anti-peroxydante, in vitro, induites par le
peroxyde d’ hydrogéne (8mM).

Les résultats obtenus indiquent que I’ extrait éthanolique de samares de Fraxinus angustifolia est
riche en composes phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins avec une teneur de phénols
totaux plus élevée dans I'extrait aqueux. Le pouvoir inhibiteur de I’'hémolyse oxydative des deux
extraits dans leur marge thérapeutique est modérée avec 48,69+4,08% a 75ug/ml pour I extrait
éthanolique et 55,67+1,99% a 1000ug/ml pour I’extrait agqueux. Pour ce qui est de I’activité anti-
peroxydante, on note gque les deux extraits éhanolique et aqueux ont exhibé des effets remarquabl es
par toutes les concentrations testées avec un taux d'inhibition aux doses maximales, alant jusqu'a
77,03+3,79% et 82,99+3,06%, respectivement.

Mots clés: Fraxinus angustifolia, peroxyde d hydrogene, anti-hémolytique, anti-peroxydant,
composés phénoliques.

Abstract

Fraxinus angustifolia, is a medicina plant belonging to the family of Oleaceae, used in
therapeutic as antioxidant and anti-inflammatory.

In this study, we are interested on one hand in the quantitative evaluation of the phenolic
content of ethanolic and agueous extracts of Fraxinus angustifolia samara and on the other hand in the
evaluation of their anti-haemolytic and anti-peroxidant activities, in vitro, in human erythrocytes
model induced by hydrogen peroxide (8 mM).

The obtained results indicate that the Fraxinus angustifolia samara’ s ethanolic extract contein
high level of phenolic compounds, in particular flavonoids and tannins, whereas the total phenols
amount was higher in the aqueous extract. The inhibitory power of oxidative hemolysis of the two
extracts in their therapeutic margin was moderate: 48,69+4,08% at 75 pg/ml for the ethanolic extract
and 55.67+ 1.99% at 1000 pg/ml for the aqueous one. The anti-peroxidant activity, showed that both
ethanolic and agueous extracts exhibited a remarkable effects by all tested concentrations, with an
inhibition rate up to 77,03+3,79% and 82,99+3,06% at the maximal doses, respectively.

Key words: Fraxinus angustifolia, hydrogen peroxide, antihaemolytic, anti-peroxidant, phenalics.
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