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RESUME

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’effet de la thymoquinone (TQ) sur le stress oxydant dans
le cas de I’hépatotoxicité et de 1’arthrite rhumatoide induites chez les rats. Pour cela, I’activité
antioxydante et anti-inflammatoire de la thymoquinone (TQ) a été initialement évaluée, in vitro.
Les résultats obtenus montrent que la TQ est dotée d’un pouvoir antioxydant important,
notamment I’inhibition de la peroxydation lipidique avec 79,5 + 2,12 % et le pouvoir scavenger
du radical hydroxyle et du peroxyde d’hydrogene, avec des IC50 de I’ordre de 26.3 + 0.59 et
11.0 £ 0.57 pg/ml, respectivement. Elle est également douée d’un bon effet anti-inflammatoire a
des faibles concentrations. Pour confirmer les résultats obtenus in vitro, des études
complémentaires ont été évaluées, in vivo. D’une part, en évaluant I’effet de la TQ sur le stress
oxydant associ¢ a I’hépatotoxicité. Les pouvoirs hépatoprotecteur et hépatocuratif ont été
¢évalués, dans un modele d’hépatotoxicité induite par CCls avant ou apres le traitement des rats
males avec la TQ pendant 07 jours. Les résultats montrent que la TQ posséde des effets
hépatoprotecteur et hépatocuratif importants, en améliorant le statut plasmatique et tissulaire des
marqueurs du stress oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA) et les paramétres biochimiques
(hépatiques et lipidiques). Ce potentiel anti-hépatotoxique est confirmé par une étude
histologique. D’autre part, ’effet de la TQ sur le stress oxydant dans le cas de I’arthrite
rhumatoide a été évalue, en utilisant un modéle d’arthrite induite par le collagéne Il ; développé
chez les rats males qui sont traités pendant 40 jours avec la TQ. Les résultats montrent que la TQ
a rétabli le statut des marqueurs du stress oxydant d’une manieére dose-dépendante. L’étude
histologique et radiologique aux rayons X des articulations des rats arthritiques traités montre
une amélioration significative de leur état. Pour mieux comprendre le pouvoir antioxydant et
anti-inflammatoire de la TQ, son effet sur I’activité plasmatique et tissulaire de la xanthine
oxydase (XO) a été évalué. Les résultats montrent que I’activité XO est rétablie chez les animaux
traités avec la TQ a un niveau comparable a celui des rats normaux. En conclusion, les résultats
révélent un pouvoir anti-arthritique, hépatoprotecteur et hépatocuratif de TQ, via I’inhibition de

I’activité XO et le rétablissement du statut des marqueurs du stress oxydant.

Mots-clés : Thymoquinone, stress oxydant, antioxydant, xanthine oxydase, hépatotoxicité et

arthrite rhumatoide.



SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the effect of thymoquinone (TQ) on oxidative
stress in the case of the induced hepatotoxicity and rheumatoide arthritis in rats. For this, in vitro
antioxidant and anti-inflammatory effects of TQ were initially evaluated. The results show that
TQ is endowed with an important antioxidant power, in particular the inhibition of 79.5 £ 2.12%
of lipid peroxidation and the scavenging power of hydroxyl radical and hydrogen peroxide, with
ICso of 26.3 £ 0.59 and 11.0 £ 0.57 pg/ml, respectively. It had also a good anti-inflammatory
effect. To confirm the results obtained in vitro, additional studies were evaluated in vivo. On the
one hand and by estimating the effect of TQ on oxidative stress associated with hepatotoxicity.
Hepatoprotective and hepatocurative potency was evaluated in a model of CCls-induced
hepatotoxicity before or after treatment of male rats with TQ for 7 days. The results show that
TQ has significant hepatoprotective and hepatocurative effects via improving the plasmatic and
tissular status of oxidative stress markers (GSH, CAT, SOD and MDA) and biochemical
parameters (hepatic and lipid). This anti-hepatotoxicity potential is confirmed through a
histological study. On the other hand, the effect of TQ on oxidative stress in rheumatoid arthritis
was evaluated using a Collagen ll-induced arthritis model, developed in male rats which are
treated with TQ for 40 days. The results demonstrate that TQ restored the status of oxidative
stress markers in a dose-dependent manner. The histological and X-ray radiological studies of
the joints of treated arthritic rats show a significant improvement in their state. To better
understand the antioxidant and anti-inflammatory potency of TQ, its effect on plasmatic and
tissular xanthine oxidase (XO) activity was assessed. The results show that the XO activity was
restored in TQ-treated animals to the level observed in normal rats. In conclusion, the results
reveal the anti-arthritic, hepatoprotective and hepatocurtive power of TQ, by the inhibition of

xanthine oxidase activity and the restoration of the status of oxidative stress markers.

Keywords: Thymoquinone, oxidative stress, antioxidant, xanthine oxidase, hepatotoxicity and
rheumatoid arthritis.
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Introduction

Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance entre les antioxydants et les oxydants. Ce
déséquilibre se manifeste par une surproduction des radicaux libres et/ou une défaillance du
systeme antioxydant (CAT, SOD, GSH). Le stress oxydant est impliqué dans I’induction et
I’amplification de diverses pathologies, telles que les pathologies hépatiques développées suite a
I’exposition aux produits chimiques toxiques. Parmi ces produits le CCls. Il induit diverses
Iésions hépatiques : stéatose, nécrose, hépatite aigué, parfois fibrose et cirrhose voire carcinome
hépatocytaire. Les mécanismes impliqués dans le développement des pathologies hépatiques
sont liés au stress oxydant résultant de la biotransformation du CCls en radicaux libres hautement

toxiques par I’intermédiaire du cytochrome Paso.

Le stress oxydant est également impliqué dans I’amplification d’autres pathologies telle que
I’arthrite rhumatoide ; une maladie inflammatoire systémique accompagnée par une destruction
importante du cartilage articulaire et de 1’0s. Les especes réactives oxygénées (ERO) et les
produits finaux de la peroxydation lipidique sont des modulateurs de I’inflammation articulaire
dans I’arthrite rhumatoide. Des quantités importantes des ERO ont été détectées dans les sérums
et les liquides synoviaux des articulations enflammées. Elles peuvent étre induites par les
cytokines pro-inflammatoires ou par des enzymes génératrices des ERO telle que la xanthine
oxydase. Cette derniére génére 1’anion superoxyde au cours de I’oxydation de 1’hypoxanthine en
xanthine et la xanthine en acide urique. Des taux élevés de la xanthine oxydase ont été observés
dans diverses pathologies hépatiques et thumatoides et autres, d’ou 1’intérét croissant pour ses

réles pathologiques potentiels.

Bien qu’il existe de nos jours des thérapies efficaces contre les atteintes hépatiques et articulaires
dans I’arthrite rhumatoide, elles présentent de sérieux effets secondaires souvent indésirables.
Pour y remédier les recherches sont actuellement orientées vers des produits anti-inflammatoires
naturels. D’ailleurs, certains patients utilisent déja des plantes médicinales riches en molécules
bioactives naturelles pour atténuer I’inflammation. Nigella sativa est 1’'une des plantes les plus
utilisées. Sur le plan scientifique, la thymoquinone est le principe actif majeur des huiles
essentielles de la nigelle. Elle présente un large spectre d’activités pharmacologiques telles que

I’activité hépatoprotectrice, immunostimulante, anti-inflammatoire et antioxydante.

Ce travail est réalisé afin d’évaluer 1’effet de la TQ sur le stress oxydant et la xanthine oxydase
dans le cas de I’hépatotoxicité et 1’arthrite rhumatoide induites chez les rats males. Pour cela,
nous avons étudié initialement 1’activité antioxydante et 1’effet anti-inflammatoire de la TQ, in

vitro.
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Des études in vivo ont été effectuées par la suite. Premierement, évaluation de [I’effet
hépatoprotecteur et hépatocuratif de la TQ contre la toxicité induite par CCls chez les rats males
par le biais de ; (i) bilans biochimiques plasmatiques (hépatique, rénal et lipidique), (ii) étude
histologique du foie et (iii) marqueurs du stress oxydatif plasmatique et tissulaire. A la fin,
I’activité de la xanthine oxydase a été déterminée au niveau tissulaire et plasmatique en tant que

marqueur du stress oxydant hépatique.

Deuxiémement, nous présentons I’effet de la TQ contre D’arthrite rhumatoide induite chez
I’animal grace aux ; (i) bilans biochimiques plasmatiques (hépatique, rénale et lipidique), (ii)
étude histologique du foie et (iii) marqueurs du stress oxydant plasmatique et tissulaire. De la

méme maniére, I’activité de la xanthine oxydase est mesurée au niveau tissulaire et plasmatique.
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1. Thymoquinone

1.1. Structure et propriéetés

La thymoquinone (TQ) est un monoterpene isolé pour la premiére fois par chromatographie sur
couches minces, a partir des huiles essentielles des graines de Nigella sativa, en 1963 par EL-
Dakhakhny (1963). Des recherches ultérieures ont signalé la présence de la TQ dans d’autres
especes de plantes telles que : Eupatorium ayapana (Trang et al., 1993), Calocedrus decurrens
(Manter et al., 2007), Origanum syriacum (Lukas et al., 2009), Nepeta distans Raul (Hussaun et
al., 2010), Thymus vulgaris L (Grosso et al., 2010) et Satureja spicigera (Gohari et al., 2012). La
TQ (2-lsopropyl-5-methylbenzo-1,4-quinone) est une molécule hydrophobe. Elle contient un
noyau quinone lié a des chaines latérales isopropyl et méthyle en position 2 et 5, respectivement
(figure 01). Elle se caractérise par la formule moléculaire C1oH1202€et la masse molaire de
164,201 g/mol. La TQ existe en solution sous deux formes tautomériques différentes ; énol et
céto. Cette derniére (~90%) est responsable des propriétés pharmacologiques de ce composé
(Alkharfy et al., 2011).

0o CH3

CH,

H,C
0

Figure 01 : Structure chimique de la thymoquinone (Darakhshan et al., 2015).
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1.2. Proprietés pharmacologiques de la thymoquinone

Depuis I’isolement de la TQ en 1963, une grande attention lui a été accordée, plusieurs études ont été
réalisées afin de démontrer ses propriétés pharmacologiques (Elbarbry et al., 2012 ; Darakhshan et

al., 2015), dont les plus intéressantes sont les suivantes :

1.2.1. Effet antioxydant

Des études in vitro ont été effectuées afin d’évaluer ’effet antioxydant de la TQ. Les résultats
obtenus ont démontré que la thymoquinone est un antioxydant phytochimique puissant, cet effet
est di a l'activité de piégeage contre plusieurs especes réactives de I’oxygéne (ERO) incluant
I'anion superoxyde, le radical hydroxyle et I'oxygene singulet (Nagi et Mansour, 2000 ; Mansour
et al., 2002).

Le potentiel antioxydant de la TQ peut étre lié aux propriétés redox de la structure quinone de la
molécule et de la capacité illimitée de la TQ de franchir les barriéres physiologiques et d'accéder
facilement aux compartiments subcellulaires, ce qui favorise les effets de piégeage radicalaire
(Daba et al., 1998 ; Badary et al., 2003).

Dans des conditions physiologiques, la TQ réagit avec le glutathion (GSH), le NADH et le
NADPH par réaction spontanée pour former des espéces reduites : le glutathionyl-dihydro-TQ
apres une réaction rapide avec le GSH et la dihydrothymoquinone apres une lente réaction avec
NADH et NADPH (Khalife et Lupidi, 2007). La TQ peut subir un processus de réduction a un
électron en deux étapes par la NADPH CYP réductase microsomale, la NADHCYP-b5 réductase
ou la NADH-ubiquinone oxydoréductase ou une réduction a deux électrons par la NADPH-
quinone oxydoréductase pour produire la thymohydroquinone (Khalife et Lupidi, 2007) (figure
02). Lorsque ces métabolites sont formés, ils peuvent éliminer les radicaux libres. Cet effet peut
remplacer I’effet des molécules de défense antioxydantes endogénes, le GSH et la superoxyde

dismutase (SOD) et empéchent la peroxydation lipidique (Khalife et Lupidi, 2008).

Les enzymes antioxydantes telles que la SOD, la catalase (CAT), la glutathion-S-transférase
(GST) et la glutathion peroxydase (GSH-Px) constituent le p6éle principal du systéme
antioxydant de la plupart des cellules. Il est bien connu que les enzymes antioxydantes sont
responsables de la neutralisation des dommages oxydatifs induits par les radicaux libres
(Harzallah et al., 2010). Plusieurs études in vivo ont montré que la TQ induit I'expression et / ou
I'activité de la GST (Badary et Gamal EL-Din, 2001 ; Elbarbry et al., 2012), de la GSH-Px et de
la glutathion réductase (Elbarbry et al., 2012) et de la SOD (Mansour et al., 2002 ; Badary et al.,
2003 ; Kanter et al., 2005).
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La TQ est capable de protéger différents organes contre les lésions oxydatives induites par une
variété de substances et médicaments générateurs de radicaux libres (Nagi et Almakki, 2009 ;
Ismail et al., 2010 ; Darakhshan et al., 2015 ; Taha et al., 2016).

OH
\
E1, E2, E3 > \/©/ E1: NADPH CYP réductase
or\., J | E2 : NADH CYP- b5 réductase
2 02 O
+ Semiquinone  E 3 : NADH-ubiquinone oxydoréductase
H, E4 : Superoxyde dismutase (SOD)
E4 E (01 E5 : Catalase (CAT)
o <18 H,0, _E5 iio m - E6 : NADPH quinone oxydoréductase
E7 : Glutathion (GSH)
v
OH
| -
OH
Thymoquinone Thymohydroquinone
OH i
Antioxydant
E7 > SG
OH
Glutathionyl-dihydro

thymoquinone
Figure 02 : Réactions d’oxydoréduction de la thymoquinone (Darakhshan et al., 2015).

1.2.2. Effets anti-inflammatoire et immunomodulateur

L'inflammation est une réponse biologique complexe a des stimuli nocifs principalement médiée
par deux enzymes : la cyclooxygénase et la lipoxygénase qui générent respectivement des
prostaglandines et des leucotrienes (Nagi et Mansour, 2000).

Houghton et ses collaborateurs (1995) ont montré que l'effet anti-inflammatoire de TQ est le
résultat de la dimnution de la génération des eicosanoides tels que le thromboxane B2 et le
leucotriéne B4 par les leucocytes du rat stimulés par le calcium ionophore, en inhibant a la fois
les cyclooxygénases et la 5-lipoxygénase.

De méme, El Gazzar et ses collaborateurs (2006b) ont confirmé la capacité¢ de la TQ d’inhiber

I’expression de la 5-lipooxygénase et la biosynthese des leucotriénes LTB4 et LTC4 par les
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cellules pulmonaires, dans un modele d’asthme allergique induit chez la souris par 1’ovalbumine
(OVA).

La capacité de la TQ d’atténuer l'inflammation pulmonaire a été démontrée par la suite. Elle se
produit en réduisant lI'accumulation des éosinophilies pulmonaires, en inhibant I’expression de la
cyclooxygénase 2 (COX-2), la production de la prostaglandine D2 (PGD2) et les cytokines de
type Tha (IL-4, IL-5 et IL-13). L’effet de la TQ sur l'inflammation est aussi lié a sa capacité a
diminuer également les taux élevés d'IgE et d'lgGl spécifiques dans le sérum ainsi qu’en
induisant la production de I'lFN-y dans le liquide broncho-alvéolaire (El Gazzar et al., 2006a ; El
Mezayen et al., 2006a).

Par ailleurs, I'administration de la TQ a réduit significativement les symptdmes oculaires dans la
conjonctivite allergique en atténuant le recrutement des éosinophiles et en réduisant les taux
d'IgE, de I’histamine et des cytokines.

Chez les souris immunisées et exposées a I'OVA, la TQ a diminué I'expression de I'ARNm et le
taux sérique des interleukines comprenant I’IL-4, I’IL -5 et I’IL -13, ainsi que le TGF- a (Hayat
etal., 2011).

Ammar et ses collaborateurs (2011) ont montré aussi que la TQ est un inhibiteur puissant de
I’accumulation des cellules inflammatoires dans les lavages broncho-alvéolaires et les tissus
pulmonaires des souris asthmatiques. Elle inhibe I'expression du TGF-B1 et I’expression de
I'ARNmM de I'oxyde nitrique synthase (iNOS) inductible.

De plus, I’effet anti inflammatoire de la TQ a été démontré dans 1’arthrite rhumatoide, in vivo et
in vitro, Vaillancourt et ses collaborateurs (2011) et Umar et ses collaborateurs (2012 et 2015)
ont rapporté que la TQ réduit le taux sérique de I’'IL-1p, de I’'IL-6, du TNF-a, de I’'TFN-y et de la
prostaglandine E2 (PGE2) et qu’elle diminue également, significativement 1’infiltration des

polynucléaires neutrophiles dans 1’articulation, chez les rats arthritiques.
1.2.3. Effet anticancéreux

Actuellement, la TQ fait 1’objet de recherche de plusieurs études menées sur le potentiel
thérapeutique anticancéreux. Plusieurs chercheurs ont démontré que la TQ exerce une activité
anticancéreuse considérable et qu’elle inhibe la prolifération et induit I’apoptose des lignées
cellulaires humaines des cancers du célon, du sein, du cerveau, du pancréas, du poumon, du foie,
de la prostate, des ovaires et d’autres (Gali-Muhtasib et al., 2004a ; Chehl et al., 2009 ; Jafri et
al., 2010 ; Koka et al., 2010 ; Woo et al., 2011 ; Odeh et al., 2012 ; Attoub et al., 2013 ; Taha et
al., 2016).

Concernant 1’apoptose, la TQ induit a la fois les mécanismes p53-dépendants (Gali-Mustasib et
al., 2008 ; Arafa et al., 2011) et p53-indépendants (Roepke et al., 2007 ; Alhosin et al., 2012).
6
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Elle joue un réle majeur dans la répression du cancer par l'induction des facteurs pro-
apoptotiques et / ou la régulation négative des protéines anti-apoptotiques. Elle régule les voies
de la caspase (Roepke et al., 2007 ; Gali-Mustasib et al., 2008 ; Banerjee et al., 2009 ; Li et al.,
2010 ; Hussain et al., 2011).

L'apoptose peut également survenir a la suite de la production des ERO (El-Najjar et al., 2010 ;
Jafri et al., 2010) et la déplétion des niveaux du GSH (Koka et al., 2010 ; Dergarabetian et al.,
2013). De plus, une exposition prolongée a la TQ entraine une perte du potentiel mitochondrial
de la membrane induisant ainsi I'apoptose par la libération du cytochrome c et I’inhibition de la
phosphorylation de Akt (Rajput et al., 2013). En revanche, La croissance et la prolifération
incontrdlées des cellules cancéreuses sont des caractéristiques importantes de la carcinogenése,
qui entraine une augmentation de la taille de la tumeur et devient problématique pour la
guérison. L'expression et/ou l'activité des régulateurs de la progression et de la prolifération du
cycle cellulaire est affectée par la TQ, conduisant a la détention du cycle cellulaire et aux
dommages de I'ADN. La TQ a la capacité d'arréter les cellules cancéreuses a différentes phases
du cycle cellulaire : GO/G1 (Shoieb et al., 2003 ; Gali-Muhtasib et al., 2004b ; Roepke et al.,
2007), G1/S (Caseb et al., 2007) et G2/M (Gali-Muhtasib et al., 2004b ; Arafa et al., 2011).

L’avantage de 1’effet anticancéreux de la TQ est qu’elle exerce un effet anticancéreux avec une
cytotoxicité partielle sur des tumeurs normales et que ses effets anticancéreux sont activés plus

spécifiqguement contre les cellules cancéreuses que les cellules normales (Shoieb et al., 2003).

La TQ est un composé présentant une activité chimiopréventive et réduit les effets toxiques des
agents anti-néoplasiques standards. Elle est également un chimiosensibilisant lorsqu'elle est

utilisée en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques (Darakhshan et al., 2015).
1.2.4. Effet antimicrobien

L'effet antibactérien de la TQ a été rapporté contre certaines souches bactériennes, notamment
Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Peudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis (Khan et al., 2003). La TQ présente une activité bactéricide significative, en
particulier vis-a-vis des cocci a Gram positif et empéche I'adhérence cellulaire a la surface des
glacons et la formation de biofilm des bactéries pathogénes pour I'nomme (Kokoska et al.,
2008 ; Chaieb et al.,, 2011). Elle possede une activité antibactérienne sélective contre les
bactéries buccales. Les souches buccales Streptococcus aureus, S. mutans et S. salivarius sont
sensibles a la TQ avec des CMI allant de 8 a 64 pg/ml (Darakhshan et al., 2015).

Aussi, il a été rapporté que la TQ a des effets synergiques en combinaison avec des agents anti-

bactériens. La TQ a reduit d'au moins 4 fois la valeur des CMI de tétracycline. Dans le cas du
7
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chlorure de benzalkonium, une diminution de 8 fois des valeurs de CMI a été observée en

particulier pour S. aureus et Vibrio paraheamolyticus (Kouidhi et al., 2011).

La TQ posséde une activité antituberculeuse contre des isolats cliniques de Mycobacterium
tuberculosis (Randhawa, 2011). Elle présente également une activité antifongique contre
Candida albicans, Candida tropicalis et Candida krusei (Piras et al., 2013) et contre les souches
pathogenes de dermatophytes, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis et
Microsporum gypseum (Mohmoudvand et al., 2014).

1.2.5. Effet antidiabétique

La TQ est un agent antidiabétique. EI-Mahmoudy et ses collaborateurs (2005) ont montré que la
TQ supprime les réponses hyperglycémiques et hypo-insulinémiques dans un modéle de diabete
induit par la streptozotocine, chez le rat. De plus, la TQ atténue la plupart des effets toxiques de
la streptozotocine et préserve 1’intégrité des cellules béta en diminuant le stress oxydatif
(Abdelmeguid et al., 2010). La TQ supprime 1’hyperglycémie et induit I’hyper-insulinémie par
I’inhibition de la gluconéogenése en inhibant I’activité des enzymes gluconéogeniques : la
glucose-6-phosphatase et la fructose 1-6 diphosphatase (Fararh et al., 2005; Pari et
Sankaranarayanan, 2009). La TQ améliore également les complications associées au diabete
(Woo et al., 2012) que ce soit de la neuropathie (Kanter, 2008) ou de la néphropathie (Kanter,
2009 ; Omran, 2014). Par ailleurs, Al Wafai (2013) et Liu et ses collaborateurs (2016) ont
montré que le traitement des rats diabétiques avec la TQ atténue I’inflammation par la
normalisation du taux des cytokines proinflammatoires IL1-p et TNF-a et atténue également le
stress oxydant par 1’augmentation du taux de la SOD, I’inhibition de la peroxydation lipidique et
par la diminution du taux du MDA. La TQ peut également étre utilisée comme agent
thérapeutique potentiel pour normaliser la production de I'insuline dérégulée observée chez les
patients VIH-1 positifs traités par une thérapie antirétrovirale hautement active (Chandra et al.,
2009).

1.3. Toxicité de la thymoquinone

La toxicité de la TQ a été 1’objet de recherche de plusieurs études, dans différents modeles des
animaux. El-Dakhakhany (1965) a rapporté une DLso de 10 mg/kg suivant une administration
intrapéritonéale, chez le rat. Une autre étude a rapporté que chez la souris, la DLso était de 90.3
mg/kg (Mansour et al., 2001). Par ailleurs, Al-Ali et ses collaborateurs (2008) ont montré que
chez le rat, Les DLso obtenues suivant une administration orale et intrapéritonéale de la TQ

étaient de 794.3 mg/kg et 57.5 mg/kg, respectivement.
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Cependant, chez la souris, les DLso obtenues étaient respectivement de 870.9 mg/kg et 104.7
mg/kg. Généralement, La dose maximale tolérée pour l'injection intrapéritonéale est de 22.5 mg
/kg chez les rats males et de 15 mg/kg chez les femelles. Alors que dans I’é¢tude de Abukhader
(2012), la dose maximale tolérée était de 250 mg/kg pour I’administration orale chez les rats

males et femelles.

Une seule étude clinique a été effectuée pour tester ’efficacité anti-cancéreuse de la TQ. Elle
était réalisée chez 21 patients en situation de récidive ou aprés échec de thérapies standards et
elle a duré 20 semaines (Al-Amri et Bambosa, 2009). Aucune toxicité ni réponse thérapeutique
n'ont été rapportée et la TQ a été bien tolérée a des doses de 75-2600 mg/jour (Al-Amri et
Bambosa, 2009).

2. Stress oxydant

Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance entre les oxydants et les antioxydants en
faveur des premiers, ce qui conduit a une hyperproduction des radicaux libres et/ou une
défaillance du systeme antioxydant (Pincemail et al., 2000). Le stress oxydant se développe
lorsque la production des radicaux libres, molécules oxydantes est plus rapide que leur
élimination, ce qui rend l'organisme incapable de les neutraliser (Pincemail et al., 1999 ; Rios-
Arrabal et al., 2013).

2.1. Génération des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non apparié
au niveau de 1’orbitale externe. Cet électron est extrémement instable, le radical libre peut réagir
avec les molécules les plus stables pour apparier son électron. 1l peut soit arracher un électron (se
comportant comme un oxydant), soit céder un électron (agissant comme un réducteur). La
premiére réaction conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux. Ceci
explique le fait que la production d'un premier radical libre peut causer des Iésions importantes
dans la cellule (Milane, 2004). Le tableau I et la figure 03 résument les principaux radicaux

libres impliqués en biologie. Il existe deux sources des radicaux libres.
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Tableau | : Les especes réactives d’oxygene et de nitrogéne (Devasagayam et al., 2004).

L’espéce réactive Symbole Demi-vie biologique (seconde)

Les espéces réactives de ’oxygéne

Anion superoxyde 02~ 10 s
Radical hydroxyle OH* 10°s
Peroxyde d’hydrogéne H20, Stable
Radical peroxyde ROO* Seconde
Hydroperoxyde ROOH Stable
Oxygene singulet 10, 10%s
Ozone O3 Seconde

Les espéces réactives d’azote

Oxyde nitrique NO* Seconde
Peroxynitrite ONOO 10-3s
Acide peroxynitrique ONOOH Stable
Dioxyde de nitrogéne NO- Seconde

2.1.1. Production endogene

Les radicaux dérivés de l'oxygene représentent la classe la plus importante des radicaux libres
génerées dans les systemes vivants (Grassi et al., 2010), produits par des réactions enzymatiques
dans les cellules (Pérez-Pérez et al., 2013). La génération des espéces réactives de 1’oxygeéne
(ERO) par les cellules phagocytaires commence suite & 1’absorption rapide de 1’oxygéne. Ce
dernier est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs orbitaux
externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter facilement 1°" puis 2°™
électron pour étre partiellement réduit en anion superoxyde (O2™) suite a I’activation d’une

enzyme membranaire des cellules phagocytaires : la NADPH oxydase (Equation 1).

NADPH Oxyd
20, + NADPH 20y + NADP*+ H* eeveeeeeenee (1)

Au niveau de la mitochondrie, lors du transfert d’électron dans la chaine respiratoire, 1’O2" ~ est

généré par réaction de 1’02 avec un radical semi-ubiquinone (Lagourge et Lorsson, 2013). Les

complexes NADH-ubiquinone oxydoréductase et 1’ubiquinone-cytochrome c¢ réductase de la
mitochondrie génére 1’0" et ’H202 (Zhang et Gutterman, 2007 ; Grivennikova et Vinogradov,

2013).

10



Revue Bibliographique

La xanthine oxydase (XO) est une autre enzyme qui utilise I’oxygéne moléculaire comme un
accepteur d’électrons en produisant 1’O2™ (Equation 2) au cours de 1’oxydation de I’hypoxanthine

en xanthine et la xanthine en acide urique (O’Mahony et al., 2013).

_ Xanthine Oxydase : . . .
Xanthine + Oz + H20 » Acide urique + O+ 2H"....... ?2)

L’anion superoxyde est rapidement converti en un peroxyde d’hydrogéne par I’intermédiaire de

la Superoxyde Dismutase (SOD) (Equation 3).

202" +2H" SOD » H202+02............ 3)

Les especes reactives peuvent également étre genérées par la myéloperoxydase (MPO), qui est
présente dans les granules cytoplasmiques des neutrophiles. En présence de I'ion chlorure qui est
omniprésent, le H.O; est converti en hypochloreux (HOCI), un oxydant puissant et un agent

antimicrobien (Equation 4) (Babior, 1999 ; Nimse et Pal, 2015).

MPO
Cl" + H.02 + H* > HOCI + H20 ....cvvenenenens 4)

Le radical hydroxyle peut étre également généré a partir de O2™ et H,O> par la réaction de Fenton
en présence de fer ferreux (Fe?") (Equation 5) et/ou Haber-Weiss (Equation 6), donnant

naissance au radical hydroxyle (Night, 1999).

H.0, + Fe* OH' +OH +Fe uriiienieceeennenn, (5)

v

H02 + O2"

v

OH" +OH + 02 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene (6)

L’oxyde nitrique synthase (NOS) est un générateur important du NO®, a des fins de médiation

par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. Le NO® permet la production des

autres especes réactives du nitrogene tel que le peroxynitrite ONOO™ (Rahal et al., 2014).

2.1.2. Production exogéne

L’organisme humain est exposé a 1’agression de différents agents capables d’induire la
génération des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthese de
radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par I’intermédiaire d’agents
photo-sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent egalement la génération de radicaux
libres dérivés de I’oxygene (Afonso et al., 2007). L’ingestion d’alcool est suivie de la formation
de radicaux libres selon divers mécanismes (Hadi, 2004). Des molécules toxiques telles que le
NO, le NOo, le SO; et 1’03 sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés

des alvéoles pulmonaires (Hadi, 2004).

11
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Les métaux de transition tels que le mercure, le fer, le cadmium, le nickel, I’arsenic et I’amiante
ont la capacité de produire les ERO par l'intermédiaire de la réaction de Fenton comme la
production du radical hydroxyle et 1’0O,". Le Ni*? et le Fe*? peuvent réagir avec H,O par
différents mécanismes pour former des complexes du métal-oxygene (Mena et al., 2009 ;
Wanges et al., 2014). Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les groupements
sulfhydryles (-SH), inactivent facilement les antioxydants contenant du soufre (Moller et al.,
1996 ; Valko et al., 2005). Les médicaments (traitements contre le cancer, psoralene), les
radiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) et labsorption dermique (insecticides,

médicaments) peuvent également contribuer a la génération des ERO (Moller et al., 1996).

Lumiére UV uxydases
1
O panmm— > | H;0;
,-*""f I
Oxygéne singulet ,-*""ff (hxygéne Superoxyde ,-’j eroxyde d'hydrogénes
- . !

- -~ Cyeles redox dismutases / myéloperoyidase
Arginine -~ o ! yelog
ATRIINE~_ - NADPH ox /

mitochondrie * ;,e T
.:'I
|'ll-
NO’ I P / HOC1
) Fei+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
L L
ONOO » | OH’
peroxynilrite Radical hydroxyle
/ /:
4 /
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I'ADN
de kinases

Figure 03 : Origine des différentes espéces réactives de 1’oxygene et de 1’azote impliquées en biologie

(Favier, 2003).

2.2. Principales cibles biologiques des espéces réactives de I’oxygéne
Les radicaux libres (RLs) sont des molécules instables tres réactives. lls retrouvent leur stabilité
en participant a des réactions chimiques dont la conséquence est l'oxydation des acides

nucléiques, des lipides membranaires, des acides aminés et des glucides (Dalton et al., 2002 ;

Favier, 2003). A des concentrations physiologiques, les RLs jouent des réles dans la

12
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signalisation, la migration et la différentiation cellulaire (Ziech et al., 2010). Mais a des
concentrations plus élevées, ils peuvent contribuer a 1’apparition de diverses pathologies comme
les cancers ou les maladies cardio-vasculaires, ils peuvent encore induire la mort cellulaire et
I'apoptose (Salido et Rosado, 2009).

2.2.1. Acides désoxyribonucléiques (ADN)

L’ADN est une cible privilégiée pour les espéces réactives de 1'oxygene. Ces derniéres peuvent
induire de nombreuses modifications telles que des Iésions de bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines). La guanine par exemple, peut réagir avec OH" pour former la 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG) qui au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec
I’adénine. Ce nouvel appariement entraine des mutations au sein de I’ADN et conduit a des
altérations du message g@énétique permettant ainsi le déclenchement du cancer et du

vieillissement (Haleng et al., 2007).
2.2.2. Protéines

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ERO. Les plus réactifs
sont ceux qui comportent une fonction thiol (SH) (Favier, 2003). Les acides aminés les plus
privilégiés pour les ERO sont I’histidine, le tryptophane, la proline, la cystéine et la tyrosine.
Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera I’oxydation de certains résidus, ce qui
conduit a ’apparition de groupements carbonylés, de clivages des chaines peptidiques et des
ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent
entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un récepteur par
un ligand, perte d’activité enzymatique...) (Favier, 2003). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment
extracellulaire (Haleng et al., 2007). D’autres deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des
protéases et notamment celle du protéasome (Favier, 2003). Le dosage plasmatique des protéines
carbonylées est actuellement le marqueur d’oxydation avancée des protéines le plus utilisé, aussi
bien in vivo qu’in vitro. Il permet de mesurer les dommages oxydatifs des protéines (Halliwell et
Gutteridge, 2007).

2.2.3. Lipoprotéines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de molécules LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. Ces macrophages se
transforment petit a petit en cellules spumeuses qui ont un rdle important dans les premiéres

¢tapes de 1’athérosclérose) (Nakajima et al., 2006). En outre, ces LDL oxydées sont

13
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immunogeénes et les complexes immuns formés peuvent activer la voie classique du complément

et générer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (Saad et al., 2006).
2.2.4. Lipides membranaires

Les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I'attaque par le radical hydroxyle. Ce
radical est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons
des acides gras polyinsaturés (AGPI) : ¢’est la phase d’initiation. Le radical lipidique réagit avec
une molécule d’oxygene pour former un radical peroxyle (ROO"), suffisamment réactif pour
arracher un H* a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction (Atkin et al., 2006). Il en résulte
une altération de la fluidit¢ membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. La
peroxydation lipidique génére une variété de produits de décomposition relativement stables,
principalement des aldéhydes o, B-insaturés tels le malondialdéhyde, le 4-hydroxy-2- nonénal, le
2-propénal et les isoprostanes qui peuvent étre dosés dans le plasma et I'urine comme marqueurs

indirects du stress oxydant (Gardes et al., 2003).
2.3. Systémes antioxydants

Il existe deux sortes d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non
enzymatiques. Le role de ces antioxydants est de maintenir un niveau non cytotoxique des
especes réactives de 1’oxygene. Une défaillance ou un dysfonctionnement de ces systémes
engendre une augmentation des dommages tissulaires (Gardés et al., 2003 ; Germain et al.,
2003).

2.3.1. Systeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de
1’organisme contre les ERO. Parmi ces enzymes on trouve : la superoxyde dismutase, la catalase,

la glutathion peroxydase et la glutathion réductase (figure 04).
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Figure 04 : Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Bonnefont-Rouseelot, 2003).

2.3.1.1. Catalase

La catalase est une enzyme cytoplasmique homotétramérique de 240 kD, responsable de
I'élimination du H2O- par une transformation en H>O et O». L'affinité de la catalase vis-a-vis de
I'H20O: est élevée seulement lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues (Mates et
al., 1999 ; Powers et Lennon, 1999). Cette enzyme est considérée comme la source majeure de
protection (Milane, 2004 ; Borg et Reeber, 2008). Elle est abondante dans le foie et les globules
rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans
le cytosol. L’activité de la catalase est augmentée lorsque le niveau du stress oxydatif est élevé
ou la quantité du glutathion peroxydase est faible. Elle joue un r6le significatif en permettant
d'éliminer I'excés de peroxyde d'hydrogene afin que la réaction de Fenton ne puisse s'amplifier
(Cantin, 1999).

2.3.1.2. Superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines qui catalysent la dismutation de
1’02 en H2O. et oxygene. lls existent sous trois isoformes qui se différencient par leur
localisation cellulaire, leur cofacteur métallique et leur structure quaternaire. On trouve une
forme présente au niveau des cytosols, noyaux et dans 1’espace inter-membranaire associée aux
ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD). (Okado-Matsumoto et Fridovich, 2001 ; Sturtz et al., 2001).

Une deuxieme forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une troisieme forme
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extracellulaire (EC-SOD). La distribution de ces différentes isoformes varie selon le tissu. Dans
le muscle, environ 65 a 85 % de l'activité de la SOD se trouvent dans le cytosol tandis que les 15
a 35 % restants sont localisés dans les mitochondries. La Mn-SOD semble indispensable a la vie

puisque sa mutation est non viable (Huang et al., 2000 ; Sentman et al., 2006).
2.3.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine, une enzyme cytosolique qui agit en
synergie avec la CAT puisqu’elle accélere la dismutation du H.0; en H2O et O,. Cette réaction
de réduction des peroxydes nécessite 1’oxydation de deux molécules de glutathion réduit (GSH)
en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999 ; Powers et Lennon, 1999). Il existe
également une glutathion peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la phospholipide-
hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est responsable de la diminution de la
peroxydation lipidique (Nomura et al., 2000).

2.3.1.4. Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase est I’enzyme responsable de la génération du GSH a partir du GSSG par
I’intermédiaire du NADPH qui est utilisé en tant que donneur de protons. En effet, la
concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment
pour que la GPx maintienne sa fonction. Cette enzyme est présente dans le cytosol et dans les

mitochondries (Avissar et al., 1989).
2.3.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

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

cytrochrome c et les vitamines E et C.
2.3.2.1. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine), c’est le substrat
de la glutathion peroxydase (GPx), utilisé pour réduire le peroxyde d'hydrogene et/ou les
peroxydes organiques. Il peut aussi réduire les niveaux de peroxydation lipidique, les radicaux
formés par I'oxydation des vitamines E et C et peut chélater les métaux de transition (Power et
Lennon, 1999 ; Packer et al., 2001). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG)
est souvent utilis¢ comme un marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver

I’importance du stress oxydant puisque plus le flux des peroxydes est important, plus le

16



Revue Bibliographique

glutathion réduit est consommé et par conséquent le glutathion oxydé augmente (Milane, 2004 ;
Haleng et al., 2007).

2.3.2.2. Vitamines

La vitamine E (a-tocophérol) et la vitamine C (acide ascorbique) sont les antioxydants les plus
puissants. La vitamine E, grace a son caractére hydrophobe se fixe aux membranes et peut ainsi
séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique
(Evans, 2006). L’acide ascorbique, hydrosoluble se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire et peut capter directement 1’0O2™ et I’OHe. Elle inhibe également la peroxydation
lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des

radicaux lipidiques (Evans, 2006).

La vitamine A est un antioxydant qui peut protéger les lipides contre 1’oxydation. Plusicurs
recherches ultérieures ont montré son potentiel en tant qu'antioxydant dans le cas des maladies
cardiaques et sa contribution a la protection des LDL humains contre 1’oxydation (Vieira et al.,

1995 ; Ciaccio et Riccio, 1995 ; Parker, 1996).
2.3.2.3. Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le séléenium (Se) et le fer (Fe) sont des metaux
essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Ils ne sont pas eux mémes des antioxydants,
mais toutes les enzymes antioxydantes requi€rent I’un de ces oligoéléments en tant que cofacteur
pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganese ; la
SOD cytosolique de cuivre et de zinc ; la catalase du fer et la GPx de sélénium. Cependant,
certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en excés dans l'organisme et sous leur
forme réduite peuvent avoir une activité pro-oxydante (réaction de Fenton et d'Haber-Weiss)
(Buldak et al., 2014).

2.4.2.4. Acide urique et bilirubine

L’acide urique est le produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme. II est
majoritairement ionisé, a pH physiologique, sous forme d’urate. Ce dernier est un piégeur
puissant de radicaux (OH", ROO" et NOQO") (Haleng et al., 2007). Ces réactions conduisent a des
especes radicalaires qui seront a leur tour réduites (notamment par 1’acide ascorbique). Les
propriétés antioxydantes de 1’urate in vivo peuvent étre appréciées indirectement du fait qu’un
produit de réaction de 1’urate avec les ERO ; 1’allantoine est présente a des taux élevés lors d’un

stress oxydant (Haleng et al., 2007).
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La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement du
catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Composé non hydrosoluble,
elle se lie a I’albumine dans un rapport steechiométrique 1/1, ce qui empéche sa pénétration dans
des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La bilirubine est capable de piéger ROO- et
’oxygene singulet (*O2). Ainsi, elle protége 1’albumine et les acides gras liés a 1’albumine des

attaques radicalaires (Haleng et al., 2007).
3. Xanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoenzyme. C’est le composant
majeur de la membrane du globule gras du lait (Keenan, 2001). Cette enzyme est un homodimere
de poids moléculaire de 300 KDa (Humain) et 290 KDa (Bovin), chaque sous-unité est
constituée de quatre centres d’oxydoréduction : un cofacteur de molybdéne (Mo), un FAD
(flavine adénine dinucléotide), et deux centres Fe-S (2 Fe-S) (Harrison, 2002 ; Kelley, 2015).
Elle est généralement reconnue comme I’enzyme qui catalyse les deux derniéres réactions du
catabolisme des bases azotées purines. Il s’agit de I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine

en xanthine et de la xanthine en acide urique (Harrison, 2002).
3.1. Mécanisme d’action et formes de la xanthine oxydoréductase

La Xanthine oxydoréductase (XOR) apparait sous deux formes inter-convertibles entre elles,
réversiblement par des réactions des sulfures ou irréversiblement par la protéolyse d'un segment

de la xanthine déshydrogénase (XDH). Les deux formes sont fonctionnellement distinctes.

a) La xanthine déshydrogénase (XDH ; EC 1.1.1.204), exprimée d’une maniére constitutive.
C’est la forme qui prédomine in vivo. Elle utilise préférentiellement le NAD™ comme accepteur
d'électrons pour ses réactions d'oxydoréduction, ce qui génére un produit stable, le NADH
(figure 05 A) (Harrison, 2002).

b) La xanthine oxydase (XO ; EC 1.1.3.22), cette forme est générée par la modification post-
traductionnelle de la XDH. Elle est incapable d'utiliser le NAD* comme accepteur d'électrons,
alors qu’elle nécessite 1’utilisation de 1’oxygéne moléculaire comme accepteur d’électrons,
produisant ainsi ’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (figure 05 B) (Harrison, 2002 ;
Terpolilli et al., 2012). La XO catalyse aussi la réduction du nitrate en nitrite et NO* (figure 05
C) (Terpolilli et al., 2012).

En plus de I’hypoxanthine et la xanthine, la XOR catalyse 1’oxydation d'une large gamme de N-
hétérocycliques et des substrats aldéhydiques. Il peut également agir comme un NADH oxydase

(Bray, 1975). Les substrats réducteurs agissent sur le centre Mo, et les électrons sont transférés
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par I’intermédiaire des 2 centres Fe/S vers le centre FAD ou le NAD™ ou 1’O; est réduit (figure
05 A et B). Par contre, Le NADH agit et donne ses électrons au centre FAD qui sont en suite
transférés au centre Mo ou le nitrite (NO2") est réduit en NO" (figure 05 D). En présence

d’oxygene la NO® synthétisée peut réagir avec 1’anion superoxyde pour former la peroxynitrite
(Cantu-Medellin et Kelley, 2013b).
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Figure 05 : Les réactions catalysées par la XOR.
(A) La XDH. (B) La XO. (C) Le nitrite (NO2) est réduit en NO" au centre Mo-co (I’¢lectron est
fourni par la xanthine). (D) Le NO2z" est réduit en NO" au centre Mo-co (les électrons sont fournis

par le NADH au centre FAD puis transférés au centre Mo) (Cantu-Medellin et Kelley, 2013a ;
2013b).

3.2. Distribution et expression de la XOR

La XOR se trouve dans un large éventail d'espéces (Harrison, 2002), chez les mammiferes, le
foie et l'intestin expriment l'activité XOR la plus élevée par rapport aux autres tissus qui
expriment peu d’activit¢ XOR (Harrison, 2002).
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Dans les cellules, la localisation de la XOR est montrée par une immunoréactivité XOR, dans les
cellules épithéliales des glandes mammaires et les cellules endothéliales capillaires d'une variété
de tissus comprenant le foie, le poumon, le muscle squelettique, le cceur et l'intestin (Cantu-
Medellin et Kelley, 2013a ; Kelley, 2015).

Dans les hépatocytes humains, la XOR est exprimée plus fortement dans la région périportale,
I'endothélium sinusoidal, les cellules épithéliales et la région apicale. Alors que, dans l'intestin,
I'enzyme est détectée dans les jonctions serrées entre les cellules épithéliales intestinales
humaines (Harrison, 2002). En revanche, plusieurs autres études ont localisé la XOR dans les
hépatocytes des rats (Ichikawa et al., 1992) et le foie de poulet (Hattori, 1989). Dans les
hépatocytes des rats (Ichikawa et al., 1992). La XOR est localisée dans le cytosol et sur la
surface luminale des cellules endothéliales sinusoidales (Harrison, 2002). De méme, une
localisation dans les peroxysomes, le réticulum endoplasmique et les lysosomes a été mise en
évidence (Hoare, 2002). Cette enzyme se trouve également dans les fluides biologiques tels que
le sang, le lait, le fluide nasal, la salive et le liquide synovial (Benboubetra et al., 2001 ; Vorbach
et al., 2003 ; Battelli et al., 2014a).

3. 3. Role de 1a XOR dans P’inflammation

La XOR est impliquée dans le déroulement de la réaction inflammatoire, elle participe également
a son amplification par sa capacité de produire les especes réactives oxygénées et azotées
(Meneshian et Bulkley, 2002). Au cours de I’inflammation, la XOR est activée par différentes
cytokines, tels que IFN-a, IFN-y, TNF-a, I'IL-1, I'lL-3 et C5a qui provoquent ainsi la conversion
de la XDH en XO (Harrison, 2002 ; Meneshian et Bulkley, 2002). Par conséquent, la production
des ERO est augmentée, ce qui provoque l'activation de NF-kB, le régulateur de la production
des cytokines (TNF-a, IL-1, IL-2 et IL-6) (Schreck et Baeuerle, 1991 ; Burdon et Gill, 1993).

La XOR endothéliale est suggérée de déclencher une réponse inflammatoire microvasculaire,
menant au recrutement et a l'activation des neutrophiles circulants, ce qui conduit a la
phagocytose et au piégeage des pathogénes circulants (Meneshian et Bulkley, 2002 ; Vorbach et
al., 2003). En revanche, les ERO générées par la XOR peuvent également réagir avec les
composés de la membrane cellulaire, tel que 1’acide arachidonique, pour produire des lipides
chimioattractants des neutrophiles amplifiant ainsi la réponse inflammatoire (Perez et al., 1990).
Ces ERO induisent ainsi l'expression de P-sélectine a la surface des cellules endothéliales en
réponse a l'inflammation (Takano et al., 2005). La génération des ERO par la XOR semble aussi

étre impliquée dans l'activation du systeme complément (Tanhehco et al., 2000 ; Vorbach et al.,
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2003). D’aprés ces données, on peut dire que la XOR est considérée comme une composante

importante du systéme immunitaire inné.

La XOR cause aussi la goutte, une maladie inflammatoire due a des concentrations élevées de
cristaux d’acide urique dans le sérum (Masuda et al., 2014 ; Masuda et al., 2015). Dans I’arthrite
rhumatoide, elle amplifie I’inflammation synoviale conduisant a 1’érosion de l’os et la

propagation de la maladie (Blake et al., 1997).

4. Hépatotoxicité

4.1. Anatomie et histologie du foie

Malgré la complexité de ses fonctions, le foie a un aspect homogéne, ce qui rend lI'anatomie
hépatique un sujet d’étude difficile (Juza et al., 2014). Le foie est le plus gros organe du corps, il
représente environ 2% du poids du corps humain. Cet organe est divisé en deux parties, le lobe
gauche (1/3 du volume) et le lobe droit (2/3 du volume), séparés par le ligament falciforme. Ces
lobes sont subdivisés en huit segments fonctionnels, appelées lobules, délimités par des cloisons
fibreuses. Chaque segment a son propre pédicule portal, composé d’une branche de l'artére
hépatique, d’une branche portale, d’une voie biliaire et une branche veineuse hépatique distincte
(figure 06) (Soler et al., 2001 ; Liau et al., 2004). Chaque lobule est formé d’un ensemble de
cellules : hépatocytes, cellules de Kupffer, cellules sinusoidales et les cellules stellaires
(Malarkey et al., 2005).

Veine sus-hépatique

sagittale (dans la grande Veine sus-hepatique

X auche
scissure) J
Velne sus-hepatique Canal
droite hépatique
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Canal latéral droit Canal
hépatique
Canal paramédian droit

droit Ligament rond

Vésicule

Figure 06 : Anatomie segmentaire du foie (Sibulesky, 2013).
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4.2. Fonctions principales du foie
4.2.1. Métabolisme des nutriments

Le foie est une véritable usine biochimique, principal organe responsable du métabolisme des
produits chimiques et des aliments (Sicar, 2008). Il assure par les hépatocytes la
glycogénogeénése ou la glycolyse, également la glycogénolyse et la néoglucogenese a partir de
molécules issues de la dégradation des triglycérides (Plaa et Charbonneau, 2001). Les
hépatocytes assurent la production des triglycérides ainsi que la synthése du cholestérol et sa
dégradation en acides biliaires. lls interviennent dans la formation des lipoprotéines telles que les
VLDL et les HDL (Francis et al., 2003 ; Bechmann et al., 2012) et le catabolisme des peptides et
des acides aminés qui sont transformés en urée (Ader et al., 2006 ; Ganong et al., 2012). Les
hépatocytes interviennent également dans 1’anabolisme de diverses protéines qui sont ensuite
déversées dans le sang telles que les facteurs de coagulation, I’albumine et le fibrinogéne,

protéines de la phase aigiie de I’inflammation (Geown, 2003 ; Singh, 2011).
4.2.2. Sécrétion biliaire

La bile est un liquide jaunatre, composée de deux constituants majeurs : la bilirubine et les acides
biliaires. La bilirubine est le produit du catabolisme de 1’héme par les hépatocytes faisant suite a
la dégradation des hématies &gées par les cellules de Kupffer. Les acides biliaires sont
synthétisés exclusivement dans les hépatocytes a partir du cholestérol par ’addition d’un
groupement OH sur le carbone 7 et la disparition de la double liaison (C5-C6). Les acides
biliaires jouent un réle primordial dans 1’absorption intestinale des lipides et des vitamines

liposolubles (Dooley et al., 2011 ; Monfort, 2016).
4.2.3. Défense immunitaire

Le foie joue un réle primordial dans la défense immunitaire : il synthétise des protéines de la
phase aigiie de I’inflammation (IL-1 et IL-6 et CRP) et du fibrinogéne. En outre, il élimine des
particules et des bactéries circulantes par les cellules macrophagiques de Kupffer qui conferent
au foie un role de filtre sanguin. L’activation des cellules de kupffer entraine ainsi la production
de cytokines proinflammatoires et des especes réactives de 1’oxygeéne qui agissent en tant que
bactéricides (Klein et al., 1994 ; Dooley et al., 2011).

4.2.4. Détoxification sanguine

Le foie joue un rdle clef dans les processus de détoxification en éliminant du sang les substances
nuisibles en les transformant en composants moins dangereux. Le processus de détoxification est

effectué en suivant deux phases: dans une premiére phase, les substances lipophiles sont
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transformées par réactions d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse catalysées généralement par
les cytochromes Paso. D’autres oxydases peuvent intervenir a savoir la monoamine oxydase
(MAO), la myéloperoxydase (MPO) et la xanthine oxydase (XO), augmentant ainsi la polarité de
la molécule (Rodés et al., 2007).

La deuxieme étape consiste & conjuguer les produits issus de la premicre phase avec d’autres
substances dérivées du foie par glucurono-conjugaison, de sulfo-conjugaison, d’acétylation, de
méthylation, de glycine conjugaison et de glutathion conjugaison (Custodio et al., 2008). Le
produit conjugué caractérisé par une hydrophilie accrue peut étre excrété plus facilement par les
reins ou dans la lumiere intestinale par excrétion dans la bile. Les composés nocifs conjugués
avec le glucuronide, le glutathion et le sulfate sont pompés dans la bile ou dans le sang (Custodio
et al., 2008).

L'ammoniaque, qui est naturellement produite par le colon lors de la décomposition du contenu
digestif, est dégradée par les hépatocytes en urée, puis éliminée dans les urines (Dhiman et
Chawla, 2008 ; Natesan et al., 2016).

4.3. Hépatotoxicité induite par CCls

L'hépatotoxicité correspond a la destruction des hépatocytes ou a des hépatopathies suite a
I’exposition a certaines substances dites hépatotoxiques ou hépatotoxines (Navarro et Senior,
2006). Parmi les principaux hépatotoxines, on peut citer : 1’éthanol, certains médicaments
comme le paracétamol (1’acétaminophéne), les antibiotiques et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) et les produits chimiques tel que le tétrachlorure de carbone (CCls). Le
modéle de I’hépatotocité induite par CCls constitue un modeéle expérimental permettant 1’étude
des mécanismes physiopathogéniques (Conso et Hermouet, 1993). L'hépatotoxicité aigue, suite a
I’exposition a un produit chimique peut se manifester principalement par une stéatose et nécrose

hépatiques (Pessayre et al., 1999).
4.3.1. Biotransformation du tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone, ou tétrachlorométhane (CCla) est un hydrocarbure halogéné, solvant
hautement volatil, peu soluble dans I’eau. Il est utilis¢é dans les laboratoires, comme agent

nettoyant et dégraissant industriel (Sahu, 2007).

Le tétrachlorure de carbone est absorbé principalement par inhalation et par voie orale chez
I’homme. Le foie est le siége de la biotransformation du CCls dans lequel le tétrachlorure de
carbone est activé par les cytochromes Paso : 2E1 (Raucy et al., 1993 ; Gruebele et al., 1996),

2B1 ou 2B2. Ces cytochromes Paso catalysent la déchloration réductrice pour former le radical
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trichlorométhyl (CCls*®). Ce radical peut interagir avec des molécules cellulaires (ADN, protéines
et lipides) altérant des métabolismes essentiels comme celui des lipides (Basu, 2003 ; Manibusan
et al., 2007).

Dans les conditions anaérobiques, ce radical peut former du chloroforme (CHCIs) aprés avoir
réagi avec I’hydrogéne et I’hexachloroéthane apres dimérisation. Par contre, en présence d’une
forte tension en oxygene dans les tissus, le radical CClz® se transforme en un dérivé hautement
réactif, soit le peroxyde de trichlorométhyl (CCIs00°®). Ce dernier peut provoquer la
peroxydation des lipides et I’altération de la perméabilité des mitochondries, du réticulum
endoplasmique et des membranes plasmiques et il en résulte un trouble de 1’homéostasie
calcique. Le CCI3;00° peut réagir et produire du phosgéne (COCI>), qui peut a nouveau interagir
avec le tissu et les macromolécules ou avec de l'eau, produisant finalement de I'acide
chlorhydrique (HCI) et le dioxyde de carbone (Manibusan et al., 2007) (figure 07).

En cas de déficience en O, condition observée dans la région centrolobulaire du foie ou
prédominent les lésions anatomopathologiques lors des intoxications, le phosgene se forme du
CCl-carbene, dérivé encore plus réactif. La compétition d’électronégativité entre I’atome de
chlore et celui d’oxygene, se joue en faveur du chlore qui se détache du radical trichlorométhyl
sous forme d’un atome chargé négativement donnant une fonction carbéne caractérisée par une
lacune électronique (Cl. :C) (USEPA, 1980). Ce dichlocarbéne serait 1’élément le plus toxique
qui se fixerait sur le fer ferreux du cytochrome Paso, inhibant sa possibilité de réoxydation et par
conséquent son activité. Sa fixation par des liaisons covalentes sur des protéines proches de son
lieu de formation serait a 1’origine des réactions de lyse cellulaire observées lors de ces

intoxications.
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Figure 07 : Produits du métabolisme du CCls (Environmental Health Criteria, 1999).
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5. Arthrite rhumatoide

L’arthrite rhumatoide (AR) ou polyarthrite (PR) est une maladie auto-immune chronique,
caractérisée par une inflammation articulaire bilatérale et symétrique (You et al., 2013), évoluant
vers une hyperplasie synoviale, une destruction irréversible de 1’os et du cartilage et par
conséquent a un gonflement et une déformation des articulations atteintes (figure 08). La maladie
peut évoluer vers un handicap et éventuellement, des complications systémiques, y compris des
troubles cardiovasculaires et pulmonaires (Calabresi et al., 2018). La pathogenese de la PR est
attribuée a une interaction complexe entre des facteurs génétiques et environnementaux et
I'activation répétée du systéeme immunitaire inné et adaptatif conduisant a la rupture de la
tolérance immunitaire, la présentation aberrante de I'auto-antigene et I'activation des cellules T et
B spécifiques des antigenes. La production de cytokines inflammatoires lors de ces événements

est a I’origine d’une inflammation systémique (Calabresi et al., 2018).
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Figure 08 : L’inflammation de la membrane synoviale (Adaptée de Choy et al., 2001).

5.1. Prévalence de ’AR

L’arthrite rthumatoide (AR) est le rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. Sa
prévalence est estimée jusqu'a ~ 1 % dans la population adulte, 0.51 % chez la femme et 0.09 %

chez ’homme (Tobon et al., 2010). Cette différence de sexe ratio s’attenue progressivement au-
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dela de 70 ans. La maladie peut se déclarer a tout age bien qu’il existe une augmentation de

I’incidence entre 40 et 60 ans (Silman et Pearson, 2002).
5.2. Facteurs de risques

Bien que l’origine de la maladie demeure inconnue, les données récentes de la littérature
incriminent les cellules de I’immunité innée dans le développement des 1ésions de I’AR. Comme
la plupart des maladies auto-immunes, I’AR est une pathologie multifactorielle, avec un terrain
génétique particulier, dont les facteurs génétiques constituent les facteurs de risques les plus
importants. Les études portant sur les jumeaux confirment la présence des facteurs génétiques
prédisposants a la survenue de I’AR. On retrouve en effet 15 a 30 % de ’AR chez les jumeaux
monozygotes contre 5 % parmi les jumeaux dizygotes (Dumontet et Bigot-Corbel, 2012). Parmi
ces facteurs génétiques, la présence des genes HLA-DRB1 (Olsson et al.,, 2012), plus
particuliérement, la présence d’un épitope (épitope partagé) formant la quatriéme poche de la
présentation du peptide (Van der Helm et al., 2006). Cet épitope partagé est formé par la
séquence d’acides aminés QKRAA, QRRAA ou RRAAA. On retrouve cette séquence sur les
molécules HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*0401 ; *0404 ; *0405 ; *0408. A ce jour, on connait
peu d’information sur le potentiel arthritogene de ces épitopes partagés (Dumontet et Bigot-
Corbel, 2012).

Les facteurs environnementaux qui peuvent impliquer dans I’AR, le tabagisme qui favorise la
citrullination des peptides (Svendsen et al., 2017) et la flore microbienne, par exemple le cas de
Porphyromonas gingivalis qui exprime une enzyme ; la peptidyl arginine deiminase (PAD)
responsable de la citrullination du fibrinogéne et d’autres protéines (Wegner et al., 2010) et des

facteurs intrinséques (hormonaux par exemple) (Imboden, 2009).

L’ AR est une maladie auto-immune. En effet il existe des anomalies du systéme immunitaire qui
se manifestent par la production d’auto-anticorps : les auto-anticorps anti-peptides citrullinées
(anti-CCP) jouent un rble majeur dans la maladie. Klareskog et ses collaborateurs (2006) ont
montré que ’association entre la présence d’un épitope partagé et le tabagisme augmente le
risque de développer des anticorps anti-CCP d’un facteur de 6.5 en présence d’une seule copie et
21 en présence deux copies. Lorsque ces facteurs sont réunis, il s’en suit une réponse
immunitaire innée et acquise dirigée tout particulierement contre la membrane synoviale
(Svendsen et al., 2017).
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5.3. Immunophysiopathologie de ’AR

La physiopathologie de I’AR reste complexe et fait intervenir de nombreux acteurs cellulaires,

mais aussi inter et intracellulaires.
5.3.1. Acteurs cellulaires

Le mécanisme physiopathologique de I’AR est basé sur le complexe tricellulaire : Cellules

présentatrices d’antigéne (CPA)/ lymphocytes T/ synoviocytes (Ghozlani et al., 2012).
5.3.1.1. Cellules présentatrices d’antigéne

Les macrophages, les lymphocytes B et les cellules dendritiques sont capables de présenter un
antigéne aux lymphocytes T. Ces cellules expriment en effet a la surface de leur membrane des
molécules HLA de classe Il qui sont indispensables au déclenchement d’une réponse
immunitaire médiée par les lymphocytes T. Les cellules dendritiques sont les cellules
présentatrices professionnelles du systéme immunitaire et sont les cellules qui présentent
initialement 1’antigéne aux lymphocytes T dans I’AR. Les Cellules dendritiques jouent un role
majeur dans la physiopathologie de I’AR. Elles interviennent aussi dans la transformation
phénotypique des Lymphocytes T naifs en type Thl ou Th2, selon les cytokines présentes dans
le milieu. Les interactions entre CDs et cellules T se font par contact cellulaire soit a travers des
interactions de type récepteur/ligand soit par I’intermédiaire de cytokines et de chimiokines. Les
DCs produisent de I’'TL-12 et de I’IL-23 qui orientent la réponse immunitaire vers les types Thl
et Th17 (figure 09) (Khan et al., 2009).

Dans la synoviale rhumatoide, les Cellules dendritiques sont trouvées principalement dans les
agrégats lymphocytaires et en périphérie des vaisseaux, suggérant que les Cellules dendritiques
proviennent du sang périphérique. Les Cellules dendritiques présentes dans la synoviale
rhumatoide expriment des marqueurs de différenciation qui témoignent d’un contact préalable

avec les lymphocytes T (Lebbaet al., 2011) (figure 09).
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Figure 09 : Réle des Cellules dendritiques dans la réponse inflammatoire au cours de la PR (Khan et al.,
2009).

5.3.1.2. Lymphocytes T

Les lymphocytes T autoréactifs sont capables de réagir avec des peptides du soi présentés dans
un contexte HLA donné. Chez les patients atteints de I’AR, la proportion de ces lymphocytes T
autoréactifs serait plus élevée que chez les sujets normaux, leur production serait due a une

anomalie de la sélection thymique (Schmidt et al., 1996).

Au départ de I’inflammation, il y a I’activation des LT naifs par la reconnaissance d’un antigene.
On ne connait pas I’antigéne déclenchant, aprés cette reconnaissance, ils vont se différencier en
lymphocytes T producteurs des cytokines pro-inflammatoires : Interféron y (INF-y), Tumor
necrosing Factor alpha (TNF-a) et IL-2. Cette réponse est dite de type Thl par opposition a une
réponse de type Th2 qui se traduit plutot par une production d’IL-4 et d’IL-10 (Lutzky et al.,
2007).
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Ces lymphocytes T sont recrutés a partir du sang périphérique et s’organisent en agrégats qui
ressemblent par leur morphologie a 1’architecture folliculaire des ganglions lymphoides, avec
également la présence de veinules postcapillaires (high endothelial venules) (Quirke et al., 2011).
Ce recrutement des LT est favorise par une angiogénése exacerbée notamment par

I’intermédiaire du VEFG (vascular endothelial growth factor) (Szekanecz et al., 2009).

Dans la synoviale rhumatoide, les lymphocytes Thl sont particulierement abondants. En 2007,
un autre type de LT, sécrétant de I’IL-17 est identifié et nommé Th17. Les Th 17 ont un role pro-
inflammatoire dans I’AR (Bettelli et al., 2007). Ils sécrétent aussi de I’IL-6, de I’IL-21, de I’IL-
22 et du TNF-a. Les Th 17 sont stimulés par I’'IL- 6 et I’IL-23 (Miossec et al., 2009). Ces
lymphocytes T peuvent étre & nouveau activés par les CPA par engagement des molécules du
TCR, des molécules HLA-DR, mais aussi de molécules de costimulation comme CD28 et B7.
L’activation des lymphocytes T est contrdlée par des lymphocytes T régulateurs CD4+ et CD25+
capables d’inhiber I’expansion clonale des lymphocytes T CD4+. La molécule CTLA-4 (CD152)
exprimée sur les lymphocytes T régulateurs 1 interagit avec la protéine CD28 exprimée sur les
lymphocytes T CD4+ et induit un message inhibiteur. Chez les patients atteints de I’AR, il existe
un déficit quantitatif et fonctionnel de ces LT que ce soit dans le sang ou I’articulation (Ghozlani
et al., 2012) (figure 10).

Lors de I’angiogenése, les lymphocytes T activés interagissent avec les cellules endothéliales qui
composent I’endothélium des veinules post-capillaires. Ces cellules endothéliales sont activées
par des cytokines produites et secrétées par les monocytes ou les lymphocytes T activés. Les
cellules endothéliales et les lymphocytes T ainsi activés expriment alors des molécules
d’adhésion, d’abord des sélectines (E-sélectine, L-sélectine) puis des intégrines (aEB7, 047,
a4pB1) qui interagissent entre elles. Cette interaction favorise la diapédése des lymphocytes T
circulants vers la membrane synoviale. Les lymphocytes T migrent ensuite dans la synoviale en
exprimant a leur surface membranaire des récepteurs aux chimiokines comme CCR5 qui
reconnaissent des chimiokines telles que RANTES (regulated upon activation normal T-cell
expressed and secreted), produites dans la synoviale. Ces lymphocytes T, nouvellement arrivés
dans la synoviale, produisent des cytokines proinflammatoires de type Th1 (Dolhain et al., 1996)
qui vont activer les cellules synoviales résidentes (LB, macrophages résidents, cellules
endothéliales et fibroblastes). L’activation de ces cellules résidentes va permettre la sécrétion des
cytokines, chemokines et meétallo-protéases et 1’expression des molécules d’adhésion qui
favorisent encore le recrutement de monocytes et de polynucléaires neutrophiles circulants afin

d’amplifier la réponse (Ghozlani et al., 2012).
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De plus, les synoviocytes en contact direct avec des lymphocytes T produisent de nombreux
médiateurs de I’inflammation mais aussi ceux de la destruction ostéocartilagineuse tels que la

prostaglandine E2, la métalloprotéinase MMP-1 et I’'IL-6 (Snir et al., 2011 ; Beavis et al., 2011).

Par ailleurs, L’activation antigénique peut se faire différemment en impliquant les Toll Like

Receptor (TLR) et le récepteur du lymphocyte B (BCR) (Shotorbani et al., 2011).
5.3.1.3. Lymphocytes B

La théorie qui dit que le mécanisme physiopathologique de I’AR est basé sur le complexe
tricellulaire (Cellules présentatrices d’antigéne / lymphocytes T/ synoviocytes) minimise le réle
tenu par les lymphocytes B. L’importance des LB est montrée en utilisant du rituximab, un
anticorps dirigé contre le marqueur CD20 de la lignée B. Cet anticorps est responsable de la
déplétion des lymphocytes B chez les patients atteints de I’AR. La contribution des LB dans la
pathogénie de I’AR se manifeste a plusieurs niveaux. D’abord, les lymphocytes B peuvent se
comporter comme de véritables CPA car ils sont capables de présenter des antigénes aux
lymphocytes TCD4+. Ils sont capables de reconnaitre des autoantigenes par le biais de leurs
récepteurs (BCR), La prolifération clonale de ces lymphocytes B autoréactifs pourrait étre
favorisée par la cytokine BAFF (B-cell activating factor) qui fait partie de la grande famille des
TNF. En fin, les LB produisent également certains autoanticorps détectés dans I’AR tels que les
facteurs rhumatoides (FR) qui sont des auto-anticorps souvent de type IgM (mais pouvant étre
aussi de type IgA ou IgG) produits par les plasmocytes et dirigés contre les IgG. D’autres
anticorps sont également détectés dans I’AR, soit les anticorps anti-peptides citrullinées, des
auto-anticorps dirigés contre des antigenes du cartilage comme le collagene de type 1l et les
anticarbamyl peptides récemment découverts (Di et al., 2011 ; Ghozlani et al., 2012 ; Dekkers et
al., 2017) (figure 10).

5.3.1.4. Synoviocytes

Les synoviocytes constituent le principal composant cellulaire de la couche entourant la
membrane synoviale. On distingue deux types : Les synoviocytes A et les synoviocytes B. Les
synoviocytes A stimulés par I’IL-1 et le TNF-a produisent des cytokines pro-inflammatoires
(Kinne et al., 2000), des facteurs de croissance, des prostaglandines, des leucotrienes, des
radicaux libres et des protéases qui participent a la destruction tissulaire. Les synoviocytes B ont
un pouvoir prolifératif ressemble a celui des cellules cancéreuses ce qui leur permet de la

formation du pannus synovial (You et al., 2006).
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Figure 10 : Réle des LT dans la pathogénie de la PR (Adaptée de Smolen et Steiner, 2003).

5.3.2. Acteurs intercellulaires

Les cellules communiquent entre elles par contact de cellule a cellule ou en utilisant des
messagers intercellulaires appelés cytokines. Dans I’AR, il existe un déséquilibre entre les

cytokines pro et anti-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires produites par les
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monocytes/macrophages (TNF-a, IL-1, IL-6) sont amplifiées dans les articulations rhumatoides
(Ghozlani et al., 2012).

Le TNF-a est principalement produit par les macrophages (Park et al., 2007). Il joue un role
capital dans l'inflammation articulaire (Keffer et al., 1991). Il existe sous 2 formes : le TNF
soluble et membranaire. Le TNF-a provoque la production d’IL-1 et d’IL-6, augmentant ainsi
I’expression des molécules d’adhésion endothéliales et la production des métallo-protéases qui

entrainent la destruction du cartilage articulaire (Clark, 2005).

L’IL-1 est produite dans 1’articulation principalement par les macrophages. Elle a un effet pro-
inflammatoire dans I’AR, en activant les LT, les LB et les macrophages, en stimulant la
production de molécules d’adhésion, du TNF-a et des prostaglandines. Elle provoque également
la production des métallo-protéases qui ont une activité destructrice dans I’articulation de

maniére plus importante que le TNF-a (Dayer, 2003).

L’IL-6 est sécrétée uniquement en situation pathologique. Elle est produite par plusieurs types de
cellules (LT, LB, fibroblastes, cellules endothéliales et monocytes) en réponse aux différents
stimuli (IL-1, TNF-a et IFN-y). Elle induit la production d’auto-anticorps par les plasmocytes
mais n’a pas de role sur leur prolifération. Elle a un role dans la destruction osseuse en activant

les ostéoclastes (Park et al., 2007).

L’IL-17 est significativement produit par les Th17 dans I’AR (Lee et Bae, 2017). Elle stimule la
production de métallo-protéases par les ostéoblastes et les chondrocytes. Elle augmente
¢galement I’expression du RANK-ligand (receptor activator of nuclear factor-kB) par les
ostéoblastes. Le RANK-ligand active les ostéoclastes, ce qui entraine la destruction osseuse
(Miossec et al., 2009).

L’IL-23 produite par les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules présentatrices

d’antigénes. Elle contrdle la production d’IL-17 par les Th 17 (Aggarwal et al., 2003).
5.3.3. Acteurs intracellulaires

La fixation d’une cytokine sur un récepteur membranaire provoque une modification de
conformation du récepteur qui aboutit a la phosphorylation du récepteur lui-méme ou d’une
enzyme associée a ce récepteur. Cette premiére phosphorylation entraine 1’activation en cascade
d’autres enzymes appelées les protéines kinases qui activent a leur tour les facteurs de
transcription. Ces facteurs de transcription régulent la synthése de protéines en agissant
directement sur le promoteur des genes. L’activation des facteurs de transcription est induite par

des protéines kinases qui ont une activité phosphorylante. Cette phosphorylation du facteur de
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transcription permet sa translocation du cytoplasme vers le noyau ou encore augmente son
affinité pour I’ADN par changement conformationnel. Ces voies de phosphorylation contribuent
en fin a la synthese des cytokines pro-inflammatoires et des métallo-protéinases responsables de

la destruction cartilagineuse (Saber et al., 2011 ; Ghozlani et al., 2012).
5.4. Destruction articulaire

Ces derniéres années, des progrés considérables sont réalisés dans la compréhension des
mécanismes impliqués dans la destruction osteoarticulaire. La destruction ostéoarticulaire est la
conséquence de la prolifération pseudotumorale de la synoviale et de I’action des cytokines. Les
cytokines proinflammatoires participent a cette destruction articulaire en induisant non
seulement la synthése de facteurs de croissance nécessaires a la prolifération de la synoviale,
mais aussi la production des metalloproteinases par les synoviocytes, de cathepsines et de
collagénases responsables de la dégradation des principaux composants du cartilage (Ghozlani et
al., 2012).

Depuis 1998, de nombreuses études ont identifié les ostéoclastes comme des cellules effectrices
de la perte osseuse périarticulaire. Ces ostéoclastes proviennent de précurseurs monocytaires ou
de cellules dendritiques recrutées localement et qui peuvent se trans-différencier en ostéoclastes
(Rivollier et al., 2004). Dans les deux cas, le RANK-L (receptor activator of NFxB ligand) est la
cytokine indispensable a I’acquisition du phénotype ostéoclastique. Elle est sécrétée par les
lymphocytes activés et les synoviocytes du pannus synovial dans I’environnement articulaire

(Cohen-Solal et de Vernejoul, 2005).

En outre, I’IL-1, TNF-a, I’IL-6 ainsi que I’IL17 produits par le pannus enflammé peuvent d’une
part jouer un role propre sur I’ostéoclastogencse et d’autre part, augmenter la sécrétion de
RANK-L (Pour revue voir Cohen-Solal et de Vernejoul, 2005). La liaison de RANKL a son
récepteur membranaire RANK, présent sur les préostéoclastes, favorise la différenciation et
I’activation des ostéoclastes. RANKL est trouvé a des concentrations élevées dans le sérum et le

liquide synovial des patients atteints de I’AR (Yeo et al., 2011 ; Ghozlani et al., 2012).
5.5. Immuno-pathologie des manifestations extra-articulaires

Différents mécanismes sont impliqués dans [D’atteinte systémique au cours de I’AR. Les
complexes immuns contenant souvent du facteur rhumatoide chez des sujets prédisposés
génétiquement contribuent a cette atteinte. De méme, plusieurs travaux ont démontré le réle de

certaines cellules inflammatoires (macrophages, lymphocyte CD8) et leurs produits sécrétés dans
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la genese de toutes manifestations cardiaques, pulmonaire, oculaire, rénales et cutané observées
au cours de I’AR (Prete et al., 2011 ; Ghozlani et al., 2012 ).

5.6. Réle des ERO dans la physiopathologie de ’AR

Les ERO sont caractérisés par leur courte demi-vie qui est de 1’ordre de la milliseconde et par
leur haute réactivité. Ce sont les raisons pour lesquelles la démonstration directe de leur
implication dans la physiopathologiec de I’AR est difficile. De nombreux arguments suggerent

leur réle central dans I’initiation et 1’évolution de cette pathologie (Marklund, 1982).

Plusieurs recherches ont rapporté qu’il existe un déséquilibre de la balance entre les antioxydants
et les oxydants dans le cas de I’AR, en faveur de ces derniers. En 2000, Sung et ses
collaborateurs ont démontré que I’'IL-6 exprimé dans le pannus rhumatoide induit une
augmentation de la production des ERO par les synoviocytes fibroblastiques. Puis en 2006, Dang
et ses collaborateurs ont suggéré que le TNF-a amplifié¢ également dans le pannus rhumatoide est
un puissant agent pré-activant de la NADPH oxydase (NOX2) des phagocytes. Dans la méme
année, Chenevier- Gobeaux et ses collaborateurs (2006) ont révélé que le TNF-a et I’IL-1b
augmentent 1’activit¢ NADPH oxydase des synoviocytes rhumatoides de maniére concomitante a

la stimulation des systemes producteurs des ERO.

Dans une autre étude, Pacher et ses collaborateurs (2006) ont montré 1’augmentation de 1’activité
xanthine oxydase, une enzyme génératrice des ERO, dans les maladies auto-immunes telles que
I’arthrite rhumatoide. De méme, Miesel et Zuber (1993) ont démontré précédemment qu’une
¢lévation de 50 fois de ’activité xanthine oxydase a ¢été constatée dans les sérums des patients

atteints de I’AR en comparaison avec des donneurs seins.

En effet, la présence des ERO dans le pannus rhumatoide a pu étre révélée par une augmentation
des lésions qu’elles engendrent sur la matrice extra-cellulaire, les lipides et les protéines.
L’examen du liquide articulaire et du tissu synovial de I’AR montre une dépolymérisation de
I’acide hyaluronique (Grootveld et al., 1991). L’augmentation des résidus carbonyles traduit
I’attaque radicalaire des protéines de liquide synovial de I’AR (Dalle-Donne et al., 2003). De
méme, des taux élevés de protéines oxydées sont observés dans le liquide synovial et le plasma
des patients souffrants de D’arthrite rhumatoide (Lemarechal et al., 2006). Par ailleurs,
I’augmentation de la 8-0x0-7-déoxyguanosine dans les noyaux des lymphocytes et des PNNs
circulants de I’AR est un signe de 1’oxydation de I’ADN par les ERO. Il existe également des
traces d’une peroxydation lipidique dans cette pathologie (Dai et al., 2000). L’oxydation des
LDL entraine une accumulation de ces lipides proinflammatoires sous 1’intima vasculaire ou ils

sont ensuite phagocytés par les macrophages. Par ce mécanisme, les ERO participent a
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I’accélération de 1’athérosclérose qui constitue la premiere cause de la mortalit¢ dans I’AR

(Avina-Zubieta et al., 2008).

Des études épidémiologiques indiquent que la consommation de molécules antioxydantes réduit
le risque de développer I’AR. La consommation de la vitamine C ou la vitamine E diminue de
30% I’incidence d’une AR (Cerhan et al., 2003). Ces résultats sont confortés par une étude
finlandaise qui a montré que la probabilit¢ de survenue d’une AR était inversement
proportionnelle a la concentration plasmatique des antioxydants dosés (a-tocophérol, B-caroténe
et sélénium). De plus, I’activité de la glutathion réductase est augmentée chez les patients atteints

de I’AR (Mulherin et al., 1996).
5.7. Modéles murins d’arthrite

Les mod¢eles animaux d’arthrite, essentiellement les modeles murins, sont utilisés soit pour
déterminer les mécanismes physiologiques impliqués dans la pathogénie de 1I’AR, soit pour
identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et valider des traitements potentiels (Bendele, 2001).
Parmi les modeles murins les plus utilisés, on retrouve des mode¢les d’arthrite induite par
transfert passif d’anticorps comme les anticorps anti-Collagéne de type Il (anti-Cll) ou du sérum
arthritogéne, le modeéle d’arthrite induite par des antigenes (AIA) (BSA, protéoglycane et
adjuvant complet de Freund) et le mod¢le d’arthrite induite par le collagéne (CIA) (Bendele,
2001).

le CII est I'un des auto-antigénes majeurs impliqués dans [D’initiation de 1’inflammation
articulaire (Kim et al., 2004). Il est exclusivement exprimé au niveau du cartilage articulaire.
L’immunité développée conduit a la production des anticorps anti-Cll et par conséquent a la
dégradation du cartilage. Ce concept est largement approuvé dans plusieurs études réalisées sur

différentes espéces (rat, souris et singe) (Holmdahl et al., 1989 ; Durie et al., 1994).

Il est actuellement établi que I’arthrite induite par le collagéne est un modele valide et vigoureux
pour I’étude des mécanismes impliqués dans la pathogénie de I’AR. En effet, ce modéle a permis
de démontrer que I’auto-immunité au CIl permet de développer une arthrite auto-immune
caractérisée par une inflammation de la membrane synoviale, une destruction du cartilage

articulaire et une érosion osseuse, analogues a I’AR humaine (Cho et al., 2007).
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1. Matériel

1.1. Animaux

Des rats Albinos wistar males (200-250g) ont été recueillis a partir de l'institut pasteur — Alger.
Aprés une période d’adaptation, les animaux sont répartis selon 1’homogénéité du poids et
ages en plusieurs lots expérimentaux de sept rats chacun. Les traitements sont administrés par
voie orale a 1’aide d’une sonde spécifique. Pendant la période de I’adaptation et celle de
I’expérience, les animaux ont un acces libre a la nourriture standard produite par ’ONAB de
Béjaia et a ’eau et sont maintenus dans une animalerie a température constante (22 + 2 °C),
soumis a un cycle naturel de lumiere/obscurité. lls sont traités conformément aux principes et

directives énoncés dans le manuel sur les soins et I’utilisation des animaux d’expérimentation.
1.2. Réactifs

Les réactifs chimiques utilises dans la présente étude sont tous de grade analytique et sont
achetés chez Sigma Aldrich. Nous citons le 2-lsopropyl-5-méthyle-1,4-benzoquinone
(thymoquinone), le 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH), le 2, 6 di-tert-butyle-4-méthyle
phénol (BHT), le sulfate ferreux (FeSOa4), le sodium salicylate, le diméthyle sulfoxyde (DMSO),
le tween 40, le tween 80, I’acide linoléique, le dichlorure ferreux (FeCly), le ferricyanide de
potassium (KsFe(CN)g), le thiocyanate de potassium (KCN), le trichlorure de fer (FeCls), le
tétrachlorure de carbone (CCls), I’adjuvant complet de Freund (ACF), I’adjuvant incomplet de
Freund (AIF), I’acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA), le trisma base, 1’acide 5, 5-
dithiobis 2- nitrobenzoique (DTNB), le pyrogallol, le peroxyde d’hydrogene (H205), le 4-nitro-
bleu tétrazoluim (NBT), I’acide trichloroacétique (TCA), I’acide thiobarbiturique (TBA), la

xanthine oxydase et la xanthine.

2. Méthodes

2.1. Etude de I'activité antioxydante in vitro de la thymoquinone

2.1.1. Evaluation de ’effet scavenger
1. Evaluation de I’effet sur le radical hydroxyle

La capacité de la TQ de piéger le radical hydroxyle (OH®) est estimée selon la méthode décrite
par Smirnoff et Cumbes (1989). Le principe de cette technique est basé sur la production du
radical hydroxyle dans le milieu réactionnel a travers la réaction de Fenton. Le radical OH?® ainsi
produit réagi avec le sodium salicylate pour produire le salicylate hydroxylé. La réaction est

initiée par 1’addition de 01 ml de 1.5 mM FeSO4 a 0.7 ml de 6 mM peroxyde d’hydrogéne, puis
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0.3 ml de 20 mM sodium salicylate sont ajoutés. Finalement 01 ml des différentes concentrations
de la TQ ou du standard est ajouté pour avoir un volume final de 03 ml. Aprés une incubation de
1h a 37°C, I’absorbance du complexe salicylate hydroxylé est mesurée a 562 nm. Le pourcentage

d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
% d’inhibition = [1- (Absi-Absz) / Abse] * 100

Abso : I’absorbance du témoin (sans échantillon)
Absi : I’absorbance en présence de la TQ ou du standard
Abs: : I’absorbance sans sodium salicylate.

2. Evaluation de I’effet sur I’anion superoxyde

Le principe de ce test est basé sur la production de 1’anion superoxyde (O2'") qui va réduire le

NBT*2 ayant une coloration jaune en diformazan ayant une coloration bleu foncé, ce dernier

absorbe la lumiére & 560 nm. En présence des antioxydants doués d’un effet piégeur vis-a-vis de

1’0", la formation de diformazan est inhibée, ce qui se traduit par la diminution de 1’absorbance.

L’effet scavenger de la TQ vis-a-vis de 1’O2'" est déterminé selon la méthode décrite par
Elizabeth et Rao (1990). Brievement, 0.1 ml du 4-Nitro-Bleu Teétrazolium (NBT) dissoutes dans
le DMSO a une concentration de 1 mg/ml et 0.3 ml des différentes concentrations de la TQ ou du
standard sont ajoutés a 1 ml du DMSO alcalin qui est préparé en ajoutant 1ml DMSO a 5mM
NaOH. Les absorbances sont mesurées a 560 nm et le DMSO pure est utilisé comme blanc. Le

pourcentage d’inhibition est calculé selon 1’équation suivante :

% d’inhibition = [(Absc - Abse) /Ac] * 100

Absc : absorbance du contrdle.

Abse : absorbance d’une concentration donnée de substance a tester
3. Evaluation de I’effet sur le peroxyde d’hydrogéne

Le principe de cette méthode est de neutraliser le H202 par un antioxydant qui va faciliter sa
décomposition en eau et oxygene selon la réaction suivante : 2H,0.— 2H,0 + O,. Le piégeage
du H2O2 est déterminé selon la méthode décrite par Ruch et ses collaborateurs (1989) avec
quelgues modifications. Une solution du H202 (120 mM) est préparée dans un tampon phosphate
(50 mM, pH 7.4), 150ul de cette solution sont ajoutés aux 850 ul des différentes concentrations
de la TQ ou du standard. Aprés 10 min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 230 nm et le

pourcentage du piégeage du H20z (ou % d’inhibition) est calculé en utilisant la formule suivante:

% d’inhibition = [(Absc— Abse) / Absc] *100
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Absc : I’absorbance du contrdle (la solution du H203).
Abse : 1’absorbance du H20; en presence de la TQ ou du standard.

2.1.2. Evaluation de I’effet sur la peroxydation lipidique
2.1.2.1. Blanchissement du p-caroténe / acide linoléique

Cette méthode est basée sur I’oxydation de 1’acide linoléique par les especes réactives de
I’oxygeéne produites par I’eau saturée en oxygene. Le produit généré induit I’oxydation du B-

caroténe qui conduit a sa décoloration (Alam et al., 2012).

La capacité de la TQ d’inhiber la peroxydation lipidique et de prévenir le blanchissement du f3-
caroténe est déterminée selon la méthode de Kabouche et ses collaborateurs (2007). Brievement,
une solution du B-caroténe / acide linoléique est préparée par 1’addition de 25 ul d’acide
linoléique et 200 mg de Tween 40 a 0.5 mg de B-carotene dissoute dans 01 ml de chloroforme.
Le chloroforme est évaporé a 40 °C a I’aide d’un rotavapeur. 100 ml d’eau distillée saturée en
oxygene sont ajoutés au mélange suivi par une agitation vigourcuse. L’émulsion préparée est
aliquotée (4ml) dans des tubes a essai et 200 pl de la TQ ou du standard (BHA) préparés a une
concentration finale de 2 mg/ml dans le méthanol y sont ajoutés. L’absorbance est lue a 470 nm,
a des intervalles de temps réguliers de 15 min pendant 120 min d’incubation a 50°C a

I’obscurité. Le pourcentage de 1’activité antioxydante (% AA) est calculé comme suit :
% AA =[1 - (Aw - At20) / (Aco - Ac120)] *100
A : D’absorbance initiale, Auzo : 1’absorbance finale de I’échantillon a 120 min, Aco :

I’absorbance initiale du contrdle négatif, Aci20: I’absorbance du contrdle négatif a 120 min.

2.1.3. Pouvoir réducteur

Cette méthode consiste a évaluer la capacité de I’échantillon de donner un électron pour
convertir le fer de la forme Fe®* & la forme Fe?*. Cette réaction se manifeste par un changement
de la couleur du milieu réactionnel du jaune au vert bleuatre du ferricyanide de potassium qui
peut étre quantifié a 700 nm (Barros et al., 2007 ; Gholivand et al., 2010). Une absorbance

élevée indique que le composé posséde un grand pouvoir réducteur.

Ce test est effectué selon la méthode de Prasad et ses collaborateurs (2009). Brievement, 1.25 ml
d’une solution du tampon phosphate (0.2M, pH=6.6) et 1,25 ml de 1% de KsFe(CN)s sont
ajoutés a 50 pl des différentes concentrations des échantillons. Aprés 20 min d’incubation a 50
°C, 1.25 ml d’une solution aqueuse de TCA a 10 % sont ajoutés au milieu réactionnel. Puis, une
centrifugation a 3000 tpm pendant 10 min est réalisée. 1,25 ml d’eau distillée et 250ul de 0,1%
FeClz sont ajoutés a 1,25 ml du surnagent. L’absorbance est mesurée & 700 nm contre un blanc

contenant tous les réactifs a ’exception de 1’échantillon a tester. Les résultats sont exprimés en
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concentration effective & 50 % (ECso) qui traduit la concentration d’antioxydant nécessaire pour

I’obtention d’une absorbance de 0.5.
2.1.4. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice de la thymoquinone est mesurée en utilisant la méthode de Le et ses
collaborateurs (2007). Brievement, 500ul des différentes concentrations de la thymoquinone sont
initialement mélangés a 100 pl de FeCl, (0.6 mM dans I’eau distillée) et 900 pl de méthanol.
Aprés 5 min d’incubation, 100 pul de la ferrozine (5 mM dans le méthanol) sont additionnés au
milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé réagir pendant 10 min a tempeérature
ambiante permettant ainsi la complexation du fer résiduel et la formation d’un chromophore
rouge (Fe(ll)-Ferrozine) ayant une absorption maximale a 562 nm. Le contrdle négatif contient
tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égal du
méthanol. L’EDTA est utilisé en tant que le chélateur de référence. Les lectures sont effectuées a
562 nm contre un blanc de méthanol. L’effet séquestrant de la thymoquinone vis-a-vis du fer est

exprimé en pourcentage de chélation selon 1’équation suivante :

% Chelation = [(AbS controle — ADS test) / ADS controte] * 100
2.2. Evaluation de P’effet anti-inflammatoire in vitro

L’effet anti-arthritique in vitro de la thymoquinone est déterminé en utilisant le test de
I’inhibition de la dénaturation du BSA selon le protocole de Williams et ses collaborateurs

(2008). Brievement, 500 ul du 0.2 % du BSA préparé préalablement dans un tampon tris-HCI
(20 mM, pH 6.8) sont ajoutés a 500 pl des différentes concentrations de la thymoquinone ou de

I’acide dicloféenaque (250 pg/ml). Ce mélange est incubé a 37 °C pendant 20 min puis a 65 °C
pendant 10 min. Aprés refroidissement, les absorbances sont mesurées a 660 nm et le

pourcentage d’inhibition est calculé en utilisant 1’équation suivante :

% d’inhibition = [(Abs controle — ADS test) / ADS controte] * 100

2.3. Evaluation de Ieffet hépatoprotecteur et hépatocuratif de Ila
thymoquinone

2.3.1. Induction de I’hépatotoxicité par CCly

L’hépatotoxicité induite par I’injection intra-péritonéale du CCls est le modéle le plus utilisé
pour étudier la toxicité du foie chez le rat. L’induction de I’hépatotoxicité est effectuée selon le
protocole de Wang et ses collaborateurs (2004). Les rats males sont répartis en sept groupes de

sept rats comme suit :
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Groupe 01 (normaux) : les rats de ce groupe sont traités par le gavage du NaCl 0.9 % en

utilisant une sonde spécifique quotidiennement pendant 7 jours.

Groupe 02 (Contrdle) : les rats de ce groupe sont traités quotidiennement pendant 7 jours par le
gavage du NaCl qui contient 0.1 % de tween 80. Le septiéme jour, 1.5 ml/kg d’huile d'olive sont

injectés aux animaux.

Groupe 03 (CCla) : les rats de ce groupe sont traités par le gavage du NaCl 0.9 % pendant 7
jours. Le septiéme jour, il leur est injecté 03 ml/kg de CCls préalablement dilué dans de 1’huile
d’olive a 50 % (V /V).

Les traitements prophylactiques

Groupe 04 (Pro 2.5) et groupe 05 (Pro 5) : Les rats de ces groupes sont traités par le gavage de
2.5 et 05 mg/kg de thymoquinone, respectivement, pendant 7 jours. Le 7™ jour, il leur est

injecté 03 ml/kg de CCls, 30 min apres 1’administration de la derniére dose de thymoquinone.
Les traitements curatifs

Groupe 06 (Cur 2.5) et groupe 07 (Cur 5) : 03 ml/kg de CCls sont injectés aux rats de ce
groupe le 1 ° jour, 30 min avant 1’administration de la premiére dose de thymoquinone

administrée par gavage a une dose de 2.5 et 05 mg/kg/jour, respectivement, pendant 7 jours.

Le huitiéme jour, tous les rats des différents groupes sont sacrifiés sous anesthésie avec de
I’éther di-éthylique. Le foie est immédiatement récupéré, nettoyé avec du NaCl 0.9 % stérile et
froid.

2.3.2. Prélévement sanguin

Des prélévements sanguins sont réalisés sous anesthésie avec de 1’éther di-éthylique, a partir du
sinus rétro-orbital de l'eeil. Le sang récupéré dans des tubes héparinés est immédiatement
centrifugé a 4000 t/min pendant 10 minutes. Les sérums sont récupérés et conservés a -4 °C

jusqu'a leur utilisation pour des dosages biochimiques.
2.3.3. Dosage des parametres sanguin

Les dosages biochimiques concernant les marqueurs hépatiques: Aspartate Amino
Transférase, Alanine Amino Transférase et Phosphatase Alcaline (ASAT, ALAT et ALP,
respectivement), rénaux : urée et créatinine et lipidiques : triglycéride et cholestérol sont
réalisés dans le laboratoire du centre d’attaque du cancer CAC-Sétif, Algérie en utilisant des kits
de diagnostic Sprinreact (Espagne) avec un analyseur automatique (Bechman). Le pourcentage
de I’activité hépato-protectrice de la TQ est calculé selon la formule de Singh et ses
collaborateurs (1998).
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% Hepato-protection = (1 - [TC - N]/[C - N]) * 100

TC, C, et N sont les résultats de mesure des parametres biochimiques chez les rats traités avec la

TQ et CCls, CCl4 et les rats normaux, respectivement.
2.3.4. Prélevement des organes et étude histopathologique

Les organes préleves (foies et reins) sont conservés dans le formol (10 %), puis transportés au
service de I’anatomie pathologique du CHU de Sétif pour 1’étude histopathologique. L’étude est

effectuée selon le protocole expérimental du laboratoire suivant :

1. Déshydratation des prélevements afin d’éliminer toute trace d’alcool,

2. Enrobage a la paraffine pour obtenir un bloc qui sera facilement coupé,

3. Confection des coupes au microtome avec une épaisseur est de 3-4um. Les coupes
obtenues sont placees sur des lames de verre préalablement recouvertes de gélatine,

4. Déparaffinage : les coupes montées sur lames et séchées sont déparaffinées dans du
xyléne, réhydratées dans des bains successifs d’éthanol.

5. Coloration avec la combinaison entre deux colorants hématoxyline et éosine (HE),

6. Montage permanent entre lame et lamelle permettant de conserver les coupes colorées.
7. Observation au microscope optique doté d’un appareil photographique.
2.3.5. Préparation de I’homogénat

Apres la pesée de 1’échantillon, I’homogénat du foie est préparé par homogénéisation de 500 mg
du foie dans 5 ml du tampon KCI (0,15 M) a 4 ° C. Les homogénats sont centrifugés a 3000 tpm

pendant 10 min et les surnageants sont aliquotés puis utilisés pour les dosages biochimiques.
2.3.6. Dosage des marqueurs du stress oxydant
2.3.6.1. Dosage de I’activité de la catalase

La catalase est I’enzyme responsable de la décomposition du H20». L’activité de cette enzyme
est estimée en suivant la diminution de I'absorbance du H202a 240 nm, celui-ci est transformé en
eau et oxygeéne moléculaire en présence d’une source enzymatique (homogénat du foie ou
plasma). Brievement, 983,5 uL de H,O; (0,091M, préparées dans le tampon KHPO4 01 M, pH
7.2) sont ajoutés a 16,5uL de I’homogénat et du plasma. La variation de 1’absorbance est suivie
pendant 30s a 240 nm. L’activité enzymatique en umol du H2O2 /min/mg de protéine au niveau
tissulaire et en en umol du H.O; /min/ml au niveau du plasma est calculée en utilisant le

coefficient d’extinction molaire 43.6 M “tcm™ (Aebi, 1984).
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2.3.6.2. Dosage des protéines totales

Les protéines totales dans le plasma et I’homogénat du foie sont déterminées selon la méthode de
Biuret en utilisant le Kit (Spinreact BSIS30-1). Le principe de ce test est basé sur la
complexation entre les protéines et les sels de cuivre pour donner un complexe violet-bleu
intense en milieu alcalin. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration
en protéines totales dans I'échantillon qui est déterminée en mesurant lI'absorbance a 540 nm
contre une courbe d’étalonnage (koller, 1984). Brievement, 1 ml du réactif est ajouté a 25 pL du
modeéle, homogénat ou plasma. Les absorbances sont mesurées a 540 nm, aprés 10 min

d’incubation a température ambiante.
2.3.6.3. Dosage de la SOD

La superoxyde dismutase (SOD) est une métallo-enzyme qui catalyse la dismutation de 1’anion
superoxyde en H>O et O.. Le dosage de D’activité enzymatique de la SOD au niveau de
I’homogénat et du plasma est effectué selon la méthode de Nandy et ses collaborateurs (2012).
Le principe de cette méthode est basé sur I’inhibition de 1’auto-oxydation du pyrogallol par la
SOD. Brievement, 1000uL du tampon Tris-EDTA (pH 8.14) sont ajoutés a 36 pL du pyrogallol
(100 mM dans 0.01N HCI) dans une cuve en quartz. L’absorbance est mesurée pendant 60s a
420 nm en présence ou en absence du 16 uL de I’échantillon. Une unité de la SOD est
I’équivalent de la quantité d’enzyme nécessaire pour inhiber 1’auto-oxydation du pyrogallol par

50 %. L’activité de la SOD exprimée en Unité/mg est calculée en utilisant 1’équation suivante :
Vitesse (V) = (ADs finale —ADS initiate) / (t final — t initiat)

Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé selon la formule suivante :

| % = [(Vrp—Vs) / Vp] *100

L’activité enzymatique de la SOD en unité internationale est calculée selon 1’équation suivante :
SOD (U) = [(Vp-Vs) / (Vp*0.5)]

Vp = Vitesse de 1’auto-oxydation du pyrogallol en absence de I’enzyme.

Vs = Vitesse de I’auto-oxydation du pyrogallol en présence de I’enzyme.

0.5 = exprime 50 % d’inhibition.

2.3.6.4. Dosage du Glutathion réduit

Le principe de ce test consiste a fractionner la molécule du DTNB par le GSH dans un pH
alcalin (8-9) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB) qui présente une absorbance a 412

nm (Ellman, 1959). Le dosage du GSH réduit au niveau du plasma et de 1’homogénat est

43



Matériel et Méthodes

déterminé selon le protocole de Beutler et ses collaborateurs (1993). Brievement, 25 ul de
plasma ou d’homogénat du foie sont dilués dans 5 ml du tampon phosphate (0.1 M, pH 8). Puis,
3 ml de la solution de I’échantillon dilué sont mélangés avec 20 ul de DTNB (0.01 M). Le
mélange est incubé a une température ambiante pendant 5 min. Puis 1’absorbance est lue a 412
nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 10 %. La concentration du
GSH est déterminée en utilisant le coefficient d’extinction molaire 14150 M cm™ et les valeurs

sont exprimées en nmol/ml dans le plasma ou nmol/mg de protéine dans I’homogénat.
2.3.6.5. Dosage du malondialdéhyde

Le dosage du malondialdéhyde (MDA) est utilisé pour estimer la peroxydation lipidique dans le
plasma et I’homogénat spectrophotométriquement a 532 nm. Le MDA est I’un des produits
terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés sous 1’effet des radicaux libérés au
cours du stress oxydant. En milieu acide et a chaud (pH 2 & 3, 100 °C), une molécule de MDA

est condensée avec deux molécules de TBA pour former un complexe coloré en rose.

Pour le dosage du MDA, 125 ul d’homogénat ou de plasma sont ajoutés a un mélange de 125 pl
d’acide trichloracétique (20 %) et 250 pl d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,67 %). Le mélange
est chauffé a 100 °C pendant 15 minutes. Aprés refroidissement, 1 ml du n-butanol est ajouté
puis suivi par une centrifugation a 3000 t/min pendant 15 minutes (Draper et Hardley, 1990).
L’absorbance est mesurée a 532 nm. La quantité du MDA est calculée en utilisant le coefficient
d’extinction molaire 1.56 x 10° M cm™ et les valeurs sont exprimées en nmole de MDA formé

par millilitre du plasma ou par gramme du tissu.
2.3.7. Dosage de la xanthine oxydase

Le dosage de la xanthine oxydase est effectué selon le protocole de Bergmeyer et ses
collaborateurs (1974) en suivant I’augmentation de la production de 1’acide urique a 290 nm
formé suite a ’oxydation de la xanthine en présence d’une source enzymatique (plasma ou
homogénat). Brievement, 333 pl de la xanthine (0.15 mM) sont ajoutés a 666 pl de tampon
potassium phosphate (50 mM, pH 7.5) et 33 pl de sérum ou d’homogénat dans une cuve en
quartz. La production de 1’acide urique est suivie en mesurant la variation de I’absorbance
pendant 1 min contre un blanc qui contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon qui est
remplacé par I’eau distillée. L’activité enzymatique de la xanthine oxydase est calculée selon

I’équation suivante :
U/ml enzyme = (d A2g0 nm/min échantillon- dA29 nm/min Blanc) (1) / (12.2) (0.033)
1 = le volume Total.

12.2 = coefficient d’extinction Milli-molaire de 1’acide urique a 290 nm.
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0.033 = le volume de I’échantillon.
2.4. Effet de la thymoquinone sur ’arthrite rhumatoide

2.4.1. Induction de I’arthrite rhumatoide

L’induction de I’arthrite rhumatoide est effectuée selon le protocole de Griffiths et ses
collaborateurs (2007). Trente-cing rats males (200- 250g) sont répartis en cing groupes de sept

rats selon ’homogénéité du poids comme suit :

Groupe 01 : groupe contréle normal non arthritique.

Groupe 02 : groupe contrble du véhicule.

Groupe 03 : groupe arthritique.

Groupe 04 : groupe arthritique traité avec la TQ a une dose de 5 mg/kg/jour.
Groupe 05 : groupe arthritique traité avec la TQ a une dose de 10 mg/kg/jour.
La procédure par laquelle I’arthrite est induite est la suivante :

Jour -1 : Une épilation du dos des rats a la base de la queue en utilisant un appareil dépilatoire et
une lame gilette est effectuée. Aprés la pesée des tous les animaux, les rats sont séparés selon

I’homogénéité du poids.

Jour 0: Une immunisation des rats (groupes 03, 04 et 05) est effectuée par une injection
intradermique & la base de la queue dans quatre points de 03 mg/kg de collagéne Il purifié par
Mr. Derradji Yacine, Université Mohammed Khider, Biskra, Algérie (Solution dans 0.1 M de
I’acide acétique), émulsifié dans 1’adjuvant complet de Freund V/V. Cette injection est réalisée
sous anesthésie en utilisant I’uréthane a une dose de 01g/kg injectée par voie intra péritonéale.

Une injection a I’uréthane est effectuée au groupe 02.
Jour 1-40 : Le traitement des rats est effectué quotidiennement comme suit :

Les rats des groupes 4 et 5 sont traités par le gavage de la TQ (de 05 et 10 mg/kg/jour,
respectivement). Les rats du groupe 1 et 3 sont laissés sans traitement. Cependant, Les rats du
groupe 2 sont traités par le gavage du NaCl qui renferme 0.1 % du tween 80 (le véhicule dans

lequel la TQ est dissoute). La pesée des rats est effectuée chaque deux jours pendant 40 jours.

Jour 07 : Une immunisation de rappel des rats est effectuée par une injection intradermique a la
base de la queue dans trois points de 1.5 mg/kg de collagene II purifié, émulsifié¢ dans I’adjuvant
incomplet de Freund V/V. Cette injection est réalisée dans les mémes conditions que la premiére

injection.
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Jour 40: Le sacrifice des rats est effectué sous anesthésie avec 1’éther diéthylique. Le
prélévement du sang et des organes est réalis¢ afin d’effectuer les analyses biochimiques et

histologiques nécessaires.
2.4.2. Evaluation de I’évolution de I’arthrite rhumatoide
1. Score de la maladie

Le score arthritique est déterminé de 0 a 4 en suivant 1’évolution du gonflement des pattes
antérieures au niveau du poignet et du milieu et également au niveau de la cheville et du milieu
des pattes postérieures d’ou : 0 = pas d’arthrite, 01 = extréme rougeur et/ ou gonflement
minime, 02 = gonflement moyen, 03 = gonflement sévere et 04 = gonflement sévére avec le
gonflement du pouce de la patte qui n’arrive plus a supporter le poids de I’animale. Le score
arthritique au niveau des articulations métacarpophalangiennes et interphalangiennes et
métatarsophalangiennes des quatre premiers doigts de chaque patte est évalué comme suit: 0 =
pas de gonflement, 01= gonflement. Le score total est la somme du score de toutes les
articulations précédemment citées. Le score qui exprime la sévérité maximale de la maladie est
de 20 /patte il s’agit de 40 /2 pattes et 80 / animal (Griffiths et al., 2007).

2. Epaisseur des pattes

L’épaisseur du poignet des pattes antérieures et de la cheville des pattes postérieures ainsi que le
milieu des quatre pattes est mesurée en utilisant un pied a coulisse a affichage numérique le jour

de I’induction de I’arthrite et a chaque quatre jours pendant 40 jours de I’expérimentation.
2.4.3. Prélévement sanguin

Des prélévements sanguins sont réalisés a partir du sinus rétro-orbital de I'ceil. Le sang récupéré
dans des tubes héparinés est immédiatement centrifugé a 4000 t/min pendant 10 minutes. Les
sérums sont récupéreés et conservés a -4°C jusqu'a leur utilisation pour des dosages biochimiques.
Cependant le sang récupéré dans les tubes a EDTA est utilisé pour la détermination de la formule
et numération sanguine (FNS).

2.4.4. Dosage des parametres sanguins

Les dosages biochimiques concernent la FNS et les marqueurs hépatiques (ASAT, ALAT et
ALP) et rénaux (urée et créatinine) sont réalisés dans le laboratoire du CAC-Sétif, Algérie en
utilisant des Kits de diagnostic Sprinreact (Espagne) avec un analyseur automatique (Bechman).
Alors que, le bilan inflammatoire, y compris I’ASLO, la CRP et les facteurs rhumatoides (FR)
est réalisé au niveau du laboratoire d’analyses médicales EL-RAZI, Dr. Y. Bouchelouche a El-

Eulma.
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2.4.5. Prélevement des organes et étude radiologique et histopathologique

Les organes prélevés (foie, reins, rate et pattes) sont conservés dans le formol (10 %), une étude
radiologique des pattes est effectuée en utilisant un mammographe (Senorgraphe, 600T-FD,
Senix H.F) au niveau du centre d’imageriec médicale LABCIR. H a I’El-Eulma, Setif. Puis les
pattes sont décalcifiées en utilisant 08 % de 1’acide formique et transportées avec les autres
organes (Foie, reins et rate) au service de I’anatomie pathologique du CHU- Sétif pour 1’étude
histopathologique. L’étude est effectuée selon le protocole expérimental du laboratoire expliqué

dans la section 2.4.4.
2.4.6. Préparation de I’homogénat

Apres la pesée de 1’échantillon, I’homogénat du foie et de la rate est préparé en suivant les étapes

expliquées dans la section 2.4.6.
2.4.7. Dosage des marqueurs du stress oxydant

Le dosage des marqueurs du stress oxydant (CAT, SOD, GSH et MDA) au niveau des
homogénats du foie et de la rate et au niveau du plasma, dans le cas de I’arthrite rhumatoide est

effectué en suivant les protocoles expliqués dans la section 2.4.6.
2.4.8. Dosage de la xanthine oxydase

La détermination de I’activité xanthine oxydase au niveau des homogénats du foie et de la rate et
du plasma, dans le cas d’arthrite rhumatoide est effectuée en utilisant la méthode expliquée dans

la section 2.4.7.
3. Analyses statistique

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD et moyennes +
SEM, respectivement. Les valeurs d’ICso (concentration inhibitrice a 50 %) sont calculées par la
méthode de la régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. La
comparaison entre le contréle et les différents tests est effectuée par le test de Student pour les
comparaisons simples ou ANOVA univariée suivie du test de Tukey pour les comparaisons
multiples en utilisant le logiciel Graph Pad. Prism. V 5.00. Les valeurs de p < 0.05 sont

considérées statistiguement significatives.
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Résultats et Discussion

1. Etude de I'activité antioxydante in vitro de la thymoquinone

1.1. Evaluation de I’effet scavenger

Les résultats de 1’effet scavenger de la TQ vis-a-vis aux espéces réactives de 1’oxygene (ERO) :
le radical hydroxyle (OH®), le peroxyde d’hydrogéne (H202) et ’anion superoxyde (0.*") sont

présentés sous-dessous.
1.1.1. Effet scavenger du radical hydroxyle

L'effet scavenger du radical OH® a été estimé en fonction de la concentration de la TQ. Les
résultats obtenus montrent que la TQ est un excellent piégeur du radical OH® d’une maniére
dose-dépendante avec une ICsqo de 1’ordre de 26.3 £+ 0.59 pg/ml (figure 11). Cette capacité anti-
radicalaire reste 05 fois plus faible que celle de 1’acide ascorbique qui possede le meilleur effet

scavenger avec une ICsg de 5.57 + 0.18 pg/ml.
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Figure 11 : Effet piégeur du radical OH® par la TQ et I’acide ascorbique. (Chaque valeur représente la

moyenne de trois essais £ SD, *** : p<0.001).
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1.1.2. Effet scavenger du peroxyde d’hydrogéne

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 12. 1ls montrent que la TQ est un excellent
piégeur du peroxyde d’hydrogene avec une ICso de ’ordre de 11.0 + 0.57 pg/ml. En effet, la TQ
est significativement (p< 0.01) plus efficace que I’acide ascorbique utilisé comme antioxydant de

référence avec une ICsp de I’ordre de 17.5 £ 0.56 pg/ml.
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Figure 12 : Effet scavenger du peroxyde d’hydrogéne par la TQ et ’acide ascorbique. (Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais + SD, **: p<0.01).

1.1.3. Effet scavenger de I’anion superoxyde

Les résultats obtenus dans ce test montrent que la TQ posséde un effet scavenger vis-a-vis de
I’anion superoxyde relativement faible, pour lequel le pourcentage d’inhibition est inférieur a
50%. En effet, son meilleur pourcentage d’inhibition était de 48,55 + 0,68 %. Ce dernier est
obtenu a une concentration de I’ordre de 1 mg/ml. Cependant, 1’antioxydant standard utilisé (acide
ascorbique) exerce un effet scavenger significatif avec une ICsg de 1’ordre de 54.27 £11.23 pg/ml
(figure 13 et tableau II).
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Figure 13 : Effet piégeur de ’anion superoxyde par la TQ et I’acide ascorbique. (Chaque valeur représente
la moyenne de trois essais £ SD).

Tableau Il : Valeurs des ICso de la TQ et de I’acide ascorbique contre 1’anion superoxyde.

Echantillons O2*" (ug/ml)

Thymoquinone Inhibition inferieure a 50%

Acide Ascorbique 54.27 £11.23

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.
1.2. Effet sur la peroxydation lipidique

1.2.1. Test de blanchissement de la p-caroténe

Le but de ce test est d'estimer la capacité de la TQ d’inhiber I’oxydation de la B-caroténe
provoquée par les radicaux libres générés suite a 1I’oxydation de 1’acide linoléique dans I'émulsion.
Les résultats indiquent que la TQ inhibe significativement la peroxydation du p-caroténe. A la
120°™ min, le pourcentage d’inhibition était de 73.58 £ 0.50 %. Cette activité inhibitrice est
significativement inférieure (p < 0.001) a celle du BHA qui manifeste la meilleure activité avec un
pourcentage d’inhibition de 97.2 + 1.28 % (figure 14).
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Figurel4 : Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490 nm en absence et en présence de la TQ par
rapport au contrble positif (BHA) et le contrdle négatif (MeOH). Chaqgue valeur représente la moyenne de
trois essais £ SD, *+~ : p<0.001.

1.3. Pouvoir réducteur

Dans le test du pouvoir réducteur, l'existence d'antioxydant donneur d’élection provoque la
conversion des ions ferriques (Fe®*") en ions ferreux (Fe?*) et conduit a la formation d’une
coloration verte bleuatre du ferricyanide de potassium. L'intensité de la couleur est directement
proportionnelle a la capacité réductrice de l'extrait. Les résultats obtenus montrent que la TQ
exprime un pouvoir réducteur dose dépendant (figure 15) avec une concentration effectrice a 50 %
(ECso) de I’ordre de 713.25 + 7.13 ug/ml. De ce fait, la TQ possede un pouvoir réducteur 109 et
35 fois plus faible que celui de 1’acide ascorbique et du BHT qui possédent respectivement des

ECso de 6.55 + 0.09 et 20.41 + 1.89 pg/ml.
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Figurel5 : Pouvoir réducteur de la TQ et du standards (Vit C et BHT). Les résultats sont représentés sous
forme des ECso. Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD, === : p<0.001.
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1.4. Chélation du fer ferreux

Ce test permet de mettre en évidence la capacité chélatrice de la thymoquinone. Les résultats
obtenus montrent que la TQ n’a pas la capacité de chélater les ions ferreux avant qu’ils soient
complexés avec la ferrozine en comparaison avec ’EDTA (figure 16). La concentration de
I’échantillon qui donne 50 % d’effet chélateur (ECso) est présentée dans le tableau I11. Le meilleur
pourcentage de chélation était de 21.14 + 0.62 %. Cette valeur est obtenue a une concentration tres

élevée de I’ordre de 4 mg/ml (figure 16).
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Figurel6 : Effet chélateur du fer ferreux de la TQ et du standard (EDTA). Chaque valeur représente la
Moyenne de trois essais + SD.

Tableau 111 : Les ECsode 1a TQ et de P’EDTA de la chélation du fer férreux.

Echantillon ECso (ug/ml)
Thymoquinone 21.14 + 0.62 % de chélation maximale
EDTA 6.17 £0.01

Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.

Le stress oxydant est a I’origine de I’induction et /ou de I’amplification de plusieurs maladies chez
I’homme telles que les atteintes hépatiques et 1’arthrite rhumatoide. Pour évaluer D’activité

antioxydante de la thymoquinone in vitro, plusieurs tests ont été choisis.

Les résultats de I’effet scavenger de la TQ vis-a-vis des espéces réactives de I'oxygene comprenant
le radical hydroxyle et le peroxyde d’hydrogéne ont montré une activité significative. En effet,
L’effet scavenger de la TQ contre le peroxyde d'’hydrogéne a montré que la TQ est plus efficace
que l'acide ascorbique. Selon nos connaissances, ’effet scavenger de la TQ contre le peroxyde
d’hydrogene est estimé pour la premiere fois dans le présent travail. En ce qui concerne 1’effet
scavenger du radical hydroxyle, les résultats sont en accord avec ceux de Staniek et Gille (2010)

ainsi que ceux de Badary et ses collaborateurs (2003). Ces derniers ont trouvé une ICso de 44.3 +
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4.5 uM contre le radical hydroxyle, soit une valeur proche de celle trouvée dans cette étude qui est
de I’ordre de 26.3 £ 0.59 pg/ml.

L’efficacité de la TQ en tant qu’antioxydant puissant contre le radical OH® lui confere une grande
importance car le radical OH® est le radical le plus réactif dans le systéme biologique du fait qu’il
est le responsable de I'oxydation des acides gras polyinsaturés des phospholipides des membranes

cellulaires provoquant la peroxydation lipidique et les dommages cellulaires (Naidu et al., 2008).

En revanche, les résultats de I’effet scavenger de 1’anion superoxyde en utilisant un systeme
chimique ont montré que la TQ révele une activité relativement faible, dont le meilleur
pourcentage d’inhibition était inférieur a 50 %. Les résultats concordent avec ceux de Boudiaf et
ses collaborateurs (2016) qui ont montré que la TQ n’a pas un effet scavenger vis-a-vis de 1’anion
superoxyde alors qu’elle a fortement inhibé la production de 1’anion superoxyde par le NADPH
oxydase, dans les neutrophiles polynucléaires humains stimulés par le fMLF (N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine). De méme, la TQ a inhibé significativement la production de
1’0O2* par la xanthine oxydase (Mansour et al., 2002), dont 1’ICs était de I’ordre de hanomolaire.
Tandis que, Badary et ses collaborateurs (2003) ont montré que la TQ est un excellent scavenger
de I’anion superoxyde produit lors de I’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine puis en acide
urique catalysée par la xanthine oxydase avec une ICso de 3.35 + 0.25 pM. Ces résultats ont révélé
que la TQ est un inhibiteur efficace de la production de lI'anion superoxyde dans les systémes

enzymatiques, mais elle est moins efficace dans les systémes chimiques en tant qu’agent piégeur.

D’autre part, les résultats de 1’évaluation du pouvoir réducteur de la TQ révelent qu'elle avait une
faible activité en tant qu'agent réducteur des ions Fe* *en Fe* 2. D’aprés nos connaissances, dans la
littérature, il n’ya pas d’études qui ont évalué le pouvoir réducteur de la TQ. Les résultats obtenus
pour I’évaluation de la capacité chélatrice du fer ferreux montrent que la TQ n’a pas cette capacité
du fait que son meilleur pourcentage de chélation était de 1’ordre de 21.14 + 0.62 %. Ceci pourrait
étre da a la propriété d’hydrophobicité de la TQ. Sahreen et ses collaborateurs (2010) ont montré
que les extraits ou les molécules induisent des effets chélateurs de maniére proportionnelle a la
polarit¢ de leurs solvants. D’ailleurs, Ozen et ses collaborateurs (2011) ont montré que les
groupements hydrosolubles possedent un caractére nucléophile élevé qui leur confére la capacité
chélatrice et que les constituants aqueux sont plus capables d’inhiber la formation du complexe

Fe?* - ferrozine, en séquestrant les ions ferreux avant la ferrozine.

Concernant, l'effet de la TQ sur la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres, les
résultats obtenus révelent que la TQ inhibe significativement la peroxydation lipidique. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par Badary et ses collaborateurs (2003) qui ont montré que

la TQ est un inhibiteur efficace de la peroxydation lipidique avec une ICsode 16.8 £ 1.1 uM. Ces
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résultats pourraient s'expliquer par la capacité de la TQ d’inhiber la peroxydation de I’acide
linoleique suit a son effet scavenger des radicaux libres ou par sa capacité de décomposer les
radicaux hydroperoxydes formés durant 1’oxydation de I’acide linoléique (Naidu et al., 2008). En
fait, Sandhar et ses collaborateurs (2011) ont montré que durant la peroxydation lipidique, les
antioxydants agissent de différentes facons a savoir le piégeage des radicaux libres, la
décomposition des peroxydes et la chélation des ions métalliques. De plus, il a été demontre que la
structure et la lipophilie des antioxydants sont des facteurs favorisant de la propriété antioxydante,
probablement en facilitant 1’incorporation de ces composés dans la phase lipidique de la

membrane (Djeridane et al., 2010).

En plus du caractére lipophile de la TQ qui lui confere la capacité illimitée de franchir les barriéres
physiologiques et d'accéder facilement aux compartiments subcellulaires, la TQ est caractérisée
par la présence d’un noyau quinone qui lui confére des propriétés redox. Ceci favorise ses effets

de piégeage radicalaire (Daba et al., 1998 ; Badary et al., 2003).

En conclusion de cette premiére partie de 1’étude et d’apres les résultats obtenus, on peut déduire
que ’activité antioxydante de TQ est principalement exercée par la capacité de piégeage des
radicaux libres spécifiquement le radical hydroxyle et le peroxyde d’hydrogéne et non pas par la
chélation du fer ferreux (Badary et al., 2003). Ce potentiel antioxydant de la TQ peut étre lié aux

propriétés redox de la structure quinone de la molécule (Badary et al., 2003 ; Daba et al., 1998).
2. Effet anti-inflammatoire in vitro

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vitro de la TQ, la capacité de la TQ d’inhiber la
dénaturation induite de la BSA a été estimée. Les résultats obtenus montrent que la TQ possede
un effet inhibiteur vis-a-vis la dénaturation de la BSA provoquée par I’incubation de la BSA a une
température de 37 °C pendant 20 min puis a 65 °C pendant 10 min. Cet effet est significativement
(p<0.001) plus faible que celui du contrdle positif I’acide diclofénaque (Ac.dic) qui exprime un
pourcentage d’inhibition de 94.14 + 0.92 % a une concentration de 250 pg/ml. Cependant, les
pourcentages d’inhibition obtenus avec la TQ sont de 37.09 + 4.07, 21.53 + 3.05, 10.21 + 1.5 et
10.05 £ 3.26 % a des concentrations de 200, 100, 50 et 25 pg/ml, respectivement (figure 17). Les
concentrations de la TQ supérieures a 200 pg/ml exercent un effet dénaturant vis-a-vis le BSA
(figure 17).
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Figurel?7 : Effet antiarthritique de la TQ et du standard (Acide diclofénaque) in vitro. Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais £ SD, *** : p<0.001.

Les résultats de 1’évaluation de I’effet hémolytique de la TQ montrent que les concentrations
supérieures ou égales a 250 pg/ml sont douées d’une activité cytotoxique vis-a-vis les hématies
des rats. Cela pourrait étre expliqué par 1’effet pro-oxydant de la TQ. Cet effet est enregistré apres
90 min d’incubation. Alors que la Vit C exerce un effet hémolytique au début de I’incubation a
des concentrations supérieures ou egales a 500 pg/ml. Les résultats de 1’effet anti-inflammatoire in

vitro de la TQ montrent une faible activité protectrice.
3. Effet hépatoprotecteur et hépatocuratif de la thymoquinone

3.1. Effet sur les parametres biochimiques hépatiques

Les résultats de dosage des parameétres biochimiques hépatiques ALAT, ASAT et PAL montrent
que I’intoxication des rats males par I’injection intrapéritonéale du CCls induit une augmentation
hautement significative (p < 0,001) de I’activité¢ des enzymes hépatiques ASAT, ALAT et PAL
par 16.42, 22.87 et 1.70 fois, respectivement par rapport au contréle. Ces résultats expriment les
endommages hépatocellulaires accrues dans le foie. Cependant, le prétraitement (le traitement
prophylactique) des rats pendant 07 jours avec la TQ protege les rats contre I'hépatotoxicité
induite par CCls. Cette protection est traduite par une diminution significative de I’activité des
enzymes hépatiques. Le prétraitement avec 2.5 mg/kg/jour a diminué I’activité ASAT, ALAT et
PAL par 89.94 %, 87.80 % et 23.08 %, respectivement. De méme, le prétraitement des rats avec
05 mg/kg/jour a diminué I’activit¢ de ces enzymes par 91.39 %, 89.31 % et 27.06 %,

respectivement par rapport au groupe CCls (figure 18 et tableau 1V).
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Par ailleurs, le traitement curatif des rats pendant 7 jours avec la TQ en utilisant 2.5 et 05
mg/kg /jour indique un pouvoir thérapeutique important contre I'hépatotoxicité induite par CCla.
Ce pouvoir thérapeutique est traduit par une diminution significative de 1’activité¢ des enzymes
hépatiques dans le sérum. Le traitement avec 2.5 mg/kg/jour a diminué ASAT, ALAT et PAL par
94.77 %, 97.19 % et 25.23 %, respectivement. Tandis que, le traitement des rats avec 05 mg / kg/

jour a diminué ’activité de ces enzymes par 94.86 %, 98.27 % et 37.38 %, respectivement par
rapport au groupe CCl, (figure 18 et tableau 1V).
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Figure 18 : Statut des enzymes hépatiques des rats traités avec le CCl4 en présence et en absence de la TQ
(2.5 et 05 mg/kg) pendant 7 jours. Les valeurs sont exprimées en tant que moyennes £ SEM (n=7). ==: p
< 0,001 une différence significative par rapport au groupe controle, #*: p < 0.05, ###: p < 0,001 une
différence significative par rapport aux rats traités avec CCla.
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Tableau IV : Effet de la thymoquinone sur le statut des enzymes hépatiques.

Traitement (mg/kg) ASAT (U/L) ALAT (U/L) PAL (U/L)
Controle 109.00 + 7.94 57.7+6.12 126 + 4.00

Pro 2.5 mg 180,00 + 33.4### 161 + 25.3 ### 1646 £3.70 ™
Pro5mg 154,00 + 13.1%## 141 + 31.3### 156.1+ 17.50 "
Cur25mg 93.60 + 7.30%### 37.1+£2.84%#% 160 £11.3™
Cur 5mg 92.00 £ 5.04### 22.9 £9.34### 134 +15.1 %
CClsseul 1790 £ 97.1™ 1320 +93.7 214 £27.7"™

Les valeurs sont exprimées en tant que moyennes = SEM (n = 7). *** . p < 0,001 une différence significative par
rapport au groupe contrdle, #: p < 0,05,###: p < 0,001 une différence significative par rapport aux rats traités avec
CCl,.

Tableau V : Pourcentage de I’activité hépatoprotectrice et hépatocurative de la TQ contre la toxicité
induite par CCl,.

% de I’activité Traitement ASAT ALAT PAL
Hépatocurative Cur 2.5 mg 100.92 101.63 61.36
Cur 5 mg 101.01 102.76 90.91

Hépatoprotectrice Pro 2.5 mg 95.78 91.82 56.14
Pro 5 mg 97.32 93.40 65.80

3.2. Effet sur les parametres biochimiques rénaux et lipidiques

Les résultats de dosage des parametres rénaux montrent une augmentation significative (p< 0.05)
du taux plasmatique de 1’urée, chez les rats traités avec le CCls par rapport aux rats du groupe
contr6le. Cependant, Le traitement et le prétraitement avec la TQ ont montré une diminution
hautement significative (p < 0,001) a I’exception du prétraitement avec 05 mg/kg/jour. A cette
dose, on note une diminution moins significative (p < 0.05), en comparaison avec le groupe des
rats traités avec le CCls. Alors que, le taux plasmatique de la créatinine ne présente aucune
différence significative entre les différents groupes d’animaux traités par rapport au groupe
contréle (figure 19 et tableau VI).

En ce qui concerne le bilan lipidique, une augmentation hautement significative (p < 0.001) est
enregistrée chez les rats traités avec le CCls, dont les taux des triglycérides et du cholestérol sont
respectivement 3.80 fois 1.91 fois plus élevés que celui enregistré chez les rats du groupe contréle

normal. Cependant, le prétraitement des rats avec la TQ a permis de diminuer significativement (p
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< 0.001) le taux sérique des triglycérides et du cholestérol d’une maniére dose-dépendante (figure
20 et tableau VII). En effet, le prétraitement des rats en utilisant 2.5 et 05 mg /kg/jour a diminué
les triglycérides par 52.95 % et 65.71 %, respectivement. De méme, il a diminué le cholestérol par
37.10 et 38.56 %, respectivement.

Le traitement des rats avec la TQ a permis de restaurer et de maintenir le taux des parametres du
bilan lipidique a des valeurs tres proches a ceux enregistrées chez le groupe contrdle (figure 20 et
tableau VII). Le traitement des rats en utilisant 2.5 et 05 mg /kg/jour a diminué les triglycérides
par 70.91 et 74.08 %, respectivement. De méme, il a diminué le cholestérol par 46.11 et 45.86 %,

respectivement.
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Figurel9 : Bilan rénal des groupes des rats traités avec le CCls en présence et en absence de la TQ (2.5 et 5
mg/kg) pendant 7 jours. Chaque valeur est représentée en tant que moyen = SEM. *: p < 0.05, ™ : p<0.001
une différence significative par rapport au groupe contrdle, #: p < 0.05, ##: p < 0.01, ###: p<0.001 une
différence significative par rapport au groupe traité avec le CCl..

100+ 2504
) T 200
D . I=) e
E a E e
; » #Ees =~ 1504
3 . é sEs § "k
= - - wER
'3 o D 1004 s po
8 ! 9 e gas
=) - D E%::: g2 poy

T T 0- = l..". T
6:69 <>"°°, 669 6:69 ° 0\" s“\g s‘(@ ‘:@Q a“\g
I o & & O 4 ¥ A
o & ¢ ¢ ¢ C & ¢ o

Figure20 : Bilan lipidique des groupes des rats traités avec le CCl, en présence et en absence de la TQ (2.5
et 5 mg/kg) pendant 7 jours. Chaque valeur est représentée en tant que moyen + SEM. ": p < 0.05, ™ :
p<0.001 une différence significative par rapport au groupe controle, #: p <0.05, ##:p < 0.01,###: p<0.001
une différence significative par rapport au groupe traité avec le CCl,.
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Tableau VI : Effet de la TQ sur les paramétres biochimiques rénaux chez les différents groupes
expérimentaux.

Traitement (mg/kg) Urée (g/L) Créatinine (mg/L)
Controle 0.61+0.02 6.53+0.35
Pro 2.5 mg 0.50 + 0.03 ### 6.47 £0.41
Pro 5 mg 0.58 +0.05 * 7.14+£0.17
Cur 2.5 mg 0.45 +0.04 ### 6.26 £0.18 ™
Cur 5mg 0.42 +£0.02 " ### 6.75+£0.40 ™
CClsseul 0.76 +£0.04" 6.55+0.14

Fkk

Chaque valeur est représentée en tant que moyen + SEM. *: p < 0.05, ™" : p < 0.001 une différence significative par
rapport au groupe contréle. #:p <0.05,###: p <0.001 une différence significative par rapport au groupe traité avec

CCla.

Tableau VII : Effet de la TQ sur les parameétres biochimiques lipidiques chez les différents groupes

experimentaux.

Traitement (mg/kg) Cholestérol  (mg/dl) Triglycéride (mg/dl)
Contrdle 43.0 = 1.95 51.5+1.43
Pro 2.5 mg 51.7 +3.06 *** 92.2 £2.22 " ###
Pro5mg 50.5 + 1.15 *## 67.2 +3.18™ ###
Cur 2.5mg 44.3+1.82%%% 57.0 £ 1.86 #*#
Cur 5mg 44.5+1.98%#* 50.8 + 1.56 *##
CClaseul 82.2+1.66 ™ 196 +5.08

*kk

Chaque valeur est représentée en tant que moyen + SEM. *: p < 0.05, ™" : p < 0.001 une différence significative par

rapport au groupe contrle. #*:p <0.05,###: p <0.001 une différence significative par rapport au groupe traité avec
CCl,

3.3. Effet de la thymoquinone sur I’histologie du foie

Les photomicrographies obtenues a partir de I'examen histopathologique sont représentées dans la
figure 21. Les coupes histologiques du foie des rats normaux ont révélé une architecture normale
(figure 21 G). Tandis que ceux du foie des rats traités avec le CCls présentent un aspect
significativement différent a celui des rats du groupe contréle, avec une congestion sévere, une
nécrose étendue des hépatocytes, un cedéme, des zones de stéatose et une infiltration des cellules
inflammatoires diffuses comprenant des mononucléaires, des polynucléaires et des histiocytes
(figure 21 A et B).
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En revanche, le prétraitement avec 2.5 et 05 mg/kg/jour a révélé une protection significative de
I’architecture hépatique traduite par une diminution de l’infiltration des cellules inflammatoires
avec une persistance de discrétes nécrose et infiltration, respectivement (figure 21 C et D). En
outre, les animaux traités avec 2.5 et 05 mg/kg/jour présentent une architecture hépatique similaire
a celle des animaux normaux. On note clairement la disparition de toutes les Iésions hépatiques, a

I’exception d’une discréte congestion observée avec 1a dose 2.5 mg/kg/jour (figure 21 E et F).

Les coupes histologiques des reins n’expriment aucune Iésion tissulaire a 1’exception de la
présence de discrétes congestions chez tous les groupes de rats traités avec le CCls en présence ou
en absence du prétraitement et du traitement avec 2.5 et 05 mg/kg de la thymoquinone (figure 22).

Le groupe contrdle des rats normaux présente une architecture normale des reins (figure 22 B).
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A : (Contrdle) : Architecture tissulaire normale. B :
(CCly seul) : congestion sévére, nécrose, cedéme et
stéatose, C : (CCls seul) : Infiltration des cellules
inflammatoires et des histiocytes. D : (Pro 2.5 mg) :
Nécrose et infiltration des cellules inflammatoires. E :
(Pro 5 mg) : Infiltration des cellules inflammatoires
moindre. F : (Cur 2.5 mg) : congestion moindre. G :
(Cur 5 mg) : Restauration de 1’architecture tissulaire

normale.

(G)

Figure21 : Coupes histologiques du foie des groupes des rats traités avec le CCls en présence et en absence
de la TQ (2.5 et 05 mg/kg) pendant 7 jours. X100.

A: CCly B: Controéle
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Figure 22 : Coupes histologiques des reins des rats traités avec le CCl, en présence et en absence de la TQ
par rapport ceux normaux. X 100.

3.4. Effet de la thymoquinone sur le statut des marqueurs du stresse oxydant
Les marqueurs du stress oxydant évalués dans ce travail sont la CAT et la SOD en tant que
marqueurs enzymatiques et le GSH et le MDA en tant que marqueurs non enzymatiques. Le statut

des différents marqueurs est évalué dans le cas de 1’hépatotoxicité induite par CCls au niveau de

I’homogénat du foie et au niveau du plasma.
3.4.1. Statut des marqueurs du stress oxydant au niveau de I’homogénat du foie

Le statut des marqueurs du stress oxydant dans le cas de I’hépatotoxicité chez les rats traités avec
le CCls en présence et en absence de la TQ est évalué par dosage colorimétrique. Les résultats
obtenus sont présentes dans la figure 23 et le tableauVIIlI.
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L’hépatotoxicité induite par CCls est accompagnée par une augmentation hautement significative
(p< 0.001) du MDA (174 = 3 nmol/g tissu par rapport a 76.9 £ 15.3 nmol/g tissu du groupe
controle) et une diminution du taux de GSH (50.2 + 8.78 pumol/mg par rapport a 56.3 + 5.58
umol/mg du groupe contréle). Par ailleurs, une diminution de 1’activité des enzymes (CAT et
SOD) est constatée chez les rats du groupe intoxiquées par CCls, en comparaison avec le groupe
contréle (4.25 + 0.49 par rapport a 7.09 = 0.75 U/mg protéine et 42.0 £ 05.56 par rapport a 79.9 £
08.31 U/mg protéine, respectivement).

Les résultats du prétraitement prophylactique et du traitement curatif des rats avec la TQ en
utilisant 2.5 et 05 mg/kg/jour pendant 7 jours ont montré que la TQ a diminué significativement
(p< 0.001) le taux du MDA par rapport au groupe traité avec le CCls. La diminution la plus
importante est observée avec le traitement curatif que ce soit pour la dose de 2.5 ou celle de 05

mag/kg/ml.

Concernant I’activité des enzymes antioxydantes (CAT et SOD), le traitement avec la TQ, que ce
soit pour visée prophylactique ou curative, a conduit a une augmentation significative avec la dose
de 05 mg/kg/jour (p < 0.01, p < 0.05, respectivement) par rapport au groupe traité avec le CCla.
L’augmentation de 1’activité des enzymes antioxydantes la plus importante est enregistrée avec la
dose de 05 mg/kg/jour. L’activité de la CAT étaient de 10.7 = 1.25 U/mg protéine et 10.3 £ 1.25
U/mg protéine, alors que celle de la SOD étaient de 80.7 £ 16.65 U/mg protéine et 81.9 + 08.59

U/mg protéine, respectivement.

Les traitements prophylactique et curatif avec la TQ n’a pas permis le rétablissement du taux du
GSH. Les deux traitements appliqués avec la dose de 2.5 mg/kg/jour ont montré une diminution
significative (p < 0.01, p < 0.05, respectivement) par rapport aux rats traités avec le CCls. La dose
de 05 mg/kg/jour a permis d’observer une augmentation significative du taux du GSH par rapport
celui obtenu avec 2.5 mg/kg/jour. Les résultats semblent suggérer que la TQ induit une

augmentation du GSH d’une maniére dose-dépendante.

64



Résultats et Discussion

Tableau VIII : Effet de la thymoquinone sur le statut hépatique des marqueurs du stress oxydant.

Traitement Homogénat du foie
(mg/kg) Catalase SOD GSH MDA

(U/mg protéine) (U/mg protéine) (umol/mg protéine) (nmol/g Tissu)

Controle 7.09 £0.75 79.9 £ 08.31 56.3 +5.58 76.9+15.3

Pro 2.5 mg 5.76 £0.87 " 71.4 £08.29 ™ 17.9 £3.20 ***## 64.9 £ 18.1%##

Pro5mg 10.7 £1.25 ## 80.7 +16.65% 49.1+4.69" 62.3+8.36"*"

Cur25mg |8.09+1.24"m 69.0 £ 08.55 ™ 21.7 £4.02 **# 55.2 + 8.81###

Cur 5mg 10.3+1.25## 81.9+08.59% 46.0+6.10™ 55.9 + 3.43 ###

CCly4 4.25+0.49 ™ 42.0 £ 05.56 * 50.2 £8.78 " 174 £ 3.71%**

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n=7); *: p <0.05, ** : p < 0.01, *** : p <0.001 une différence

significative par rapport le groupe de rats contrdle, #: p < 0.05, ##'p < 0.01, ###: p<0.001 une différence significative

par rapport le groupe traité avec CCly.
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Figure 23 : Effet de la thymoquinone sur le statut hépatique des marqueurs du stress oxydant. Les valeurs
sont exprimées en moyenne £ SEM, (n =7) ; ** : p<0.01, *** : p<0.001 une différence significative par rapport au
groupe contréle des rats, *##: p<0.001 une différence significative par rapport au groupe traité avec le CCl,.
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3.4.2. Statut des marqueurs du stress oxydant au niveau du plasma

Les résultats de dosage des marqueurs du stress oxydant au niveau du plasma ont montré une
l1égére diminution de 1’activité des enzymes antioxydantes (CAT et SOD) et du taux de GSH. Par
contre, une augmentation significative (p < 0.001) du MDA est observée chez les rats traités avec
le CCl4 (3.42 £ 0.43 nmol/ml par rapport a 0.97 £ 0.13 nmol/ml du groupe contréle). En revanche,
le traitement et le prétraitement avec la TQ des rats intoxiqués par CCls ont permis de restaurer et
de maintenir les activités des enzymes antioxydantes et le taux plasmatique du GSH et du MDA (p
<0.001) a des valeurs tres proches de celles observées chez le groupe contréle. Cette restauration

était dose-dépendante (figure 24 et tableau 1X).
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Figure 24 : Effet de la Thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydatif au niveau du plasma.
Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n = 7) ; = : p<0.001 une différence significative par
rapport le groupe de rats controle, ###: p<0.001 une différence significative par rapport le groupe traité avec
CCla.

66



Résultats et Discussion

Tableau IX : Effet de la thymoquinone sur le statut plasmatique des marqueurs du stress oxydant.

Plasma

Traitement (mg/kg) | Catalase (U/ml) SOD (U/ml) GSH (umol/ml) | MDA (nmol/ml)
Contréle 0.054 £ 0.004 1.12 +£0.03 0.66 £ 0.07 0.97+£0.13

Pro 2.5 mg 0.066 £ 0.005 ™ 1.08 £0.01 " 0.58+0.15"™ 1.51 £0.20 ###
Pro5mg 0.066 +0.006 " 1.21£0.06 % 0.73+£0.09™ 1.32£0.36 ###
Cur 2.5 mg 0.059 +0.004 ™ 1.05+0.04 ™ 0.54 £ 0.04 ™ 1.57 £0.12 ###
Cur5mg 0.061 £0.002 ™ 1.18+£0.04 ™ 0.63+0.09 "™ 1.22 +0.23 ###
CCl, 0.045 £ 0.008 ™ 1.04 £0.02 " 0.62 £ 0.08 " 3.42 + 0.43 ***

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM, (n=7) ; *: p <0.05, ** : p <0.01, *** : p <0.001 une différence
significative par rapport au groupe contrdle des rats, *##: p < 0.001 une différence significative par rapport au groupe
traité avec le CCla.

3.5. Effet de la thymoquinone sur ’activité xanthine oxydase

L’activité de la xanthine oxydase (XO) dans le cas de I’hépatotoxicité induite par CCls est évaluee
dans I’homogénat du foie et le plasma. Les résultats obtenus présentés dans la figure 25 et le
tableau X montrent que 1’hépatotoxicité est accompagnée par une augmentation significative de
I’activité de la XO (p < 0.001) par rapport a celle du groupe contréle. Dans I’homogénat du foie,
I’activité XO mesurée chez le groupe des rats traités avec le CCl, était de 0.198 + 0.006 U/mg de
protéine, alors que celle du groupe controle était de 0.082 + 0.015 U/mg de protéine. De méme,
I’activité XO dans le plasma des rats traités avec le CCl, était de 0.189 + 0.016 U/ml par rapport a
0.091 + 0.017 U/ml du groupe contréle.

Par ailleurs, les traitements prophylactique et curatif avec 2.5 et 05 mg/kg/jour de la TQ des rats
intoxiqués par CCls provoquent une diminution dose-dépendante de 1’activité XO. Au niveau de
I’homogénat du foie, le traitement curatif avec 05 mg/kg/jour a permis de maintenir 1’ activité de la
XO a une valeur comparable a celle enregistrée chez le groupe contrdle (0.094 + 0.016 U/mg de
protéine par rapport a 0.082 + 0.015 U/mg de protéine). De méme, les traitements prophylactique
et curatif ont conduit & une diminution dose-dépendante de I’activité XO dans le plasma, mais elle
reste supérieure a celle enregistrée chez le groupe controle. La meilleure diminution de 1’activité
XO est enregistrée avec le traitement curatif en utilisant 05 mg/kg/jour de la TQ qui a donné une
activité de 0.136 + 0.008 U/ml par rapport a 0.091 + 0.017 U/ml du groupe contréle.
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Figure 25 : Effet de la TQ sur I’activité xanthine oxydase dans le cas de 1’hépatotoxicité induite par CCla.
Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM, (n = 7) ; *=: p < 0.05, == : p < 0.001 une différence
significative par rapport au groupe contrdle des rats, ##: p < 0.01, ###: p < 0.001 une différence significative
par rapport au groupe traité avec le CCla.

Tableau X : Effet de la TQ sur I’activité xanthine oxydase dans le cas de I’hépato-toxicité induite par CCl..

Traitement Homogénat Plasma
XO (U/mg de protéine) XO (U/ml)
Controle 0.082 + 0.015 0.091 £ 0.017
Pro 2.5 mg 0.127 £0.014## 0.162 +0.015 *
Pro5mg 0.114 +0.017 ### 0.151 £0.011™
Cur 25 mg 0.107 £0.016 ### 0.153+0.018 ™
Cur5mg 0.094 £ 0.016 ### 0.136 +0.008 "™
CCly seul 0.198 + 0.006 *** 0.189 £ 0.016 ***

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n =7) ; *: p < 0.05, *** : p < 0.001 une différence significative par
rapport au groupe contréle des rats, *#: p < 0.01, ###: p < 0.001 une différence significative par rapport au groupe
traité avec le CCla.

L'hépatotoxicité induite par CCls est largement utilisée comme modé¢le d’étude des lésions
hépatiques expérimentales chez le rat (Chopra et al., 1972), du fait que le foie est le principal site
de sa biotransformation. Ce modele d’hépatotoxicité est le résultat de la déshalogénation réductrice
dépendante du cytochrome Paso (McCay et al., 1984), pendant lequel le CCls induit des lésions
hépatiques chez le rat suite a sa biotransformation par le systtme du cytochrome Paso en
trichlorométhyl (CCls®). C’est un radical libre hautement réactif, qui réagit rapidement avec
I'oxygéne moléculaire pour produire le trichlorométhylperoxyl (CClz0.°*). Ces radicaux hautement
toxiques peuvent réagir avec les macromolécules cellulaires; protéines, ADN et lipides
membranaires puis induire 1’oxydation des acides gras insaturés des phospholipides présents dans

la membrane cellulaire, entrainant une peroxydation lipidique au niveau des membranes des
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hépatocytes (Recknagel et al., 1989 ; Weber et al., 2003), perturbant ainsi I’homéostasie du Ca?*

qui provoquent la destruction des cellules hépatiques (Jaeschke, 2011).

Cette ¢étude est la premicre a déterminer l'effet hépatoprotecteur associ¢ a I’effet hépatocuratif de
la TQ contre la toxicité induite par CCls. La toxicité induite par CCls est estimée par 1’évaluation
des parametres biochimiques (hépatiques, rénaux et lipidiques), des études histologiques du foie et
des reins, des marqueurs du stress oxydant (SOD, CAT, GSH et MDA) et par 1’évaluation de

I’activité xanthine oxydase.

Les résultats obtenus montrent que I'népatotoxicité induite par CCls a permis d’enregistrer une
augmentation significative des taux sériques des parameétres biochimiques hépatiques : ASAT,
ALAT et PAL de 16.42, 22.87 et 1.70 fois, respectivement. Cette augmentation des transaminases
intracellulaires est un indicateur de la fragilité de la membrane plasmatique des hépatocytes
responsable de 1’élévation de leur taux plasmatique (Lin et al., 2008 ; Kumawat et al., 2012 ;
Hurkadale et al., 2012) En outre, I’augmentation significative de I’ALAT constitue le meilleur
parameétre pour détecter les lésions hépatiques lors des atteintes aigués (Fiedman et Keefe, 2004 ;
NKkosi et al., 2005). L’augmentation du taux sérique de la PAL qui est normalement libérée dans la
bile peut étre expliquée par I’obstruction des voies biliaires (Girish et Pradhan, 2012) ou
également par les lésions tissulaires (Farida et al., 2012). En effet, I’augmentation de I’activité des
enzymes hépatiques peut étre expliquée par une perturbation accrue des fonctions hépatiques

associees aux détériorations tissulaires (Abirami et al., 2015).

Une augmentation significative du taux plasmatique des triglycérides et du cholestérol est
observée chez les rats traités avec le CCls, Elle pourrait étre expliquée par la présence de
perturbations des mécanismes d’association des triglycérides avec I’apoprotéine appropriée pour
former la molécule porteuse (lipoprotéine) (Tiwari et al., 2014 ; Shanmugam et al., 2016). De
méme, le taux d’urée augmenté sous 1’effet de CCls explique un catabolisme accru des protéines
et/ou un probléme de sécrétion au niveau des hépatocytes (de Andrade Belo et al., 2012 ; Shakya
et al., 2012). En effet, Saba et ses collaborateurs (2010) ont démontré que I’augmentation du taux
de I'urée et de la créatinine est due a I’activation du catabolisme des protéines au cours de

I’hépatotoxicité.

Les résultats de la présente étude (Bilan hépatique, rénal et lipidique) sont en accord avec d’autres
¢tudes précédentes qui ont montré que I’intoxication hépatique avec le CCls induit une
augmentation des taux sériques des transaminases hépatiques (ASAT et ALAT) et de la
phosphatase alcaline (PAL) (Naziroglu et al., 1999 ; AL-Shabanah et al., 2000 ; Teocharis et al.,
2001 ; Brai et al., 2014).
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Le traitement prophylactique ou curatif des rats avec la TQ montre une diminution significative
des enzymes hépatiques, dont I'effet hépatocuratif est le plus efficace car il a diminué le taux des
enzymes hépatiques a des niveaux comparables aux valeurs normales. Ceci est une indication de
I’intégrité de la membrane plasmique et de la réparation des 1¢ésions tissulaires hépatiques causées
par CCls. Les résultats obtenus sont concordes avec ceux de Manssour et ses collaborateurs
(2001), qui ont montré que le prétraitement avec la TQ (12.5 mg/kg) des souris intoxiquées par
CCls a diminué significativement 1’activité des enzymes hépatiques. De méme, Nagi et ses
collaborateurs ont démontré en 1999 que I’administration de 100 mg/kg immédiatement avant
I’administration du CCls a protégé les hépatocytes. Daba et Abdel-Rahman (1998) ont montré
également que le traitement des hépatocytes isolés intoxiquées par TBHP a diminué

significativement 1’activité des enzymes hépatiques.

De méme, le traitement prophylactique et curatif avec la TQ a permis de restaurer le taux
plasmatique des triglycérides, du cholestérol et de I'urée. Dans la littérature il n’ya pas des études
menées sur l’effet de la TQ sur ces paramétres a I’exception de celle de Aycan et ses
collaborateurs (2015) qui ont montré que la TQ induit la diminution du taux plasmatique de 1’urée

dans un mode¢le de néphrotoxicité induite par 1’acétaminophene.

L'évaluation histopathologique a révelé des lésions histologiques significatives dans le tissu
hépatique des rats traités avec le CCls telles que la stéatose, qui est expliquée par I'accumulation
des triglycérides dans les hépatocytes, le stress oxydant et les anomalies du métabolisme des
acides gras peuvent également participer a cette pathologie (Pol, 2009 ; Upadhyay et al., 2010).
Deux formes de stéatoses hépatiques peuvent étre distinguées ; la stéatose microvésiculaire et la
stéatose macrovésiculaire. La stéatose microvésiculaire caractérisée par la présence de nombreuses
microvesicules lipidiques dans le cytoplasme des hépatocytes. Ces gouttelettes sont de taille
inférieure a celle du noyau. La stéatose macrovésiculaire, lorsque les gouttelettes lipidiques a
I’intérieur des hépatocytes grandissent. La stéatose microvésiculaire est le résultat de 1’inhibition
importante de la dégradation des lipides par la B-oxydation mitochondriale (EI-Badry et al., 2007 ;
Yerian, 2012). Par contre la stéatose macrovésiculaire est le résultat de 1’inhibition modérée de la
B-oxydation mitochondriale et de 1’augmentation de la synthése de novo de lipides et une

diminution de I’export des triglycérides par une altération de la sécrétion de VLDL (Fromenty et
al., 2003).

La nécrose hépatocytaire est expliquée par la cytolyse des hépatocytes et la destruction
membranaire. En effet, Ward et Daly (1999) ont montré que 1’augmentation importante (10 fois

par rapport aux valeurs normales) des transaminases refléte une cytolyse hépatique.
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Les résultats de I’étude histologique du foie obtenus dans le présent travail sont concordes avec les
rapports précédents sur I'hépatotoxicité induite par CCls (Boll et al., 2001 ; Brai et al., 2014). Le
prétraitement par la TQ améliore significativement I’architecture du foie. Les animaux traités avec
la TQ selon un procédé curatif présentent une structure du tissu hépatique similaire a celle des rats
normaux. Ces résultats sont en faveur d’effet hépatocuratif significatif. Cependant, Une
amélioration moins significative des lésions hépatiques provoqueées par le CCls est observée suite

au traitement prophylactique. Ces résultats suggerent un effet hépatoprotecteur modéré de la TQ.

L’évaluation quantitative des taux plasmatiques des enzymes hépatiques, associé¢e a 1’examen
histologique des hépatocytes fournissent une bonne évaluation des lésions hépatiques provoquées
par CCls ou de la régenération fournit par le traitement avec la TQ. On suppose que I’activité
antioxydante de la TQ a bloquée I'effet des radicaux libres libérés suite a la biotransformation du
CCl, provoquant la peroxydation lipidique et donc la fragilité membranaire des hépatocytes
(Aycan et al., 2014). L’effet scavenger des radicaux libres et I’inhibition de la peroxydation
lipidique (Houghton et al., 1995 ; Nagi et Mansour, 2000 ; Manssour et al., 2001), l'effet anti-
inflammatoire de la TQ via la prévention de la génération des eicosanoides, tels que le
thromboxane B2 et le leucotriene B4 (Houghton et al., 1995 ; Nagi et al., 1999) pourraient étre
des facteurs contribuant a ses effets hépatoprotecteurs et hépatocuratifs possibles. L’effet
hépatoprotecteur de la TQ peut étre également expliqué par son effet inhibiteur vis-a-vis du
cytochrome Passo, comme il pourrait étre rendu a sa transformation en thymohydroquinone et
glutathionyl-hydrothymoquinone dans le foie. Ces derniers sont connus par leur pouvoir
antioxydant et anti-inflammatoire (Khalife et Lupidi, 2007).

Les résultats de I’évaluation des marqueurs du stress oxydant montrent que I’intoxication des rats
avec le CCls a conduit a une diminution de la CAT, la SOD et le GSH, alors qu’une augmentation
hautement significative du taux de MDA est enregistrée au niveau de ’homogénat et du plasma.
L’augmentation du MDA refléte un puissant stress oxydant qui conduit a des lésions tissulaires et
une défaillance des mécanismes de défense antioxydante. Le MDA est considéré comme un
marqueur de la peroxydation des lipides. De plus la diminution de 1’activité de ces enzymes est a
I’origine de 1’augmentation de la lipopéroxydation dont le produit final est le MDA. Ce dernier
provoque la perte de la fluidité et de I’intégrité membranaire et finalement la perte des fonctions
des hépatocytes (Halliwell, 2001).

Les résultats de la présente étude montrent que le taux du MDA hépatique et plasmatique a
diminué de facon significative suite au traitement curatif et prophylactique avec la TQ. Ces
résultats révelent que la TQ peut protéger le foie contre la toxicité du CCls. Cette protection

pourrait étre due a I’inhibition de la peroxydation lipidique (Goel et al., 2005). Les résultats
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concordent avec ceux de Nagi et ses collaborateurs (1999) et Nili-Ahmadabadi et ses
collaborateurs (2011) qui ont montré une diminution significative du MDA suite au traitement
avec la TQ dans le cas de I’hépatotoxicité induite par CCls chez le rat.

L’activité de la catalase et celle de la SOD sont diminuées apres 1’intoxication des rats par CCly
Les radicaux libres produits au cours de la biotransformation du CCls inactivent I’expression des
enzymes antioxydantes, en réduisent les taux d’enzymes antioxydantes conduisant a un stress
oxydant, responsable de la totalité des lésions hépatiques (Singh et al., 2015). Cette diminution de
I’activité des enzymes antioxydantes est a 1’origine de 1’augmentation de la peroxydation lipidique
traduite par ’augmentation du MDA. Le taux du GSH est diminué suite a I’intoxication des rats
par CCls. Cette diminution peut étre expliquée par son oxydation par les radicaux libres libérés

lors de la biotransformation du CCl, et la peroxydation lipidique (Jackson et al., 2004).

Le traitement curatif et prophylactique des rats a permis de restaurer I’activité de la CAT et de la
SOD. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés auparavant par Manssour et ses
collaborateurs (2001) et EL-Tawil et Moussa (2006) qui ont montré que le CCls induit une
diminution du GSH avec une augmentation du MDA, alors que le traitement avec la TQ a permis
de restaurer le taux du GSH et du MDA a des valeurs similaires a celles du groupe contréle. Les
résultats sont également en accord avec ceux de Zafeer et ses collaborateurs (2012) et Al-Malki
et Sayed (2014) qui ont montré que la TQ restaure 1’activité de la CAT, de la SOD et du GSH
dans le cas de I’hépatotoxicité induite par le cadmium et le Cisplatine, respectivement. De méme
Fouda et ses collaborateurs (2008) ont montré que la TQ exerce un effet hépatoprotecteur contre la
toxicité induite par la cyclophosphamide. Suddek (2014) a montré I’efficacité de la TQ contre

I’hépatotoxicité induite par le tamoxifen chez les rats femelles.

L’¢évaluation de I’activité Xanthine oxydase dans le cas de 1’hépatotoxicité est effectuée pour la
premicre fois dans le présent travail. Les résultats obtenus que ce soit dans 1’homogénat ou dans le
plasma révélent une augmentation significative de la XO suite a 1’intoxication des rats par le CCla.
Cela peut étre expliqué par la transformation du XOR en XO. Une fois la XOR est libérée dans le
plasma, elle est rapidement convertie en forme oxydase XO génératrice potentielle des especes

réactives de 1’oxygene (Martin et al., 2004)

Au cours de I’inflammation, la XOR est activée par différents médiateurs inflammatoires, tels que
le TNF-a et I'IL-1, qui provoquent la conversion de la XDH en XO (Harrison, 2002 ; Meneshian et
Bulkley, 2002 ; Batteli et al., 2014b). Les neutrophiles activés causent également une conversion

irréversible de la forme XDH en forme XO dans les cellules endothéliales (Richard et al., 2007).

Le traitement curatif et prophylactique a permis de diminuer significativement I’activité XO. Cet
effet pourrait étre expliqué par I’effet antioxydant et anti-inflammatoire de la TQ. Ce dernier peut
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étre rendu a son effet sur les cytokines interviennent dans I’activation de la conversion de la XDH
en XO. En effet, Al-Malki et Sayed (2014) ont montré que la TQ induit la réduction du TNF-a,

I'IlL-1dans un modéle d’hépatotoxicité induite par le Cisplatine.

Finalement, on peut déduire que la TQ posséde un effet hépatocuratif significatif, sans oublier son
effet hépatoprotecteur important. Cela pourrait étre rendu a son effet antioxydant, soit par son effet
scavenger des radicaux libres, inhibiteur de la peroxydation lipidique et par sa capacité d’induire
une régulation positive du systeme antioxydant (CAT, SOD et GSH) qui ont subi une défaillance
suite au stress oxydant lors de I’hépatotoxicité induite par le CCls chez le rat. Les effets
hépatoprotecteur et hépatocuratif peuvent étre rendus également a 1’effet anti-inflammatoire de la
TQ démontré dans plusieurs études. La régulation négative de 1’activité xanthine oxydase peut étre

impliquée dans I’effet hépatoprotecteur et hépatocuratif le fait que la XO génere des ERO.

4, Effet de 1a thymoquinone sur I’arthrite rhumatoide

4.1. Etude de I’hépatotoxicité et la néphrotoxicité

L’hépatotoxicité et la néphrotoxicité des doses testées sont évaluées par le dosage des marqueurs
d’intégrité hépatique (ASAT, ALAT et PAL) et rénale (urée et créatinine) ainsi que par 1’étude

histologique du foie, des reins et de la rate.
4.1.1. Etude des parametres biochimiques

Le dosage des marqueurs d’intégrité hépatique et rénal montre que le bilan hépatique, soit le taux
des marqueurs hépatiques ALAT, ASAT, et PAL révelent 1’absence de I’hépatotoxicité, du fait
qu’il n’ya aucune variation significative observée chez les différents groupes expérimentaux
(figure 26 et tableau XI).

Cependant, le bilan rénal, en termes du taux de 1’urée et de la créatinine, présente une diminution
significative chez les rats arthritiques (p<0.001 et p<0.01, respectivement) par rapport au groupe
contréle. Le traitement avec la TQ en utilisant 05 et 10 mg/kg de la TQ pendant 40 jours a montré
une augmentation dose-dépendante de la créatinine (Créat) alors que le taux plasmatique de 1’urée

n’a pas été amélioré par rapport au groupe des rats arthritiques (figure 27 et tableau XI).
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Figure 26 : Bilan hépatique (ASAT, ALAT et PAL) des groupes des rats arthritiques en presence et en

absence de la Thymogquinone par rapport au groupe contréle. Chaque valeur est représentée en tant que

moyen = SEM.
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Figure 27 : Bilan rénal des groupes des rats arthritiques en présence et en absence de la Thymoquinone par
rapport au groupe contréle. Chaque valeur est représentée en tant que moyen + SEM. *«: p< (.01 et ==+ p<
0.001.

Tableau XI : Bilan hépatique et rénal des groupes des rats arthritique traités et non traités avec la
Thymogquinone par rapport au groupe de rats normaux.

Traitement ASAT (U/L) ALAT (U/L) PAL (U/L) | Urée (g/L) Créat (mg/L)

Controle 109 £ 6.01 578+439 126 +£4.00 0.61 +0.02 6.53 £0.35

Arthrite 132+587™ 58.6+7.00™ 134.6+2.70" | 0.42 £0.01***  4.05 + 0.44**

TQ (G mgkg) | 114+11.0"™ 488+1.94"™ 129+11.31™ |0.46+0.01*** 549 +0.24 ™

TQ (10mg/kg) | 89.7 £+14™ 5320+0.40"™ 124+11.19™ | 0.38 £0.03*** 522+0.36 ™

Chaque valeur est représentée en tant que moyen = SEM. ** p<0.01 et ***: p< 0.001.
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4.1.2. Etude histologique

Sur le plan histologique, les doses utilisées de la TQ ne présentent aucun signe de toxicité, ni au
niveau hépatique ni rénal ni splénique, ce qui se manifeste par I’absence de I¢€sions tissulaires et du
changement structurel par rapport au groupe contrdle, a I’exception d’une discréte congestion non
pathologique enregistrée a la fois chez les rats arthritiques et traités avec la TQ. Ceci suggere qu’il
n’y’ a pas d’altération fonctionnelle liée aux changements structuraux du tissu (figures 28, 29 et
30 respectivement). Concernant les coupes histologiques de la rate, les résultats montrent une

hyperplasie folliculaire chez les rats du groupe arthritique, une hyperplasie moindre au niveau des

follicules lymphoides est enregistrée chez les rats traités avec la TQ.

A : Arthritiques B : Controle

C : 05 mg/kg D : 10 mg/kg

Figure 28 : Coupes histologiques du foie des rats ; A : groupe arthritique, Congestion. B : rats normaux,
tissu hépatique normal, C : Rats arthritiques traités avec 05 mg/kg/jour, tissu hépatique conservé. D : Rats
arthritiques traités avec 10 mg/kg/jour, tissu hépatique conservé.
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(®) (D)

Figure 29 : Coupes histologiques des reins des rats ; A : Rats arthritique, Congestion. B : Rats
normaux tissu rénal normal. C : Rats arthritique traités avec 05 mg/kg/jour, Congestion. D : Rats
arthritiques traités avec 10 mg/kg/jour, congestion et infiltrat inflammatoire.
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(A) (B)

€ (D)

Figure 30 : Coupes histologiques de la rate des rats ; A: Normaux. B : arthritique, une hyperplasie
splénique importante. C : Arthritique traités avec 05 mg/kg/jour, congestion et hyperplasie folliculaire
modérée. D : Arthritique traités avec 10 mg/kg/jour, congestion et hyperplasie moindre.

4.2, Evolution de ’arthrite induite chez le rat

4.2.1. Taux plasmatique des marqueurs de I’inflammation

Pour diagnostiquer I’inflammation au cours 1’arthrite rhumatoide, le taux plasmatique des facteurs
rhumatoides et des ASLO a été déterminé. Le dosage qualitatif et quantitatif de la CRP et la
détermination de la formule et numération sanguine (FNS) ont été également effectués. Les

résultats obtenus sont présentés dans la figure 31.

L’arthrite rhumatoide est accompagnée par une augmentation significative (p<0.001) des facteurs
rhumatoides (FR) et des ASLO, en comparaison avec le groupe contréle. Les résultats de dosage
qualitatif et quantitatif de la CRP étaient négatifs. Le traitement des rats avec la TQ a permis de

restaurer le taux de ces parametres a un niveau similaire a celui enregistré chez les rats du groupe
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contrble. Les résultats de la formule et numération sanguine ont montré une augmentation
significative (p<0.05) des globules blancs (GB), les plaquettes (PLT) et les lymphocytes (LY M).
Une augmentation hautement significative (p<0.01) des granulocytes (GRAN), MID et MID% est
enregistrée chez les rats arthritiques en comparaison avec les rats du groupe contréle normal.
Cependant, le traitement avec la TQ pendent 40 jours a diminué ces parametres d’une maniere
dose-dépendante, dont le traitement avec 10 mg/kg/jour a permis de les restaurer et maintenir a

des valeurs similaires aux celles du groupe contrdle (Tableau XII).
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Figure 31 : Taux plasmatique des facteurs rhumatoides (FR) et I’ASLO des rats arthritiques et traités. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n = 7) ; ==+ : p<0.001 une différence significative par rapport
le groupe de rats contrble, # # #: p<0.001 une différence significative par rapport le groupe des rats
arthritiques.
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Tableau XI1 : Effet de la thymoquinone sur la formule et numération sanguine (FNS).

Paramétres Contréle Arthrite 5mg 10 mg
GR (1012/L) 8.0+0.28 712 +1.44 7.23£0.70 7.71+£0.81
VGM 53.36 £ 2.07 5154 +2.21 52.55 £1.77 52.56 £ 1.77
IDR% 15.04 £ 0.53 17.59 + 1.50 16.28 +1.14 15.90+£ 0.5
IDRa 35.40+£1.76 37.13+£3.2 36.27 £2.6 35.68 £1.09
HCT (%) 42.62 +£1.26 36.44 +£6.48 37.97 £3.63 40.28 £2.78
PLT (10%L) 524.60 +43.92 700+£39.8* 675.7 +49.8 666.60 + 102.60
VPM 6.30 £ 0.2 6.20 £0.23 6.02 +0.16 6.20 £0.13
IDP 9.14+£0.25 9.04 £0.29 8.83+0.21 9.02+0.19
PTC (%) 0.33+0.03 0.43 +0.04 0.44 +0.13 0.41 £0.05
LPCR (%) 5.42 £0.54 4,70+ 1.37 4,13 +0.67 4.56 +0.67
GB (10%L) 7.30 +0.88 10.39+1.59 * 9.30 £ 9.30 7.08+1.21#%
HGB (g/dl) 1452 +0.38 122+22 13.0+£1.2 14.0 £1.00
TCMH (pg) 18.2+0.5 17.4+0.6 17.9+03 18.3+0.6
CCMH (g/dl) 341+04 33.8+0.4 34.1+0.8 34.8+0.2
LYM (10°/L) 5407 65+13* 6.1+12 52+09%*
GRAN (10%L) | 1.1+0.2 2.4+05** 2.0+0.5 1.1+0.2##
MID (10%L) 0.7£0.1 1.4+03** 12+0.3 0.8 £ 0.2##
LYM% 744 +3 62.7+54 65.8+8 73531
GRA% 16.6 £2.7 24.3+5.2 22.21+6.2 16.3+2.4
MID% 9.0+£0.9 129+15* 120+2.1 10.2+0.9

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n = 7) ; *: p<0.05, ** : p<0.0lune différence significative par

rapport aux rats du groupe contréle, ##:p<0.01 une différence significative par rapport le groupe des rats arthritiques.
4.2.2. Evolution du score arthritique

Le score arthritique est utilis€¢ pour suivre I’évolution du gonflement des pattes du rat. C’est un
parametre qui décrit I’inflammation des différentes articulations des pattes de 1’animal, en fonction
du temps mis pour developper les signes cliniques de I’inflammation (gonflement) au niveau des

pattes postérieures et antérieures des différents groupes expérimentaux. C’est la maniére élaborée
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pour valider ce modele de I’arthrite expérimentale chez le rat. La figure 32 présente 1’évolution du
score total, soit le score moyen des différents rats du groupe. Le score arthritique des pattes
postérieures est présenté indépendamment de celui des pattes antérieures.

Concernant les pattes postérieures, les résultats montrent que les premiers signes de 1’arthrite ont
débuté le 14°™ jour chez les rats du groupe arthritique (malades non traités) (n = 7). Le meilleur
score arthritique de ce groupe était de 36 £ 3 articulations dans les deux pattes (on écrit 36 + 3/2
pattes). Ce score est enrégistré le 28°™ jour. Puis, il a diminué avec le temps jusqu’a avoir un
score de 21 + 3/2 pattes au 40°™ jour. Cette diminution est accompagnée par une augmentation de

la rigidité et la déformation des pattes.

Le traitement des rats avec la TQ a permis de provoquer une diminution hautement significative
(p<0.001) du score arthritique, en comparaison avec celui du groupe arthritique, cette diminution
était dose-dépendante. Les rats traités avec 05 mg/kg/jour ont manifesté un retard dans I’apparition
des premiers signes de I’inflammation articulaire, ces signes ont été observés au 16°™ jour. Le
score arthritique a évolué avec le temps jusqu'a attendre la valeur de 15 + 7/2 pattes au 30°™ jour.
Puis, ce score arthritique a diminué avec le temps jusqu’a avoir une valeur de 8 * 4/2 pattes, le 40
éme jour.

De méme, le traitement des rats avec 10 mg/kg/jour a permis d’enregistrer un retard dans
I’apparition des premiers signes de I’inflammation articulaire, qui sont observés le 18°™ jour. Par
la suite, le score arthritique a évolué avec le temps jusqu'a attendre la valeur de 05 + 3/2 pattes au
29 €™ jour. Ce score a diminué avec le temps jusqu’a avoir la valeur de 02 + 2/2 pattes, le 40°™
jour (figure 32 A).

Pour les pattes antérieures, les résultats obtenus révelent que les premiers signes de 1’arthrite ont
été observés le 15°™ jour chez les rats du groupe arthritique (n = 7), puis le score a évolué pour
atteindre le meilleur score qui était également de 36 + 3/2 pattes. Ce score est enregistré le 28°m
jour puis il a diminué avec le temps jusqu’a avoir un score de 24 + 4/2 pattes, le 40°™ jour. Le
traitement des rats avec la TQ a révélé une diminution hautement significative (p< 0.001) du score
arthritique d’une maniére dose-dépendante (figure 32 B). Les rats traités avec 05 mg/kg/jour ont
manifesté un retard dans I’apparition des premiers signes de 1’inflammation articulaire. Leurs
signes d’inflammation articulaire ont été observés le 22°™ jour. Le score arthritique avait évolué

avec le temps jusqu'a atteindre le meilleur score, qui est de 03 + 1/2 pattes, enregistré le 31°™ jour.

De méme, le traitement des rats avec 10 mg/kg/jour a permis d’enregistrer un retard dans la
manifestation des premiers signes de 1’inflammation articulaire. Ces signes sont observés le 27¢™
jour. Puis, le score arthritique a évolué avec le temps jusqu'a attendre la valeur de 01 £ 1/2 pattes
le 31 jour (figure 32 B).
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Ces résultats expriment 1’efficacité de la TQ dans la protection et la thérapie du modele de
I’arthrite rhumatoide induite par immunisation des rats avec le collagéne II émulsifiée dans

I’adjuvant de Freund.
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Figure 32 : Effet de la TQ sur I’évolution du score arthritique des rats. Les valeurs sont exprimées en
moyenne £ SEM, (n = 7) ; ###: p< 0.001 une différence significative par rapport au groupe des rats
arthritiques.

4.2.3. Evolution de I’épaisseur des pattes

L’évolution de I’épaisseur des pattes de rats est évaluée en utilisant un pied a coulisse. La figure
33 montre 1’évolution de 1’épaisseur de pattes postérieures et antérieures. En ce qui concerne les
pattes postérieures ; la variation de I’épaisseur de chaque patte a eté estimee dans deux endroits : la
cheville (figure 33 A) et le milieu de la patte (figure 33 B). Les résultats obtenus montrent qu’une
évolution significative est enregistrée a partir du 14°™ jour, chez le groupe arthritique. L’épaisseur
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de la patte a évolué avec le temps pour atteindre une évolution maximale de 4.82 = 0.18 mm au
niveau du milieu de la patte et de 4.25 =+ 0.73 mm au niveau de la cheville. Ces valeurs sont
obtenues & partir du 28°™ jour. Par la suite, I’épaisseur de pattes postérieures a diminué
progressivement jusqu’a attendre la valeur de 1.42 + 0.1 et 1.69 + 0.26 mm, respectivement. Le
traitement des rats avec la TQ (05 et 10 mg/kg/jour) a permis une diminution significative
(p<0.001) dont I’évolution maximale de la cheville est obtenue le 28°™ jour, qui était
respectivement de 1.81 + 0.21 mm et 1.05 £ 0.24 mm avec 05 et 10 mg/kg/jour. L’évolution
maximale du milieu de la patte était respectivement de 1.72 + 0.1 mm le 32 ®™ jour et 0.78 + 0.4

mm le 28°™ jour.

De méme, I’évolution de 1’épaisseur de pattes antérieures est suivie pour chaque patte dans deux
endroits : le poignet (figure 33 C) et le milieu de la patte (figure 33 D). Les résultats obtenus
révélent une augmentation significative enregistrée a partir du 14°™ jour chez le groupe
arthritique. Cette augmentation évolue avec le temps jusqu’a attendre sa valeur maximale de 2.03
+ 0.23 mm au niveau du milieu de la patte et de 1.92 + 0.17 mm au niveau du poignet. Ces valeurs
sont obtenues a partir du 28°™ jour. L’épaisseur de pattes antérieures diminue avec le temps

jusqu’a avoir respectivement la valeur de 1.05 + 0.1 et 1.30 = 0.1 mm, le 40°™ jour.

Le traitement des rats avec la TQ (05 et 10 mg/kg/jour) a permis une diminution significative (p<
0.001) dont 1’évolution maximale du poignet est obtenue le 32 *™ jour, qui sont respectivement de
0.63£0.13 mm et 0.47 £ 0.1 mm avec 05 et 10 mg/kg/jour. L’évolution maximale du milieu de la

patte est obsevée également au 28°™ jour, elle était de 0.7 + 0.1 mm et

0.42 £ 0.11 mm respectivement (figure 33 C et D).
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Figure 33 : Effet de la TQ sur I’évolution de 1’épaisseur des pattes des rats. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM, (n =7) ; = : p< 0.001 une différence significative par rapport au groupe contréle. ###* p<
0.001 une différence significative par rapport au groupe arthritique.

4.2.4. Etude radiologique

Les résultats de I’imagerie radiographique sont présentés dans la figure 34. Les radiographies de
pattes des rats arthritiques montrent une diminution de la densité de 1’os traduite par une
ostéoporose sévere avec une destruction significative du cartilage et de 1’os. Les articulations des
rats arthritiques sont séverement déformées, par rapport aux rats normaux, alors que celle des rats
traités avec 05 mg/kg/jour montre une diminution significative de 1’ostéoporose et de la
destruction de 1’0s. De méme, le traitement des rats avec 10 mg/kg/jour révéle une disparition de

1I’ostéoporose et de la destruction de 1’0s, en comparaison avec les rats arthritiques.
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B : Pattes antérieures (PA) Arthritiques

C : Pattes Postérieures des rats normaux

AP

D : Pattes Antérieures des rats normaux
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E : Pattes Postérieures 05 mg

AP

F : Pattes Antérieures 05 mg

ACH

AP

H : Pattes Antérieures 10 mg

Figure 34 : Radiographies des pattes postérieures et antérieures des rats. DO : Destruction de 1’Os, DC :
Destruction du Cartilage, OP : Ostéoporose, AMT : Articulations métatarsophalangiennes. PH : Phalanges,
HP : Hyperplasie, ACH : Articulations de la cheville, AMC : Articulations Méta-carpophalangiennes,
AIPH : Articulations Inter-phalangiennes, AP : Articulations du poigne
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4.2.5. Etude histologique des pattes

Les coupes histologiques de pattes des rats sont présentées dans la figure 35. Les résultats obtenus
montrent une déformation séveére des articulations de rats arthritiques, qui ont subi une destruction
sévére du cartilage et de ’0os. La membrane synoviale est enflammée conduisant ainsi a la
formation du pannus avec une infiltration des cellules inflammatoires et des lymphocytes
conduisant a la formation de la fibrose inflammatoire. Le traitement des rats avec la TQ montre
une amélioration dose dépendante de 1’architecture des articulations. Cette amélioration traduite
par une diminution de la sévérité de la destruction de ’os et du cartilageavec une diminution de
I’infiltration inflammatoire. Les articulations des rats traités avec 10 mg/kg/jour révelent une

architecture proche a celle des articulations des rats normaux.

C : Articulation Arthritique
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E : 10 mg/kg F : Articulation normale

Figure 35 : Coupes histologiques des articulations des rats arthritiques, traitées avec TQ et normaux, X 40.
A-C : arthrite; DC : Destruction du cartilage, DO : Destruction de 1’0s, P : Pannus, MSE : Membrane
synoviale enflammée, | Suba-C: Inflammation Sub-aigue -Chronique et FIS: Fibrose inflammatoire
séveére. D: Arthrite et 05 mg/kg/jour TQ; FIM : Fibrose inflammatoire modérée et DC: Destruction du
cartilage. E: Arthrite et 10 mg/kg/jour TQ; DISC FI :Discrete fibrose inflammatoire. F: Articulation
normale; Cp : Capsule, C : Cartilage, MS : Membrane synoviale, 1° OS et 2° OS : Os de I’articulation.

4.3. Statut des marqueurs du stress oxydant dans le cas de ’arthrite

4.3.1. Statut des marqueurs du stress oxydant au niveau tissulaire

Le statut des marqueurs du stress oxydant dans le cas de 1’arthrite induite chez les rats males en
présence et en absence de la TQ a été évalué. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 36
et le tableau XIII (au niveau de I’homogénat du foie) et la figure 37 et le tableau XIV (au niveau
de I’homogénat de la rate). Au niveau de I’homogénat du foie, I’arthrite induite chez le rat méle
est accompagnée par une augmentation du MDA et de I’activité de la CAT et de la SOD. Par
ailleurs, une diminution significative (p< 0.001) a été notée pour le GSH par rapport au groupe
contr6le. De méme, le dosage de ces marqueurs au niveau de 1’homogénat de la rate montre
également une augmentation du taux de MDA, de I’activité de la SOD et de la CAT (p< 0.05),

alors qu’une diminution du GSH est observée, en comparaison avec le groupe controle.

Le traitement des rats avec la TQ en utilisant 05 et 10 mg/kg/jour de la TQ, pendant 40 jours
montrent que la TQ induit une régulation dose-dépendante de la perturbation de I’activité des
enzymes antioxydantes et du taux plasmatique de MDA, dont la dose de 10 mg/kg/jour a permis
de les restaurer et de les maintenir a des valeurs proches de celles enregistrées chez le groupe
contrble. Exception faite pour le taux du GSH qui reste significativement inférieur aux valeurs
normales enregistrées chez le groupe contrdle et ce méme si la TQ induit son augmentation d’une

maniére dose-dépendante.
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Figure 36 : Effet de la Thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydatif au niveau de
I’homogénat du foie. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n =7) ; = : p<0.05, =« : p<0.01, == :
p<0.001 une différence significative par rapport au groupe contréle.

Tableau XIII : Effet de la thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydant au niveau de
I’homogénat du foie.

Homogénat du foie
Traitement Catalase SOD GSH MDA
(ma/kg) (U/mg protéine) (U/mg protéine) (umol/mg protéine) (nmol/g Tissu)
Controle 259 +2.51 56.4 £ 3.98 470 £0.58 37.3+£5.19
5mg 339+551"™ 64.0+9.81"™ 245+ 0.25** 43.6+£3.17"™
10 mg 26.8+3.92 "™ 62.8+3.60 ™ 3.05£0.32* 29.7+539 "™
Arthrite 36.6+3.46 "™ 68.9+11.8" 241 +£0.17%** 46.4 +3.68 ™

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n = 7) ; *: p< 0.05, ** : p< 0.01, *** : p< 0.001 une différence
significative par rapport le groupe contréle de rats.
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Figure 37 : Effet de la Thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydatif au niveau de
I’homogénat de la rate. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n = 7) ; *: p<0.05, une différence
significative par rapport le groupe contréle de rats, #: p< 0.05 une différence significative par rapport au

groupe de rats arthritiques.

Tableau XIV : Effet de la thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydant au niveau de
I’homogénat de la rate.

Homogénat de la rate

Traitement Catalase SOD GSH MDA
(mg/kg) (U/mg protéine) | (U/mg protéine) (umol/mg protéine) (nmol/g Tissu)
Contréle 9.83+0.78 175+31.9 5.89+1.13 48.3+5091
5mg 16.7 £1.48 ™ 219+17.6"™ 295+0.25"™ 79.6+£199 "™
10 mg 9.48 +2.09 * 192 +£28.3 "™ 3.75+036 ™ 495+7.12"™
Arthrite 206 £3.72* 281+353"™ 3.26 +0.25 " 853+21.6 ™

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, (n = 7) ; *: p< 0.05 une différence significative par rapport au
groupe contréle de rats, #: p< 0.05 une différence significative par rapport au groupe de rats arthritiques.
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4.3.2. Statut plasmatique des marqueurs du stress oxydant

Les resultats de dosage des marqueurs du stress oxydant au niveau du plasma montrent une légére
augmentation de 1’activité de la SOD, une augmentation significative de la CAT (p< 0.01) et une
augmentation hautement significative (p< 0.001) du MDA. Par ailleurs, une diminution
relativement significative (p< 0.05) du GSH est observeée, chez les rats arthritiques par rapport aux
rats du groupe controle. Le traitement avec la TQ des rats arthritiques provoque une régulation
dose-dépendante de la perturbation des activités des enzymes antioxydantes et du taux
plasmatique de GSH et de MDA, dont la dose de 10 mg/kg/jour a permis de les restaurer et de les

maintenir a des valeurs proches de celles observées chez le groupe contréle (figure 38 et tableau

XV).
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Figure 38 : Effet de la Thymoquinone sur le statut des marqueurs du stress oxydatif au niveau plasmatique.
Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (n = 7) ; = : p<0.01, == : p<0.001 une différence
significative par rapport le groupe de rats contréle, ###: p<0.001 une différence significative par rapport le
groupe des rats arthritiques.
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Tableau XV : Effet de la Thymoquinone sur le statut plasmatique des marqueurs du stress oxydant.

Plasma
Traitement Catalase SOD GSH MDA
(ma/kg) (U/ml) (U/ml) (nmol/mg protéine) (nmol/g Tissu)
Contréle 1.81+0.16 1.01+0.04 5.78+0.91 0.97+0.13
5mg 491+121™ 1.08+0.04 ™ 352+1.02™ 2.01 £0.23###
10 mg 2.39+0.182 "™ 0.971+£0.03™ 479+0.99 ™ 0.93 £0.24###
Arthrite 598 +1.17 ** 1.11+0.02"™ 2.28+0.62" 5.18 £ 0.60 ***

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM, (n=7) ; ** : p< 0.01, *** : p< 0.001 une différence significative par
rapport au groupe contrdle de rats, * # #: p<0.001 une différence significative par rapport au groupe des rats

arthritiques.
4.4. Effet de la TQ sur P’activité xanthine oxydase

Les résultats de I’activité de la xanthine oxydase (XO) étudiée dans le cas de I’arthrite dans les
homogénats (du foie et de la rate) et dans le plasma sont présentés dans la figure 39 et le tableau
XVI. IIs montrent que 1’arthrite est accompagnée par une augmentation significative de 1’activité
XO (p<0.01 et p<0.001, respectivement) en comparaison avec le groupe controle. Les résultats
montrent que ’homogénat de la rate exprime une activité enzymatique de la XO comparable a
celle enregistrée au niveau de 1’homogénat du foie. Le traitement des rats arthritiques avec 05 et
10 mg/kg/jour de la TQ provoque une diminution dose-dépendante de I’activité XO, dont la dose
de 10 mg/kg/jour a permis de la restaurer et maintenir a une activité similaire a celle enregistrée

chez le groupe contrdle.
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Figure 39 : Effet de la TQ sur la xanthine oxydase dans cas de I’arthrite. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM, (n = 7) ; *: p<0.05, ** : p<0.01, = : p<0.001 une différence significative par rapport au
groupe contrble de rats, #*: p<0.05, #*# p<0.01 une différence significative par rapport au groupe des rats

arthritiques.

Tableau XV1 : Effet de la TQ sur la xanthine oxydase dans le cas de I’arthrite.

Plasma Homogeénat du foie Homogeénat de la rate
Traitement XO (U/ml) XO (U/mg) XO (U/mg)
Controle 0.091 £ 0.017 0.082+ 0.015 0.082 + 0.022
Arthrite 0.361 £0.046 *** 0.168 £ 0.012 ** 0.227 £ 0.025**

TQ (5 mg/kg)

0.212 +£0.031 *#

0.109 + 0.026 ™

0.201 + 0.026*

TQ (10mg/kg)

0.129 +0.005 ##

0.062 + 0.01 ##

0.119 +0.024 #

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM, (N = 7) ; *: p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001 une différence

significative par rapport au groupe contréle de rats, #: p<0.05, ## p<0.01 une différence significative par rapport au

groupe des rats arthritiques.
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Dans la présente étude le modéle d’arthrite induite par le collagéne (CIA) a été choisi. Ce modele
est le plus connu et certainement le plus apprécié¢ car il implique I’immunisation avec une

composante du cartilage : le collagéne 11 (CII).

Globalement, les résultats d’étude de 1’hépatotoxicité et de la néphrotoxicité dans le modéle de
I’arthrite montrent que les doses utilisées ne présentent aucune toxicité. Cela pourrait étre expliqué
par ’ordre des doses utilisées (05 et 10 mg/kg/jour), qui sont 50 et 25 fois, respectivement
inférieures a la dose maximale tolérée pour 1’administration orale chez les rats (Abukhader, 2012)
et sont également 158 et 79 fois inferieures a cette valeur de la DLso. Al-Ali et ses collaborateurs
ont montré en 2008 que les doses thérapeutiques (antioxydante et anti-inflammatoire) sont 100-
150 fois inferieures au DLsp qui est de 1’ordre de 794,3 mg/ kg pour une administration orale chez
les rats. Ces doses thérapeutiques ne présentent aucune toxicité. L’étude histologique et
radiologique ainsi que les dosages biochimiques montrent que 1’arthrite induite par le collagéne se
manifeste par une destruction importante de I’os et du cartilage accompagnée par la formation du
pannus et d’une fibrose inflammatoire sévere. Ces détériorations tissulaires sont associées a une
augmentation significative des facteurs rhumatoides et des ASLO. Ceci peut étre explique en se
basant sur les résultats de plusieurs études qui ont établi que la destruction prend place
principalement quand le pannus est en contact avec le cartilage intra-articulaire et 1’os (Polzer et
al., 2008). Le processus inflammatoire est caractérise par une infiltration des cellules
inflammatoires dans les articulations enflammées, conduisant a la prolifération des fibroblast-
likesynoviocytes (FLS) et la destruction du cartilage et de I’os (Polzer et al., 2008). Dans le tissu
synovial, les cellules infiltrées sont les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes T, B et
NK. Les FLS, les cellules inflammatoires et les cellules T produisent des cytokines pro-
inflammatoires (Vaillancourt et al., 2011). En réponse a ces cytokines, les FLS produisent des
chimokines, métallo-protéinases (MMPs), prostaglandine E2 (PGE2) et cycloxygénase-2 (COX-2)
qui amplifient I’inflammation, I"hyperplasia et la destruction du cartilage (Chabaud et al., 2000;
Hammaker et al., 2007). La contribution de ces cellules a la destruction de 1’os est effectuée par
leur capacité de secréter le RANKL qui est la molécule clef de la différenciation des ostéoblastes

en ostéoclastes interviennent dans la destruction de 1’0s et du cartilage (Ishida et al., 2009).

De plus, la relation entre I’inflammation et ’homéostasie de 1’os est attribuée aux effets de
cytokines ; Une augmentation des niveaux de médiateurs pro-inflammatoires incluant IL-1, IL-6,
TNF-a, IFN-y et PGE2 est démontrée chez les rats arthritiques (Gazzar et al., 2006). Le blocage
de ces molécules a entrainé une réduction de la séverité de la maladie et la résorption osseuse
(Williams, 2004 ; Schett et al., 2008). Une diminution du niveau des cytokine anti-inflammatoires
(IL-10 et IL-4) est également rapportée chez des rats arthritiques entrainant ainsi une destruction

accrue du cartilage et de I’os (Uarranz et al., 2005 ; Gazzar et al., 2006).
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L’effet antiarthritique de la TQ démontré dans cette étude est exprimé par un retard de I’apparition
des premiers signes de I’inflammation, par la diminution significative du score arthritique et par la
préservation de I’intégrité articulaire (prévention de la destruction de I’os et du cartilage) et par la
diminution du taux plasmatique des facteurs rhumatoides et des ASLO. Le résultats concordent
avec d’autres études qui ont montré 1’efficacité de la TQ en tant qu’agent antiarthritique puissant
(Tekeoglu et al., 2007 ; Vaillancourt et al., 2011 ; Umar et al., 2012). Ces effets peuvent étre
expliqués par I’effet antioxydant et immuno-modulateurs de la TQ, démontré dans des modéles de

l'arthrite induites chez des animaux.

L'administration de la TQ était efficace contre 1’arthrite rhumatoide induite par le collageéne. Elle
supprime laugmentation de NO® et myeloperoxydase (MPO). De plus, la TQ inhibe
I'accumulation et I'activation des cellules polymorphonucléaires et elle maintient I'noméostasie
dans le déséquilibre des cytokines par des niveaux inférieurs de TNF-a, IL-1B, IFN-y et IL-6 et le
niveau élevé d'IL-10 (Umar et al., 2012). Vaillancourt et ses collaborateurs ont également rapporté
que le TQ (05 mg/kg/jour) réduisait significativement les taux sériques d'IL-1 et de TNF-a. El-
Gazzar et ses collaborateurs (2006) ont montré que la TQ a la capacité de maintenir 1’équilibre de
la balance des cytokines pro et anti-inflammatoires dans le cas des maladies inflammatoires, en
augmentant la production des cytokines anti-inflammatoires et en diminuant la production des

cytokines pro-inflammatoires.

La polyarthrite est une maladie multisystéemique immuno-inflammatoire chronique. Les espéces
réactives de l'oxygeéne sont impliquées dans sa pathogenese (Ozkan et al., 2007). Les articulations
arthritiques contiennent grand nombre de fibroblastes, de chondrocytes, de macrophages et surtout
de neutrophiles, qui produisent des ERO (Hitchon et EI-Gabalawy, 2004). Dans cette étude, I'effet

de la Thymoquinone sur les marqueurs du stress oxydant a été étudié.

Dans la présente étude, une augmentation significative de l'activité de la catalase a été observés
chez les rats arthritiques par rapport aux rats normaux. De méme, une étude précédente a rapporté
une augmentation de l'activité de la catalase plasmatique chez les patients atteints de la
polyarthrite (Mezes et Bartosiewicz, 1983 ; Ostatowska et al., 2016). La catalase est I'enzyme qui
protege les cellules de I'accumulation du peroxyde d’hydrogene par la dismutation de ce dernier
pour former de l'eau et de I'oxygéne ou en l'utilisant comme oxydant dans lequel elle fonctionne
comme une peroxydase. Cette augmentation de la CAT pourrait étre une régulation compensatoire
du stress oxydatif suit a I’augmentation de la production des ERO par les polynucléaires
neutrophiles (PNN) au site de l'inflammation et en raison de I'augmentation du niveau de la SOD
qui conduit & la génération du H.O. L’augmentation de I’activité CAT joue un role important

dans la dismutation des peroxydes et le maintien de l'intégration fonctionnelle des membranes
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cellulaires (Chandra et al., 2000). Le traitement avec la thymoquinone inhibe cette up-régulation
d'une maniere dose-dépendante. Cela pourrait étre di a ses effets antioxydant et anti-
inflammatoire qui ont été bien documentées dans plusieurs études (Houghton et al., 1995 ; Nagi et
Mansour, 2000).

Chez les rats arthritiques, une augmentation de I’activité de la SOD au niveau tissulaire (le foie et
la rate) et plasmatique a été observée. Ces résultats sont similaires a d'autres études démontrant
une augmentation du taux plasmatique de la SOD (Mezes et Bartosiewicz, 1983 ; Cimen et al.,
2000 ; Ostatowska et al., 2016). Cette augmentation du niveau de la SOD pourrait étre aussi une
régulation compensatoire en réponse a une augmentation du stress oxydatif suite a une production
accrue des ERO, en particulier I'anion superoxyde (O2 ™) par les polynucléaires neutrophiles
(PNN) au site de I'inflammation. Une étude antérieure a démontré que I'anion superoxyde joue un
role capital dans l'inflammation, en particulier chez les patients atteints d'une maladie
inflammatoire des articulations (Schiller et al., 2003). Le traitement avec la thymoquinone a
permis de restaurer et de maintenir le niveau de la SOD d'une maniére dépendante de la dose. La
diminution du niveau de la SOD pourrait étre due au piégeage de l'anion superoxyde produit par
les PNN. Cet effet piégeur de 1’02 pourrait étre due a la transformation la thymoquinone en
hydroquinone, un antioxydant puissant (Badary et al., 2003 ; Staniek et Gille, 2010).

Les résultats montrent une diminution du taux de GSH dans le plasma, le foie et la rate chez les
rats arthritiques, cela pourrait étre d aux plusieurs raisons : le stress oxydatif pourrait causer une
diminution du GSH suite a son oxydation (Jackson et al., 2004). Cette oxydation aura lieu pour
prévenir les dommages oxydatifs. C’est une défense accrue contre les dommages oxydants dans la

polyarthrite rhumatoide (Surapneni et Gopan, 2008).

Un autre aspect important est la nutrition. Lorsque I'apport protéique alimentaire est suffisant pour
maintenir I'équilibre azoté, il peut étre insuffisant pour maintenir le GSH cellulaire, en particulier
dans des conditions de stress oxydatif. Ainsi, des précurseurs de la synthése du GSH tels que la N-
acétyl-cystéine (NAC) ou l'acide 2-oxothiazolidine-4-carboxylique pourraient l'influencer. Le taux
des précurseurs de la cystéine, ou de la cystéine elle-méme, pourraient étre la cause de cette
diminution du GSH (Jackson et al., 2004). Les résultats sont en accord aves d’autres rapports qui
ont montré la déplétion du GSH dans 1’arthrite rhumatoide (Surapneni et Gopan, 2008). Le
traitement avec la thymoquinone a conduit a une augmentation dose-dépendante du taux de GSH.
Ces résultats concordent avec les résultats d’Umar et ses collaborateurs (2012) qui ont montré
I’augmentation du taux de GSH suite au traitement des rats arthritiques avec la TQ pendant 21

jours.
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Dans cette étude, une augmentation du taux de MDA a été observée chez les rats arthritiques. Des
rapports similaires du taux élevé du MDA ont été rapportés chez des patients atteints de maladies
rhumatismales (Mezes et Bartosiewicz, 1983 ; Kajanachumpol et al., 2000, Jaswal et al., 2003 ;
Karatas et al.,, 2003 ; Ozkan et al., 2007 ; Surapneni et Gopan, 2008; Umar et al., 2012 ;
Ostalowska et al., 2016). L'augmentation du taux de MDA pourrait étre le résultat d'une
peroxydation lipidique accrue qui joue un rdle capital dans la pathogenése de 1’arthrite (Bauerova
et al., 2011). Le traitement avec la thymoquinone a entrainé une diminution du taux du MDA
d'une maniere dose-dépendante. Cela pourrait étre expliqué par son effet inhibiteur de la
peroxydation lipidique, comme suggéré par Houghton et ses collaborateurs (1995) et Umar et ses
collaborateurs (2012).

Les résultats du dosage de I’activité de Xanthine oxydase (XO) montrent que 1’activité de la XO
dans le plasma et dans le cas de I’arthrite est plus élevée que dans I’homogénat du foie et de la
rate, Bien que la distribution naturelle de la XOR soit prédominante dans le foie (Harrison, 2002)
et les niveaux de transcription les plus élevés se trouvent dans le foie et l'intestin (Kurosaki et al.,
1995). Cela peut étre expliqué par la transformation du XOR en XO. Une fois libérée dans le
plasma, la XOR est rapidement converti en forme oxydase XO génératrice potentielle des espéces
réactives de I’oxygeéne (Martin et al., 2004). La présence d’autres sources de la XO est évidente,
du fait que ’ARNm de la XOR est détecté¢ dans la plupart des tissus. Benboubetra et ses

collaborateurs (1997) ont localisé 1’enzyme dans la membrane synoviale.

Au cours de I’inflammation, la XOR est activée par différents médiateurs inflammatoires, tels que
TNF-a, qui provoquent la conversion de la XDH en XO (Batteli et al., 2014b). Les neutrophiles
activés causent également une conversion irréversible de la forme XDH en forme XO dans les
cellules endothéliales (Richard et al., 2007).

D’apres ces résultats, on peut suggérer que la TQ exerce son effet antiarthritique selon un
mécanisme anti-inflammatoire et protecteur du cartilage et de 1’0s au niveau des articulations. Cet
effet pourrait étre induit par I’inhibition des cytokines proinflammatoires (Umar et al., 2012).
Ceci, conduit a une réduction de la production des radicaux libres et des dommages qui en

découlent.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de 1’é¢tude développée dans ce travail était de déterminer 1’effet de la thymoquinone
sur le stress oxydant et I’activité de la xanthine oxydase dans le cas de I’arthrite thumatoide et
I’hépatotoxicité induites chez les rats males. L’¢étude est réalisée en utilisant des tests in vitro

puis d’autres in vivo.

Dans une premicre étape, 1’effet antioxydant et antiarthritique de la thymoquinone in vitro a été
étudié. Les résultats montrent un effet antioxydant intéressant spécifiquement 1’effet scavenger

des ERO et I’inhibition de la peroxydation lipidique.

Dans une deuxi¢me étape, 1’effet de la TQ sur le stress oxydant in vivo a été étudié. Le premier
volet de 1’étude in vivo a été effectué¢ en induisant I’hépatotoxicité par CCls, avant et apres
I’application du traitement avec la thymoquinone afin d’évaluer I’effet prophylactique et curatif,
respectivement. Les résultats montrent une amélioration considérable de ’activité¢ des enzymes
hépatiques (ASAT, ALAT et PAL), le statut des marqueurs du stress oxydant (SOD, CATA,
GSH et MDA) et ’activité de la xanthine oxydase au niveau plasmatiques et tissulaires. Une

amélioration du tissu hépatique a été également observee.

Le deuxiéme volet de 1’étude in vivo est effectué en induisant 1’arthrite rhumatoide par
immunisation des rats avec le collagéne 11, puis I’application du traitement avec la thymoquinone
a été procédé. Les résultats montrent une amélioration considérable du statut des marqueurs du
stress oxydant (SOD, CATA, GSH et MDA) et I’activité de la xanthine oxydase au niveau
plasmatiques et tissulaires, accompagnée par une préservation de I’architecture histologique des
articulations. Un retard de 1’apparition de la maladie et une diminution de sa sévérité sont
également enregistrées. Les résultats obtenus révelent le pouvoir anti-arthritique,

hépatoprotecteur et hépatocuratif de la thymoquinone.
Nous envisageons dans un proche avenir de compléter cette étude par d’autres essais afin de :

e Comprendre I’effet de la thymoquinone sur les cytokines proinflammatoires TNF-a et IL-
1 et IL-6.

e Comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les processus préventifs et
curatifs.

e Developper des approches appropriées pour une éventuelle application thérapeutique de
la thymoquinone ou de ses dérivés.
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RESUME

L’objectif de cette étude est d’évaluer ’effet de la thymoquinone (TQ) sur le stress oxydant dans le cas de
I’hépatotoxicité et de I’arthrite rhumatoide induites chez les rats. Pour cela, I’activité antioxydante et anti-
inflammatoire de la thymoquinone (TQ) a été initialement évaluée, in vitro. Les résultats obtenus montrent que la
TQ est dotée d’un pouvoir antioxydant important, notamment 1’inhibition de la peroxydation lipidique avec 79,5 +
2,12 % et le pouvoir scavenger du radical hydroxyle et du peroxyde d’hydrogéne, avec des IC50 de I’ordre de 26.3 +
0.59 et 11.0 £ 0.57 pg/ml, respectivement. Elle est également douée d’un bon effet anti-inflammatoire a des faibles
concentrations. Pour confirmer les résultats obtenus in vitro, des études complémentaires ont été évaluées, in vivo.
D’une part, en évaluant D’effet de la TQ sur le stress oxydant associé a I’hépatotoxicité. Les pouvoirs
hépatoprotecteur et hépatocuratif ont été évalués, dans un modele d’hépatotoxicité induite par CCls avant ou apres le
traitement des rats males avec la TQ pendant 07 jours. Les résultats montrent que la TQ possede des effets
hépatoprotecteur et hépatocuratif importants, en améliorant le statut plasmatique et tissulaire des marqueurs du
stress oxydant (GSH, CAT, SOD et MDA) et les paramétres biochimiques (hépatiques et lipidiques). Ce potentiel
anti-hépatotoxique est confirmé par une étude histologique. D’autre part, I’effet de la TQ sur le stress oxydant dans
le cas de I’arthrite rhumatoide a été évalué, en utilisant un mod¢le d’arthrite induite par le collagéne II ; développé
chez les rats males qui sont traités pendant 40 jours avec la TQ. Les résultats montrent que la TQ a rétabli le statut
des marqueurs du stress oxydant d’une maniére dose-dépendante. L’étude histologique et radiologique aux rayons X
des articulations des rats arthritiques traités montre une amélioration significative de leur état. Pour mieux
comprendre le pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de la TQ, son effet sur ’activité plasmatique et tissulaire
de la xanthine oxydase (XO) a été évalué. Les résultats montrent que activité XO est rétablie chez les animaux
traités avec la TQ a un niveau comparable a celui des rats normaux. En conclusion, les résultats révelent un pouvoir
anti-arthritique, hépatoprotecteur et hépatocuratif de TQ, via I’inhibition de Iactivité XO et le rétablissement du

statut des marqueurs du stress oxydant.

Mots-clés : Thymoquinone, stress oxydant, antioxydant, xanthine oxydase, hépatotoxicité et arthrite rhumatoide.



