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« Des chercheurs qui cherchent,
on en trouve.
Des chercheurs qui trouvent, on
en cherche. »
Charl es De GAULLE
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La phytothérapie est une science des plantes médicinales (Provost,1991), elle vient du

mot grec « phuton »: plante et « Thérapie »: traitement, signifie traitement par les plantes
(Carillon, 2000). L’ usage de la médecine traditionnelle est trés répandu et revét une importance
sanitaire et économique croissante (O.M.S, 2000). La science des plantes médicindes ext vielle
comme le monde (Brelet , 2002) et semble avoir pris naissance en méme temps gque I’homme. Elle
Sest développée paraldement dans toutes les civilisations avant de se croiser, suivant le jeu des
conquétes et des voyages ( Furnham et d ., 2000)



Avec la venue de la science médicde qui n’accordait aucun crédit aux vertus médicinaes des
plantes, lestraditions se sont perdues, et ont &é md transmises. || est donc difficile de discerner parmi
toutes les recettes de grands-meres e les traditions folkloriques les véitables usages des plantes
meédicinaes. Nos grands-méres connaissaient |es effets bénéfiques des plantes mais ne comprenai ent
pas toujours leurs specificités, certaines de leurs connaissances furent ma transmises et d autres
éaent mauvaises (Provost,1991).

Les plantes médicindes ont toujours eu un réle de grande importance sur la santé des hommes
(Carillon, 2000). A I"heure actuelle, les substances naturelles dans les plantes sont encore le premier
réservoir de nouveaux medicaments. Elles représentent prés de 60% des médicaments, dont nous
disposons (O.M.S, 2000). Les 40% restants ou meédicaments de synthese sont souvent nées de la
modification chimique de molécules ou parties de molécules naturelles prises comme téte de séries
(Fouché et al., 2000)

Aujourd hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan. Nous

distinguons 2 types de phytothérapie (Lamnaouer, 2000):

- Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne, basée sur I’ utilisation des plantes
meédicinales selon les vertus découvertes empiriquement. Selon I'O.M.S., cette
phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et encore
massivement employée dans les pays en voie de développement. C’ est une médicine
paraléle du fait I’ absence d’ éudes Clinique.

- Une pratique basée sur I’avancée scientifique et la recherche des principes actifs

des plantes (Larousse, 2001).

La longue tradition de médecine végétale se poursuit jusgu’ a nos jours en Inde, en Chine
et dans beaucoup de pays africains et sud-américains.  En Afrique, jusqu'a 80% de la
population utilise la médecine traditionnelle. Précisement dans certains pays d Afrique, les
plantes médicinales représentent la seule source de traitement pour prés de 90% de la
population. Dans |es pays asiatiques, cette médecine continue d’ étre largement utilisée (O.M.S,,
2003).

Actuellement Plusieurs pays d Afrique y compris I’ Algérie menent des Investigations
visant a développer des médicaments issus de plantes de médecine traditionnelle. En réalisant
des études phytochimiques, pharmaco-toxicologiques et cliniques pour la mise au point de
meédicaments traditionnels améliorés (M. T.A.) utilisés, entre autre, dans |e traitement du diabéte
non insulino-dépendant. En 1978, I’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S)) Sest



résolument engagée a revaloriser la pharmacopée traditionnelle afin de pouvoir satisfaire aux
besoins de santé des populations.

Notre travail s'inscrit dans cette perspective et a été motivé par :

- lavolonté de promouvoir et de valoriser les plantes médicinales de |’ Algérie

- la nécessité de faciliter I’acces des populations aux meédicaments a moindre colt
compte tenu du prix élevé des médicaments conventionnels dans les pathologies
inflammatoires et microbiennes

- la volonté de connaitre le principe actif, puisque Les plantes médicinales sont des
plantes dont au moins une partie possede des propriétés meédi camenteuses

- lacontribution al’ étude de |’ activité biologique.

L’O.M.S. (2003) a reépertorié plus de 22000 plantes médicinales utilisées par les
meédecines traditionnelles, mais seulement quelques centaines sont employées couramment
aujourd'hui. Elles ont toutes une activité pharmacol ogique reconnue et constituent un réservoir
de matiéres premieres a la source de presque la moitié des spécialités pharmaceutiques
classiques (Fouché et al., 2000). Ainsi de I’aspirine au Taxol, I'industrie pharmaceutique
moderne elle-méme s appuie encore largement sur la diversité des métabolites végétaux pour
trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble
inépuisable puisgue seule une petite partie des 400000 especes végétales connues ont éé
investiguées sur les plans phytochimique et pharmacologique, et que chaque espéce peut

contenir jusgu’ a plusieurs milliers de constituants différents (Hostettmann et al., 1998).

Le diabéte constitue un probléme de santé publique. En 1998, I'OMS estimait a
135 millions le nombre de personnes qui souffraient du diabéte et prévoyait une augmentation
de 122 % en 2025. Pour laméme période, il est prévu, dans les pays en développement,
2
une augmentation de 170 % du nombre d'individus affectés par |e diabete sucré, soit de
84 a 228 millions (Who, 2002). La prise en charge des diabétiques nécessite des moyens

importants et n'est pas toujours ala portée de la majeure partie de la population africaine.

De nombreuses recettes a base de plantes sont utilisées en médecine traditionnelle
africaine pour la prise en charge du diabete. De nombreuses études scientifiques ont démontré

les propriétés hypoglycémiantes de plantes africaines comme Ocimum gratisssmum, Nauclea



latifolia. Vernonia amygdalina( Gbolade , 2009), Sclerocarya birrea, Cassia occidentalis et
Sriga sp. (Gueye, 1973 ; Coulibaly, 1989 ; Yaro, 1992).

En Algérie, la prévaence du diabete est en progression rapide et le nombre maximal de
personnes diabétiques varie entre 1 et 1,5 millions (Belhadj, 2005). Ce nombre a augmenté et
atteint 2,5 millions de diabétiques. L’ évolution croissante du nombre de diabétiques est liée a
I'influence de facteurs environnementaux. Plusieurs paramétres ont éé mis en cause, en
particulier un déséquilibre de la balance oxydants/antioxydants. En effet, |’ excés de nourriture
hypercalorique, combiné a un mode de vie sédentaire, induit une surabondance de glucides et
d’ acides gras dans le muscle et le tissu adipeux, conduisant a la génération excessive d’ especes
réactives de I’oxygene, particulierement de I'anion superoxyde, issu de la chaine
mitochondriale de transport d’ électron (Brownlee, 2001). Au cours de | hyperglycémie, cette
génération d’ especes radicalaires est importante provoquant des dommages cellulaires (Wright
et al., 2006).

Le stress oxydatif a non seulement un réle dans les complications vasculaires liées au
diabéte, mais aussi dans |’ aggravation de I’ insulino-résistance et de la destruction des cellules 3
pancréatiques (Baynes, 1991). Les cellules 3 sont vulnérables au stress oxydatif en raison,
d’ une part, du role des radicaux libres comme seconds messagers des interleukines dans la
réaction auto-immune (Rabinovitch, 1998) et d'autre part, de leur pauvreté en enzymes
antioxydantes (Cu /Zn-SOD, catalase, GSH-Px) et en glutathion réduit (Lenzen et al., 1996).
Il a éé montré que I’ hyperglycémie et |’ augmentation des acides gras libres dans le sang des
diabétiques entrainent une activation de la NAD(P)H oxydase et une production accrue
formation of superoxide O2- qui est une especes réactives de I'oxygene (Baynes, 1991). En
effet, L’oxygéne moléculaire (O2) est un éément crucial pour la vie des organismes
aérobiques, toutefoisil peut former des espéces partiellement réduites

3
et fortement toxiques appelées les radicaux libres ou encore les espéeces oxygénees réactives
(EOR). Aux doses faibles, les EOR sont tres utiles pour |’organisme et jouent des roles
importants dans divers mécanismes physiologiques tel que la défense de I’ organisme contre les
bactéries. Aux doses excessives, les EOR deviennent néfastes et toxiques pour I’ organisme. La
surproduction des EOR au dela des capacités antioxydantes des systemes biologiques donne

lieu au stress oxydant qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies alant de



I’ artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le

processus dd au vieillissement.

Une éude amis en évidence que des cellules insulinosécrétrices surexprimant des
enzymes antioxydantes (la glutathion peroxydase, la catalase ou la Cu/Zn superoxyde
dismutase), sont protégées contre I’ effet délétére d’ agents oxydants (Tanaka et al., 2002 ). Au
cours du diabéte, il y’a une augmentation des radicaux libres et une atération des défenses due
alaglycation des enzymes antioxydantes, et ala diminution de leurs cofacteurs (Zn, Se, Cu)
(Strain, 1991). 1l a éé mis en évidence, chez des patients diabétiques de type 2, que le stress
oxydatif est augmenté en réponse a une hyperglycémie post-prandiale (Ceriello et al., 2002
).Cette augmentation des radicaux libres induit une vasoconstriction associée au diabéte de
typel et detype 2 (Hink et al., 2001).

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir I’ équilibre
oxydant/antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de I’organisme. Les
antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études. Les plantes médicinales
constituent une source inépuisable de substances ayant des activités antioxydantes. Les
substances antioxydantes contenues dans les plantes ou les herbes, tels que les polyphénols les
vitamines A, C et E peuvent étre isolées puis utilisées dans le traitement de stress oxydatif
(Packer et al., 1999 ; Middelton et al., 2000).

Ce travail vise lavaorisaion du jujubier, une plante de la flore de la région de Tlemcen,
utilisée en médecine traditionndle. Cela permettra de rdier les déments d'informations apportés par
les ethnobotanistes aux effets physi ol ogiques observés par les biologistes.

Lejujubier est un arbre cité dans plusieurs histoireslégendaires:

- Lejujubier doit son nom latin a une Iégende d'apres laquelle ses rameaux auraient

servi a confectionner la couronne d'épines du Christ. 1l est également évoqué dans le
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Coran et considéré par des musulmans comme arbre sacré, ou arbre du paradis.

- Selon une légende grecque, la nymphe Lotus qui voulait échapper aux assiduités de
Priape « demanda a étre changée en un arbuste épineux a fleurs rouges que |'on croit
étre le jujubier ».

- Une tradition arabe veut que le jujubier du Paradis ait autant de feuilles que d'étres

vivants au monde «chague feuille portant le nom d'une personne et ceux de ses pere et mere ».



Lors de la cérémonie appelée « Nuit du Milieu de Shaaban » |'arbre, dit-on, est secoué « et
lorsgu'une personne est destinée a mourir dans I'année qui vient, la feuille sur laquelle son nom
est gravé tombe; s elle doit mourir trés prochainement, sa feuille est presgue entiérement
desséchée, seule une petite section demeure verte ; selon le temps qui lui reste avivre, la partie

verte est plus ou moins grande » (Claudine, 2007).

La contribution des |aboratoires suivants aénormément aidé alarédisation de cetravall :

- Laboraoire de Chimie Organique, Substances Naturdles e Andyse (COSNA),
Département de Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

- Laboratoire des Produits Naturds, (Laprona) Faculté des Sciences, Université Abou Bekr
Belkaid, Tlemcen.

- Laboratoire «Lipideset Signalisation Cellulaire» UPRES EA 4183, Faculté des
Sciences Gabriel, Université de Bourgogne, Dijon, France sous la direction du Professeur N. A.
KHAN. Ce dernier laboratoire s'est fixée comme objectif de rechercher les effets bénéfiques
sur la santé de Zizyphus lotus L en évaluant ses propriétés immunomodulatrices, antioxydante
et antidiabétique.

Comme nous ne disposons d aucune étude qui différencie I'activité biologique des
différentes parties de la plante, on a choisis de mener notre étude de front en utilisant les 5
parties de Zizyphus lotus L : les feuilles, laracine, le noyau, la tige et la pulpe. Ainsi nous
avons effectué deux études une premiere in vitro et qui constitue la premiere partie de la these

et laseconde in vivo présentée dans la deuxiéme partie de la these.

Premiére partie de thése étude in vitro :
Comme on S &ait intéressé au pouvoir antioxydant et immunomodulateur de Zizyphus lotus
L. Nous avons procédé comme suiit :
1) nous avons prépare les extraits agueux des différentes parties, pour celanous avons
effectué une décoction (100 g plante /500ml)
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et unelyophilisation du surnageant apres|’ avoir filtré
2) nous avons analyse et quantifié les vitamines antioxydantes (vitamines A, E et C) et
les acides gras dans |les différentes parties de la plante
3) nous avons étudié in vitro le pouvoir antioxydant des différentes parties de Zizyphus

lotus L. Le principe est d évaluer la protection de la lyse des globules rouges, en présence de



radicaux libres, par les extraits de Zizyphus lotus L. en référence un standard dérive de lavit E
qui est le trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid )

4) comme le diabéte est associé a une atération du systéme immunitaire nous avons
evalué |’ effet immunomodulateur de Zizyphus lotus L. Pour cela nous avons évalué |’ effet des
différentes parties de Zizyphus lotus L. sur la prolifération cellulaire T et sur I’ expression de
I"TARNmMdel’IL2. IL2 est cruciale pour laprolifération cellulaire immunitaire T.

Nous avons utilisé comme modéle les cellules T humaines les cellules Jurkat, une lignée
cellulaire classiquement utilisée pour étudier le fonctionnement des lymphocytes T humaines in
vitro.

Deuxiéme partie de thése, éudein vitro :

Dans cette étude nous nous sommes intéresses a |’ effet antidiabétique et antioxydant des
différentes parties de la plante. Pour ce faire nous avons rendu des rats Wistar diabétiques par
injection de la streptozotocyne (STZ) puis on les a gavés avec les extraits agueux des
différentes parties de la plante Ziziphus lotus L. pendant trois semaines. Comme nous avons
observé que seuls les extraits de tige et pulpe diminuent la glycémie, nous nous somme
intéresse par la suite uniquement a ces deux parties de la plante.

Nous avons étudié les parametres liées au diabéte :

1- Nousavons évalué !’ effet des extraits de Zizyphus lotus L sut la glycémie,

2- Nous avons évalué I'effet des extraits de Zizyphus lotus L sur le statut antioxydant
global du plasma (test ORAC, KRL),

3- Nous avons évalué I’ effets des extrait de Zizyphus lotus L sur la concentration des
vitamines antioxydantes plasmatiques (vitamines plasmatiques A, E et C), et sur
I’ activité des enzymes antioxydantes (superoxyde dimutase cytosolique (Cu/Zn-SOD),
catalase, glutathion peroxydase (GSH-Px), glutathion réductase (GSSH-Red), dans les
globules rouges ainsi que dans certains tissus comme le foie et pancréas. Nous avons
également mesuré le glutathion dans ces organes.

6



Prem ere

parti e

« Effets antioxydants et

| mmunonodul at eurs de
ZI zyphus lotus. L sur la
prolifération des cellules

T humal nes. »



Revue
bi bl 1 ogr aphi que




8

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses. Ces plantes constituent une richesse des pays africains e une source
importante de matieres premieres pour I'industrie pharmaceutique et  agroaimentaire.
L’industrie pharmaceutique moderne elleméme s appuie encore largement sur la
diversité des métabolites végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés
biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des
400000 especes vegétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique et
pharmacologique, et que chaque espece peut contenir jusgu’ a plusieurs milliers de constituants

différents (Hostettmann et al., 1998).
La longue tradition de médecine végétale se poursuit jusqu’a nos jours en Inde, en
Chine et dans beaucoup de pays africains et sud-américains. La médecine traditionnelle se
rapporte aux pratiques et approches utilisant, separément ou de fagon combinée des
médicaments d’ origine végétale, animale et minérale, des thérapies spirituelles, des techniques
et exercices manudls pour diagnostiquer, prévenir et traiter des maladies ou pour maintenir ou

améliorer le bien étre (Furnham et al., 2000).

1. Laplante Zizyphuslotus L ( Sedra):

La plante que nous avons retenue est une dicotylédone. Il s'agit d’une Rhamnacée,
Zizyphus lotus L., appelée localement Sedra. Le choix de celle-ci a éé guidé par les indications
d’usage traditionnel mais aussi par le fait que cette plante appartient & une famille botanique
riche en molécules ayant des activités biologiques variées. Zizyphus lotus L. est réputée en
meédecine traditionnelle algérienne. Son identification botanique est réalisée par Pr Benabadji
Nouri du Département de biologie Université Aboubekr Belkaid —Tlemcen. La famille des
Rhamnacées est une famille des plantes dicotylédones qui comprend 900 especes auprées de 58

genres. Ce sont des arbres, des arbustes, des lianes ou des plantes herbacées (Waston et al., 1992,



Punt et al., 2003). Les Rhamnacées sont plus particulierement présentes dans les régions tropicaes et
subtropicaes.

Le mot Zizyphus vient du grec Zizyphos mais le mot n’ gpparait qu’ au deuxiéme siecle, et qui
viendrait du nom arabe Zizouf. Environ 100 espéces principadement dans les régions tropicales et
subtropicales de I’ Ase et des Amériques existent, tandis que quelques especes vivent en Afrique et
dans |les régions tempérées (Bonnet, 2001).
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Les especes de Zizyphus ont plusieurs caractéristiques physiologiques e morphologiques qui peuvent
contribuer aleurs capacités as adapter aux environnements arides.

Le jujubier et peu exigeant en eau. Cet arbrisseau a une croissance tres lente et commence a
porter des fruits vers |’ &ge de 4 ans. IIs peuvent continuer a paraitre vers 20 a 25 ans. Les fruits sont
cuelllis parfaitement murs en septembre-octobre. C'est la période au cours de laquelle ils se détachent
facilement (Bonnet, 2001).

Il existe environ 122 especes de ce genre dont voici quelquesun :

- Zizyphus Jujuba (chinois jujube)

- Zizyphus Mauritiana L. : jujubier indien ¢’ est un arbuste a rameaux cotonneux et a feuilles
tomenteuses dessous ; fruitstres petits. (Yi-ling., and Pan-Kai,(1982); Catoire et al., 1999).

- Zizyphus spina-christi L. Wild. : C'est un arbuste, tres épineux avec des rameaux flexibles,
grée dispose en zigzag (Lemoine, 2005), pouvant atteindre 6 m ; afeuilles ovaes glauques et a petits
fruits globuleux, plus ou moins ovoides (d' environ 15 mm), a pul pe charnue comestible.

Le Zizyphuslotus L. appe é égdement jujubier des Lotophages ou jujubier de Berbérie pousse
aur lesrives sud delaMéditerranée jusqu’ en Afghanistan.

Il est issu de la famille des Rhamnacées (Baba Aissa, 1999). C'est un arbrisseau sous forme
de buisson ne dépassant pas 2.5 m a rameaux flexueux, trés épineux gris blanc poussant en zigzag
(Claudine, 2007). Les feuilles sont petites courtes, et ovaes plus au moins dliptiquesde 1 a2 cm de
longueurs et de 7 mm de largeur (Bayer and Buitter, 2000). Elles sont moins deux fois plus longues
que larges, a marges fortement dentées. Elles sont lisses et brillantes sur les deux faces, et présentent
trois nervures longitudinaes saillantes partant du pétiole (Baba Aissa, 1999)

Les fleurs de Zizyphus lotus L. sont trés visibles de couleurs jaunes avec des sépaes ouvertes
en éoiles, des petits péaes et un ovaire supére bisexud et fleurissent en juin (Baba Aissa, 1999
Claudine, 2007). Un fruit ovoide-olong, ayant laforme et la grosseur d' une belle olive. D’ abord vert

puis jaune, il devient rouge foncé quand il est mar, en octobre. Sa pulpe épaisse peut ére d’ un blanc



verdére et d'une saveur a la fois douce e acidulée ou brun jaunétre, un peu glutineuse, a saveur
sucrée et fade (Bayer and Butter, 2000).

L’aire de répartition du Zizyphus lotus L. s éade sur tout le Nord du Maghreb (Quezd, and

Santa, 1963). Zizyphus lotus L. ext trés répandu dans les régions arides d’'Algérie du Sud, Ain

Ouessara et Maessad (willaya de Djelfa) a climat aride et Taghit wilaya de Bechar au climat saharien

(Mounni, S., 2008). On peut donner quelques appellations, en Francais: jujubier, dindonnier ; en
Italien : ginggido; en arabe : sedra, djerdjer, azar, n’beg.
10




Figure 3 : Epine de Zizyphuslotus L. Figure 4 : Fleur de Zizyphuslotus L.

http://www.botanic.co.il/a/picschow.asp?gsequr=zizlot2

Zizyphus lotus L. est une plante médicinde utilisée dans la médecine traditionnelle de
nombreux pays comme sédatif, analgésique, tonique et anti-inflammatoire (Claudine, 2007 ; Mounni,
2008, Ghedira, 1994). Le décocté desracines et utilise par |es personnes diabétiques comme
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hypoglycémiant (Lahlou, 2002 ; Allai, 2008). Zizyphus lotus L. est également, utilisé pour
soigner le tube digedtif et le foie (Baba Aissa., 1999). Les feuilles de Zizyphus lotus L. sont utilisées
contre les piqures des viperes au Sahara (Benchdah, 2004), et les fruits sont préconisés dans le
traitement de lagorge et les affections respiratoires (Baba Aissa, 1999 ; Borgi, 2007).

L’intérét de I’ activité anti-inflammatoire est di aux des saponosides et des oligomeéres
flavonoiques totaux (OFT) des racines. Les résultats des travaux de I’équipe de (Borgi, and
Chouchane, 2007), ont montré que les saponosides et les OFT des écorces de racines de
Zizyphus lotus L montrent une inhibition maximale de I'cdeme de la patte (induit
expérimentalement chez la souris) de I'ordre de 88.23 et 75.19 % respectivement a 3 heures
apres l'injection de I'agent inflammatoire. De plus, cette méme équipe a prouvé que d autres
extraits des racines (aqueux, chloroformique, acétate d éthyle et méthanolique) et I’ extrait des
saponosides des feuilles possédaient des activités anti-inflammatoire et analgésique (Borgi et
al., 2008). Les extraits obtenus par épuisements successifs al’ éther de pétrole, au chloroforme,
al’acétate d’ éthyle et au méthanol se sont avérés tres actifs in vitro vis-a-vis de neufs souches
de champignons pathogenes (Lahlou et al., 2002). (Ghedira et al., 1995) ont rapporté que le
mélange des al cal oides possede une activité antibactérienne. Borgi et al. (2007) ont montré que
les extraits aqueux des racines, des feuilles et des fruits possédent une activité anti-
ulcérogénique. En 1978, I'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S.) Sest résolument



engageée a revaloriser la pharmacopée traditionnelle afin de pouvoir satisfaire aux besoins de
santé des populations. Notre travail s'inscrit dans cette perspective.
2.Vitamines antioxydantes:

Ce sont des substances dont I’ organisme ne peut en général faire la synthése, nécessaires a
I’organisme et a sa croissance agissant a doses minimes, dépourvues de vaeur calorique
intrinséque et qui doivent étre apportées par le régime alimentaires. Les vitamines ont le plus
souvent un role de cofacteur dans les synthéses enzymatiques et membranaires. Les besoins en

vitamines sont impératifs en période de croissance (Hercberg et al.,1998).

2.1.Vitamine A : Elle est une vitamine liposoluble. Dans I'organisme, €elle existe sous
forme de rétinol, de rétinal, d'acide rétinoique (RA) et de rétinyl phosphate. Ces molécules sont
altérées par |'oxygene de l'air, altérations accél érées par la lumiére et la chaleur. Les aliments
d'origine animale (viandes, produits laitiers et surtout foie) contiennent du rétinol et des esters
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de rétinol aors que les végétaux contiennent essentiellement des carotenes qui sont des
précurseurs de vitamine A. Une molécule de béta-carotene, par hydrolyse de la liaison 15-15'
sous l'influence d'une caroténoide monooxygénase (B-caroténe 15,15’ monooxygénase), donne
deux molécules de vitamine A. Par contre, les deux autres caroténes (adpha et gamma) ne

donnent naissance qu'a une seule molécule de vitamine A.

Figure5: Structure chimique de lavitamine A et du béta-caroténe



Les besoins en vitamine A sont estimés a environ 5 000 Ul par jour. Une unité
internationale de vitamine A correspond a 0,3ug de rétinol. Le rétinol est considéré comme
I'unité de base, le rétinol-équivalent, ce qui permet de comparer |'activité vitaminique des
différents dérivés de la vitamine A. La forme la plus utile de vitamine A est le rétinol, bien
gu'on puisse également en trouver sous forme de rétinal ou d'acide rétinoique.

Lavitamine A est impliquée dans la croissance des os et la synthése de pigments de I'ceil.
Lerétinol est parfois utilisé dans le traitement des acnés séveres. La plupart des caroténoides et
vitamine A interagissent avec I’ oxygene singulet (10,) et peuvent ainsi empécher |’ oxydation
de plusieurs substrats biologiques dont |es acides gras polyinsaturés.

2.1.1La vitamine A et systéme immunitaire: La vitamine A est un stimulant pour
I'immunité . Le mangue de vitamine A diminue la réponse du systéme immunitaire a certaines
bactéries et certains virus. Sans vitamine A, les cellules ne peuvent ni croitre ni se différencier,
ce qui réduit I'efficacité du systeme immunitaire (Pino-Lagos et al., 2008).
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De méme, la vitamine A diminue I'inflammation et une carence en vitamine A (CVA)
exacerbe la réponse inflammatoire. Cette propriété anti-inflammatoire de la vitamine A est due
al’induction de la différentiation des cellules T en cellules T régulatrices (CD4+ FOXP3+). En
effet dansles celluleslavitamine A est transformée en acide rétinoique (RA).

Le rétinol comme le RA va étre transporté jusqu’ au noyau grace a des transporteurs
appelés CRBP (celular retinol binding protein) et CRABP (cellular retinoid acid-binding
protein). Dans le noyau, on trouve des récepteurs al'acide rétinoique appelés RAR (retinoic
acid receptor), detype a, B et v, et les récepteurs de RA appelés RXR (retinoic X receptor)
a, 3 et y. Ces récepteurs nucléaires RAR et RXR se lient sur leurs éléments de réponse
cibles appelés RARE (retinoic acid responsive elements) et contrélent |’expression des
genes. C'est ains que le RA induit I’expression génique de I'lL4 qui oriente la
différentiation cellulaire T versle phénotype Th2, induit I’ apoptose des cellules T (Szondy,
1998) et diminue la réactivité des cellules CD8 en induisant leurs différentiation en CD8
régul atrices faiblement cytotoxiques (Kishi, M, 2001) (Fig 6)



W B S AW

Regulation of gene transcription

o

Figure6: La vitamine A (all-trans-RA) et |’ acide rétinoique (9-cis-RA) sont transportés au

noyau ou ils se lient aleurs récepteurs nucl éaires. Le récepteur nucléaire de vitamine A est
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RAR (récepteurs acides retinoic) et celui de acide rétinoique est RXR (retinoid receptors).
RAR et RXR forment un hétérodimaire RAR/RXR, qui se liea sur I’ADN au niveau des
éléments de réponse au rétinoides (RARES) pour réguler transcription de gene.

2.2.Vitamine E : désigne une famille de molécules chimiques liposolubles. Elle existe
quatre tocophérols isomeres a, P, vy, 8, avec une activité antioxydante variable. L’apha-
tocophérol (a-TocH) est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Les radicaux
tocophéryles sont régénérés par |’ acide ascorbique et, sans cette synergie, les tocophérols sont
inactifs (Carr et al., 2000). Lors de I'initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque
radicalaire, 1’a-TocH, connu comme inhibiteur de la propagation lipidique, céde son hydrogéne
situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO, et constitue par ce biais le seul

antioxydant liposoluble assurant cette protection (Pryor, 2000 ; Khalil, 2002).

a-Tocopherol
B-Tocopherol
¥-Tocopherol

il W, g— |




Figure 7 : Structure chimique de lavitamine E

La fonction la plus connue de la vitamine E est celui d’ antioxydant capable de protéger
lavitamine A, les caroténes et les acides gras polyinsaturés (AGPI) de I’ oxydation et de piéger
les radicaux peroxyles ( LOOe) pour donner des hydroperoxydes ( LOOH) stables et peu
réactifs.
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Figure 8: Réle da la vitamine E dans I'inhibition de la propagation des radicaux libres et sa
régénération par lavitamine C



Ceci interrompt la cascade de peroxydation induite par les radicaux libres. Ensuite la
vitamine E oxydée est régénérée par la vitamine C. L'action antioxydante de la vitamine E est
extrémement efficace et I'on estime qu'une molécule d'apha-tocophérol peut inhiber la
peroxydation de 1000 molécules d'acides gras polyinsaturés et il y aurait en moyenne dans la

membrane une molécule de vitamine E pour 500 molécules d'acide gras.

La vitamine E améiore non seulement les défenses antioxydantes, mais semble aussi aider
le corps face aux problemes de résistance a l'insuline. Les recherches révelent qu'un faible taux
de vitamine E représente un indice fiable et indépendant du développement du diabéte de type
2. Les individus qui affichent un faible taux de vitamine E présentent un risque cing fois plus

élevées de développer |e diabéte que ceux qui jouissent d'un taux normal de cette vitamine.
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2.2.1.Vitamine E et systeme immunitaire: La vitamine E exerce un effet immuno-
stimulateur associé a une résistance accrue contre les agents infectieux (Han et al., 2000). En
effet, la vitamine E induit |a différentiation des cellules T vers le phénotype Thl et augmente,
in vitro laprolifération descellules T, et laproduction de I'lL- 2. (Meydani et al., 1997).

Alpha-tocophérol exerce aussi des effets anti-inflammatoires in vitro et in vivo.
L’alpha-tocophérol diminue la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6, et le
TNFa) et diminue égalemnt 'adhérence des monocytes a I'endothélium. En outre, 1'alpha-
tocophérol diminue le niveau de protéine C (marqueurs inflammatoires) chez les patients
atteints de maladies cardiovasculaires (Singh and Jialal., 2004).

2.3.Vitamine C : Lavitamine C (ou acide ascorbique) n’ est pas synthétisee par |’ organisme.
Elle est hydrosoluble a la concentration physiologique. La vitamine C empéche |’ oxydation des
LDL, produite par divers systemes générateurs d especes réactives de |’oxygene (reactive
oxygen species, ROS) (neutrophiles activés, cellules endothédliales activées, myéloperoxydase).
Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, la vit C passe par une forme radicalaire
intermédiaire (radical ascorbyl) qui sera régenérée par le glutathion. La vitamine C est
facilement oxydée par de nombreux oxydants, en particulier le dioxygéne de I'air. C'est
pourquoi la vitamine C est un antioxygene : réagissant avec |e dioxygeéne, elle empéche celui-ci
d’ oxyder les constituants des aliments et protege ainsi les corps gras contre le rancissement,

limite I’oxydation des ions nitrite en ions nitrate. Les fruits du jujubier sont riche en acide



ascorbique (192-359 mg/100 g) en quantité importante, ce qui représente deux a quatre fois sa
teneur dans les agrumes, (Jawanda and Bal., 1978).

La vitamine C permet également la régénération du radical tocophéroxyle ( Vit E¢ ), formé
au cours de laréaction de protection anti-radicalaire, en tocophérol . Elle réduit la glycosylation
et augmente |'activité des enzymes antioxydantes (Chen et al., 2000 ; Kojo, 2004).

2.3.1.Vitamine C et systéme immunitaire: Le Docteur Linus Pauling, titulaire du Prix

Nobdl, était, il y a trente ans, le premier a décrire et a souligner I'importance de doses

élevées de vitamine C. Actuellement plusieurs preuves attestent que la vitamine C plus du

repos sont les meilleures armes contre la grippe. La concentration de vitamine C dans les
phagocytes est beaucoup plus élevée que celle dans le plasma, ce qui indigque que la
vitamine C pourrait avoir des réles fonctionnelles dans ces cellules du systeme immunitaire.

En effet les phagocytes activés (bouffées respiratoires) liberent un ensemble d'agents

oxydants destinés atuer les virus et les bactéries. Beaucoup de ces oxydants sont nocifs
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pour les cellules hétes. La vitamine C, un antioxydant, protége les cellules immunitaires

(phagocytes) contre les oxydants qu'elles libérent. Par ailleurs, la supplémentation en

vitamine C renforce le systéme immunitaire dans la lutte antimicrobienne en augmentant

I'activité des cellules tueuses, la prolifération des lymphocytes et chimiotactisme (

Wintergerst et al., 2005).

3. Acides gras polyinsatur ées et systeme immunitaire:

Chez I'Homme, les acides gras polyinsaturés a longue chaine sont synthétises a partir de
deux précurseurs, I'acide linoléique (C18:2 n-6, LA) pour la famille n-6 et I'acide a-
linolénique (C18: 3 n-3, ALA) pour lafamille n-3. Ces deux acides gras sont dits « acides gras
essentiels » car les mammiféres ne peuvent pas les synthétiser et il faut qu’ils soient apportés
par |’ alimentation.

Ces précurseurs sont ensuite allongés et dénaturés par |'intervention d éongases et de
désaturases pour donner naissance a des acides gras polyinsaturés a plus longue chaine et
biologiquement actifs. Les principaux AGPI de la famille n-6 sont I’ acide y-linolénique (20:3
n-6, GLA) et I’acide arachidonique (20:4 n-6, AA). En ce qui concerne les AGPI de lafamille
n-3, les principaux représentants sont |’acide eicosapentaenoique (20:5 n-3, EPA) et I’acide
docosahexaenoique (22:6 n-3, DHA) (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation schématique de la biosynthese des AGPI desfamillesn-6 et n-3.

De nombreux travaux ont mis en évidence que les AGPI n-3 ont tendance a diminuer les
réponses immunitaires en modulant notamment la prolifération des celules immuno-
compétentes (Khan and Hichami, 2002). Ainsi, Kelley et al. (1991) ont mis en évidence chez
I’Homme, qu’une augmentation de la consommation de graines de lin, riches en acide a-
linolénique (ALA), diminue la prolifération des lymphocytes en culture stimulés par des
mitogenes. De méme, la consommation quotidienne de 1,23g dEPA et de DHA, sans
supplémentation en vitamine E, entraine une diminution de la prolifération des cellules
mononuclées et de la production de certaines cytokinesin vitro (Kelley et al., 1992). L’ gjout de
différents AGPI n-3 sur des lymphocytes en culture et leurs effets sur la prolifération des
lymphocytes T et B, indique que des concentrations faibles en ces acides gras (< 3 uM)
augmentent ces fonctions in vitro, tandis que des concentrations éevées (> 30 uM) les inhibent
(Calder et all., 1992). Des réductions de la prolifération (jusgu’'a 65%) ont été également
observées sur des cellules T humaines isolées a partir du sang périphérique (Thies et coll.,
2001). L’ activité biologique dépend du degré d'insaturation et de la longueur de la chaine
carbonée de |’ acide gras. En effet, les acides gras saturés ont moins d’ effets que les AGPI.

La production de I'lL-2 est indispensable pour la prolifération des cellules T. Cette

cytokine agit de fagcon autocrine et/ou paracrine via son récepteur présent sur les cellules T.



Plusieurs études ont montré que les AGPI n-3 inhibent la prolifération des lymphocytes T de
souris et humains (Calder, 1997), en inhibant la production d’'IL-2 ou en inhibant |’ expression
de son récepteur (IL-2R) (Soyland et al., 1993).

Les acides gras agissent également sur la différenciation des cellules T, notamment les
cellules T CD4". Ladécision finale pour une cellule CD4 de se différencier en cellules Thl ou
Th2 est prise au cours de sa premiére rencontre avec I’ antigene. Des éudes ont mis en évidence
gue I'’EPA et le DHA diminuent la production de I'lIL-2 par les cellules Thl et stimulent la
production d'IL-4 issues des Th2 (Arrington et al., 2001 ; Khan et al. (2006) ont récemment
démontré qu’un régime enrichi en AGPI n-3, diminue le taux d’ expression des cytokines de
type Thl et augmente celui des cytokines de type 2, chez des rates gestantes rendues
diabétiques ainsi que chez |eurs progénitures macrosomiques.
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En ce qui concerne les AGPI de la famille n-6, il semblerait qu'ils n"aient pas d effet sur la
prolifération des cellules T, ex vivo. Cependant, les études réalisées ont été trés controversees
car les concentrations en acide gras utilisees ainsi que la durée des régimes variaient d’ une

étude al’ autre.

4.Activation deslymphocytes T :

Dans cette partie, nous verrons les mécanismes impliqués dans |'activation des
lymphocytes T et les voies de signalisation déclenchées a partir du TCR, en portant une
attention particuliere au signal calcique, voies étudiées dans |a présente these.

4.1.Récepteur des cellules T (T-cell receptor, TCR) : Le TCR est compose de deux
chaines polypeptidiques hétérodimetres (chaines o et B ou, plus rarement, chaines y et 9), liées
de maniére covaente par des ponts disulfures. Ces chaines sont composées de domaines
constants et variables. Les parties variables se situent vers |’extrémité N- terminale et sont
responsables de la reconnaissance d’'un antigene présenté par une molécule de CMH. Les
parties variables sont générées par un réarrangement génique complexe, produisant ainsi de
grandes possibilités d affinité a différents peptides.

Contrairement aux CMH, un seul type de TCR est exprimé sue un lymphocyte. La sous-
population T a B représente environ 85% des lymphocytes T sanguins. Seuls les lymphocytes
T, réagissant contre un antigene reconnu specifiquement par leur TCR, vont générer une

réponse immunitaire. Le TCR est accompagné de plusieurs autres molécules de surface



essentielles al’ activation d’un lymphocyte T. Parmi celles-ci, on distingue le CD3. Le CD3 est
un complexe protéique formé de 5 chaines différentes (les chaines v, d, €, { et 1) qui s’associent
pour former 3 dimeéres : un hétérodimeére gamma et epsilon (ye), un hétérodimere delta et
epsilon (d¢) et, soit un homodimere formé de deux chaines zéta ({{), soit un hétérodimére zéta
et éta ({n). L’hétérodimere {n ne se retrouve que dans 10% des CD3 sont responsables de la
signalisation moléculaire du TCR, menant a |’ activation du lymphocyte. Chacune des chaines
du CD3 posséde des sites de phosphorylation de tyrosine au niveau intracellulaire (ITAM,
« immunoreceptor tyrosine — based activation motif » ). Ces ITAM servent de substrat pour des
kinases de la famille Src (Lrc et Fyn) (Huang and Wange, 2004 ; Razzaq et al., 2004). 1l se
déclenche alors une cascade complexe d’ activation de différentes enzymes.
La particularité de la reconnaissance, par le lymphocyte T, du peptide antigénique en
association avec des deux classes de CMH, impose |’ existence de corécepteurs.
21

Associés au complexe TCR-CD3, ces corécepteurs. Associés au complexe TCR-CD3, ces
corécepteurs sont des molécules CD4 et CD8 capables de distinguer, respectivement, les
molécules de CMH de classe Il et I. On distinque selon le CMH deux populations de
Lymphocytes T :

- les lymphocytes T auxiliaires ou Helper exposant la molécule CD4 qui est une
glycoprotéine monocaténaire transmembranaire de 54 kDa dont la portion
extracellulaire comporte 4 domaines. La molécule de CD4 est capable de se lier a la
partie invariante du CMH de classe 1. Les Ag présentés sont des Ag exogenes qui ont
été endocytés par les CPA.

- Les lymphocytes T cytotoxiques exposant la molécule CD8 qui est un hétérodimere
constitué de deux chaines (o et B) liées de manieére covalente. Ce sont des
glycoprotéines transmembranaires transmembranaire distincts mais de poids
moléculaire identique (32 kDa) possédant un seul domaine extracelluaire . Ce domaine
reconnait la partie invariante des molécules de CMH de classe I. Les Ag présentés sont
des Ag endogenes, produits par toutes les cellules musclées de I’ organisme.

- Le TCR est une glycoprotéine de la membrane plasmique, composé de deux unités (o et
3). Le complexe CD3 est associé a se récepteur et ses sous-unités sont organisees en
deux hétérodimeres (0¢ et ye) et un homodimere (£C). Elles portent toutes le motif
ITAM (Immune Receptor Tyrosine-based Activation Motif ) nécessaire a la
transmission du siganal du TCR. La molécule CD8 est un hétérodimére formé d’'une

chaine o et d’une chaine B, chacune a un seul domaine variable, associées de manicre



covalente par un pont disulfure. Les molécules de CD4 et CD8 sont impliquées dans la
reconnaissance de la classe de CMH portée par la CPA. Ces deux récepteurs sont
associés entre autre a une protéine tyrosine kinase de la famille Src, la protéine LcK,
nécessaire a la signalisation du TCR. Les lymphocytes nécessitent un second signal, le
signal co-stimulateur qui est délivré par laliaison de la molécule CD28, présente sur les

lymphocytes, alamolécule B7 présente, quand a elle, ala surface des CPA.

4.2. Activation deslymphocytes T

Suite a I’activation du TCR, I’une des premieres étapes de |’ activation lymphocytaire
est la phosphorylation des motifs ITAM des sous-unités de CD3, par les tyrosines kinases de la
famille Src, comme Lck et Fyn. Lck qui est liée constitutivement sous forme inactive a
I’ extrémité cytoplasmique du récepteur CD4 ou CD8,
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selon le type de lymphocyte (Favero and Lafont, 1998). Suite a la stimulation du TCR, cette
kinase est redirigée, par son récepteur porteur, vers des structures particuliéres de la membrane
riches en cholestérol et en glycosphingolipides appelés radeaux lipidiques ou lipid rafts (He et
al., 2005).

La tyrosine kinase Lck est activée par déphosphorylation d’un phosphate inhibiteur
présent sur un résidu tyrosine en C-terminal de la protéine, par la phosphatase
transmembranaire CD45. Par la suite, les tyrosines phosphorylées des ITAM offrent des sites
de recrutement pour d’ autres kinases comme ZAP-70. ZAP-70, une fois recrutée au niveau du
TCR, est phosphorylée et activée par Lck. ZAP-70, une fois activée, peut alors phosphoryler, &
son tour, des protéines adaptatrices dont les principales sont LAT, SLP-76. Ces protéines
adaptatrices ont pour fonction d assembler les complexes moléculaires responsables de la
signalisation tels que Grb-2 et Gads, et les enzymes telles que PI3K et PLCyl (Huang and
Wange, 2004). Ainsi, le rle central du LAT dans la signaisation de TCR est sa capacité s
phosphorylé, de former des complexes ala membrane de plasma de laguelle un certain nombre
de signalisation cascade commencent. Le mangque dexpression de LAT désaccouple la

phosphorylation proximale de tyrosine de TCR de ces cascades de signalisation descendant.
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1.Matériel végétal

1-1 .Préparation des extraits aqueux de Zizyphus lotus L : Zizyphus lotus L, provient de la
wilaya de Tlemcen Située al’ ouest Algérien entre 35°05'et 35°25' de latitudes nord et entre 0°15' et
2°15 delongitude ouest.

Le matériel végétal est constitué par les différentes parties de notre plante, feuille, racine,
tige, noyau et pulpe. Collectées e mois de septembre 2007 dans lawilaya de Tlemcen, Apres
sechage, al’air libre et al’ abri delalumiere et de la chaleur vive, les différentes parties ont été
pilées au mortier traditionnel pour obtenir une poudre grossiére, puis réduite en poudre fine a
I’aide d' un broyeur a hélice (type Retsch SM 2000). Nous avons obtenu une poudre fine de
couleur gris verdéatre claire et conserveées dans les flacons en verre fumeé. C’ est cette poudre que
nous avons utilisé pour nos investigations pharmacol ogiques.

Décoction : 100g de poudre sont suspendues dans 500 ml d'eau distillé puis chauffées
pendant 45mn a 75°C. La décoction est ensuite refroidie, filtrée, congelée a -80°C puis
lyophilisée ( lyophilisateur Christ Alpha 1-2 LD). La poudre de Zizyphus lotus L lyophilisée.
Le lyophilisat est stocké a température ambiante, puis remis en suspension dans les tampons

adéguats en fonction des expériences envisagées.



2. Dosage des acides gras par Chromatographie en phase gazeuse:
L’analyse s effectue sur un aliquote de 100 mg d extraits de notre plante en deux étapes
comme suit :
Etape 1- Saponification-M éthylation des acides gras

Apres avoir gouté 200 pL de méthanol, la saponification est réalisée avec 1 mL de
NaOH méthanolique (50mM), suivie d’une incubation a 80°C, 15 minutes. La saponification
par NaOH méthanolique va apporter |es hydrogenes nécessaires a la libération des Acides Gras
du glycérol. Un choc thermique est réalisé en plongeant les tubes dans un bac a glace, la
methylation est alors faite par gout de 2mL de BF3 méthanolique (BF3 jouant le role de
catalyseur) puis incubation, 80°C, 15 minutes. Aprés un deuxiéme choc thermique, nous
goutons 2 mL de NaCl saturé a 35% et 1 mL d'Hexane pour extraire les acides gras en
prélevant la phase supérieure de la réaction. Les tubes sont ensuite bouchés sous azote avant

leur injection en CPG.
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Etape2- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
* Principe :

Comme la Chromatographie Liquide Haute Pression et |a Chromatographie sur Couche
Mince, la CPG repose sur la rétention différentielle de molécules contenues dans une phase
mobile par une phase stationnaire. Ici contrairement ala CCM ou I’HPLC, la phase mobile est
I”hélium qui est un vecteur qui « propulse » les molécules dans une colonne de 30 m de long et
de 0,32 mm de @ dans laquelle est greffé 0,25um de phase stationnaire.

Les échantillons traversent la colonne sous forme gazeuse, ils doivent étre vaporises :

On injecte le contenu de la seringue (8ul) puis on augmente rapidement la température du four.
De cefait le solvant se vaporise trés vite et « part » rapidement sans entrainer I’ échantillon.

* Intérét du standard interne:

Ce standard, contient un Acide gras absent de I’ échantillon (un Acide gras impaire du
monde animal), ici le standard est le 19 :0. Cet Acide Gras va se comporter de la méme fagon
gue les Acides Gras présents, donc en comparant les aires de pics du chromatogramme et
connaissant la masse de standard injectée, les quantités d’ Acides Gras présents peuvent étre

calcul ées.



3. Dosage des vitamines A et E sériques: Les teneurs en vitamines A et E sériques
sont déterminées par chromatographie liquide de haute performance (HPLC) (Varian, Les Ulis,
France). Brievement, le lyophilisat des plantes est repris par I'eau ditillé (1 mg/ml) puis
extrait al hexane. Les vitamines sont séparées par HPLC en phase inverse avec comme phase
stationnaire une colonne C18, (HP OPS hypersil C18; 200 mm. 4.6mm: Lara spiral, avec
thermostat a 35°c) et phase mobile méthanol/eau (98/2, V/V) et un débit of de 1 mi/mn. La
guantification est effectué en utilisant un standard interne, le tocol (Lara Spiral, Couternon,
France), gjouté avant I’ extraction al” hexane (Jezequel-Cuer et al., 1995).

4. Dosage de la vitamine C : Le dosage de la vitamine C, est réalisé selon la méthode
de Roe and Kuetler (1943). Brievement, apres précipitation de protéine par 10 % I’acide
trichloroacetique et centrifugation, le surnageant (500 p L) est repris par 100 pl d'un un
meélange réactionnel contenant :  I'acide sulfurique (9 N) contenant dinitrophénylhydrazine
(3%), thio-urée (0.4 %) et le sulfate de cuivre (0.05 %) puis incubé a 37 % pendant 3 h. la
réaction est arrétée par gjout de 750 pl d’ acide sulfurique 65 % (V/V), puis |’ absorbance a été
enregistré a 520 nm. La concentration en vitamine C du milieu est obtenue a partir d' une
gamme étalon d’ acide ascorbique.
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5. Evaluation du statut antioxydant : La méthode mise au point par Blache and
Prost (1992) mesure la résistance des hématies & I’ hémolyse induite par les radicaux libres.
Cette méthode consiste a incuber des globules rouges dilué au 1:40 (vol/vol) dans un tampon
iso-osmotique kit Radicaux libres (KRL) en présence d’un générateur de radicaux libres (GRL,
kirial SA). Lacinétique de lalyse des GR est suivie par une lecture continue de |’ absorbance a
620 nm (37°C). Le temps de demis vie, qui correspond a la lyse de 50% des hématies, est
retenu pour les comparai sons entre les groupes.

Cette résistance est utiliste comme marqueur de la résistance globae de I’ organisme au
dommage oxydatif. Elle représente I'état de I’ensemble des défenses antioxydantes de
I’organisme (Blache and Prost, 1992). En effet, les auteurs ont montré que, dans les conditions
expérimentales utilisées, s au moins I'une des composants du systeme de détoxification
antiradicalaire (antioxydants, enzymes) est atére, une diminution de la demi-vie des hématies

est observeée.
6. Test de prolifération cellulaire et blastogénese des cellules T : Lescellules

Jurkat T (0.1x10° des cellules160 pL) ont été suspendues dans RPMI sans sérum et
ensemenceées dans des plaques 96 puits) (Nunc, Roskilde, le Danemark), puis incubées pendant



4 h avec des concentrations croissantes de Zizyphus lotus L (0,05, 0,1 et 0,2 mg/ml), avant de
les stimuler avec CD3 anti-(30 u G/ml). Les cellules ont été distribuées en sexplicate comme
suit : 160 p L de suspension cellulaire, 20 p L d'extrait de Zizyphus lotus L et 20 p L d'Anti-
CD3. Apres 36 h, 20 pL [3H] thymidine (20 Ci/ mmol, 0.5 pCi/puit) ont été ajoutés et 12 h
plus tard, les cellules sont filtrées (filtre en laine de verre) par un récolteur de cellules
(Dynatech, Burlington, MA, USA), puis la radioactivité de I’ADN piégée sur ce filtre est
mesurée dans un compteur (Beckman, Fullerton, CA, USA) en présence de 2 ml de liquide
scintillant (d'Optifluor-O ; Pakard)
7. Etudedel’expression del’IL- 2 par latechnique de RT-PCR en tempsréel
7.1. Extraction des ARNs totaux et traitement a la Dnase: Les cellules sont cultivées
comme décrit ci-dessus en présence des extraits de Zizyphus lotus L., puis stimulées ou non
avec anti CD3 pendant 2 heures. Le culot sec des cellules est resuspendu dans 500 ul de Trizol
(Life Technology) puis lysées par passage dans une seringue 21G. Par la suite, les échantillons
sont incubés a température ambiante pendant 10 mn. Apres cette incubation, un volume de 100
pl de chloroforme est gjouté dans les tubes de lyse puis vortexé 15 secondes puis réincubé 2 a 3
min atempérature ambiante.
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Apres centrifugation du lysat cellulaire (12000g, 4° C, pendant 15 mn), les phases
supérieurs (phase agueuses transparentes) contenant les ARNs ont été récupérées dans des
tubes eppendorf stériles en laissant les ADNSs se trouvant entre la phase supérieure et |a phase
colorée contenant les proténes en bas du tube. Pour précipiter les ARNS, un volume de 250 pl
d’isopropanol a été gjouté en secouant a la main les tubes eppendorf avant de les incuber 10
min a température ambiante. Une centrifugation a 14000.g pendant 20 mn a 4°C a permis
d’ éiminer le surnageant et de récupérer un culot blanchétre contenant les ARNs qui ont été
lavés avec 1 ml d éhanol froid a 70% puis centrifugés a 12000.g pendant 5 min a 4°C. Le
surnageant a été écarté et le culot D’ ARN a été séché aprés avoir couvert les tubes Eppendorf.
Une fois seché, les ARNs ont éé resuspendus dans 15 pl de TrissEDTA. Pour vérifier la
consommation des ARNS, la densité optique (DO) des ARNSs a été mesurée par spectrométre a
260 et 280 nm. Le rapport DO260/ DO280 obtenu a éé supérieur & 1.5 ce qui confirmait la
pureté de ces ARNS.

7.2. Technique de RT-PCR : La RT-PCR est une technique qui permet d' utiliser I'ARN
comme matrice pour |I’amplification d’ une sequence d ADNs double brin cible. Cette opération

s effectue in vitro apres latranscription inverse des ARNS par extension de deux amorces situés



da part et d'autre de la cible a amplifier grace a une ADN polymérase . L’amplification est
effectuée par la répétition de cycles de dénaturation, hybridation et extension qui assurent une
duplication exponentielle de chague brin.

Brievement, dans un volume final de 10 pL, 1ug d’ ARN totaux est incubé en présence
d’oligo (dT) 25 ng.ul-1, et de dNTP 2mM, pendant 5 min a 65°C, puis immédiatement placé
sur la glace avant I’ éape de transcription. Au milieu précédent sont gjoutés le tampon 5X
(concentration finale: TrisHCL 20mM, pH 6.9, KCL 90 mM, MgCl; 4.6mM), I’inhibiteur
d’ARNase (4U/pl) et e DTT (10uM). Laréaction est initiée pendant 2 min a42°C. Lasynthese
du premier brin débute lorsque la transcriptase inverse SuperScript 11 (10 U/ul au final) est
gjoutée. Le tout est incubé 75 min a 42°C, puis a 94°C, puis inactiver I’enzyme. A chague
échantillon sont goutés 40ul d’ eau stérile.

7.3. PCR quantitative : Les réactions de PCR quantitative en temps réel sont réalisees dans
un appareil de détection en temps réel iCycler IQ TM (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
Dans un volume final de 25 L, sont gjoutés 5uL d’ ADNc, préparé par transcription inverse,
puis les amorces sens et anti-sens de I'IL-2 et de la R-actine (tableau) a 15 mmol/l de
concentration finale. Ensuite, on goute le réactif IQ TM SYBR Green (Bio-Rad) contenant
KCL 50 mM , TrisHCL 20 mM , pH8.4 , dNTP 0.2 mM, ADN polyméraseiTaq 25 U.ml-1,
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MgCl2 3 mM, SYBR Green I, fluorescéine 10 nM en concentrations finales. Le fluorochrome
SYBR Green | est un intercalant fluorescent de I'ADN et I'intensité de la fluorescence est
proportionnelle a la quantité d ADN synthétisé. Les conditions utilistes pour la réaction
d’amplification de la séquence cible de la [3-actine et de I’ IL-2 sont |es suivantes :

e étapeinitiale de dénaturation a 94°C pendant 3 min, suivie de 40 cycles a 94°C pendant
30s, 50°C pendant 30s et 72°C pendant 30s. L’amplification du géne de la 3-actine est
utilisée pour vérifier I’homogénéité de I’ADNc utilise. Le géne de la R-actine dont
I’expression est constitutif, sert de contrble interne. La calibration est effectuée en
réalisant des PCR quantitatives sur une gamme de dilution des ADNc de la 3-actine et
del’IL-2.

Les résultats ont éé évalués par le logicid iCycler iQ incluant les courbes standards
permettant de déterminer |’efficacité de I'amplification (E) et le seuil du cycle (Ct). La
guantification relative des ARNm, dans les différents groupes, a éé déterminée par |’ utilisation
de la méthode AA Ct (Livak, and Schmittgen, 2001), dans laquelle AA Ct= A Ct du gene d’IL-
2 - A Ct du geéne de Beta actine. ACt = Ct des cellules traitées par extrait de plantes — Ct du

groupe control. La quantité relative (RQ) a été calculée selon la formule : RQ = ( 1+ E)'(AACt).



Geénes amplifiés Type d'amorce Séquences des amorces

B-actine sens 5’-ATGATATCGCCGCGCTCGTCGTC-3”
anti-sens 5-AGGTCCCGGCCAGCCAGGTCCAG-3

IL-2 Sens 5 -CACTAATTCTTGCACTTGTCAC-3
anti-sens 5-CCTTCTTGGGCATGTAAAACT-3'.

Tableau 1: Séquences des couples d’ oligonucléotides
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1. Composition en acides gras

La lecture du tableau 2 montre que les graines de fruits éaient plus riches en acides gras
gue les autres parties de la plante. Par ailleurs, Zizyphus lotus.L, semble étre une bonne source
de gras saturés (16:0 et 18:0), mono-insaturés (18:1 n-9) et polyinsaturés (18:2 n-6) des acides
gras. En ce qui concerne les acides gras essentiels, |'acide linoléque est présent dans toutes les
parties de la plante. |a pulpe du fruit a éé jugée la plus riche source d'acide linoléque . L'acide
linolénique N’ est pas détecté dans la tige, la pulpe de fruits et de racines de Zizyphus lotus L
(tableau 2). L’eicosatrienoique (20:3 n-3), un agent intermédiaire entre I'acide linolénique et
I'acide docosahexaenoique, est présent seulement dans le noyau de fruits, tiges et racines.

L'acide arachidonique a été détecté seulement dans les feuilles de Zizyphus lotus L (tableau 2).

Lesacidesgras Noyau Feuilles  tige pulpe racine Statistiques

14:.0 0.15+0.028 0 0 0 0




Lesacidesgras Noyau Feuilles  tige pulpe racine Statistiques
16:0 10.8+1.80* 43.41+1.82° 33.80+ 1.95° 27.59+ 1.77" 38.76 + 1.59° b:a, c, d, ep < 0.001
16:1 0.130+0.22° 596+ 063" 0 0 0 ab p < 0.001

18:0 545+ 150° 22.15+1.31° 24.40+ 1.62° 11.25+ 1.31% 22.00+ 0.69° c:d, ap < 0.001
18:1n-9 62.79+ 1.33% 6.30+1.50° 21.73+194° 24.52+0.13" 19.73+ 1.80° ab, c, d, ep < 0.001
18:2n-6 14.22+1.96% 6.20+ 1.67° 11.10+ 1.72° 36.63+ 1.26° 13.24+ 0.11° d:a, b, ¢, ep < 0.001
18:3n-3 1.30+064° 915+195° 0 0 0 ab p < 0.001

19:0 0 0 0 0 0

20:1 3.12+1.40° 217+031° 0O 0 0 ab NS

20:2n-9 0.20+ 0.057° 1.53+0.60° 0O 0 0 ab NS

20:3n-3 0.83+0.035° 0 895+091° 0 259+ 0.63° b:a cp<0.001
20:4n-6 0 158+095 O 0 0

20:0 0.1+0.058 0 0 0 0

24:0 09+0.92° 154+061° 0 0 366+1.18° ca bp<0.001

Tableau 2: Composition en acides gras (9/100 g de lipides totaux) des différentes partiesde

Zizyphuslotus (L.)

Différents acides gras ont été déterminés comme décrit dans Matériels et Méthodes. Les

valeurs sont des moyennes *

déterminations. NS = différences insignifiantes
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SEM. Chagque valeur représente la moyenne de trois

2. Dosage desvitamines

Le Tableau 3 montre que la concentration de vitamine A et C était plus élevée dans la
pulpe de fruits que dans les feuilles, racineset tigesdu Zizyphuslotus L. Fait intéressant, la
vitamine A n'a pas pu étre détectée dans le noyau de fruits, cependant il est riche en vitamine C.
La concentration de vitamine A et C dans d'autres parties de la plante a été classée comme suit:
pulpe<feuilles <racine<tige. les feuilles de Zizyphus lotus L possedent la concentration plus
élevées de vitamine E en comaparison a laracine, pulpe, tige et noyau de fruits. La racine et

latige contiennet |le méme taux de vitamine E. (tableau 3).

Vitamines | Feuille Racine Pulpe Tige Noyau
(mg/100mg)
VitamineA | 13.52+0.06® | 6.45+0.09® |71.63+1.23° |3.8+0.969 |nd




VitamineC | 63.40+1.23© | 47.20+0.82" | 190.65+1.489 | 24.65+1.22" | 170.84+0.63"

VitamineE | 155.71+1.08% | 4.7+0.23% 11.23+1.36" | 4.5+0.097™ | 9.2+0.54™

Tableau 3: Teneur en Vitamines dans les différentes parties de ZizyphuslotusL.

3. Mesuredu KRL
LaFigure 10 montreque c' est lapulpe qui possedela capacité anti-oxydante laplus éevée,
ensuite vient le noyau et la feuille e enfin c'est latige et laracine qui représentent les parties les

moins antioxydantes de la plante.

25 T p<() 01
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Figure 10: Pouvoir antioxydant desdifférentespartiesdelaplante

Eauivalent trolox

T:Tige R: Racine F: Feuille N: Noyau P: Pulpe
4. Leseffetsde Zizyphuslotus L. sur la blastogenéses et I’ expression L -2
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Nous avons observé que I’ anti-CD3 induit une forte prolifération des cellules T Jurkat, de méme
les extraits seul de Zizyphus lotus L. nont aucun effet sur la blastogenese basde de ces cdlules
(résultats non montré). Cependant, tous les extraits ont sgnificativement diminué, de fagon dose
dépendante, la prolifération de T-cdlule induite par I’ anti-CD3 ( Fig 11). On peut noter que c'est la
feuille et la racine qui exercent le plus puissant effet inhibiteur de la blastogenése induite par
antiCD3.
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Figure 12: Les mesuresdel'activité des différentes parties de Zizyphuslotus L. sur
I'expresson del’IL-2.
Abréviations; T: Tige R: Racine F: Feuille N: Noyau P: Pulpe
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Les anomalies des cellules T sont considérées comme la principale cause de maadies
auto-immunes comme le diabete de type 1. Dans le diabete de type 2 également, |'activation
permanente des monocytes par |e contexte pro-inflammatoire associé a cette maladie, contribue
a I’augmentation de résistance al'insuline et ala perte de fonction secrétaire d'insuline par les

cellules desilots pancréatiques ( King, 2008 ).



La popularité du Jujubier comme source de nourriture et de médicaments n’a pas cessee de
croitre depuisdes milliers d'années (Baytop ,1984 ; Gultekin , 2007).

Ces effets bénéfiques peuvent étre liés a la présence de composés biologiquement actifs
(Kalt et al.,2008 ). Dans notre étude, nous avons constaté que les extraits des différentes
parties de Zizyphus lotus L exercent une activité antioxydante. Par consequent, il est possible
que l'activité antioxydante de Zizyphus lotus L. (Desf.) puisse étre attribuée aux vitamines
antioxydantes présente dans Zizyphus lotus L. Pour cela, nous avons analysé la composition en
vitamines dans les différentes parties de Zizyphus lotus L et nous avons cherché s'il existe une
corrélation entre I’ abondance des vitamines et la pouvoir antioxydant de la plante. Pour cela
nous avons utilisé le test de corrélation de de Spearman (Rs), dans ce test on admet qu'il existe
une forte corrélation entre deux paramétres lorsque le coefficient de corrélation (Rs) est proche
del.

Les résultats de ce test montrent gu'il existe une forte corrélation ente la capacité
antioxydante et |’ abondance dans Zizyphus Lotus L de vitamines A (Rs = 0,95), vitamine C
(Rs = 0,82) et vitamine E (Rs 68). Nos résultats sont soutenus par ceux de Lenucci et al.
(2006) qui ont démontré que l'activité antioxydante du jujubier est probablement due a sa
teneur en vitamines antioxydantes. Cet argument explique le haut pouvoir antioxydant de la
pulpe qui est laplusriche en vitamine A. L'extrait du noyau, qui est le plusriche de vitamine C
exerce également un puissant effet antioxydant. L'extrait de feuille qui contient le plus de
vitamine E, mais moins de vitamine C et A que la pulpe, exerce également une activité
antioxydante significative. Il est également possible que I'activité antioxydante de la pul pe soit
due, en partie, a la présence de polyphénols comme ils I'ont suggéré Lamien-Meda et al.
(2008) et qui ont récemment rapporté que Zizyphus mauritania (L.) est riche en polyphénols.
Ces chercheurs ont en outre évalué la capacité antioxydante des extraits de Zizyphus
mauritania et ont finalement conclu que ce sont les polyphénols des fruits qui étaient

36
responsables de leur propriété anti-oxydante. Cependant, dans cette étude, nous n‘avons pas pu
déterminer les concentrations de polyphénols dans nos extraits. Néanmoins, nos résultats

démontrent clairement que Zizyphus lotus L, possede des propriétés anti-oxydantes.

La présente éude montre également que la décoction de Zizyphus lotus L exerce une activité
immmunosupressive. Nos résultats sont en bon accord avec ceux d Adhvaryu et al. (2007) qui



ont égaement observé que les extraits de Zizyphus lotus L exercent des effets

immunomodul ateurs chez les rongeurs.

L'induction de la transcription du gene de I'lL-2 représente un événement critique et
indispensable pour la prolifération des cellules T et leurs fonctions effectrices. Nous avons
observé que les différents extraits inhibent la blastogenese des cellules T et I'expression de
I'ARNmM de IL-2. Toutefois, nous avons observé que I'extrait du noyau est le plus puissant
immunosuppresseur puisque cet extrait, ala concentration 10 pg/ml, inhibe de I’ ordre de 86 %
laprolifération des cellules T, tandis qu’ala méme concentration, les extraits de latige, pulpe,
feuilles et racines inhibent la prolifération des cellules T d’ environ, 38 %, 43 %, 29 % et 72 % ,
respectivement.

Les effets immunosuppresseurs significatif de I'extrait de noyau ne peut pas étre
attribués a sateneur en vitamines puisque cet extrait ne contient pas de vitamine A, et sa teneur
en vitamine E est plus faible que celle de la pulpe et des feuilles, de méme sa teneur en
vitamine C est plus faible que celle de la pulpe. Nous n’avons pas observé de corrélation entre
I’effet antiprolifératif du jujubier et se teneur en vitamines. Cependant, il existe une forte
corrélation (Rs= 0.70) entre la teneur en acides gras n-3 et |’ effet antiprolifératif de Zizyphus
lotus L

Par conséquent, il est possible que les acides gras puissent étre responsables de cet effet
immunosuppresseur. En effet, le noyau est le plus riche en acides gras n-3, notamment, deux
types d acides gras de la série n-3 connus pour leurs activités immunosuppressive a savoir
I"acide linolénique (18:3 n-3) et I'acide eicosatrienoique (20:3 n-3). Silva et al. (1995) ont
rapporté que I'huile de Zizyphus mistol, qui est riche en I’ acide eicosatrienoique, module la
croissance tumoral e dans des modeles animaux (Mufioz et al. 1995).

Nos résultats sont corroborés par ceux Guil-Guerrero et al. (2004) qui ont détecté dans
Zizyphusjujuba, cultivée en Espagne,
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tous les acides gras que nous avons rapporté dans la présente étude. Il est important de
noter que la composition en acides gras de Zizyphus lotus L dépend de plusieurs parametres qui
peuvent varier d'un pays a l'autre tels que le type d'irrigation, I’ensoleillement et le stade de
maturité.

Il a été bien établi que les acides gras n-3 exercent une activité anti-inflammatoire et

immunosuppressive a la fois dans les études cliniques et expérimentales (Calder et al , 2006).



En effet, il Sest avéré que les extraits de Zizyphus lotus L. possédent des propriétés anti-
inflammatoires (Baytop ,1984). Il est également important de souligner |’ absence d’ effets de
des extraits Zizyphus lotus. L sur la prolifération basales des cellules T. Ce qui suggére que les
extraits Zizyphus lotus. L dans des conditions normales ne modulent pas la prolifération des
cellules T. Ces effets ressemblent a ceux des acides gras n-3 qui n'influencent pas la
prolifération des cellules T normales issus des sujets sains (Kelley et al, 1998). En effet, les
meilleurs immunosuppresseurs sont ceux qui modulent uniquement |’ activation anormale de
cellules T observable, entre autres, dans le cas des maadies auto- immunes (Chapkin et al,
2009).

En ce qui concerne le mécanisme d'action des acides gras, il a été bien éabli quils
interférent avec les voies de signalisation intracellulaire, en particulier avec la cascade des
MAP kinases comme ERK1/2 et p38 MAP kinase (Khan, 2010 ; Kim et al , 2010). D’ailleurs,
Chan et al. (2006) ont démontré gu'un mélange d'herbes contenant les extraits Zizyphuslotus L,

interférerent avec la phosphorylation de ERK1/ 2 et p38 dansles cellules T.
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Pour résumer, nous pouvons affirmer que des extraits aqueux de différents parties
Zizyphus lotus L. exercent un potentiel thérapeutique certain, puisqu’ils possedent des
propriétés antioxydantes et immunosuppressives. A notre connaissance, mis a part une éude
gui a montré qu’ un mélange de plantes de la médecine chinoise contenant de Zizyphus jujube L
exercent un effet immunomodulateur (Chan et al, 2006), aucune étude n'a, jusgu'ici, été
menées sur les effets de Zizyphus lotus L. (Desf.) dans I’ activation des cellules T. D'autres



études sont nécessaires pour éucider les effets des différents extraits de cette plante dans la

progression de maladies auto-immunes ou de transplantation d'organes.
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1.Diabete

Le diabete, longtemps considéré comme une maladie des pays riches, est devenu, depuis
guelques années, un probléme majeur de santé publique, aussi bien dans les pays développés
gue dans les pays en voie de développement, notamment en zone tropicale (Monteiro et
al.,1991; Rolfe et al.,1992). En 1997, environ 127 millions de personnes diabétiques ont été
recensées dans le monde et ce chiffre atteindra, vers 2010, 221 millions (Amos et al.,1997). De
plus, on estime qu’en Afrique la prévalence du diabéte va étre multipliée par un facteur de
deux ou trois (Amos et al.,1997). La morbidité du diabéte est signaée adarmante sur le
continent Africain : Egypte (Arab, 1992), Libye (Kadiki et al.,1987), Mai (Pichard et
al.,1988), Soudan (Elamin et al.,1994), Tanzanie (McLarty et al.,1996), Nigeria (Ndububa et
al,1994), Cameroun (Ducorps et al.,1997) et Bénin (Djrolo et al.,1998). Il est a noter que des
formes particulieres du diabéte sont connues avec un contraste entre le milieu sahélo-saharien
ou le sexe féminin est plus touché et le milieu sub-saharien ou le sexe masculin est plus
concerné, sans ignorer les aspects controverses de la physiopathol ogie spécifique du diabéte en
Afrique (Sidibe, 2000).

Bien que les criteres classiques tels que, I’ age du diagnostic de lamaladie, I obésité et ses
symptdmes, les antécédents familiaux, la tendance spontanée ala cétose et un contexte d’ auto-
immunité, permettent de classer, dans les pays développés, les deux types majeurs de la
maladie, diabéte du type 1 ou diabéte insulinodépendant et diabéte du type 2 ou diabéte non-
insulinodépendant (Keen, 1986), une proportion non négligeable de patients diabétiques, dans
les pays tropicaux d’ Afrique sub-saharienne et d’Asie du sud-est, demeurent inclassables
(Mohan et al, 1992., and West, 1980). Les auteurs comme Alberti (1993) ont méme considéré
gue, selon ces criteres, d’ autres formes de diabete sont exclues. En Afrique et en Asie du sud, le
probléme semble étre plus complexe, puisgue des formes intermédiaires ont été décrites chez
des patients jeunes et adultes ayant un poids norma mais avec une grande variabilité de la
cétose et du besoin en insuline (Ahren and Corrigan, 1985). Ces formes particuliéeres de diabete
ont fait naitre le concept de « diabete tropical ». Le principal facteur évoqué dans le diabéte
tropical est lamalnutrition (OMS, 1985).

> Diabéeteen Algé&rie: Lenombre des diabétiques en Algérie est passé d’un million
de personnes en 1993, a plus de 2 500 000 personnes en 2007, soit 10% de la
population. Ces statistiques établies par I’ OMS, ont été révélées, par le président de
la Fédération Algérienne des associations des malades diabétiques (FAAD),
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et ce, lors de la célébration de la Journée nationale des personnes diabétiques, au
Munatec de Blida. Placé sous le patronage du ministre de la Santé, de la Population
et de la Réforme hospitaliere, cette rencontre a été organisée par la fédération
algérienne des associ ations de diabétiques.

Le diabéte est considéré comme une maladie chronique, invaidante et colteuse, qui
S accompagne souvent de graves complications.

Les 25% des jeunes malades, sont des insulino-dépendants, alors que 10% des citoyens
ignorent étre atteints par cette maladie. Malgre la gravité de cette maladie, ainsi que la cherté
des médicaments, 40% des malades diabétiques ne sont pas encore assurés et sont parfois
totalement démunies. De ce fait, ces derniers ne savent pas s'ils doivent choisir entre manger
ou alors acheter leurs médicaments. Toutefois, ils sont exposes a des complications tres graves
tellesla gangrene ou la cécité.

Cette maladie, avec laguelle on apprend a vivre tout au long de sa vie, fait encore peur
aujourd’ hui. Le diabéte correspond & une é évation anormale de la glycémie, définie par le taux
de sucre dans le sang. Pres de 90 % des diabétiques vivent pendant des années avec cette
maladie sans le savoir car le diabéte ne provoque en général pas de manifestations pendant une
trés longue période. Le diagnostic du diabéte s effectue le plus souvent lorsque les premieres
complications surviennent. Un délai de 7 ans environ s écoule entre le moment ou une
glycémie est anormalement élevée sans avoir été repérée a ce moment la et le diagnostic du
diabéte.

Trois mesures peuvent étre réalisées pour diagnostiquer un diabéte :

- Lorsgue la glycémie a jeun est supérieure a 1.26 g.L-1 a deux reprises, le sujet est
diabétique ( Stumvoll et al., 2005). A partir de cette valeur seuil, apparait a plus ou
moins long terme, le risque de survenue de complications touchant en particulier les
yeux, les reins, les nerfs, le ceeur et les vaisseaux sanguins. Cependant, si la glycémie
est comprise entre 1.10 et 1.26 g.L-1, le sujet est hyperglycémique ajeun ( intolérence
au glucose). Ces sujets ne sont pas diabétiques mais sont a haut risque de le devenir en
I’ absence de mesures hygiénodiabétiques.

- Principe du Test de Tolérence Orale au Glucose (TTOG) ou Hyperglycémie provoguée
par voie Orale (HGPO) : mesure de la glycémie ajeun du patient, puis ingestion de 75 g
de glucose ou 1g/kg de glucose si le patient est en surpoids, a dissoudre dans I’ eau avant

I’ingestion qui dure 15 minutes.
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- On mesure la glycémie toutes les 30 min pendant 2h. Si au bout des 2 heures , la
glycémie est supérieure a 2 g.L-1, le patient est diabétique. Cette méthode est tres
couteuse donc non réalisable pour I’ ensemble de |a popul ation.

- Glycémie supérieure a2 g.L-1 an’importe quel moment de lajournée, associée a des
signes cliniques tels que la polyurie, la polydipsie et un amaigrissement.

On distingue deux formes principales de diabéte :

- lediabéte insulinodépendant ou diabete de type 1

- lediabéte non insulinodépendant ou diabéte de type 2.

1.1 .Diabétedetype 1

Le diabete de type 1, également appelé diabete insulinodépendant ou autrefois, diabete
juvénile, est une maladie liée a la destruction auto-immune des cellules 3 des ilots de
Langerhans du pancréas. Ces cellules sont chargées du contréle de la glycémie par la
production d’insuline, leur destruction entraine une absence d'insulino-sécrétion et donc une
hyperglycémie. L’ hyperglycémie apparait lorsgu’il ne reste plus que 10 a 32% de cellules 3
fonctionnelle. Dans le cas de diabete de type 1, I'insuline, administrée par injection, est
indispensable afin d éviter le développement rapide d’ une cétose et |’ évolution vers le coma.
Le type 1 est plus fréquent chez I’ enfant et I’ adolescent, mais peut également survenir chez le
jeune adulte ( < 30 ans) et il concerne 10 % des diabétiques. On ne retrouve des antécédents
familiaux que dans 8 % des cas. Les taux d’incidence les plus élevés apparaissent clairement
se situer dans |I’hémisphere nord, et plus particulierement en Europe. Ceci laisse supposer

I’ existence d' une susceptibilité génétique

1.2.Diabétedetype2

I comprend un ensembl e plus hétérogéne de situations cliniques ou I’ on ne retrouve pas
d’association HLA (Human Leucocyte Antigen), pas de cétose, et pas d’ auto-anticorps ;on
I’ appelle aussi diabéte de la maturité ou diabéte gras et il est environ dix fois plus fréquent que
le diabete de type 1. On ne connait pas réellement la cause de cette maadie. Les patients
souffrant du diabete de type 2 ne sont pas dépendants d’insuline pour survivre, et un certain
degré d'insensibilité périphérique a I'insuline a é&é mis en évidence chez la plupart de ces
malades (DeFronzo and Ferrannini, 1991). En effet, ce diabéte est di a une insuffisance
endocrine du pancréas a faire face a un état d’insulinorésistance qui est le plus souvent associé

aune obésité. Les mécanismes de cette insulinorési stance ne sont pas complétement élucidés.
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On retrouve une diminution des récepteurs a I’insuline qui serait en partie le résultat
d’'une down-regulation en réponse a un hyperinsulinisme, lui-méme éant la conséquence
possible d’un trouble de I'insulinosécrétion. On a aussi évoqué le réle des acides gras circulants
qui, en trop grande quantité, inhibent I’ utilisation périphérique du glucose par un phénomene de
compétition de |’ oxydation entre les lipides et les glucides.

La traduction clinique du diabéte - ou des diabetes -, est différente selon qu’il s agit de
diabéete insulinodépendant ou non insulinodépendant. Ainsi, a un stade évolué, le diabéte de
type 1 est associé a un tableau clinique d amaigrissement, de fonte musculaire, de fatigue, de
cétoacidose débutante et de déshydratation. A un stade moins avance, on observe les signes
traduisant la carence en insuline que sont la perte de poids assez rapide, la fatigue anormale, la
polyurie et la polydipsie. Ce tableau clinique peut évoquer atort une hyperthyroidie. La
présentation clinique du diabete de type 2 est habituellement asymptomatique, et le diagnostic
se fait sur la présence d’' une hyperglycémie. Parfois, cette anomalie biologique est associée aun
certain degré de fatigue ou de polyurie, voire a une déshydratation évidente. Citons aussi
guelques manifestations cliniques parfois révélatrices de la maladie : une candidose génitale,
des lésions de folliculites, ou encore des troubles visuels en rapport avec | hyperglycémie.
(Tchobroutsky, 1987).

2. M étabolisme du glucose
2. 1. Rappels physiologiques

Le glucose est le substrat énergétique le plus rapidement utilisable par les cellules de
I’organisme. La glycémie est déterminé par |'équilibre entre le glucose libéré dans le
compartiment extracellulaire (apports exogenes, réserves endogenes) et le glucose consomme
par les différents tissus de I’ organisme. Le glucose ingéré lors d’ un repas est absorbé au niveau
de I'intestin gréle, puis passe dans le systeme porte jusqu’au foie ou une partie (environ 30%)
est captée par les hépatocytes puis métabolisée. Le reste (environ 70%), passe dans la
circulation systémique pour étre utilise par des tissus périphériques, essentiellement les
muscles. Entre les périodes de repas, des réserves endogenes de glucose permettent de fournir
du sucre aux organes si nécessaire. Ces réserves sont essentiellement constituées dans
le foie, car il contient du glycogene d’'une part, et est capable de produire du glucose par la
gluconéogenése d’ autre part.

Le glycogene hépatique est une forme de stockage de glucose immédiatement mobilisable

en cas de besoin tel un jeline ou un exercice musculaireimportant.
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La gluconéogenése quant a elle fournit du glucose endogene a partir de substrats non
glucidiques que sont le lactate pyruvate, les acides aminés et le glycérol, généralement lors de

jedine prolongé.

Certains organes comme le foie, le muscle, et le tissu adipeux dépendent de I’insuline pour
utiliser le glucose. D’ autres, au contraire, peuvent assimiler le glucose sansinsuline. Il s'agit du
cerveau, de lamédullaire rénale, de larétine, des muscles squel ettique et des hématies.

Dans ces organes, I’ utilisation du glucose est fonction du niveau de glycémie. Plusieurs
hormones interviennent dans la régulation du métabolisme glucidique. La seule hormone
hypoglycémiante est I'insulinge, qui stimule la synthése de glycogene et de lipides, ainsi que le
transport de glucose a I’intérieur des cellules. Par ailleurs, elle inhibe la gluconéogenese et la
glycogénolyse hépatique. Les autres hormones, au nombre de 4, sont hyperglycémiantes
(Porcellati et al., 2003). Il s'agit du glucagon, des catécholamines, de I’ hormone de croissance,
et des glucocorticoides (Vellaet al., 2003). Le glucagon augmente la production de glucose par
le foie par le biais d'une stimulation de la gluconéogenése et de la glycogénolyse, et en
diminuant la production de glycogene. Les catécholamines agissent en stimulant la libération
de glycogéne hépatique. L’ hormone de croissance et I'lGF-1 (insuline-like growth factor)
stimulent la production hépatique de glucose et réduit son utilisation périphérique (Frystyk et
al., 2003). Finaement, les glucocorticoides potentialisent les effets du glucagon et des
catécholamines, et entrainent une insulinorésistance.

2. 2. Roledel’insuline

2. 2. 1. Aspects géenéraux

In vivo, I'insuline résulte de la maturation protéolytique d'un polypeptide précurseur inactif, la
proinsuline (t%2 = 30 min). Cette molécule précurseur est produite par le réticulum
endoplasmique des cellules § des ilots de Langerhans du pancréas. Lors de sa maturation, cette
molécule est clivée et transportée dans |’ appareil de Golgi, ou €elle est stockée dans des granules
secrétoires. La maturation de ces granules aboutit a I’insuline mature et fonctionnelle, peptide
compose de 2 chaines d’ acides aminés unies par des ponts disulfures, et aun petit peptide, le C-
peptide. L’ insuline circule sous forme libre dans le plasma, et possede
une courte demi-vie de |’ ordre de quelques minutes (t%2 = 4 min) en raison d’un important effet
de premier passage hépatique. Rappelons ici que I'insuline est la pierre angulaire du traitement
du diabéte et qu’ elle a été administrée pour la premiére fois aun humain en 1922
(Best, 1956).
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2. 2. 2. Régulation de I’insulinosécr étion

Un pancréas humain normal sécréte 40 a 50 unités d’insuline par jour. La concentration
basale d'insuline dans |e sang lors de période de jeline est d’ environ 0,4 ng/ml (ou 69 pmol/l).
Une dizaine de minutes apres I'ingestion d’un repas, on observe une augmentation de la
concentration sanguine périphérique d'insuline, qui atteint son pic aprés environ 30 a 457
minutes. Chez le sujet normal, il est rare que le taux d'insuline s ééve au-dela de 690 pmol/l
apres un repas.

Par lasuite, il y aune diminution assez rapide de la glycémie qui revient aux valeurs basales
apres 90 a 120 minutes environ. Plusieurs molécules stimulent la sécrétion de I'insuline. Le
glucose représente le stimulus principal, mais certains acides aminés (arginine, leucine, lysine)
ont aussi un effet stimulant direct. Il existe une sécrétion basale d'insuline (c’est-a-dire en
I’ absence de stimuli) en présence d une glycémie normale, a savoir 4,4-5,6 mmol/l. Parmi les
hormones, I'acétylcholine, le glucagon, I"hormone de croissance, et des hormones gastro-
intestinales comme le VIP (Vaso Intestinal Peptide) et 1a gastrine favorisent I’ insulinosecrétion.
Au contraire, I’ adrénaline, la noradrénaline et |a somatostatine ont un effet inhibiteur direct sur
lasécrétion de I’insuline.

Larégulation de la glycémie est aussi assurée par |e systéme nerveux :

» Le systeme sympathique : Une diminution du glucose stimule les récepteurs hormonatix
et par I'intermédiaire d'un mécanisme réflexe, qui agit sur la médullosurrénale, il y a
une libération de I’ adrénaline qui a tendance a augmenter la secrétion du glucagon et
diminuer ainsi celle de I’insuline (stimulation a adrénergique) ;

» Le systeme parasympathique : |l participe a la coordination des réponses hyper et
hypoglycémiques. Il intervient ala fois par son effet insulino-sécréteur ; et a moindre
degré par stimulation de sécrétion de glucagon. La sécrétion stimulée d’insuline en
réponse a une charge alimentaire en glucose est en fait une sécrétion biphasique. En
effet, on observe une phase précoce de sécrétion d'insuline, suivie d’ une phase de
secrétion retardée s 1a glycémie reste élevée. Toutefois, si la glycémie reste élevée de
facon prolongée (> 24 heures), on observe une phase de désensibilisation réversible des
cellules B du pancréas en réponse au glucose. Les molécules de glucose pénetrent dans
les cellules B par diffusion passive, mais facilitée par 1’existence d’un transporteur
membranaire spécifique appelé GLUT-2 (glucose transporter-2). Etant donné son
affinité moyenne pour le glucose, ce transporteur agit surtout durant les phases

d hyperglycémie.



48
L’action de I'insuline au niveau des tissus cibles se fait par I'intermédiaire de
récepteurs membranaires (Stephens and Pilch, 1995). De fait, I’ action de I’insuline au
niveau des cellules du tissu adipeux, du foie, et des muscles est médiée par I’ interaction
entre la molécule d’insuline et les récepteurs spécifiques, comme le GLUT-4 (Stephens
and Pilch, 1995). 8 fois I'insuline liée a son récepteur, on assiste a un phénomene

d internalisation des récepteurs aboutissant al’ action méme del’insuline.

Il apparait clairement que des anomalies des récepteurs a I'insuline, que ce soit leur
concentration, leur affinité ou les deux, vont affecter | action et |’ effet del’insuline.

Ainsi, au cours du phénomene de « down-regulation », on assiste a une diminution des
récepteurs a I'insuline en présence de taux d’insuline chroniquement élevé. Les situations
cliniques au cours desquelles on observe ce phénoméne sont principalement |’obésité et
I” hyperinsulinisme chronique d’ origine exogene.

Grace a l'insuline,

Le suere, i acth
transformé R qui active
en glucose, Sude les transporteurs
passe dans la de glucose,
circulation la cellule absorbe
sanguine. le glucose
et le consomme.
taux de glucose
dans le sang

Foiz

Transporteur
de glucose

Gréce a l'insuline,

le foie transforme Le sang repasse

le glucose : par le cosur
en glycogéne pour étre transporte
1 le stocke jusqu'aux cellules du corps.

Figure 13 : Mode d action de I’insuline. (Stephens and Pilch, 1995).

2. 2. 3. Effets méaboliques del’'insuline
L’ effet métabolique principal de I’insuline est de promouvoir le stockage des nutriments
ingérés (figure 13). Les principaux tissus bénéficiant de cette hormone sont le foie, le tissu

adipeux et les muscles.
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Le foie est le premier organe gu’ atteint I'insuline par la circulation sanguine. A ce
niveau, cette hormone induit un phénomene anabolique, puisqu’elle stimule la
production de glycogene et inhibe simultanément sa dégradation par le biais d’ une modul ation
enzymatique du cycle de synthése. On assiste aussi en présence d’insuline a une augmentation
de synthese de protéines, de triglycérides et de VLDL (Very Low Density Lipoprotein) par le
foie. La gluconéogenese est inhibée et la glycolyse est accrue. En augmentant le transport des
acides aminés et la fonction ribosomale, I”insuline stimule la synthése protéique du muscle.

De plus, la synthése de glycogene est accrue pour palier aux dépenses musculaires. Bien
gue ce tissu stocke environ 600 g de glycogene (chez un individu de 70 kg), cette source
d énergie ne peut étre utilisée directement en raison du manque de glucose-6-phosphatase, et
doit donc transiter par le foie pour le transformer en glucose via le lactate.

Le tissu adipeux, ou graisse, est le mode de stockage d énergie le plus efficace, car il
fournit 9 kcal par gramme de tissu. Au niveau de ce tissu, I'insuline augmente la formation de
triglycéride dans |’ adipocyte par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes. Premiérement, la
lipoprotéine-lipase est activée, ce qui a pour conséguence une hydrolyse des triglycérides
attachés aux lipoprotéines circulantes. Deuxiémement, en augmentant le transport de glucose
vers les adipocytes, 1’insuline permet une meilleure utilisation de 1’a-glycérol phosphate, une
substance importante dans |’ estérification des acides gras libres en triglycérides. Finalement,
I"insuline empéche lalipolyse intracellulaire en inhibant lalipoproténe-lipase intracellulaire.

3. Statut antioxydant

Plusieurs désordres métaboliques sont liés a larésistance al’insuline et al’ hypertension
artérielle, tels que I'athérosclérose, | hypercholestérolémie, I” hypertriglycéridémie et le stress
oxydatif, pouvant aussi conduire au développement du syndrome métabolique. En effet, des
études réalisées chez I’homme et chez des modéles animaux d hypertension artérielle et de
résistance a I’insuline ont montré une éévation marquée de la production de radicaux libres,
ainsi qu’une diminution des systemes de défense antioxydants ( Cai and Harrisson, 2000 ; John
and Schneider, 2003). Un défaut du systeme de défense antioxydant et/ou une éévation
anormale de différentes molécules oxydatives modifient la balance oxydants/anti-oxydants en
faveur d'un systéme pro-oxydant qui va générer un stress oxydatif (Fig 14).
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LE STRESS OXYDANT

Figure 14 : Balance oxydants/ antioxydants en faveur d’un stress oxydatif

3.1. Lesradicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, possedant un électron célibataire (ou électron
non apparié) sur sa couche périphérique, qui est beaucoup plus réactive que la molécule ou
I’atome dont elle est issue. La majorité des espéces radicalaires sont dérivées de I’ oxygene,
mais certaines peuvent étre dérivées du soufre (RSe, les thiyles) ou de I’azote ( *NO) qui
possede un éectron partagé entre son atome d’ azote et son atome d’ oxygene.

Les espéces radicalaires, dérivées de |’ oxygéene ou de |’ azote, ont un réle physiologique
important en agissant a faibles concentrations comme des messagers secondaires capables de :
- réguler le phénomeéne d’ apoptose qui est un suicide programmeé des cellules, évitant ainsi leur
évolution vers un état cancéreux (Slater et al., 1995),
- activer des facteurs de transcription (NFkB, p38-MAP Kinase), eux-mémes responsables de
I activation de genes impliqués dans la réponse immunitaire,
- moduler I’ expression de genes de structure codant pour les enzymes anti-oxydantes. Dans le

cas du diabéte, ¢’ est | auto-oxydation du glucose qui donne naissance a des radicaux libres.

3.1.1. Especesréactives del’ oxygene (ERO)
Les espéeces radicalaires dérivées de |’ oxygene ont différentes structures dont les principales
formules sont rassembl ées dans |e (Tableau 4).
Dans les cellules de mammiferes, les radicaux libres proviennent essentiellement de réaction
enzymatique et découlent principalement de la NAD(P)H oxydase membranaire ou du

complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire.
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Radicaux libres du stress oxydatif
Oe2 : radical suoeroxyde

H Oe2 : radica perhydroxyde

OH : radiacl hydroxyde

R Oe2: radical peroxyde

R O+2 : radical akoxyle

Tableau 4 : Nature des différentes especesradicalaires
impliguées dans le stress oxydatif.

En effet, la production de radicaux libres est une conséguence inévitable de la
respiration aérobie qui consomme de I’ oxygene moléculaire (O2). Le métabolisme énergétique
des organismes aérobies dépend de |a phosphorylation oxydative, processus par lequel I’ énergie
du transfert d’ électrons formés lors du cycle de Krebs a partir du NADH, est transformée en
une liaison phosphate dans la molécule d’ATP. C'est |I’oxygene moléculaire qui sert
d accepteur final des éectrons lors de ce transfert (d'ou le nom de chaine respiratoire) : 1
molécule d' O, est réduite par 4 électrons en 2 molécules d’'H,O par la cytochrome ¢ oxydase.
'O, est un hi-radical avec deux électrons céibataires mais il ne peut pas accepter
simultanément les électrons nécessaires a sa réduction en H,O. Ainsi, la réduction incomplete
de 'O, en H,0 peut conduire a la formation d’intermédiaires réduits, hautement réactifs. La
production des radicaux libres n’est pas négligeable puisque 2% des électrons de la chaine de
transfert conduisant a leur formation en conditions physiologiques normales ( Nohl and
Hegner , 1978).

Les ERO peuvent également provenir d'autres réactions métaboliques cellulaires
spécifigues a certaines cdlules, par exemple lors de la désamination de la dopamine par la
monoamine oxydase dans |es neurones dopaminergiques.

Leur production peut aussi étre liée a des facteurs environnementaux. Ils peuvent par
exemple étre produits ala suite de I’ exposition des cellules a diff érentes molécules, telles que la
peptide AR impliqué dans lamaladie d’ Alzeimer ( Behl et al., 1994 ), les rayons ultra-violets (
Scharffeter-kochanek et al., 1997) ( Tableau 4).

Les radicaux libres, en réagissant avec les molécules non radicalaires, plus stables, vont
soit leur arracher un éectron soit leur en céder un, conduisant a la formation en chaine de

nouveaux radicaux libres.
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Si deux radicaux libres joignent leurs éectrons libres, ils forment une espéce non-
radicalaire mais réactive (Figure 10).
Les especes réactives de |’oxygéne sont, en particulier, le peroxyde d hydrogene ( H2O,) ou

I’ oxygene singulet ( 10, ). On dénombre plus de 100 espéces réactives

0, Arginine
NE?:DA::I I)'I" Xanthine NADPH + H*
2 P-450
Mitochondrial ETS / = Jé“;;;:':: BH,[ NO Synthase
+ H,0
{:ﬁ, ak Uricacid  Cit </ \-NADP*
¥
0 NADPH Oxidase 2 0% NO Synthase 0 Y
2 o 2 T ArgorBH, ¥ 2 *NO <— NO donors
NADPH + H*  NADP*
HOCI <7bﬂ\" Hzoz‘\ DQ
H,0 H*+CI- F::+ Oxidized ONOO-
(/ cu* VitC VitC
0, +0H" ¥ / ‘NO Gly + CH,0
ONOOH L}; OH = e or OO H,0, Bar Onicase Sarcosine
"OH + NO, .
H'LOH Acetyl CoA Oxidase
Autoxi-| >0, Uric Acid Oxidase
WKWDH —>L0-  dation D-AA Oxidase
0,+H,0 Mona;nmes 0,+H,0
Hemoglobin

Fiqure 15: Production deradicaux libres oxygénés et azotés ainsi que d’ autres espéces
réactives dans les cellules de mammiféres (Fang and al.,2002)

AA, acides aminés: Arg, L-arginine ; BH,, (6R)-5, 6, 7, 8, -tétrahydro-L-biopterine ; CH,O, formaldéhyde ; Cit,
L-citrulline; DQ, diquat ; FAD, flavine adénine dinucléotide (oxydée) ; FADH,, flavine adénine dinucléotide
(réduite) ; Gly, glycine; H,O,, peroxyde d hydrogéne; HOCI, acide hypochloreux; H'LOH, radical
hydroxylipidique ; IR, radiation ionisante; L', radical lipidique; LH, lipide (acides gras poly-insaturés) ; LO;,
radical akoxyl lipidique; LOO:, radical peroxyl lipidique; LOOH, hydroperoxyde lipidique; MPO,
myéloperoxydase; NAD+, nicotinamide adénine dinucléotide (oxydé); NADH; nicotinamide adénine
dinucléctide (réduit) ; NADP+, nicotiamide adénine dinucléotide phosphate (oxydé) ; NADPH, nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (réduit) ; NO , oxyde nitrique ; O, anion superoxyde ; - OH, radical hydroxyl ;
ONOQO:', peroxynitrite ; P-450, cytochrome P-450 ; Sar, sarcosine ; SOD, superoxyde dismutase ; STE, systeme de
transport des électrons ; Vit C, vitamine C (acide ascorbique) ; Vit E, vitamine E (o-tocophérol).

La production et I'intervention dans de nombreuses fonctions cellulaires des ERO sont

réalisées dans 3 compartiments :
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la mitochondrie ( précédemment citée), le cytosol et le noyau. L’ O, est incapable de
traverser les structures membranaires, ¢’ est pourquoi son action est essentiellement localisée en
deux pools non communicants, I’un mitochondrial, |” autre cytosolique.
3.1.2. Especesreéactives dérivées del’ azote
Le monoxyde d’azote est un composé radicalaire ( IN —O) produit par les cellules de
I’ endothélium vasculaire, grace alaNO synthase (NOS).

On distingue deux types d’ enzymes :

» |aNOS congtitutive ( endothéliale ou neuronale), présente
dans I’ endothélium vasculaire, est en permanence active et
produit de faibles quantités de NO. La NOS endothélia e est
impliguée dans larégulation de |’ homéostasie vasculaire.

= |aNOSinductible, présente dans les macrophages, est
normalement inactive mais se manifeste en réponse aun
stimulus inflammatoire et produit de grandes quantités de
NO.

Le monoxide d'azote ( NO) et, plus particulierement les especes réactives de |’ azote,
peuvent engendrer un stress oxydatif intracellulaire, interagir avec 'ADN et avec le
meétabolisme mitochondrial, réguler les processus de transduction et d’ apoptose.

L’implication du NO dans la survenue de nombreuses pathologies comme le diabéte
I’ athérosclérose, le cancer, témoigne de son role paradoxal ement délétére. Le stress oxydatif est
une cause maeurs majeures de souffrances cellulaire, associée a de fortes concentrations en
NO. En I’absence d’'ions superoxyde, le NO est un inhibiteur de la peroxydation lipidique et de
la formation des produits secondaires ( hydroxydes d' AGPI et isoprostanes). Sa Réaction avec
un radical lipidique peroxyle conduit & un peroxynitrique lipidique ( LOONO), ce qui entraine
I’arrét immédiat de la propagation. Cependant, en présence d’ O2 , le NO réagit pour former du
peroxynitrite ( "OONO). Ce composé, d’une trés grande réactivité, va endommager le
protéines, les lipides en initiant la peroxydation lipidique et les acides nucléiques (Beckman,
and koppenol ,1996). 1l diffuse largement a travers les membranes. Le peroxynitrite ( "OONO)
peut mener ala formation d’H202 (Stamler et al. , 1992). Le peroxyde d’ hydrogéene et le fer,
libéré par laferritine sous |’ action du NO, sont également des acteurs du stress oxydatif.

La présence de NO peut conduire al’ oxydation du glutathion réduit, lacellule perd ainsi une

grande partie de sa capacité de défense contre les especes réactives de I’ oxygene et de |’ azote.
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3.2. Défense de |’ organisme contre le stress oxydatif

Pour protéger ses tissus contre les effets nocifs des radicaux libres, |’ organisme possede
des mécanismes de riposte anti-radicalaire polymorphe, a la fois préventive et curative
(Haliwell, 1994). Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui est capable
de raentir ou d'inhiber I'oxydation d'un substrat. Cette définition s applique a un grand
nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catal ytiques spécifiques tels que
I”heme oxygeénase, |a superoxyde dismutase, la catalase, |a glutathion réductase et la glutathion
peroxydase et des mécanismes non enzymatiques tels que les chélateurs de métaux de
transition, la céruloplasmine, laferritine, la métallothionéine, I'albumine et la bilirubine.

Il existe de plus des composes endogenes synthétisés par les cellules et qui jouent leréle
de piégeur ou éboueur (« scavenger » pour les Anglo-saxons) ; le plus important est le
glutathion réduit (GSH) qui protége non seulement contre les radicaux libres, mais aussi contre
les peroxydes ou le radica monoxyde d’azote. D’ autres antioxydants exogénes apportés par
I’ alimentation participent a la neutralisation des radicaux libres qui sont hydro- ou liposolubles
tels que 1’acide ascorbique, I’a-tocophérol, le B-caroténe et les flavonoides.

Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’ antioxydants dans tous les
compartiments de |’ organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires.
Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés (antioxydants primaires) ou en épurant les
radicaux libres oxygéeneés (antioxydants secondaires). En complément de cette double ligne de
défense, I’ organisme est en outre capable de réparer ou d' @iminer les molécules endommagées
par |’ attaque radicalaire.

3.2.1. Systémes antioxydants endogenes (Fig 16)

- Lesenzymes

e les superoxydes dismutases ( SOD) a cuivre et a manganése : responsables de la

dismutation de I’anion superoxyde ( O,) en peroxyde d'hydrogene ( H,O,)
(Fridovich, 1978). Elles ont des localisations cellulaires différentes : cytosolique,
mitochondriale ou extracellulaire. La Cu/Zn-SOD nécessite des ions cuivre pour
assurer |’activité catalytique et des ions zinc pour stabiliser la molécule. La
Cu/Zn-SOD, de localisation cytoplasmique, est exprimée dans toutes les cellules
et son activité est particulierement importante dans le foie, les érythrocytes, le

cerveau et les neurones.
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Mn-SOD est plus fortement exprimée dans le cceur, le cerveau, le foie et lesreins.
En revanche, les érythrocytes ne possedent pas de mitochondries n'ont pas
d activité Mn-SOD.

e La catalase est une enzyme fer dépendante capable de réduire le peroxyde
d hydrogene en eau et est présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes.
Son activité la plus importante est dans les érythrocytes, les érythrocytes et les
reins.

e La glutathion peroxydase (GSH-Px), sont des enzymes sélénium dépendantes,

capables de détoxifier le peroxyde d’ hydrogene et les peroxydes lipidiques par
oxydation du glutathion réduit (GSH). On distingue 5 isoenzymes de la GSH-Px
chez les eucaryotes, la plus abondante étant la GSH-Px cytoplasmique (90%) et
mitochondriale (10%). Elle est ubiquitaire, mais particulierement présente dans
les érythrocytes, lefoie et lesreins.

e Ladglutathion réductase (GSSG-Red) régénere le glutathion réduit en utilisant le

NAD(P)H comme cofacteur, est localisée avec la gluthation peroxydase, réduit le
GSSG en GSH. Elle setrouve dans le cytosol et les mitochondries.
3.2.2. Antioxydants non enzymatiques

- Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine) qui capte les radicaux
hydroxyles (*OH), alkoxyles ( ROe) et prévient I’oxydation des groupements
thiols gréace a son pouvoir réducteur, en plus de son role de substrat dans la
réaction catalysée par la glutathion peroxydase. Il est essentiellement présent sous
forme réduite. Le GSH est impliqué comme cofacteur pour I'activité de la
gluthation peroxydase et dans le métabolisme des ascorbates. C'est aussi un
composeé piégeur endogene synthétisé par les cellules. Il protege, non seulement,
contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes. Dans le cerveau, le
GSH joue un réle important dans la détoxification des espéces réactives de
I’ oxygéne (Butterfield et al., 2002 ; Drake et al., 2004). Le GSH est plus abondant
dans le cytosol, le noyau et lamitochondrie (Masella et al., 2005).

- L’acide urique, majoritairement ionisé sous forme d’ urate, est capable de réagir
avec les radicaux hydroxyles pour former une espéce radicalaire relativement
stable.
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Figure 16 : Elimination desradicaux libres oxygénés et azotés ainsi que d’ autr es especes
réactives, chez les mammiféres (Fang et al.,2002)

ADP, adénosine diphosphate ; Arg, L-arginine, BHg, (6R)-5, 6, 7, 8, -tétra hydro-L-biopterine ;
Carn, carnosine; Cat, catalase; Cit, L-citrulline; Cyt C, Cytochrome C; STE, systeme de
transport des éectrons; Glu, L-glutamate; GPD, glutaminase phospho-dépendante; Gly,
glycine; y-Glu-CySH, y-glutamyl-cystéine; GS-SG, glutathion dissulfide oxydé, GSH,
glutathion réduit ; GSH-Px, glutathion peroxydase; GSH-R, glutathion réductase; GSH-T,
glutathion S-transférase ; GSNO, glutathion nytrosylé; HbO,, oxyhémoglobine; Héme-NO,
heme-oxyde nitrique; His, histidine; LOH, alcool lipide; LOO, radical peroxyl lipidique;
LOOH, hydroperoxyde lipidique ; ‘NO, oxyde nitrique ; NOs', nitrate ; O,’, anion superoxyde ;
ONOQO, hydroperoxyde lipidique ; ‘NO, oxyde nitrique ; NO3', nitrate ; O,", anion superoxyde ;
ONOQO, peroxynitrite ; PC, cycle des pentoses ; R, radicaux ; R, non-radicaux ; R5P, ribul ose-
5-phosphate; SOD, superoxyde dismutase; Tau, taurine; Vit C, vitamine C (acide
ascorbique) ; Vit C, radical de la vitamine C ; Vit E, vitamine E (a-tocophérol) ; Vit E', radical
delavitamineE.

3.2.3. Systémes antioxydants exogenes
Nos aiments jouent un role primordia dans notre capacité de défense vis-a-vis de la
production non contrélée des espéces radicalaires dérivées de I’oxygéene. La prévention du
stress oxydatif et de ses conséquences implique I’ optimisation des apports en antioxydants par
I’alimentation. Parmi les bienfaits d’ une alimentation riche en fruits et Iégumes, il y'a le fait

gu’ils ont une teneur éevée en antioxydants (Prior, 2003).
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En effet, une aimentation riche en antioxydants, et en particulier en certains
micronutriments (vitamines C, E, caroténoides, sélénium, zinc) diminue le risque de survenue
de maladies cardiovasculaires ( Busserolles et al.,, 2003), aors gu'a l'inverse, une
consommation pauvre en fruits et légumes et/ou de faibles taux sanguins d antioxydants
accroissent le risque de développer ces pathologies (Rissanen et al., 2003).

Outre les vitamines, les polyphénols sont présents dans de nombreux fruits et |égumes
(environ 400 especes chimiques) avec des teneurs variables. Ils ont une activité antioxydante
plus élevée par exemple que celle delavitamine E et ilsinhibent |a peroxydation lipidique.

De méme, les oligoé éments comme le sélénium et le zinc sont présents dans le site actif
de plusieurs enzymes antioxydantes. Le sdénium joue un role clé dans la protection des
cellules et de leurs constituants contre | attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence
dans le site actif des glutathion peroxydases sél éno-dépendantes. IL permet de maintenir |e pool
de glutathion réduit, ce qui protege les membranes, en particulier des groupements thiols. Le
zinc assure la stabilisation de la Cu/Zn-SOD. Le zinc protege également les groupements thiols
(SH) des protéines contre I’oxydation induite par le fer et inhibe la production d’ especes
radicalaires dérivées de I’ oxygene.

L’ optimisation des apports en antioxydants par I’aimentation est nécessaire afin de
contribuer a la prévention nutritionnelle de nombreuses pathologies ou le stress oxydatif est

présent. Les apports quotidiens optimaux sont notés dans le Tableau 5.

Nutriment antioxydant Apport usuel Apport nutritionnel conseillé
Vitamine C 60-80 mg 110 mg

Vitamine E 5-10mg 12 mg

Vitamine A 300 pg 500- 600 pg

Sélénium 40 pg 60- 80 ug

Zinc 7- 10 mg 10- 12 mg

Tableau 5: Estimation des apports quotidiens optimaux en antioxydants (Fao/Who,

1998).
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4. Diabéte et stress oxydatif

le stress oxydatif est impliqué dans la destruction des cellules  pancréatique

(Hotta et al.,1998) et pourrait largement contribuer aux |ésions tissulaires associées a
I’hyperglycémie chronique. Les cellules B sont particuliérement vulnérables au stress oxydatif
en raison, d' une part, de leur pauvreté en CU/Zn SOD, catalase, GPx et glutathion réduit
(Lenzen et al.,1996) et d autre part du role des radicaux libres comme seconds messagers des
interleukines dans la réaction auto-immune (Rabinovitch, 1998). Il a éé montré que
I” hyperglycémie et I’ augmentation des acides gras libres dans le sang des diabétiques entrainent
une activation de la NAD(P)H oxydase et une production d' O, (Baynes, 1991). De plus,
I”augmentation des radicaux libres atere la vaso-relaxation que ce soit au cours du diabete de
type 1 ou du diabéte de type 2 (Hink et al.,2001) .

Une étude récente a mis en évidence le role de la GPx dan la protection des cellules 3
pancréatiques contre le stress oxydatif dans un modéle de glucotoxicité (Tanaka et al.,2002).
Au cours du diabete, il y a non seulement une augmentation des radicaux libres mais en plus
une altération des défenses due a la glycation des enzymes antioxydantes, et a la perturbation

de la concentration de leurs cofacteurs (Zn, Se, Cu) (Strain, 1991).
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1.Choix du modéele expérimental

Le rat de laboratoire est un modéle expérimental couramment utiliseé pour son
disponibilité des données physiologiques chez le rat est importante ce qui en fait un modele de
choix pour I’ expérimentation. Cependant, quel ques limites existent dans ce modéle.

2. Généralitésdu suivi desrats:
2.1. Animaux et régimes: L’éude est réalise sur 32 rats méles de souche Wistar
(Dijon, France), ageés de 8 semaines et pesant 220g a 230g en début d’ expérimentation. Les
rats sont maintenus dans une animalerie a la température constante de 24°C et une humidité de
60 + 5%, avec un cycle circadien (12h jour/ 12h nuit). A leur arrivée, les animaux sont
alimentés avec un régime standard pour rongeur (UAR) pendant 1 semaine pour une phase
d’ adaptation. L’eau de boisson et la nourriture sont données a volonté. Apres cette phase

d’ adaptation les rats sont redu diabétique par injection de Streptozotocine.

Le diabete peut étre induit chez I'animal par différentes techniques dont I'injection de la
Streptozotocine (STZ) qui est largement utilisée (Szkudelski, 2001). La STZ est un
glucosamine nitrosé (Anderson et al, 1974; Povoski et al., 1993), elle entraine un effet
cytotoxique sélectif des cellules B des Tlots de Langerhans (Anderson et al, 1974 ; Robbins et
al, 1980 ; Crouch et al, 1978). Le mécanisme d'action de cet agent diabétogene reste encore
mal connu. Cependant, |es études postérieures ont montré son action sur leslots de Langerhans
en réduisant la masse des cellules par conséquent une insulinopénie caractéristique d'une
hyperglycémie chronique ou transitoire (Aughsteen, 2000; Szkudelski, 2001; Chen et lanuzzo,
1981).

Dans la présente éude, |e diabéte est induit par injection intra péritonéale d’ une dose unique
de STZ (60 mg/kg), diluée dans un tampon citrate (pH 4.5). Les rats témoins non diabétiques
sont injectés (IP) avec du tampon citrate. Apres|'installation de I'hyperglycémie (environ 2 g/l),
les rats diabétiques ont été réparties d'une fagon aléatoire en 3 sous lots de 8 rats, pour étre
ensuite gavés quotidiennement avec les extraits de plante comme suit :

-les rats témoins ayant uniquement du tampon citrate.



- ratstémoins gavés de tige

- rats témoins gavés avec des extraits aqueux de pulpe
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- les rats diabétiques sans traitement
- rats diabétiques gavés avec des extraits agueux detige
- rats diabétiques gavés avec des extraits agueux de pulpe
2.2. Gavage

Lesrats étaient pesées chaque jour juste avant de les gaver avec la phase aqueuse de
décoction de tige ou pulpe (300 mg /kg de rat).
Nous avons choisi d' administrer les extraits de plantes par voie orae pour de multiples
raisons:

D'une part, car le choix de la plante sétait fondé sur des bases ethnopharmacol ogiques,
les gens I'utilisent pour traiter le diabéte sucré en avalant les tisanes qui en découlent ou en la
consommant entiérement. Subséguemment, c'est la voie la plus proche de la rédité, c'est la

mere nature.

D'autre part, c'est une voie d'administration physiologique, elle offre certain nombre de
criteres, d'efficacité et de commodité. De plus elle ne nécessite aucun matériel particulier. De
point de vue pharmacologique, la voie orale est la plus couramment utilisée (70 a 80% des
meédicaments sont administrés per o0s). Cette voie est, généralement, bien acceptée par les
patients (Bourin and Jolliet, 1999).

Les données rassembl ées sur I'utilisation traditionnelle de cette herbe font ressortir que
la plante était consommeée sous sa forme brute. De ce fait, on sest baseé sur I'extrait aqueux qui

contient les plus de composés présents dans la plante.

2.3. Test oral detolérance au glucose (GTT)

Apres trois semaines de gavage par les extraits de plante, les rats sont mis a jeun pendant
12h avant d'effectuer le GTT . La glycémie a éé mesurée avant de gaver les rats avec une 3
o/kg de glucose. Ensuite la glycémie a éé mesurée a différents temps pendant 120mn. La
glycémie est mesurée par un glycométre (One Touch, France) sur une goutte de sang obtenue

apresincision del’ extrémité de la queue de rat.

2.4. Lesacrifice desanimaux et les prélévements d’ organes



Apres trois semaine de gavage, lesrats ajeun sont préalablement anesthésiés par injection
intrapéritoniale de phénobarbital ( 30mg/kg de poids corporel). Le sang est prélevé par
ponction de |” aorte abdominale en présence de 0.1% d' EDTA-Na2,
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pour éviter sa coagulation, puis centrifugé a 1000 g pendant 20mn a4° C afin de séparer le
plasmades hématies. Les rats sont ensuite sacrifiés par exsanguination via |’ aorte abdominale.
Les différents organes (rate, foie, pancréas, tissus adipeux, muscle, ..) sont prélevés, rincés avec
une solution de NaCl froid 20,9%, et conservés a-80°C.
3. Analyses biochimiques
3.1.Glycémie

Le dosage de la glycémie est effectué par méthode enzymatique col orimétrique ( Kit
Biocon, Germany), apres oxydation enzymatique en présence de la glucose oxydase. Le
peroxyde d’ hydrogene formé réagit avec le phénol et le a-amino-antipyrine pour former la
quinonémine, indicateur de couleur violette. La lecture se fait a une longueur d’ onde
A=546nm.
4. Evaluation du statut antioxydant

Laméthode mise au point par Blache and Prost (1992) mesure la rési stance des hématies
al”hémolyse induite par les radicaux libres. Cette résistance est utilisée comme marqueur de la
résistance globale de I’ organisme au dommage oxydatif. Elle représente |’ état de I’ ensemble
des défenses antioxydantes de I’ organisme (Blache and Prost, 1992).

Le sang prélevé est dilué (1:30, v : v) avec le tampon KRL (300 mosm/L) pH 7,4.
Ensuite 50l de sang dilué sont déposés sur une microplaque (96 puits) puis est gjouté un
générateur de radicaux libres ( GRL) ( Kirial, SA, Couternon, France). La cinétique de
I’hémolyse est suivie par spectrophotométrie a 620 nm, grace a un analyseur de plaque iIEMS
reader MF, Lara Spiral)
permettant une régulation thermique a 37°C et une agitation circulaire des plagues.

La cinétique d’ hémolyse permet de déterminer le T 50%, c'est-a-dire le temps nécessaire pour
gue 50% des hématies soient hémolysées. Plusle T 50% est long, meilleure est la résistance
des membranes érythrocytaires aux radicaux libres.

Les essais sont réalisés en triple exemplaire, le temps nécessaire pour atteindre 50% de
I”hémolyse total e est retenu comme valeur de référence pour comparer les différents groupes.

Une variante de cette méthode permet de déterminer |a capacité antioxydante du plasma et
des hématies lavées en les laissant incuber avec des hématies "contréle" (provenant d’ un rat



Wistar) et en présence du GRL. 50 pl de sang contrdle et de plasma ou d hématies lavées sont
dilués dansletampon KRL (1:25, 1:30, 1: 63 60, v : v, respectivement) puis déposés sur une
microplaque. Le GRL est ensuite rgjouté et la cinétique de I’ hémolyse est suivie comme décrite
précédemment. 63
4.1. Dosage del’activité de la glutathion per oxydase

L’activité de la gluthation peroxydase (GSH-Px) est déterminée par la méthode de
Pagliaand Vaentine (1967), utilisant I hydroperoxyde de cuméne comme substrat. Une unité
de GSH-Px est définie comme la quantité d’ enzyme responsabl e d’ une diminution de 90% de la
concentration de gluthation par minute a une concentration de glutathion de 1 mM. L’ activité
de I’enzyme érythrocytaire est déterminée par la décroissance du NADPH dans le milieu et est
comparée al’ activité connue d’' une solution de GSH-Px. La GPx érythrocytaire est exprimée en
U/mg d’ hémoglobine.

4.2. Dosage del’activité de la glutathion réductase

L’ activité de la glutathion réductase (GSSH-Red) est déterminée par la mesure du taux
d oxydation du NADPH en présence de gluthation oxydé (Goldberg and Spooner, 1992).
L’ unité de I’ activité de cette enzyme est définie comme la quantité d’ enzyme capable d’ oxyder
1 mmol de NADPH par min. L’activité de |’enzyme érythrocytaire est déterminée par la
décroissance du NADPH dans le milieu et est comparée a |’ activité connue d’ une solution de
GSSH-Red. L’ activité érythrocytaire de cette enzyme est exprimée en U/mg d’ hémoglobine.

4.3. Dosage de I’ activité de la super oxyde dismutase

L’ activité de |a superoxyde dismutase (SOD) est mesurée par I’ oxydation du NADPH (

Elstner et al., 1983) et est comparée a celle d' une solution de SOD d activité connue. L’

activité érythrocytaire de cette enzyme est exprimée en U/mg d’ hémoglobine.

4.4. Dosage de I’ activité de la catalase
L’ activité de |la catalase est déterminée selon la méthode de Aiebi, (1974) par mesure du
taux de décomposition du H,O, a une longueur d’ onde égale a 420 nm.
4.5. Détermination delateneur en glutathion total
100 pL de globules rouges sont dilués dans 15 volumes d’ acide perchlorique (2g/ L).
Apres centrifugation a 1000 x g pendant 10 min, 200uL de surnageant sont prélevés pour le
dosage du glutahation total, selon la technique d’ Anderson, (1985).

5. Evaluation du pouvoir antioxydant de molécules par letest ORAC



Lamesure de I’ ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity) développée par Cao
(Cao et a, 1993) est une méthode simple et reproductible permettant de mesurer |a capacité
anti-oxydante globale du plasma (Benderitter et al, 2003) en utilisant |’ allophycocyanine
(APC) protéine fluorescente dont la structure est sensible a un stresse oxydatif.
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Cette technique repose sur les propriétés de fluorescence de I’ APC dont I’ exposition a
un systéme générateur de
radicaux libres entraine une dégradation de la protéine et donc une diminution de sa
fluorescence (Fig 17).

Nous avons mesuré I’ORAC dans le plasma de rat comme suit : dans une cuve de
Spectrofluorimétre on  effectue un mélange (2 ml finale) contenant 37.5 nmol/l d APC dans
tampon phosphate (pH 7.0) en absence (blanc) ou présence de 20 pl de trolox (Un analogue
hydrosoluble de la vitamineE, (1uM finale) ou de 20 pl de plasma. On mesure la fluorescence
basale (Temps 0) dans un Spectrofluorimétre SFM 25 Kontron (excitation a 651 nm et émission
a598), ensuite on démarre la réaction par I’ gjout générateur de radicaux (CuSO,, 9 umol/l et
H.0,, 0,3%). Lamesure de fluorescence émise sefait en continue jusqu'a sa disparition.

Le trolox est utilise comme antioxydant de référence pour calculer la valeur d ORAC.
Une unité ORAC est définie comme la protection (I’aire sous la courbe) généré par 1uM
trolox. La valeur ORAC du plasma est calculé comme suit : ORAC U/ml = (A plasma— A
blanc)/(A trolox — A blanc), A représente I'aire sous la courbe de décroissance de la

fluorescence del’ APC.



Fluorescence relative de la -PE

Figure 17 : Cinétique de piégeage des espéeces radicalaires (produites par I' AAPH)
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par la B-phycoérythrine en présence de Trolox.

6. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous formes de moyennes + E.S ( erreur satandard) de 6 rats
par groupe. La comparaison des moyennes est réalisee par le test t de Student avec variables

indépendantes, a I’aide du logiciel STATISTICA (Version 4.1, Statasoft, Tulsa, USA). Les
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moyennes sont considérées comme significativement différentes lorsque P < 0.05.
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1-Mesuredelaglycémie

Les résultats obtenus durant les 3 semaines montrent une |égére diminution de la glycémie
(exprimés en g/l) des rats diabétiques traités avec nos deux extraits, pulpe et tige. Celle-ci reste
statistiquement non significatif (Tableau 4). 1l ressort aussi de cette étape que nos extraits n‘ont
aucun impact sur la glycémie des rats normaux ou il est constatable que I'extrait étudié a 300
mg/kg par voie orale administré quotidiennement au rats normaux n'était pas toxique (résultats

non démontres).

Déchiffrant, attentivement, I'évolution de la glycémie des rats diabétiques témoins. La
glycémie augmente a la deuxiéme semaine. Junod et al (1969) ont étudié la relation entre la
dose de la STZ et son effet diabéogene. Ils ont rapporté que la STZ a une dose de 55 mg/kg

administrée par voie intraveineuse provogue une hyperglycémie del'ordre de 3.4 g/l /24 heure.



Parametres lersemaine  2iemesemaine  3eme semaine

Controles 0.96+0.022 1.0410.07¢ 0.95:0.07'
STZ 2.24+0.24" 3.2+0.98! 3.01£1.13
STZ+Pulpe  1.9840.06° 2.04+0.00 2.000.06¢
STZ +Tige 1.9810.07¢ 2.040.02" 2.00£0.03'

Tableau 6 : Evolution de la glycémie (g/L) des rats normaux et diabétiques traités ou
non durant 3 semaines par 300 mg/kg d’extrait de pulpe et tige. Chague valeur
représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes est effectuée par le test ‘t’ de
Student (avsb, evsf, i vsj p<0.01) (b vsc,d p<0.05) (F vs g, h p<0.05) (i vsk, | p<0.05).

2.Test detolérance au glucose :

Chez des rats normaux traités 1 h auparavant avec 300mg/kg d'extrait, le gavage de 3
o/kg de glucose, entraine un état d'hyperglycémie supérieur alanormal (témoins). La Figure 15
montre |'évolution de la glycémie durant les 2 heures.

68
—t— ST 71nulne
v A= A PUIPC
N QL AR | B
GI\I('.(—‘[ 1e (Aa/L) QT 7+tige
yo< < \g9'-/ -+ STZHige
5 &= STZ
'
45 s ke TN
~ = )N e TEMOINS
4 S RN
A P '
35 S Y T N—. .\
Y = _ ¥ . \
34T ", A
5 b/ Na
25 >
2 AT S
yd G
S P \‘
11
05
0

0 5 10 15 20 25 30 45 60 120
Temps, minutes

Figure 18 : Test detolérance chez desrats normaux traités, effectué pendant 2

heures, par gavage de 3 g/lkg de glucose



Ainsi, on constate que |I’hyperglycémie devient normale dans 2h chez les animaux
controles. L’ hyperglycémie diminue aussi chez les animaux diabétiques. Il est intéressant de
noter que les extraits de pulpe et de tiges diminuent rapidement la forme «cloche » de
I"hyperglycémie chez les animaux diabétiques, suggérant que ces extraits ont des effets
inhibiteurs de sur le diabete. 1l faut noter que I’ hyperglycémie chez les animaux reste toujours

élevé méme aprés deux heures (Figure 18).
3.Mesuredu statut antioxydant dans le sérum:

Nous avons utilisé le test de KRL pour élucider le statut antioxydant dans le sérum
d’animaux contréles et diabétiques. Nous observons que le % de I’hémolyse est plus faible
chez les animaux diabétiques. L'administration d extraits de pulpe et de tige tendent a
normaliser lesvaleurs de KRL.
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Figure 19 : Test de I’hémolyse de globule rouges par le serum d’animaux controles et
diabétiques (ST Z). Chague valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes
est effectuée par letest ‘t’ de Student. NS = pas de différence significative.

4 Mesuredel’activitédel’ORAC :

Le mesure de I’ I’ORAC dans plasma des rats démontrent que le statut antioxydant des
animaux diabétiques diminue.
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Figure 20 : Test de I’ORAC d’animaux contrdles et diabétiques. Chaque valeur
représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes est effectuée par le test
‘t’ de Student.



De plus, les extraits de pulpe et de tiges augmentent les valeurs des I'ORAC. Ces
observations suggerent que ces extraits exercent des effets bénéfiques sur |’ altération du statut

antioxydant induite par le du diabéte.
5. Mesuredel’ activité des enzymes antioxydantes endogénes.

5.1. Dosage del’activité dela catalase:

L’activité de catalase a été déterminée dans trois compartiments d animaux (les

erythrocytes, le foie et le pancréas).

Le diabéte augmente |’ activité catalase uniquement dans le foie (Tableau 9). Le diabete
induit également une augmentation non significative de la catalase dans le pancréas et les
érythrocytes. De plus, les extraits de pulpe et de tige diminuent de fagon non significative

I’activité catalase chez les animaux diabétiques (Tableau 7).
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Pancreas :
Catalase
Controles 4149,6 |NS
STZ 62+16 —7 o
STZ + Pulpe 46£19 -
STZ + Tige 45+14
Glutathion Réductase Glutathion péroxydase
Controles 0,32+ 0,056 p<0,01 Controles 13,25+ 2,16 p<0,01
STZ 0,13+ 0,075:=171 o STZ 19,30+ 1,16=r " oy
STZ + Pulpe 0,13+ 0,075----}-} STZ + Pulpe 13,50+ 2,054
STZ + tige 0,11+ 0,060--- \° STZ + Tige 12,10+ 1,52-...i P<0.01
Contrdles 5,45+ 1,96 s Controles 1,38+ 0,96
STZ 2,56+ 1,261y STZ 1,00+ 0,89=1171 g
STZ + Pulpe 3,10+ 1,19 STZ + Pulpe 1,224 0,854 o
STZ + Tige 3,37+ 1,231 NS STZ +Tige 0,95+ 0,46----
Superoxyde dismutase
Contrdles 8,97+ 2,16
STZ 10,56 + 2,617
STZ + Pulpe 7,88+2,04 L.
STZ + Tige 8,66+ 2,15 ---- NS




Tableau 7: Activité de différentes enzymes antioxydantes dans le pancréas
d’animaux contréles et diabétiques. Le Tableau indique I'activité de cataase (U/mg
protéine), glutathion réductase et peroxydase (U/mg protéine), superoxyde dismutase (U/mg
protéine). On note aussi la concentration de glutathion total et réduit (nmol/mg protéine).
Chaqgue valeur représente la moyenne + ES. La comparaison des moyennes est effectuée par
letest ‘t’" de Student.

5.2. Dosage de I'activité du glutathion peroxydase (GSH-Px), glutathion
réductase (GSSH-Red) et superoxyde dimutase (SOD)
- Glutathion réductase (GSSH-Red)
Nous constatons que I’activité de glutathion réductase (GSSH-Red) diminue dans le
pancréas d’ animaux diabétiques. Il est intéressant de noter que |’ activité GSSH-Red n'’ est pas
modifiée dans les globules rouges et foie d’ animaux diabétiques (Tableau 7). Les extraits de

pulpe et de tiges aussi ne modifient pas |’ activité de GSSH-Red dans ces trois compartiments.
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- Glutathion per oxydase (GSH-Px)
En ce qui concerne, I'activité de glutathion peroxydase (GSH-Px), son activité
augmente dans les globules rouges, le foie et le pancréas d’ animaux diabétiques et les extraits

de Zizyphus lotusla diminuent d’ une maniére tres significative (Tableau 8).



Erythrocytes:
Catalase
Contrdles 7.85+ 2.31 NS
STz 8.56% 2.66---},-,
STZ + Pulpe 8.71+2.78 1 iNS
STZ + Tige 8.63+2.71----1NS
Glutathion Réductase Glutathion peroxydase
Controles 9.22+2.95 | \s Controles 12.99+ 2.56" | p<0.01
STZ 6.00+ 2.13 b o STZ 18.73+ 2.49=1 g 07
STZ + Pulpe 7.19+ 1.87 ... STZ + Pulpe 1158+ 243 -t/ 0
STZ + Tige 7.48+1.98 -4 NS STZ + Tige 10.68+ 2.31- P~
Glutathion Réduit Glutathion Total
Contréles 3.97£ 1.96 " | Ns Contréles 18.67+ 3.59 NS
STZ 1.54+ 0.74 = TINS STZ 13.42+ 3'25"—'7":NS
STZ + Pulpe 3.24+ 1.81 -t STZ + Pulpe 15.13+3.19____i.!
STZ + Tige 3.44+ 1.89 - STZ + Tige 16.17+ 3.45...i NS
Superoxyde dismutase
Controdles 19.03+ 3.98 \s
STz 21.65+ 4.23---}-,
STZ + Pulpe 12.15¢2.31......INS
STZ + Tige 15.23+ 3.54----' NS

Tableau 8 : Activité de différentes enzymes antioxydantes dans les érythrocytes
d’animaux controles et diabétiques. Le Tableau indique I'activité de catalase
(U/mg protéine), glutathion réductase et peroxydase (U/mg protéine), superoxyde
dismutase (U/mg protéine). On note aussi la concentration de glutathion total et
réduit (nmol/mg protéine). Chague vaeur représente la moyenne = ES. La

comparaison des moyennes est effectuée par letest ‘t’ de Student.
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- Superoxyde dimutase (SOD)

Lorsqu’ on compare I’ activité de SOD dans les trois compartiments, on constate que le
diabéte ne modifie pas son activité dans les globules rouges et le pancréas, cependant, il elle
diminue dans le foie d animaux diabétiques (Tableau 9). Les extraits de pulpe et de tiges

diminuent de fagon significative I’activité de SOD dans et le foie sans modifier celle des



globules rouges et du pancréas chez les animaux rendus diabétiques par I’ administration de la

streptozotocine.

FO| e. ~ Catalase
Contrbles - 25+ 2 0<0,01
STz 382 =iy
! 1 p<0,01
STZ + Pulpe 2619 -+ 001
STZ + Tige 25414 -t PO
Glutathion Réductase Glutathion peroxydase
Contréles 18,32+ 2,056 | ng Contrdles 13,71+ 2,36 p<0 o1
STZ 18,13+ 2,075="1\g STZ 18,36+ 1,86 p<0 o1
STZ + Pulpe 17,13+2 075----}-: STZ + Pulpe 122019544 )
STZ + Tige 17,11+ 2,60 -~ "> STZ + Tige 11,10+ 1,25 pe
Glutathion réduit
Glutathion Total ~
- Contrdles 2,88+ 1,76 p 0,01
Controles 7,45£2,96"\s STZ 1,63+ 1,994 0605
STZ 5,16+ 3,261 NS STZ + Pulpe 2,22+ 0,85.--.i- 50,01
STZ + Pulpe 6,10£2 19"""'Ns STZ + Tige 2,95+ 0,06--- P
STZ + Tige 6,37+ 2,23---
Superoxyde dismutase
Contrdles 23,84+3,16 " | 550,01
STz 15,13 £ 3,66=17; 0.01
STZ + Pulpe 22,47+ 3,04 ----,L-:p> '
STZ + Tige 22,66+ 3,15 ---- P>0.01

Tableau 9 : Activité de differentes enzymes antioxydantes dans le foie d’animaux
controles et diabétiques. Le Tableau indique I’ activité de catalase (U/mg protéine), glutathion
réductase et peroxydase (U/mg proténe), superoxyde dismutase (U/mg protéine). On note aussi
la concentration de glutathion total et réduit (nmol/mg proténe). Chaque valeur représente la
moyenne + ES. La comparaison des moyennes est effectuée par letest ‘t’ de Student.
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5.3. Mesuredu taux de Glutathion réduit et total

- Glutathion réduit

La production de glutathion est le résultat de I'activité des enzymes telles que le
glutathion peroxydase et |e glutathion réductase. Nous avons étudié la production de glutathion
total et du glutathion réduits dans les globules rouges, le pancréas et le foie d'animaux

diabétiques et controles.



Ainsi, nous avons constaté que la concentration de glutathion réduit diminue de fagon
non significative dans les érythrocytes, le pancréas et le foie d animaux diabétiques (Tableau
8). Les extraits de pulpe et de tige ne modifié pas de maniere significative la quantité de
glutathion réduit ; cependant, ces extraits semblent augmenter la concentration de glutathion

total dansles érythrocytes et le foie d’ animaux diabétiques.

-Glutathion total

Le diabete diminue de fagcon non significative le glutathion total dans les globules
rouges et le pancréas, cette diminution est plus importante et significative dans le foie. Ces
extraits semblent augmenter, mais de facon non significative, la concentration de glutathion
total cestrois compartiments chez las animaux diabétiques.

6. Estimation des antioxydants exogenes

6.1. Teneursdesvitamines A, E et C sériques

Nous avons dosé les concentrations sériques de trois vitamines A, E et C chez les animaux
diabétiques, traités ou non par les extraits de pul pe et de tige de Zizyphus lotus L. Ces vitamines

exercent des effets antioxydants.
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Figure 21:Teneurssériquesen vitamines A, E et C

Chague valeur représente la moyenne + ES des 8 rats par groupe. La comparaison
des moyennes est effectuée par letest ‘t’ de Student

Ainsi, hous avons constaté que la concentration des vitamines A et E diminue d’ une
maniere trés significative chez les animaux diabétiques (Fig 21). De plus, la concentration
de vitamine C chez les animaux diabétiques n’ est pas diminuée de fagon significative. Les
extraits de pulpe et de tige ne semblent pas augmenter |es teneurs de ces trois vitamines chez
les rats diabétiques.
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L'utilisation des plantes médicinales est aujourdhui la forme de médecine la plus
répandue a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche de
nouvelles substances a activité biologiques constituent une des plus grandes préoccupations
scientifiques. De ce fait, plusieurs travaux ont été réalisés pour I'évaluation des secrets des
plantes médicinales dont |a présente étude qui est consacrée a la recherche d'éventuels effets

antidiabétiques a partir des extraits pulpe et tige de Zizyphus lotus L.

Dans cette direction de recherche, le choix de la plante, la voie d administration, le
diabéte induit ainsi que les parametres suivis sont des points essentiels a discuter. Zizyphus
lotus L comme d'autre plantes du méme genre est tres utilisé pour traiter le diabete sucré,

notamment, chez la population Algérienne.

Le but de ce travail est d’évaluer si I’administration de nos deux extraits aqueux
lyophilisés, pulpe et tige de Zizyphus lotus L. peuvent améiorer, la glycémie, les variations
nutritionnelles, statut redox chez les rats rendu diabétiques. Nous avons choisies seulement
deux parties de la plante, c'est-a-dire, la tige et la pulpe pour effecteur ces éudes sur les
animaux diabétiques. La dose des extraits lyophilisés (300mg/ Kg PC) administrée chez les
animaux a été choisie. Notre choix a été guidé par une étude pilote (non-démontré dans cette
thése) qui montre les effets bénéfiques de ces deux extrait sur |'hyperglycémie. Ces
observations sont aussi évidente par |I'étude de la glycémie pendant 3 semaines de suivie
d’animaux diabétiques ou ces deux extraits diminuent de fagon claire le taux de glucose chez
les animaux administrés de |a streptozotocine. De plus, I’ expérience sur la tolérance au glucose
indique que ces extraits de Zizyphus lotus L diminuent le taux de glucose circulant. Ces
observations aussi suggerent que les extraits de pulpe et de tige favorisent I'utilisation de
glucose. Quels sont les mécanismes, impliqués dans ces phénomenes ? Aing, il est possible que
les deux extraits augmentent soit la production de I’insuline qui déclenche |’ oxydation de
glucose, ou soit la glycogenese. Cependant, ces hypothéses restent a vérifier ultérieurement. Il
nous reste aussi de réaliser une éude sur les coupes histologiques pour savoir s les extraits

induisent larégénération du pancréas d’ animaux diabétiques.

Le stress oxydatif, par I'intermédiaire des dommages induits par les radicaux libres,
semble étre a I’ origine du développement de plusieurs maladies, en particulier du diabéte de
type 2 (Panchnadikar and Bhonde, 2003 ; Friedman et al., 2003).
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Par ailleurs, des études ont montré que |’ hyperglycémie induit la genese d’ espéces
réactives de |’ oxygene, en particulier de |’ anion superoxyde, chez I’animal (Kim et al., 2003) et
chez I'homme (Ceriollo et al., 1998). De plus, chez les rats diabétiques, |” hyperglycémie atére
encore d avantage le systeme antioxydant (Friedman et al., 2003).

La protection contre les effets déléteres des radicaux oxygénés s effectue a I’aide des
enzymes antioxydantes, telles que les superoxydes dismutases et les glutathions peroxydases,
qui transforment des radicaux tres pro-oxydants en substances inoffensives, et les antioxydants
d’ origine nutritionnelle, les caroténoides, les tocophérols (vitamine E) I'acide ascorbique
(vitamine C) qui sont des antioxydants essentiels pour I’homme, dont les apports peuvent

prévenir et méme aider au traitement des maladies liées au stress oxydatif.

La Cu/Zn-SOD est I’ enzyme responsable de la dismutation de I’ anion superoxyde (02°)
en peroxyde d hydrogene (H.O,) et sa faible activité peut conduire a une importante
concentration d’O2° comme cela a éé mis en évidence dans le diabéte de type 2 chez le rat
(Bitar et al., 2005) et chez I'homme (Ceriollo et al., 1998). Dans notre étude, nous avons aussi
constaté que |’ activité de SOD diminue d’une maniéere tres significative dans le foie d’ animauix
diabétiques. Cette activité n'est pas modifiée dans les globules rouges. Cette observations
suggérent que la transformation de (02°) en peroxyde d hydrogene (H.O,) diminue dans
I’ organe qui est impliqué dans le métabolisme lipidique et I’ @imination des produits toxiques et
la partie périphérique (les globules rouges) est épargné par ces modifications. L’ activité réduite
de SOD dans le foie peut aussi étre liée a la glycation non enzymatique des protéines, causee
par |"hyperglycémie. L’inactivation de la Cu/Zn-SOD par une réaction de glycation a été
montré in vitro dans les érythrocytes de patients diabétiques (Oda et al., 1994). Une carence en
cuivre s accompagne d’ une diminution des défenses antiradicalaires (Busserolles, 2004) et en
particulier de I’ activité de la SOD cytosolique (Cu /Zn-SOD), qui est dépendante du cuivre.
est intéressant de noter que les extraits de pulpe et de tige normalisent |’ activité de SOD chez
les animaux diabétiques, suggérant que le Zizyphys lotus L diminue la production des radiaux

libres et par conséquent exercent des effets bénéfiques lors du diabete.

L’augmentation de la SOD pourrait constituer une protection contre |’éévation de
I"anion superoxyde. En effet, la SOD, en catalysant la décomposition de I’ anion superoxyde en

peroxyde d’ hydrogene (H205),
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prévient contre d’'éventuelle génération de radicaux libres (Yu, 1994).Les radicaux
superoxyde sont converties par le SOD en H,O, qui sont détruits par |a catalase. Ce processus
peut entrainer une lipoperoxydation si le H,O, n’est pas décomposé immeédiatement (Gumsulu
et al., 2002).

En effet, nous avons constat une augmentation de |’ activité de catalase dans le foie de
rats diabétiques, indiquant I’ organisme déclenche les mécanismes pour diminuer le statu anti-

oxydant lors du diabete.

Le glutathion (GSH) étant le substrat de la GSH-Px, le contenu en GSH déermine
I’activité de I’enzyme. De plus, le GSH est un important antioxydant qui maintient
concentrations d’autres antioxydants, tels que 1’acide ascorbique et I’a-tocophérol, dans leur
forme réduite active. Il existe un effet de synergie entre les vitamines antioxydantes. En effet,
I’acide ascorbique et I’a-tocophérol se protegent mutuellement contre 1’attaque radicalaire,
mais ces deux vitamines protégent aussi le rétinol (Pincemail et a., 2002) en augmentant sa
concentration. Dans notre étude, nous avons constaté que le taux de GSH diminue seulement
dans le foie d' animaux diabétiques. Nos résultats corroborent une éude qui démontre une
corrélation entre I’hyperglycémie et la diminution en GSH, en entrainant une éévation du
stress oxydatif (Giugliano, 1996). De plus, il semble que les extraits de pulpe et de tige

régénerent le taux de GSH dans e foie d’ animaux diabétiques.

Dans cette étude, nous avons constaté que le taux de différentes vitamines A |, E,et C,
consi dérées comme des agents antioxydants, diminuent de fagon significative chez les animaux
diabétiques. L’ extrait de pul pe augmente toutes ces vitamines chez les diabétiques. Nous avons
également observé que I’ extrait dela tige induit une augmentation de vit A, cette
augmentation est beaucoup plus importante que celle induite par la pul pe. En effet, plusieurs
études ont montré, chez lerat diabétiques, une diminution des teneurs en acide ascorbique dans
le plasma, lefoie et lesreins (Mclennan et al., 1988 ; Young et al., 1995). Cette baisse de

vitamine C peut étre d(ie a une excrétion urinaire élevée d acide ascorbique (Yue et al., 1990).



80

Par alleurs, leréle de |’ acide ascorbique est similaire a celui du GSH puisqu’il est aussi
un piégeur de radicaux libres, et I’ utilisation amplifiée de cette vitamine fait suite au stress

oxydatif présent dans |e diabéte.

L’acide ascorbique est aussi utilis€¢ dans la régénération de I’a-tocophérol (Lee and
Dabrowski, 2003). Les deux extraits des Zizyphus lotus ne modifient pas la concentration de
GSH, suggérant que ces extraits, bien qu'ils soient bénéfiques lors du diabéte, n’ agissent pas
sur la régénération de taux de GSH. Nous avons aussi observé que I’ activité de glutathion
peroxidase (GSH-Px) augmente dans les globules rouges, le pancréas et le foie d’ animaux
diabétiques. L’augmentation de |’ activité de la GSH-Px dans les cellules les protégerait du
stress oxydatif induit par |’ hyperglycémie (Tanaka et al., 2002). Le foie et le pancréas sont des
organes centraux pour les métabolismes, il parait donc important qu’ils possedent un systéme

de défense antioxydant performant, afin de neutraliser la surproduction de radicaux libres.

Au cours du diabéte, I'exces de radicaux libres est égadement a I'origine de
I’augmentation de la peroxydation lipidique et de I’ oxydation des acides aminés (Friedman et
al., 2003). Nous avons aussi observé qu’ une augmentation de GSH-Px est associée a une baisse

de I’ activité de GSH-réductase dans | e pancréas.

Lorsqu’on examine le statut total antioxydant en déterminant |’ activité de I'ORAC et
KRL dans le sang, on note, & nouveau, que les animaux diabétiques démontre une baisse des

cesindicateurs et les deux extraits de Zizyphus lotus L semble normaliser leur concentrations.

L’ensemble de ces observations démontrent que les animaux diabétiques présentent
I”hyperglycémie et une baisse de statut antioxydant et les extraits de pulpe et de tige de
Zizyphus lotus L, en augmentant las vitamines anti oxydantes, exercent des effets bénéfiques

au cours de cette pathologie.
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Cette these est divisée en deux parties:

-la premiére partie est consacrée a une étude in vitro ou nous avons étudié les propriétés
anti-oxydantes et |es effets immunomodul ateurs de Zizyphus lotus L

-la deuxiéme partie in vivo est destinée a I’ dlucidation d’ effets antidiabétiques et anti-

oxydants chez les rats ayant recu de |a streptozotocine.

Ces deux études sont complémentaires |’ une avec |’ autre.

Dans la premiére partie, nous avons déterminé la quantité de vitamines antioxydante et
nous constatons que la pulpe est la partie la plus riche en vitamines A et C. La pulpe contient
aussi les acides gras polyinsaturés de la famille n-3 qui sont considérés comme des agents
immunosuppresseurs. C'est pourquoi, nous avons éucidé les effets immunomodulateurs des
différentes parties de la plante sur la prolifération des cellules -T humaines. Ainsi, nous
constatons que grace a la présence des différentes vitamines et acides gras, les différents
extraits, particulierement la pulpe, exercent un effet inhibiteur sur la prolifération des cellules -
T humaines et sur la transcription du gene de I’ interleukine-2. Ces observations suggerent que
le Zizyphus lotus L peut étre utilisé dans la modulation de la progression des pathologies auto-

immunes.

Le fait que le diabéte de type | est une maladie auto-immune, nous avons cherché, dans
la deuxiéme partie, les effets anti-diabétiques de Zizyphus lotus L. Notre é&ude a mis en
évidence les effets des deux extraits sur I’ évolution de la glycémie. Ce travail a aussi permis
d’ evauer les effets de ces extraits sur le statut antioxydant en éudiant des défenses

antioxydantes dans |e sang, pancréas et foie, ainsi que lamesure del’ ORAC et de KRL.

Nous avons pu montrer, chez les rats diabétiques traités avec la pulpe et la tige en
comparai son avec les témoins et les diabétiques que les premiers induisent une diminution de la



glycémie. Nos résultats démontrent que les extraits agueux de Zizyphus lotus L ,doses de 300
mg/kg présente un effet hypoglycémiant remarquable trois semaine apres gavage. L’effet
hypoglycémiant maximum (p<0,001) a été observé 3 semaines apres le traitement des rats avec
les doses de 300 mg/kg (25% et 24% respectivement de réduction).
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Le statut antioxydant total chez les diabétiques en comparant avec les témoins est altéré
dans le sang accompagné d’ une baisse de I’ activité des enzymes antioxydantes, en particulier
de la Cu/Zn-SOD dans le foie, d’ une diminution des concentrations plasmatiques en différentes
vitamines (A, C et E).

Le statut antioxydant total dans le sang refléte I'état général de I'organisme, il
correspond au bilan de la balance oxydants/antioxydants de tous les tissus. Dans notre éude, le
déséquilibre de la balance indique qu’il existe un stress oxydatif chez les rats diabétiques non
traités. Toutes, chaque tissu a son propre systéme de défense et |’ efficacité de ce systéme peut

varier entre les différents tissus.

Aucun traitement du diabéte ne peut se passer de produits de synthéses (insuline
injectable pour le diabéte de type 1, et anti diabétiques oraux pour le diabéte de type 2)

associés d’ un régime alimentaire hypo glucidique strict adapté a chaque cas clinique.

Méme si le traitement du diabete ne peut se passer de médications de synthese, certaines
plantes médicinales peuvent constituer des appoints utiles qui permettent de diminuer les doses
d’insuline pour les diabétiques insulinodépendant ou des hypoglycémiants oraux pour les
diabétes non insulinodépendant en donnant un plus grand confort de vie au malade et en
diminuant I'importance des effets secondaires liés aux médications antidiabétiques chimio

thérapiques qui sont loin d’ étre négligeables.
Recommandations:

- Poursuivre I’ étude des propriétés pharmacol ogiques

- Envisager la culture des plantes entrant dans la fabrication des phytomeédi caments.

- Assurer une libre circulation des phytomeédicaments au-dela méme des frontieres en vue du
traitement des maladies courantes des popul ations.



- Renforcer les politiques nationales en matiere de Médecine et Pharmacopée Traditionnelles

afin d’ encourager |a coopération sous - régionale et africaine.
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RESUME
Cette étude porte sur la valorisation d'un arbrisseau fruitier appelé Zizyphus lotus L.
(Rhamnacées) connu dans la région de Tlemcen sous le hom vernaculaire Sedra. C'est une
plante utile, en médecine populaire, pour soigner le tube digestif, le foie et les affections respiratoires.
Elle est connue pour ses activités: anti-inflammatoire, anti-ul cérogénique, andgésique & antidiabétique.
Nous avons démontré dans un premier temps que les différentes parties de cette plante
possedent des propriétés antioxydantes et elles sont riches en vitamines anti-oxydantes A et C
et acides gras polyinsaturés de la famille n-3. Nous avons constaté que différents extraits de
cette plante, particuliérement la pulpe, exercent un effet immuno-suppresseur sur les cellules —
T humaines. Nous avons aussi constaté que chez le rat rendu diabétique par I’ administration de
la streptozotocine que les deux extraits aqueux, pulpe et tige, diminuent I’ hyperglycémie et
corrigent plus ou moins le statut anti-oxydant de ces animaux.
En conclusion, le Zizyphus lotus L peut étre utiliseé dans le traitement de certaines
mal adies associées a un dysfonctionnement du systeme immunitaire lié a I’inflammation et au
diabete.

Motsclés: Zizyphus lotus L., Streptozotocine, diabéte, systéme immunitaire

ABSTRAT

The present study was conducted on the shrub, caled Zizyphus lotus L (Rhamnacea) which
is known as Sedra in the region of Tlemsen. This plant is very well-known in the traditiona
medicine to cure gastro-intestinal tract, liver and other different respiratory infections. It is also
known for its anti-inflammatory, analgesic, anti-ulcer and anti-diabetic properties.

We have shown, at first hand, that different parts of the plant possess anti-oxidant
properties and they are enriched in different anti-oxidant vitamins like A and C, and some
polyunsaturated fatty acids of the n-3 family. We have noticed that different extracts of this
plant, particularly the fruit pulp, act as immunosuppressors on human T-cell lines. We have
also observed in the rat, rendered diabetic by the administration of the streptozotocine, that two
aqueous extracts of fruit pulp and stem diminish hyperglycemia and correct more or less anti-
oxidant status of these animals.



In conclusion, the Zizyphus lotus L can be used in the treatment of some pathologies
associated with immune dysfunctions like inflammation and diabetes mellitus.

Key-words: Zizyphuslotus L., Streptozotocine, diabetes mellitus, immune system
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