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Résumé

Des recherches récentes mettent en évidence le rdle crucial du stress oxydatif dans les dysfonctionnements
cérébraux, hépatiques et cardiaques. Ce stress a long terme contribue a la pathogenése des maladies
neurodégénératives, des troubles hépatiques ainsi que des affections cardiovasculaires. En conséquence, 1’intérét
pour I’utilisation des substances naturelles antioxydantes issues de plantes médicinales telles que Nigella sativa L.
s’est renforcé, cette approche s’impose comme stratégie préventive prometteuse et ce en raison de la faible toxicité
et de la forte biodisponibilité¢ de ces composés par rapport aux produits de synthése. Cependant cette approche,
bien que pertinente, demeure a elle seule insuffisante. Dans ce contexte, 1’objectif de cette présente étude est
d’associer des stratégies préventives basées sur I’utilisation de plantes médicinales a un diagnostic rapide, réalisé
a I’aide des biocapteurs, et ce afin de détecter les altérations et les variations de stress oxydatif induites par un
régime alimentaire déséquilibré et une surcharge en fer, ainsi qu’a évaluer la capacité des molécules bioactives
issues de NS a restaurer le stress oxydatif chez la souris NMRI. L’étude s’est focalisée essentiellement sur les
biomarqueurs du stress oxydant, incluant I’oxydation lipidique, le pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP),
les dosages des groupements thiols, 1’évaluation de la catalase et le glutathion réduit (GSH). Par ailleurs,
I’exploitation de matrice biologique sous forme d’homogénat tissulaire immergé dans un liquide ionique a permis
la réalisation des mesures di¢lectrique, mesures par diffraction des rayons X (DRX) et spectroscopie UV-visible.
Ces données ont ensuite été intégrées dans deux modeles biologiques et électrochimiques, utilisés conjointement
a un modele informatique d’apprentissage (réseaux neuronaux artificiels RNA). Pour ce faire, quatre groupes de
souris NMRI expérimentales (six souris par groupe) ont été constitués : groupe témoin (ST), témoin + 4 % de
poudre de graines de NS (ST+N), régime HG enrichi en FeCls (HG/Fe) et HG/Fe + N. A Iissue de 11 semaines
d’expérimentation, les résultats obtenus indiquent que le traitement a base de NS rétablit les dommages oxydatifs
induits par le régime HG, on constate une augmentation du pouvoir réducteur plasmatique et tissulaire cardiaque,
hépatique et cérébrale. En effet, le groupe HG/Fe présente un pouvoir réducteur significativement plus faible,
estimé & 29,72 % vis-a-vis du groupe ST au niveau plasmatique. Parallélement on note une réduction de 31,39 %
au niveau cérébral, de 32,16 % au niveau hépatique et de 32,45 % au niveau cardiaque. En revanche,
I’incorporation de la SN dans le régime HG/Fe améliore de maniére significative le pouvoir réducteur, avec des
augmentations respectives de 29,48 %, 41,27 %, 19,62 % enregistrées dans le plasma, le cerveau et le foie.
L'évaluation des taux des groupements thiols, au niveau plasmatique et tissulaire, indique que le groupe HG/Fe
présente des altérations oxydatives protéiques significatives marquées par une réduction des groupements SH en
comparaison avec les groupes ST avec ou sans supplémentation en poudre NS. On note ainsi des augmentations
respectives de 46,39 % ; de 55,81 % au niveau du plasmatique, de 29,27 % ; 45,16 % au niveau cérébral, de 36,63
% 323,97 % au niveau hépatique et de 34,49 % ; 44,71 % au niveau cardiaque. L ajout de la SN au régime HG/Fe
améliore significativement le taux de groupement thiols, avec des augmentations respectives de 30,47 % ; 40,89
% 3 27,48 % ; et 55,26 % mesurées dans le plasma, le cerveau, le foie et le cceur. Parallélement, I'évaluation de
GSH au niveau cérébral indique des résultats concordants, caractérisés par une réduction de 16,62 % et 28,40 %
comparé au groupe ST supplémenté ou non en poudre de NS et de 24,99 % versus le groupe HG/Fe+N. Une
tendance similaire est observée pour I’enzyme antioxydante la catalase au niveau cérébral et érythrocytaire. Le
groupe HG/Fe présente une diminution hautement significative de l'activité catalase, avec des réductions de 66,50
% ; 53,47 % au niveau des érythrocytes et de 3,88 % ; 8,44 % au niveau du cerveau, et ce en comparaison avec
les groupes ST et ST+N respectivement. Le régime HG/Fe utilisé dans cette étude génére une oxydation lipidique,
estimée par le dosage de MDA. On note une hausse de (30,21 % ; 52,90 %) au niveau plasmatique, (46,13 % ;
32,85 %) au niveau cérébral, (46,31 % ; 22,65 %) au niveau hépatique et (65,08 % ; 35,55 %) au niveau cardiaque
comparée aux groupes ST et ST+N respectivement. L’incorporation de la NS dans le régime HG/Fe réduit d’une
maniére trés significative le taux de MDA. En effet, une réduction de 66,95 % ; 39,15 % 3 32,74 % 3 56,64 % au
niveau du plasma, du cerveau, du foie et du cceur, respectivement, est constatée dans le groupe HF/Fe+N par
rapport au groupe HF/Fe. Dans cette étude, les mesures DRX et UV offrent une vision complémentaire des
propriétés moléculaires et structurales de 1’homogénat. Afin de tester la fiabilité de ces tests électrochimiques et
biologiques, nous avons introduit I’intelligence artificielle (RNA). La configuration finale a démontré une capacité
robuste a prédire les mesures DRX et biologiques avec une marge d'erreur d'environ 7 degrés.

Mots-clés : Stress oxydatif; Nigella sativa L.; régime hypergras; FeCls; biocapteur, syndrome
métabolique ; intelligence artificielle ; RNA ; Souris NMRI



Abstract

Abstract

Recent research highlights the crucial role of oxidative stress in cerebral, hepatic, and cardiac
dysfunctions. Long-term oxidative stress contributes to the pathogenesis of neurodegenerative diseases,
liver disorders, and cardiovascular conditions. Consequently, interest in the use of natural antioxidant
compounds derived from medicinal plants such as Nigella sativa L. has increased. This approach has
emerged as a promising preventive strategy, mainly due to the low toxicity and high bioavailability of
these compounds compared to synthetic products. However, although relevant, this strategy alone
remains insufficient. In this context, the objective of the present study is to combine preventive strategies
based on medicinal plants with early diagnosis using biosensors, in order to detect alterations and
variations in oxidative stress induced by an unbalanced diet and iron overload, and to evaluate the ability
of the bioactive molecules from NS to restore oxidative stress in NMRI mice. The study focused
primarily on oxidative stress biomarkers, including lipid peroxidation, ferric-reducing antioxidant power
(FRAP), thiol group levels, catalase activity, and reduced glutathione (GSH) levels. Furthermore, the
use of a biological matrix in the form of tissue homogenate dispersed in an ionic liquid enabled
measurements by X-ray diffraction (XRD) and UV specterocopy. These data were then integrated into
two biological and electrochemical models, used in combination with a computational learning model
(Artificial Neural Networks, ANN). Four groups of experimental NMRI mice (six mice per group) were
established: control group (ST), control + 4% NS seed powder (ST+N), high-fat diet enriched with FeCls
(HG/Fe), and HG/Fe + N. After 11 weeks of experimentation, the results indicate that NS treatment
restores the oxidative damage induced by the HG diet. An increase in plasma and tissue reducing power
in the heart, liver, and brain was observed. Indeed, the HG/Fe group shows a significantly lower
reducing power, estimated at 29.72% compared to the ST group at both the plasma and tissue levels. A
decrease 0of 31.39% is observed in the brain, 32.16 % in the liver, and 32.45% in the heart. The addition
of NS to the HG/Fe diet significantly improves thiol group levels, with respective increases of 30.47%,
40.89%, 27.48%, and 55.26% measured in the plasma, brain, liver, and heart. In parallel, the assessment
of GSH at the brain level indicates consistent results, characterized by reductions of 16.62% and
28.40% compared to the ST group supplemented or not with NS powder, and by 24.99% versus the
HG/Fe+N group. A similar trend is observed for the antioxidant enzyme catalase at both the brain and
erythrocyte levels. The HG/Fe group shows a highly significant decrease in catalase activity, with
reductions of 66.50% and 53.47% at the erythrocyte level, and 3.88% and 8.44% at the brain level,
compared to the ST and ST+N groups respectively. The HG/Fe diet used in this study induces lipid
oxidation, as estimated by MDA levels. An increase of (30.21%; 52.90%) was observed at the plasma
level, (46.13%; 32.85%) at the brain level, (46.31%; 22.65%) at the hepatic level, and (65.08%;
35.55%) at the cardiac level, compared to the ST and ST+N groups respectively. The incorporation of
NS into the HG/Fe diet significantly reduces MDA levels. Indeed, reductions of 66.95%, 39.15%,
32.74%, and 56.64% in the plasma, brain, liver, and heart, respectively, were observed in the HF/Fe+N
group compared to the HF/Fe group.

In this study, the XRD and UV measurements provide complementary insights into the molecular
and structural properties of the homogenate. To assess the reliability of these electrochemical and
biological tests, artificial intelligence (ANN) was introduced. The final configuration demonstrated a
robust capacity to predict XRD and biological measurements with an error margin of approximately 7
degrees.

Keywords: Oxidative stress; Nigella sativa L.; High- Fat diet; FeCl; biosensor; metabolic
syndrome; artificial intelligence; ANN; NMRI mice
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

4-HNE : 4-hydroxynonénal

8-OHdG : la 8-OH désoxyguanosine

Ac: anticorps

AchE : Acétylcholinestérase

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ag: Antigéne

AG: Acides Gras

AGE: Produits de glycation avancée
ALAT : Alanine aminotransférase
AMPK : Protéine kinase activée par I'adénosine monophosphate
ASAT : Aspartate aminotransférase
ATP: Adénosine triphosphate

BH4 : Tétrahydrobioptérine

BHE : Barriere hémato-encéphalique
BHT : 2, 6-di-tert-butyl-4-méthylphénol
CO;: Dioxyde de carbone

CRP: Protéine C-reactive

DAG : Deacyl glycérols

DL (Deep Learning) : Apprentissage profond

DT2: Diabeéte de type 2

DTNB: 5-5’ dithionitrobenzoicacid

eNOS : Synthase d’oxyde nitrique endotheliale
EOA : Espéces oxygénés activées

ERN : Espéces Réactive de I’azote

ERS: Especes réactives du soufre

ERO : Espaces réactives de I’oxygéne

F6P : Fructose-6-phosphate

Fe?" : Fer ferreux



Liste des abréviations

Fe’*: Fer ferrique

FRAP: Ferric Reducing Ability Plasma
GSH: Glutathion Reduit

GSSG : Disulfure de glutathion
GSSG: Disulfure de glutathion

GST: Glutathione-S-transferase
H»0: : Peroxyde d’hydrogéne

HDL: Lipoprotéines de haute densité
HG : Régime Hypergras

IA : Intelligence artificielle

IL- 1B : Interleukine - 1

IL-6: Interleukine - 6

L-: Radical lipidique L

LDL: Lipoprotéine de basse densité
LI: Liquides ioniques

LOOH : Hydro peroxyde lipidique
LPO: Lipoxygénase

LPS: Lipopolysaccharide

MAO : Monoamine oxydase

MCV: Maladies cardiovasculaires
MDA: Malondialdéhyde

ML (Machine Learning) : Apprentissage automatique

NASH : stéatohépatite non alcoolique
NF-kp: Facteur nucleaire k 3

NS: Nigella Sativa L

0r: Anion superoxyde

OH-: Radical hydroxyle

OH:: Radicale hydroxyde

OMS: Organisation Mondiale de la Santé



Liste des abréviations

ON: Oxide de nitrite

ONAB : Office National des Aliments du Bétail
ONOO: Peroxynitrite

OX-LDL : LDL oxydés

PARP: Peroxisome proliferator activated receptor
PKC: Proteine kinase C

PPAR-y: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
RE : Réticulum endoplasmique

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SH : Groupements Thiols

SIRT-1: Sirtuine

SOD: Superoxide dismutase

TBA: Acide thiobarbiturique

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances
TCA: Acide Trichloroacétique

TEP: 1, 1, 3,3 tétraéthoxypropane

Tf: Transferrine

TG: Triglycerides

TGF-a ; TGF-p:  Facteurs de transcription
TPTZ: Tripyridyl-s- Triazyne

UV: Radiation ultraviolette

10



Table des matieres

Table des matiéres

REMERCIEMENTS......ccccoevenruecrersuecnnens 2

DEDICACE .....uucuieieenninensensuecssisesssnsssissssssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssss 4

RESUME ....cuoiiiiiiniininsuissensaisssnssessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssns 5

ABSTRACT ...uovvervninsunnecsancsanene 6

UBTHO erirecnisnnnsnnssnnsssssansssssssssssssssssssassssssssssasss 7

LISTE DES ABREVIATIONS 8

TABLE DES MATIERES..........coccevviversuecsnnens 11

LISTE DES FIGURES...........eevueeernne 18

LISTE DES TABLEAUX ......cooinvininsuicsensessanssansessscsssssssssssssassaes 21

INTRODUCTION .cuuiivuicrenininsnnssenssesssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssass 1

PARTIE 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 6
CHAPITRE 1. DESEQUILIBRE REDOX ET STRESS OXYDANT,

FACTEURS CLES DES PATHOLOGIES HUMAINES........ccoccvvrnrensunssensessancsesssesnans 6

I.1 Rappel sur les radicaux lIDTES .........ccocveiiiiiiieiiiieciieeciee e 6

[.2  Origine des especes réactives d’OXYZENE ....c.eeeuveerueerieeeniieeieeriieeieenieeeveeneneeeeas 7

[.2.1 ERO d’origine mitochondriale............c.ccccieriiiiieniiiiieieeeecie e 7

1.2.2 Autres sources A’ ERO.........oooiiiiiiiiiii e 9

I.3  Stress oxydatif, mode de vie et facteur environnementaux.............c.ccveeneee.. 10

[.3.1 Régime alimentaire hypercalorique, régime Hyper-gras (HG)............... 10

1.3.2 Surcharge martiale, un facteur clés dans la genése de stress oxydatif 12

[.3.3 Facteurs environnementauX .............coceeeieerienieeneenieenee e 13

[.4  Stress oxydant et ses cibles biologIqUES.........cceeevueieeiieeciieeiee e 14

[.4.1 Effets sur 1es pides ......eovveeiieniieiieie e 15

1.4.2 Effets sur 1es protéines ..........ccvevveeieenieeciienieeieesee e 15

.43 Dommage a PAND ...t e 16



Table des matieres

I.5  Implication de stress oxydatifs dans les pathologies humaines ........................ 16
I.5.1 Stress oxydatif et syndrome métabolique .........ccceeeveieecieencieeeiieeeiee e, 16
[.5.1.1 Stress oxydatif, Diabéte et insulinorésistance...........coceveeveereeneriennene 19
[.5.1.1.1 Stress oxydatif et Diabete.........cceeveeeeiieriiiiiieiieeiierie e 19
[.5.1.1.2 Stress oxydatif et insSulinorésistance ...........ccceeevveeereeeesieeencieeerieeennne 22
[.5.1.2  Stress oxydatif et maladie cardiovasculaire ...........c.ccceeeevveeeieeencieeennnn. 23
[.5.1.3  Stress oxydatif, inflammation ............cccccveeeiiieeiiieeieecee e 26
[.5.1.4 Stress oxydatif, syndrome métabolique et altérations cérébrales........... 27
1.5.1.4.1 Stress oxydatif, et altérations cérébrales ............ccceevvercrienieecriennennnen. 27

[.5.1.4.2 Implication de syndrome métabolique dans les altérations cérébrales 29

CHAPITRE II. APPROCHES THERAPEUTIQUES, STRATEGIES PREVENTIVES

ET DIAGNOSTIC RAPIDE........ccccevverrrersuesrersnes 31
ILT  ANt-OXYAANTS ...tiiiiieiiieciieeiiecee ettt ettt eebe e aeesbeessaeenbeessaeenseenns 31
II.1.1  Systémes antioxydants enzymatiques :........cccceevveeriureeriueeenireeenireeenneeennnes 31
II.1.1.1 La superoxyde dismutase (SOD).........ccccvrevvuireririienriieciee e 31
I1.1.1.2  Glutathion peroxydase (GPx) et Reductase (GR) .........cccceevevierirnncnnne. 31
II.1.1.3  Glutathione-S-transferase GST ..........ccceviriiriinieienieneeeeeeeene 32
IL1.1.4  La Catalase ....ccooueeuieiiieieeieee e e 32
II.1.2  Systémes antioxydants Non eNZymatiques ..........cceeeevveeerrreerreeercreeesveeennes 33
I1.1.2.1 Le glutathion (GSH)......ccooiiiiiiiiiieee e 33
I1.1.2.2  La N-acétylcystéine (NAC).....c.eeveeriieriieeieeiieeieeniee et eveesaeeenve e 33
IL.1.2.3  LeS VITAMINES .....oouiiiiiiiiieieeiie ettt st 34
I1.1.2.4 Les polyphénols and flavonoides ...........ccccecuveevciiierciieeeciieeciee e 35
II.1.2.5 Les probiotique, des antioxydants trés puissant...........ccceeveereererruennens 37
I1.1.2.6  Les plantes médicinale, stratégie préventive nutritionnelle .................. 37

I1.1.2.7 Lanigelle (Nigella Sativa L.) Plante médicinale a effet miraculeux .... 38

TLT.2. 7.1 GENETAIEE ...t 38



Table des matieres

I1.1.2.7.2Description DOtanIqUE ...........eecveeruieeieeniieeiieniieereeseeeeveesreeeveeneneennees 39
I1.1.2.7.3 Systématique BOtanIQUE ......c.eeevveeeiiieeiiieeiee e 39
I1.1.2.7.4 Compositions ChIMIQUES .........ccoueeruerienierieniienieeienieenie et 39
I1.1.2.7.5Propriétés pharmacoloiqUEs ..........cceeveereiieniieeiieenie e 42
I1.1.2.7.6 Toxicité de Nigella Sativa L...............ccccueevuieeiiiieiiieeieeeie e 45

I1.2  Biocapteur pour I’analyse biomédicale............ccooveeeviieeiiieeiieeieecee e 46
IL2.1  INtrOdUCHION . ....oitiiiiieiieiee e e 46
I1.2.2  DEIANTHON c..eiiiiieiicitciectee ettt et 47
I1.2.3  Structure du bioCaAPLEUL ......cueeeiieiieeie ettt 48
I1.2.4  Classification des bIOCAPLEUIS........ccccvieeriiieeriieeiieeeie et e 49
I1.2.4.1 Récepteur : élément de reconnaissance biologique...........cccveeeveeennnenn. 50
[1.2.4.2  Type de DIOTECEPLEUL .......ceeiieiiieiieeiie ettt 50
11.2.4.2.1Elément de reconnaissance biocatalytique............ccoooeveeveveerreevennne. 50
11.2.4.2.2 Elément de reconnaissance de biocomplexage ou de bioaffinité....... 51
[1.2.4.3 Transduction du signal .........cccccoeiiiiiiiiiiiniiieeee e 52
11.2.4.3.1Modes de tranSAuCtION : .........ccevueevuerienierienieieeienieee e 53
I1.2.4.3.2 Biocapteurs €électroChimiques ............cccueeeiierieeiieenieeiienie e 53
I1.2.4.3.2.1 Principe des biocapteurs électrochimiques.............cccooocooervcrnrrrvrnnnecnn. 54

I1.2.5  Techniques d'immobilisation dans les biocapteurs ...........ccccveerveeerveennen. 56
[1.2.6  Applications des DIOCAPLEULS ......ccueeruveeriieriieeiienie ettt eaeesiee e 57
I1.2.6.1 Application des biocapteurs dans le domaine biomédical .................... 57

I1.2.6.2 Biocapteur et stress oxydatif ; vers une méthode exploratrice aux

AVANTAZES PrOMETIEUSES. .eeeuvteeeireeeiieeeitee et ee et e et e e et e e st e e st e e sabeeesabeeesaeeesnaeee s 58
11.2.6.2.1 Stress oxydatif et méthode d’exploration..........ccccceeeverveneenernicnnne 58
11.2.6.2.2 Application des Biocapteurs dans le stress oxydatif.............cccenee 58

I1.2.7  Lintelligence artificielle et biocapteur ...........ccocveeevieeeiieeniieeciee e 60

I1.2.7.1 Définition de l'intelligence artificielle............ccoevuienirniiininiiiniieenne 61

I1.2.7.2 Les moteurs et les technologies de l'intelligence artificielle................. 61

13



Table des matieres

I1.2.7.2.1Machine Learning ML (L'apprentissage automatique) ...................... 61
IL2.7.3. 10 o Les réseaux neuronaux artificiels

(RNA) 63
11.2.7.3.1.2 La composition de RNA ... 64
11.2.7.3.1.3 Utilisation des ANN pour I’exploration de données et 1’évaluation
AES DIOCAPLEULS........ooooooe s 64
I1.2.7.3.1.4 DEfis €t OPPOTTUNILES............ooorvveecreeseeeeeeeees e 64
PARTIE II. PARTIE EXPERIMENTALE 68
CHAPITRE 1. MATERIEL ET METHODES 68
I.1 MatTICES VEZELALES ...eeeuviieeiiieeiiie ettt ettt e et e e et e e s e e e eens 68

[.2  Identification des composées bioactives de poudre de NS par Spectroscopie

Infrarouge a Transformée de Fourier (FT-IR) ........cccooiiiiiiiniiiiiiiieeeeee e 68
L3 Matériel DIOlOZIQUE .....ccveeuieieeiieciie ettt ettt e esbe e 68
[.3.1 Modele expérimental animal.............ccccveeeiiieeniiieeniieeeee e 68

[.4  Effet de la poudre de Nigella Sativa L. sur le stress oxydatif induit par un régime

hypergras enrichi €n FECI3 .......ccooiiiiiiiiiiiiiieee e 68
1.4.1 Régime alimentaire administré auX SOUTIS.......c.eevveerveeriierieerieenieesieenenenns 68
1.4.2 Concentration de FeCl3 UtiliS€e .........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee 69
1.4.3 Concentration de poudre de la Nigella Sativa L utilisée.............cccceenne.n. 70

I.5  Suivie et traitement des ANTMAUX ........ccveerverierienienienieeieee st 70
[.5.1 Identification des différents lots expérimentauX...........ccccecveeveeruveeivrennnnns 70

[.6  Prélévement et préparation du matériel biologique ..........ccceovveeciveeeciieenieeenee. 73
1.6.1 Prélévement SANGUIN ........cccveieiiiieeiiieeciieeeieeeeiee e e e e eeereeesereeeenee s 73
1.6.2 Prélévement d’ Organe ..........cceevuieeiieiiieniieiieeie et 73
1.6.3 Prélévent du foie pour 1I’étude histologique.........cceevveeeiieriieiiienieeiieieas 73

1.7  Préparation d’homogénat d’organe pour la détermination des parametres

OXYAALIES L.ttt ettt et e e et esaeeenbeeeee 73

[.8  Etude des parametres bioChimiqUES .........c.ceovieeiieiiienieeiieeie e 73

14



Table des matieres

1.8.1 Détermination des teneurs en Triglycerides.........cccovvvrvvieniieiiienieenieennnns 74
1.8.2 Détermination des teneurs en glucose........ccueeeveeeeiieeniieeriie e 75
1.8.3 Détermination des teneurs en cholestérol total ..........cccccoceeviiiiniincnnennen. 76
1.8.4 Détermination des teneurs en HDL et LDL ........cccooiiiiiiiniiiiniiieeee, 77
1.8.5 Détermination de 1’activité des transaminases plasmatiques..................... 78
1.8.6 Détermination des teNeUrs €N UICE........cc.ueeueeruieeiieeniieeiienieeieesieeeieesieene 79
1.8.7 Détermination des teneurs en Créatinine ............coceereeesueeneeeiueeneesseeeneenns 80
1.8.8 Détermination des teneurs en acide UriqUe ..........cceeveveeeeenieeeieeneeniieenieeane 81
1.8.9 Détermination des teneurs en protéines totales plasmatiques.................... 81
[.9  Etude des parametres oXydatifS.......coocuiveriiireiiiieiiiieeieeeiee e 82
1.9.1 Détermination du pouvoir antioxydant total par la technique FRAP ........ 82
1.9.2 Détermination des teneurs en vitamine C.........cccoceevervieneeneenienieneennennnes 83
1.9.3 Détermination des teneurs des groupements Thiols (proteines oxydées).. 84
1.9.4 Détermination des teneurs en glutathion réduit...........cceevevveerveennieeennnnn. 85
1.9.5 Détermination des teneurs en lipides oxydés via le dosage des substances
réagissant avec 1’acide thiobarbiturique ...........cceecveeiiieniiiiiienie e 85
1.9.6 Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase ............cccceeeeveevieennnnns 86
[.L10  Etude histologique du fO1€ ........ccooiiieiiiiiiiiiecie e 87
[.L11 Modele Informatique d’apprentissage pour évaluer l'effet modulateur de NS sur
1@ SErESS OXYAALIE. ..c.eiiiiieiie et e et 88
L.11.1  Protocole expérimental ............c.cceeviieiiieniieiienie et 88

[.L11.1.1 Synthése de liquides ioniques : Synthése de Chlorure de 1-(2-

hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium [EtOHMIM+] [Cl-] ...cccooiiiiiiiiiiinee 88
[.11.1.2  Syntheses de nanoparticule du foie..........ccceeveereiienieiiiinieiieeeee 90
L11.1.3  Mesure di€lectriqUe .......c.ceoeeeiierieeniieiieeieeriee e esiee e eeeeeebeesaeeeere e 90
[.11.1.4 Mesure DRX (diffraction des rayons X)........ccccceeereveeerciieenveeenireeennnennn 91
L11.1.5 Mesure UV-VISibIe ......cccvieiiiieiiieciieeeee et 91



Table des matieres

[.11.1.6  Traitement informatique des données expérimentales.......................... 92
[.11.1.6.1Collecte et préparation des donnees...........ccuveevuveeerrreeecieeencieeeeiee e 92
[.11.1.6.2Configuration réseau et formation .............ceceevuervierienensieneenensienene 92

12 Analyse StatiSTIQUE ....eeeveeriieiieeieeiieeteeeie et et et eebe et eesbeeseaeenbeesseeenseeens 93
CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSIONS 95
II.1  Composés bioactifs et antioxydants dans NS..........cccceeviieiiiiencieeccie e, 95
I1.2  Effet préventif de NS vis-a-vis du stress oxydatif et de ses complications....... 96

I1.2.1 Impact de régime de HG/Fe et de NS sur I’évolution de la masse
COTPOTEILE ...t ettt ettt e e st e et et e esbe e seeenbeesaneenseennns 96

I1.2.2  Impact de régime HG/Fe associé¢ ou non au NS sur le poids des organes apres

11 semaines d’eXPErimENtation ..........ccueeeeveeeerireeeiiieeeieeeeieeesreeesreeessreeesereeessseeesees 97

I1.2.3  Impact de régime HG enrichi en fer associé ou non au NS sur les parametres

biochimiques PlasmatiqUES..........ceevueerieriiieiieeie ettt ebe e e seeesaeeaee e 99
I1.2.3.1 Effet sur les teneurs plasmatiques en glucose .........cceeevveerieeerveeennnnn. 99

I1.2.3.2  Effet sur le profil lipidique plasmatique : triglycéride, cholestérol total,
HDL €t LDL ...ttt s 99

I1.2.3.3 Effet sur les 1ésions hépatiques évalués par les taux des transaminases

(ASAT €EALAT) c..ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee s eesseeeeeseeeseseeeses e eseseesessseeeeseseeen 101

I1.2.4  Impact de régime HG enrichi en fer associé ounon au NS sur les parameétres

de Stress OXYAatif .......oiiiiiiiiiee e 102

I1.2.4.1 Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique

ET EISSULAITE ettt e e e e e e e e e reaeeeeeeeeanaaens 102
11.2.4.2 Effet sur la teneur en vitamine C tiSSUlAITE .........covvveeemeoeeeeeeeeeeeinnn. 103

11.2.4.3 Evaluation de I’oxydation des protéines (les groupements thiols) au

niveau plasmatique et tiISSUIAITE .........cceevvieriieeiieiieeie e 104
I1.2.4.4 Effet sur ’oxydation lipidique au niveau plasmatique et tissulaire .... 107
I1.2.4.5 Effet sur la catalase érythrocytaire et cérébrale ............ccceeviiriiennnn. 108

I1.2.5  Effet contre la stéatose hépatique ..........ccceoeeeiieriieeiiienieciieeeeee e 109

16



Table des matieres

I1.3  Présentation des résultats de Modele d'apprentissage pour évaluer l'effet

modulateur de NS sur le stress oxydatif..........cccoooviieiiiieniieeieceece e 110
I1.3.1  Résultat des mesures diélectriques, mesure DRX et UV-visible.............. 111
I1.3.2  Prédiction des mesures DRX et biologiques a I'aide de I'IA.................... 114

[1.3.2.1 Evaluation des performances ...............oooeeeeeeeeeeeeesreseseeesesrseneeees 114

IT.4  DISCUSSION .uetiiuiiiiiieiie ettt ettt ettt et et et e sab e et esab e e bt e sabeebeesnseenbeesnnean 117

I1.4.1  Effet du régime HG/Fe sur I’induction de troubles métaboliques associes au

SEIESS OXYAAIE ...ttt st st ens 117

I1.4.2  Effet des régimes expérimentaux sur les paramétres biochimiques

PLASTNATIGUES ..vveeniiieeiiieeiiie ettt etee et e et e et e e et e e etbeeessaeesnseeessseeennseeennseeas 118
I1.4.2.1 TImpact sur le profil lipidique plasmatique...........ccceevveerreeerreeerreeenee. 118
11.4.2.2 Impact sur les teneurs plasmatiques en glucose.........cccecveveeeeneenenne 118

11.4.2.3 Impact des régimes expérimentaux sur le foie troubles hépatiques, la

STEALOSE EF TIANSAIMIIIIASES. ..uueeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeneaeeeeeeereeenenaeseeeeereeennnaereeeeereennnns 119

I1.4.3  Impact des régimes expérimentaux sur les parametres oxydatifs aux niveaux

plasmatique et tissulaire chez les différents lots de souris NMRI.......................... 121

I1.4.4  Utilisation d'approches d'apprentissage automatique appliquées a ’analyse

de données ¢lectrochimiques et biologiques en vue de la conception

A UN DIOCAPTEUL ...ttt eciee ettt et e e e e st e e e baeeeaaeeesasaeesseeensseeenns 126
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 130
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 135
ANNEXES ..ouiiiiiiiiinninsnnsenssisssnssesssnssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 150

17



Liste des figures

Liste des figures

Figure 1: Les principaux radicaux libre produits par le métabolisme cellulaires................. 7

Figure 2: Production d’ERO dans les mitochondries au cours de la phosphorylation

oxydative et mécanismes antioXYdantS ..........cccccceeeriuieeriiieeiieeesieeeee e e 8
Figure 3: ERO et stress oXydatifi........oooiiiiiiiiiiniiecceeee e 9
Figure 4 : Associations entre le régime alimentaire et le stress oxydatif ..............c......... 11

Figure 5: Associations entre le régime alimentaire hypercalorique, la surcharge martiale et

1€ SIrEeSS OXYAALIT......ccciieiiie e e e s 13

Figure 6 : Présentation schématique des sources de radicaux libres et de leurs effets sur le

COTPS MUIMAIN ..oiiiiiiiiiieciie ettt ettt et eebe e seeesbeensaesaba e saeenseennns 14
Figure 7 : Présentation schématique du syndrome métabolique (Islam et al., 2024)...... 18

Figure 8: Voies métabolisme du glucose et produits qui interviennent dans le stress

1004 6 T 15 OSSP PRSP TSR 21

Figure 9: Voie normale de signalisation de l'insuline et effet inhibiteur des ERO sur la

signalisation de I'NSUIINE. ........cooviiiiiiiiiiiecee e e e 23

Figure 10: Modification des LDL dans la paroi artérielle menant a la plaque

AAthETOSCIEIOSE ......cuveiiiiiiiiieiiecee e 24
Figure 11: Mécanismes proposés pour I'hypertension induite par le stress oxydatif ......... 26

Figure 12: Schéma récapitulative de role du stress oxydatif dans les maladies

NEUTOAEZENETALIVES ...eouvvieieiiieeiieeeiieeeieeesteeesreeesebeeestaeeessaeessseesseeesssaeessseeesssesesssesanns 28

Figure 13: L’action concertée des enzymes antioxydantes superoxyde dismutase, catalase et

glutathion peroxydase est eSSentielle . ..........cceeviiiiiiniieiiecieeee e 33
Figure 14: Vue d’ensemble de I’action antioxydante de la NAC ........ccccoeeevveeevveenreennnee. 34
Figure 15: structure chimique des flavonoides .............coecieiieiiiiiiiniieieeceeeeee e 36
Figure 16: Classification botanique de Nigella Sativa L selon Bentham et Hooker .......... 39

Figure 17: les structures chimiques des principales sous-classes de composés phénoliques

1AENTITIEES AANS INS ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeraaeaaaaaees 41

18



Liste des figures

Figure 18: Effets antioxydants de Nigella sativa et de la thymoquinone sur différents

SYSEEMES COTPOTELS .nvviieiiiiiiiie ettt e e e ae e e sae e e snaeeesnaeeeenes 46
Figure 19: Structure du DIOCAPLEUL ......cocueriiriiiiiiiiiieiereeeeeeteeee et 49
Figure 20: Types de DIOTECEPLEULS ......ccviiriiieiieiieiieeieeeieeiee e e ere et eae e veeseneennees 50

Figure 21: Structures et nomenclatures typiques des cations et anions utilisés pour les

JIQUIAES TOMIQUES ....eeeevieeiiieeiiieeiiee et ettt e et e e et e et eessteeesaeesssaeesssaeesssaeessseeensseeennnes 55
Figure 22: Techniques d'immobilisation des enzymes ...........ccccceevveeeiiieenciieencieeeevee e 57

Figure 23 : Représentation schématique du principe de fonctionnement de l'appareil

ClECLTOCHIMIQUE ..eeviiiiiieiiiieiiecie ettt ettt ettt et et eesbe e aaessbeensaesnbeensaeenseennns 59

Figure 24 : Comparaison des méthodes conventionnelles et des nouvelles méthodes pour la

détection de divers marqueurs du stress oxXydatif .........ccccoeeeiieeriieeiiiieee e 60

Figure 25: Progrés dans le diagnostic électrochimique grace a l'intégration de l'intelligence

ATLIFICIEIIE .o 63
Figure 26 : Protocole du suivi des souris NMRI durant I’étude expérimentale ................. 72

Figure 27: Mdécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridyltriazine ferrique Fe (III)-TPTZ et un antioxydant (AH) .......cccccccevieninnnenee. 82
Figure 28: Mécanisme réactionnel entre le DTNB et un groupement thiol (SH). ............ 84

Figure 29: Figure : Formation du complexe malondialdéhyde/ acide thiobarbiturique de

COULBUL ...ttt ettt ettt e et e s et e et e e st e snbeeseeeeabeenseeenseenes 86
Figure 30: réaction de qUAaterniSAtION ........coceevueiiiriieriirienieenie ettt 89
Figure 31: réaction de métathése anionique (échange d’anion) ..................c.cceeeeennen. 89
Figure 32: Interaction du liquide ionique avec I’acide gras présent dans la solution......... 89
Figure 33: équation de réaction I’acide de Lewis FeCls avec l'ion chlorure...................... 90
Figure 34: Spectres FT-IR de la poudre de NS........coooioiiiiiiiiiiiieeeceeeecne 95

Figure 35: Evolution de la masse corporelle des souris durant les 1lsemaines

€ TTATEEITIENE ...ttt et e e e e e e e e e et eaeeeeeeeeee e aeeeeeeeeeennnaaaeeaaaans 97

Figure 36: Teneur plasmatique en glucose (g/l) chez les différents groupes de souris apres

IS 00710 1L R 99



Liste des figures

Figure 37: Profils lipidiques plasmatiques en cholestérol total, triglycéride, HDL et LDL

(g/L) chez les différents groupes de souris apres 11 semaines.........ccceeeveeeeveeerneennes 100

Figure 38: Le pouvoir réducteur A : plasmatique (umol/L), B :cérébrale :hépatique et

D :cardiaque( (umol/g de tissu), chez les différents groupes de souris aprés 11semaines.

Figure 39 : :la concentration des groupements thiols plasmatique (umol/L), tissulaire et
GSH réduit cérébral (umol/g de tissu) chez les différents groupes de souris apres

TISEIMAINIES .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e aeaaaeaeaaaanaaaaanns 106

Figure 40: Observation microscopique (X40) des coupes histologiques de foie de souris de

apres 11 semaines de tralteMeENtS. .........ceecveeeriieeriiieeeiieeeiieeeiee e eereeesereeesereeenenee s 110
Figure 41 : Représentation du réseau de nanoparticules ............cceeevveeercrieencireencveeeeneeenns 111
Figure 42: Conductivité (partie réelle) (a) et permittivité (partie réelle)...........eevrennennee. 113
Figure 43 : Spectre DRX affiné de nanoparticule du foie.........ccccoeeeviniiniinenncnienenn 113
Figure 44 : spectre UV- visible nanoparticule du foie.........cccceevvieeiiiiniiieniieie s 114

Figure 45 : comparaison entre les prédictions du réseau neuronal artificiel et les données

expérimentales réelles de DRX .......ccouiiiiiiiiiiiiieiicceeeeeee e 115

Figure 46: Comparaison entre les prédictions du réseau neuronal artificiel et les données

expérimentales Biologique réelles .........ooovviiiiiiiiiiiiiieieeee e 116
Figure 47: Gamme d’étalonnage de FRAP plasma (a), Foie (b), Ceeur (c), (d) cerveau.. 150
Figure 48: Gamme d’étalonnage acide ascorbique, Foie (a), Caeur (b)......cceevvveruveennennee. 151
Figure 49: Gamme d’étalonnage de Thiol plasma (a), Foie (b), Cceur (¢) ;(d) cerveau... 151
Figure 50: Gamme d'é¢talonnage de dosage des MDA a Plasma Foie ..........ccccccevveenneennn. 152
Figure 51: Gamme d'étalonnage de dosage dans ’homogénat de cerveau ...................... 153

Figure 52: souris du groupe ST,ST+N, HG et HG+N aprés 11 semaines

A’ EXPEITMENLALION ...veeviiieiiieiieeiteeiieeieeeit et e et e eteeeaeebeeeebeeseeesbeeseessseeseeesseenseesnseas 154

Figure 53: Différents régimes eXperimentatX ..........ccceeerveeerireeieeeeieeesireeesreeesreeesneennns 158

20



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1: Principales propriétés des antioxydants endogenes ...........ccceeeevvereeriereennnens 32
Tableau 2: Valeur nutritionnelle de Nigella sativa L.........cccccvvviiiiniiiiniiieeieee e 42

Tableau 3: Composition des régimes utilisés durant I’expérimentation selon (Garait, 2006)

MOAIFIEE. ...t 69
Tableau 4 : Principaux pics observés dans le spectre FT-IR de la poudre de NS............... 96

Tableau 5 : Poids des différents organes, des souris prélevés (g) apres 11 semaines

A’ EXPETTMENEATION ..eeeivieeiiieeiiie et e et e et e e et e e eaeeesreeersaeeeabeessaeesssaeesssaeessseeensseeennes 98

Tableau 6 : Impact d’un régime HG enrichi en fer associé ou non au NS sur les
transaminases hépatiques (ASAT et ALAT) et sur les paramétres biochimiques rénaux

apres 11 semaines d’eXperimentation..........eeeueeeeiureeriieeeniieeeeiieesieeesreeesreeesereeennneens 101

Tableau 7: Effet de NS sur le teneurs tissulaires (nug/g de tissus) en vitamine C des souris
nourries par le régime HG supplément¢é de FeCI3 aprées 11 semaines

A’ EXPETTMENLALION ...veevviieiiieiieeiieeiie ettt et e st e et e ebeebeeetbeebeeenbeeteessseenseessseensaesnseas 104

Tableau 8 : Oxydation lipidique (MDA) plasmatique (umol/L) et tissulaire (umol/g de
tissu) des souris sous le régime hypergras enrichi en fer, supplémenté de la poudre de

NS apres les 11 semaines d’eXperimentation............ceeeveereeeiiienieeieenieseenie e 108

Tableau 9: Effet de NS sur la teneur en CAT au niveau érythrocytaire (umol/min/ml) et

cérébrale (umol/min/g de tissu) chez différents groupes de souris apres

I1 SEIMAINES. ...vveeiiiieeiiieeiieeeiee e tteeetee e sttt eesttee e eaeeesaeeesseeessseesssseesssseessseeensseeensseeanes 108
Tableau 10: Composition des régimes hypergras ..........coceecveerierciienieeiiienie e 157
Tableau 11: Profile lipidique de 1a graisse OVINe ..........cccceeevveerieeciienieeieenie e 157

21



Introduction



Introduction

Introduction

De nos jours, le mode de vie sédentaire et 1'exposition accrue a de nombreux polluants
environnementaux et toxines exacerbent le risque de la genese du stress oxydatif. Ce stress
se manifeste par une production excessive d'especes réactives de 1'oxygene (ERO), qui sont
toxiques en raison de leur capacit¢ a endommager les macromolécules, les lipides, les
protéines et I'ADN, ce qui conduit infini a la mort cellulaire (Bonnefont-Rousselot, 2014).
Plusieurs études approfondies menées dans le domaine de la pathogenese confirment la forte
implication du stress oxydatif et de ses especes réactives de I'oxygene dans la genése d’un
large éventail de maladies chroniques telles que le diabete, les maladies cardiovasculaires,
le cancer et les maladies neurodégénératives (Hepel & Andreescu, 2015). Parmi les causes
incriminées dans I’installation du désordre oxydatif figure le régime alimentaire déséquilibré
tel que le régime riche en graisses. Ce dernier est en effet considéré comme l'un des

principaux facteurs de risque liés a de nombreuses pathologies graves (Kesh et al., 2016).

De surcroit, a cette consommation excessive de lipides s'ajoute parfois un apport
alimentaire trop ¢élevé en fer, souvent li¢ a une surconsommation de viande rouge, qui
pourrait également accentuer davantage le déséquilibre oxydatif. Le fer, par sa capacité a
alterner entre 1’état Fe** et Fe?*, facilite la formation d’ERO par le biais des réactions de
Fenton et de Haber-Weiss. Plus précisément, ces réactions impliquent que des ions de fer
réagissent avec le superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne (H20:), générant ainsi des
radicaux hydroxyles particulierement tres réactifs (Hininger-Favier et al., 2016 ; Yan et al.,
2022). Ainsi, cet effet potentiellement pro-oxydant des niveaux €levés de fer a été associé a
un risque accru de diabete de type 2 et de maladies cardiovasculaires (Berg & Youdim, 2006

; Chen et al., 2012).

Récemment, plusieurs études ont €également mis en évidence I’implication du fer et son
activité redox dans le développement de diverses maladies neurodégénératives telles
qu’Alzheimer (D’Mello & Kindy, 2020). Il a été clairement démontré que la surcharge en
fer dans le systéme nerveux central favorise la production excessive des ERO, induisant une
peroxydation lipidique, une perte de I’intégrit¢ membranaire, des dommages a I’ADN ainsi

qu’un dysfonctionnement mitochondrial.

Ces perturbations contribuent a un processus de mort cellulaire programmée,
notamment la ferroptose, responsable de la dégénérescence progressive des cellules

neuronales et de la neurodégénérescence (D’Mello & Kindy, 2020).
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Dans ce contexte, la gestion des désordres métaboliques induits par 1’excés de fer
associ¢ a un régime alimentaire déséquilibré tel que le régime hypergras pourrait constituer
une stratégie thérapeutique potentielle dans la prévention des pathologies associées au
déséquilibre oxydatif. Parmi les stratégies émergentes, 1’intégration croissante dans la
nutrition quotidienne de produits naturels dotés de propriétés antioxydantes et capables de
piéger les radicaux libres suscite un vif intérét. Notamment, 1’utilisation des nutraceutiques

issus de sources botaniques (Alu’datt et al., 2024).

En effet, de nombreuses €tudes se sont intéressées a Nigella sativa L. (NS) comme
source naturelle d’agents adaptogenes. Cette plante est reconnue en médecine traditionnelle
pour ses vertus préventives essentiellement contre divers troubles physiologiques et
neurologiques (Cascella et al., 2018). Plusieurs études cliniques et expérimentales ont
souligné les nombreux bienfaits de NS, notamment ses effets bronchodilatateurs,
immunomodulateurs, antibactériens, hypotenseurs, antidiabétiques, hépato-protecteurs,
gastro-protecteurs, antihistaminiques. Ceci confirme ainsi 1’intérét nutraceutique de cette
plante, justifiant son utilisation dans les stratégies préventives nutritionnelles modernes
(Desai et al., 2015 ; Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020 ; Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023).
Les activités biologiques associées a cette plante sont attribuées principalement a sa richesse
en composés bioactifs, les polyphénols, particulierement leurs groupes fonctionnels
hydroxyles qui sont des excellents chélateurs de fer et dotés d’une forte capacité de réguler
les mécanismes de la réponse au stress oxydatif (Perron & Brumaghim, 2009 ; Gueffai et

al., 2022).

Cependant, et bien que I’utilisation des plantes médicinales représente une approche
prometteuse pour la prévention des maladies métaboliques associées au stress oxydatif, cette
démarche demeure insuffisante a elle seule, ce qui souligne la nécessité de développer des
techniques plus sophistiquées permettant un diagnostic précoce ainsi qu’une meilleure prise
en charge optimisée de ces complications oxydatives. Dans cette optique, les biocapteurs
spécifiquement électrochimiques suscitent un intérét croissant en raison de leurs multiples
applications, surtout dans la détection précoce des maladies. Ces dispositifs offrent ainsi des
outils innovants et performants pour garantir la sécurité sanitaire et la protection de la santé
de ’homme. A la lumiére de ces données, la présente étude s’intéresse a une double
démarche complémentaire. Dans un premier temps, elle vise a développer une stratégie

nutritionnelle préventive basée sur I’utilisation des plantes médicinales, notamment la NS
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contre les désordres métaboliques, essentiellement le déséquilibre de la balance oxydative
induit par le régime hypergras associé¢ a une surcharge en fer. Dans un second temps, a
I’application de ce mod¢le sur le biocapteur associé a I’intelligence artificielle (IA) dans le
but d’un diagnostic biologique précoce rapide et in situ de la variation du stress oxydatif.

Dans cette optique, les objectifs majeurs de cette présente étude consistent a

e Evaluer effet préventif de NS comme une stratégie nutritionnelle vis-a-vis des
altérations oxydatives et biochimiques au niveau cardiaque, hépatique et cérébral
induites par un régime alimentaire hyperlipidique enrichi en fer chez les souris

NMRIL

e FEtudier une stratégie établie sur la détection et la mesure précoce sensible aux
variations de stress oxydatif par le biais des biocapteurs en essayant d’exploiter

les matrices biologiques telles que ’homogénat du foie,

e Réaliser des mesures diffraction des rayons X (DRX) et de spectroscopie UV
dans le but de développer un modele théorique des nanoparticules associées a la

matrice biologique.

e Dr’utiliser un modéle de réseau neuronal artificiel (RNA) pour prédire les résultats

DRX et biologiques.
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Partie I. Revue bibliographique

Chapitre I. Déséquilibre redox et stress oxydant, facteurs clés des pathologies

humaines

A I’heure actuelle, le stress oxydant est largement connu comme dénominateur commun
de la plupart des maladies non transmissibles. Il est classiquement défini comme un
phénomene causé par un déséquilibre entre la production et I’accumulation d’especes
réactives oxygene (ERO) et la capacité du systeme biologique a détoxifier ces produits
réactifs, ou a réparer les dommages qu’elles induisent (Carillon et al., 2012 ; Aslani et al,

2024).

Bien que l’oxygeéne soit une molécule indispensable a la vie, il est susceptible
d’entrainer des effets dommageables dans I’organisme via la formation des radicaux libres
et d’especes oxygénées activées (EOA) (Haleng et al., 2007). Ce déséquilibre peut étre di
a une surproduction d’especes pro-oxydantes, d’origine inflammatoire, ou a un déficit en
antioxydants. Des facteurs pro-oxydants environnementaux peuvent également entrainer

et/ou amplifier un stress oxydant (Aslani et al., 2024).
I.1 Rappel sur les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié, extrémement instable (Ré et al., 2005). Ce composé peut réagir avec les molécules

les plus stables pour apparier son ¢électron (Pincemail et al., 2001).

Ils proviennent de trois éléments : I'oxygene, 1'azote et le soufre, donnant lieu a des
EOA, des especes réactives de 1'azote (ERN) et des especes réactives du soufre (ERS)
(Gulcin, 2025).

Les EOA et les ERN constituent une classe de substances actives dans les organismes

aérobies. Les ERO peuvent provoquer un stress oxydatif tandis que les ERN peuvent

engendrer un stress nitrosatif (Jiang et al., 2021).

Parmi toutes les espeéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer les radicaux primaires qui dérivent de 1'oxygene par des réductions a
un électron, tels I'anion superoxyde O et le radical hydroxyle OH:, ou de l'azote tel le

monoxyde d'azote NO.
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D'autres espéces dérivées de 'oxygene, dites espéces actives de l'oxygene, comme
l'oxygéne singulet '02, le peroxyde d'hydrogene (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces

réactives de 1'oxygene (Haleng et al., 2007). (Figure 1)
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Figure 1: Les principaux radicaux libre produits par le métabolisme
cellulaires (Gulcin, 2025)

I est important de souligner que les ERO ne doivent pas étre considérées comme des
facteurs uniquement dommageables, mais participant a divers processus physiologiques
comme ceux a la signalisation de l’insuline (Bonnefont-Rousselot, 2014). Dans des
conditions normales, leur production est limitée et elles agissent comme des messagers
secondaires qui contribuent, entre autres, a la régulation de 1’apoptose ou a ’activation des
facteurs de transcription (Haleng et al., 2007). En étant formés en exces, les EOA deviennent
« pathologiques » en activant 1’expression de génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires ou des protéines d’adhésion. De plus, leur instabilité les rend trés réactifs
aux substrats biologiques et capables d’induire des modifications oxydatives déléteres
potentiellement impliquées dans ’apparition de pathologies (Haleng et al., 2007).

I.2 Origine des espéces réactives d’oxygéne
1.2.1 ERO d’origine mitochondriale
Les ERO peuvent avoir différentes sources cellulaires, mais la mitochondrie représente

une source importante, citant ainsi 1'auto-oxydation des petites molécules,

Lors du métabolisme oxydatif, 2 a 5 % de I’oxygene consommé sont convertis en radical
superoxyde. Ceci est dii a des électrons qui s’échappent de la chaine respiratoire et se fixent

directement sur I’oxygeéne moléculaire (Oz2), selon la réaction : O2 +e — —02 ™

Le radical superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires et il
est rapidement dissimulé en peroxyde d’hydrogene lors de la réaction suivante, catalysée par

un des membres de la famille des superoxydes dismutases (SOD) :

202 "+ 2H" —-H20, + 02
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Le peroxyde d’hydrogene est également peu réactif, mais il a la capacité de traverser
les membranes cellulaires et, en présence de métaux de transition tel que le Fe?*, se
transforme en un puissant oxydant, le radical hydroxyle, selon la réaction suivante (ou
réaction de Fenton) : H2O2 + Fe?* — OH" + OH™ + Fe**

Le radical superoxyde peut réduire le Fe** et régénérer le Fe**, selon la réaction :
Fe** + 02 " — Fe?' + O2
Le bilan de ces deux derniéres réactions (ou réaction d’Haber Weiss) est donc :

H202+ 02— OH" + OH™ + Oz (Hepel & Andreescu, 2015).(Figure 2)

- talase
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Figure 2: Production d’ERO dans les mitochondries au cours de la
phosphorylation oxydative et mécanismes antioxydants (Tonnies & Trushina,
2017)

Le complexe I et le complexe Il de la chaine de transport d'électrons mitochondriale sont les principaux sites de
production d'O 2 au cours de la respiration aérobie. L'O 2 est converti en H20: par la MnSOD ou la CuZnSOD dans l'espace
mitochondrial intermembranaire. L'H20: est ensuite réduit en eau par des enzymes détoxifiantes, la glutathion peroxydase
(GPX) ou la catalase. La GPX utilise le glutathion réduit (GSH) comme réducteur, et le glutathion oxydé qui en résulte
réagit avec une autre molécule de glutathion pour former du disulfure de glutathion (GSSG), qui est amélioré en GSH par

l'enzyme glutathion réductase (GR). Ces réactions se produisent dans la matrice mitochondriale.
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I.2.2 Autres sources d’ERO

Les sources endogénes des ERO/ERN comprennent notamment la myélopéroxydase
(MPO), la NADPH oxydase, la lipoxygénase (LPO), la cytochrome c oxydase, les différentes
isoformes de la NO synthase (NOS), la xanthine oxydase (XO) ainsi que 1’angiotensine I
(Agll) (Aslani et al, 2024).

La formation et les principales réactions impliquant les ERO et les ERN sont illustrées
a la figure 3. La famille des NADPH oxydases (NOX) joue un role essentiel dans la
production d’ERO, notamment pour I’élimination des micro-organismes pathogeénes. La NO
synthase (NOS) catalyse quant a elle I’oxydation de la L-arginine pour générer du monoxyde
d’azote (NO).

La superoxyde dismutase (SOD) constitue 1'une des premicres lignes de défense
antioxydante en convertissant 1’anion superoxyde (Oz¢") en dioxygéne non toxique et en
peroxyde d’hydrogene (H20:2), ce dernier étant moins réactif. La peroxiredoxine (PRX), une
classe importante de peroxydases, participe a la régulation du métabolisme des ERO et des

voies de signalisation associées.

La catalase (CAT) assure principalement la dégradation du H:0., tandis que la
glutathion peroxydase (GPX) représente une autre enzyme clé dans la neutralisation des
peroxydes. Par ailleurs, la réaction de Fenton - correspondant a I’interaction entre le H.O: et
les ions ferreux (Fe*") - conduit a la formation de radicaux hydroxyles (*OH), parmi les ERO

les plus réactifs (Jiang et al., 2021).

PRX/GPX/CAT
& Xl—»‘ H,0 I

2+ F 3+
0, Fe LN e

Fenton .
, ,>| OH
reaction

Figure 3: ERO et stress oxydatif. (Jiang et al., 2021)
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NOX, famille de la NADPH oxydase ; ERO, espéces réactives de l'oxygene ; NOS, oxyde nitrique synthase ; SOD,
superoxyde dismutase ; PRX, peroxiredoxine ; CAT, catalase ; GPX, glutathion peroxydase ; H2O2, peroxyde d'hydrogene
; -OH, radicaux hydroxydes.

1.3 Stress oxydatif, mode de vie et facteur environnementaux
I.3.1 Régime alimentaire hypercalorique, régime Hyper-gras (HG)

L'alimentation, notamment celle qui est riche en graisses ou en glucides, a été liée au
stress oxydatif. Elle provoque une condition postprandiale caractérisée par une
hypertriglycéridémie, une hyperglycémie et une hausse des acides gras libres (FFAs)
circulants, contribuant ainsi a 1’installation d’un stress oxydatif dans les mode¢les d’obésité
(Kobi, et al., 2023). Ces troubles métaboliques stimulent une génération intensifiée des
ERO, entrainant une augmentation de la carbonylation des protéines et des produits de
peroxydation lipidique, parallelement a une réduction des défenses antioxydantes (Jiang et

al., 2021).

Lorsque l'apport en lipides dépasse les besoins énergétiques, l'excés de lipides est
d'abord stocké dans le tissu adipeux, qui agit comme un réservoir lors d'une premicre
exposition a un exces d'énergie. Toutefois, si cette capacité de stockage est dépassée, 1'exces
de lipides peut atteindre d'autres tissus métaboliques importants, notamment le foie et les
muscles (lipides ectopiques), ce qui provoque une stéatose hépatique, une intolérance au

glucose et le développement du diabéte de type II (Feillet-Coudray et al., 2019).

Dans cette optique, un régime riche en graisses favorise la surcharge lipidique en
générant des acides gras libres grace a I’augmentation des chylomicrons dans I’intestin, qui
sont par la suite absorbés par le foie. Effectivement, les acides gras libres ont la capacité de
pénétrer dans les mitochondries pour y étre f-oxydés ou estérifiés en bases de Schiff de
triglycérides (Jiang et al., 2021). Cependant, la simple accumulation de lipides ne suffit pas
a expliquer les troubles métaboliques associés. De plus, la plupart des études s'accordent a
dire que ce n'est pas l'accumulation de lipides en elle-méme qui cause l'intolérance au
glucose, mais plutot les intermédiaires lipidiques tels que les acyl-CoA d'acides gras, les
diacylglycérols (DAG) et les céramides. Plus précisément, c'est leur localisation, leur
composition et leur renouvellement qui jouent un réle clé dans le développement de la
stéatose hépatique, de l'intolérance au glucose et du diabete de type II. (Feillet-Coudray et

al., 2019).

10
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A son tour, le stress oxydatif altére les voies de signalisation intracellulaire, entrainant
entre autres une production accrue de stress oxydatif (Varela-Lopez et al., 2015). En effet,
L'accumulation excessive de graisse stimule la f-oxydation mitochondriale des acides gras
libres, ce qui entraine une utilisation excessive du flux d'électrons de la cytochrome C
oxydase, augmentant ainsi 1'accumulation d’ERO dans les cellules. Les mitochondries sont
des sources essentielles d’ERO dans les cellules, qui oxydent les lipides insaturés déposés
dans les graisses et provoquent la peroxydation des lipides (Jiang et al, 2021). Cette
activation a été suivie par une ¢lévation du facteur de nécrose tumorale-o. (TNF-a) et des
acides gras libres dans le plasma et le foie (Varela-Loépez et al, 2015 ; Jiang et al., 2021).
(Figure 4)
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On
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IMDA HHbE j ROS m=s) Dysfunction el apop
& damage
NADPH oxid — .
NE-KB acgclat?;::  Transcription / Protein Cytoskeleton
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TNF-a, CRP Inflammatory DNA adduct & _ Mutations, K-ras.|
1L-1B,IL-6, factors damage p53, Genotoxic

Figure 4 : Associations entre le régime alimentaire et le stress oxydatif (Jiang et al.,
2021).

ERO, especes réactives de l'oxygéne ; ERN, especes réactives de l'azote ; MDA, malondialdéhyde ; 4-HNE, 4-
hydroxynonénal ; NADPH, triphosphopyridine nucléotide ; TNF-a, facteur de nécrose tumorale alpha ; IL-6, interleukine-
6 ; IL-1B, interleukine-1f ; CRP, protéine C-réactive ; NF-kB, facteur nucléaire kappa-B ; Nrf2, facteur 2 lié¢ a NF-E2 ;

ARE, élément de réponse antioxydant ; p53, géne suppresseur de tumeur ; K-ras.
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I.3.2 Surcharge martiale, un facteur clés dans la genése de stress oxydatif

Le fer est un métal crucial qui joue le role de donneur et accepteur d’électrons dans une
multitude de processus cellulaires, notamment le transport de 1’oxygéne, la respiration
cellulaire, le métabolisme énergétique, la synthése de I’ADN et la prolifération cellulaire. Il
n’est donc pas surprenant qu’une carence en fer puisse avoir des effets graves sur le
développement fcetal et postnatal, ainsi que tout au long de la vie adulte (D’Mello & Kindy,
2020). Parallelement une surcharge en fer, qu’elle soit d’origine nutritionnelle,
transfusionnelle ou génétique, peut conduire a des complications systémiques comme les
affections hémolytiques génétiques, notamment la thalassémie, la drépanocytose et la

sphérocytose héréditaire ou de I’hémochromatose (Teschke,2024).

En catalysant la réaction de Fenton, le fer convertit le peroxyde d’hydrogéne (H20:) en
radical hydroxyle (*OH) et ion hydroxyde (OH") par I’oxydation du Fe*" en Fe** (Long et
al., 2023). Pour prévenir la toxicité liée a la formation excessive des ERO, 1’organisme
conserve le fer sous des formes non dangereuses : principalement associé a la ferritine dans

le compartiment intracellulaire et 1i€ a la transferrine dans ’espace extracellulaire.

Une surcharge intracellulaire en fer augmente le pool de fer labile, constitué¢ de Fe**
rédox-actif, ce qui intensifie la génération de radicaux libres. Dans le compartiment
extracellulaire, I’exces de fer se traduit par une €élévation du fer non lié a la transferrine
(NTBI), lequel peut étre internalisé par le transporteur ZIP14 et devenir une source

supplémentaire des ERO (Gensluckner et al., 2024).

La production de dérivés des ERO a été identifiée comme un élément clé de la
pathogenése de maladies courantes telles que la stéatose hépatique d’origine métabolique ou

le diabete de type 2. (Harrison et al., 2023).

Ces mécanismes délétéres induisent la peroxydation des lipides et des acides aminés,
provoquant des dommages supplémentaires aux lipides, aux protéines ou a I’ADN et, lorsque
les systémes de réparation sont dépassé€s, peuvent conduire a une apoptose. Ainsi, une
production excessive d’ERO peut avoir des effets néfastes sur de nombreux organes,
notamment le foie, le cceur, les reins, le pancréas et le systéme nerveux (Gensluckner et al.,

2024). (Figure 5)
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Dans ce dernier, I’homéostasie du fer constitue un facteur déterminant. En effet, 1’activité
rédox du fer, liée a la transition Fe*/Fe**, intensifie la production de radicaux libres et
favorise son accumulation intracellulaire. Cette surcharge perturbe profondément le
fonctionnement neuronal en induisant 1I’agrégation protéique, en altérant le transport axonal
ainsi que la libération de neurotransmetteurs, de facteurs neurotrophiques et de cytokines.
Lorsque cette accumulation dépasse les capacités cellulaires de régulation, elle déclenche la
ferroptose, une forme de mort cellulaire programmée dépendante du fer, caractérisée par une
peroxydation lipidique exacerbée et une déplétion du glutathion, conduisant finalement a la

neurodégénérescence (Long al., 2023).

o \\ Carbonylation des \
surcharge martiale | | 2 )
\ protéines 7

Régime hypercalorique,
Hypergras

Dommage d’AND \

(Mut )

(" dessqilibre \}
\\ oxydatif /

Dysfonctionnement
mitochondriale

»* *

cellule avec Accumulation de fer et
stress oxydatif de ROS (ferroptose)

P / D
\ cellule normule) <

Figure 5: Associations entre le régime alimentaire hypercalorique, la surcharge martiale et
le stress oxydatif

1.3.3 Facteurs environnementaux

Une exposition prolongée aux polluants environnementaux (agents oxydants puissants,
ions de métaux lourds, herbicides et pesticides, agents photosensibilisants, a la lumiére UV
ou aux radiations ionisantes peuvent contribuer a 'endommagement de I'ADN, des lipides
et des protéines. (Hepel & Andreescu, 2015). Dans ce contexte, plusieurs sources exogenes
de ERO et d’ERN, telles que le tabac, la pollution de l'eau et de l'air, 1'alcool, les
médicaments (gentamicine, tacrolimus, cyclosporine, bléomycine, doxorubicine, morphine,
diazinon), les solvants industriels et la cuisson, participent également a 1'augmentation du

stress oxydatif et aux dommages cellulaires associés (Aslani et al., 2024).
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Parmi les polluants environnementaux les pesticides, en effet Les humains sont
généralement exposés aux pesticides principalement par I'alimentation, en particulier via la
consommation de légumes et de fruits riches en résidus de pesticides. Ces substances
exercent des effets perturbateurs endocriniens, altérant notamment les fonctions
cestrogéniques, androgéniques et thyroidiennes, tout en stimulant une production accrue des
ERO, ce qui entraine un stress oxydatif (Roychoudhury et al., 2021; Pérez-Bermejo et al.,

2024).

Les métaux lourds tels que le fer, le cuivre, le plomb et I'arsenic stimulent la génération
de radicaux libres par des mécanismes chimiques complexes, en perturbant les défenses
antioxydantes cellulaires. (Sharifi-Rad et al., 2020). Cette capacité est particuliérement
marquée pour les métaux redox-actifs (le fer, le cuivre, le chrome ou encore le cobalt) qui
catalysent la formation de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton, générant des ERO

capables d’attaquer I’ADN, les lipides et les protéines (Jomova & Valko, 2011)
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Figure 6 : Présentation schématique des sources de radicaux libres et de leurs effets sur le
corps humain (Sharifi-Rad et al.,2020).

1.4 Stress oxydant et ses cibles biologiques

Lorsqu’un état de stress oxydant s’établit dans la cellule, les ERO en exceés sont susceptibles
d’attaquer les cibles cellulaires, ce qui a pour conséquence des dommages oxydatifs au
niveau des lipides, des protéines, des acides nucléiques, pouvant notamment conduire a un

dysfonctionnement endothélial et a des processus inflammatoires. Les produits d’oxydation
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des cibles cellulaires, tout comme les systémes antioxydants, peuvent servir de biomarqueurs

pour mettre en évidence un état de stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2014) .

1.4.1 Effets sur les lipides

Les ERO peuvent attaquer les lipides, et plus particuliecrement les acides gras
polyinsaturés qui sont facilement oxydables. Ceci conduit a une réaction en chaine de
peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la perméabilité de la membrane et peut aussi

altérer le fonctionnement des protéines membranaires (Davies, 2000).

La peroxydation des lipides est généralement initiée par un radical (Re)

particuliérement réactif selon la réaction : LH + Re —L+ + RH

Le radical lipidique (Le, radical alkyle) formé lors de cette réaction réagit avec
I’oxygene pour former un radical peroxyle capable de transformer un autre acide gras

polyinsaturé en radical lipidique propageant ainsi la réaction de peroxydation :
Le+02 - LOO*+L"H+LOO* — L’»+ LOOHL’s+ 02 — L’ OO ...

L’hydroperoxyde lipidique (LOOH) formé lors de la phase de propagation de la réaction
de peroxydation est relativement stable. Cependant, en présence de métaux de transition, il
peut reformer de nouveaux radicaux lipidiques (LOe , radical alkoxyle ou LOO- , radical

peroxyle) : LOOH + Fe2+ — LO< + OH— + Fe3+
LOOH + Fe3+ — LOOe + H+ + Fe2+

Par ailleurs, il peut aussi se transformer en endoperoxyde, qui, en présence d’oxygene,
va conduire a la formation de divers produits, dont notamment des aldé¢hydes, (4-
hydroxynonénal, malondialdéhyde...), qui peuvent aller endommager les protéines et les
acides nucléiques et dont le dosage permet de déterminer 1’étendue de la peroxydation
(Michel et al., 2008).Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-
hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique
(Davies, 2000) .
1.4.2 Effets sur les protéines

Les effets des ERO sur les protéines sont complexes, allant de 1’oxydation du squelette
protéique, c’est-a-dire de la chaine polypeptidique conduisant a son clivage, a celle des
chaines latérales de différents acides aminés. Certaines protéines voient leur activité

augmenter suite a une oxydation, mais la plupart deviennent inactives.

15



Chapitre I Déséquilibre redox et stress oxydant, facteurs clés des pathologies humaines

Ces processus réversibles d’oxydation et de réduction, notamment des groupements
thiols des résidus cystéines des protéines, sont impliqués dans bon nombre de processus de
signalisation et de régulation de I’expression des génes (signalisation redox). Ils nécessitent
des concentrations de ERO bien plus faibles que celles requises pour induire des dommages

oxydatifs irréversibles (Ré et al., 2005).

1.4.3 Dommage a ’AND

Les acides ribo- et désoxyribonucléiques sont également vulnérables aux dommages
oxydatifs, et surtout, il a ét¢ démontré que 'ADN subit des dommages oxydatifs in vivo.
Bien que I'ADN soit un biopolymere relativement simple composé de seulement quatre
acides nucléiques différents, son intégrité est vitale pour la division et la survie des cellules.
Il a été démontré que les altérations oxydatives des polymeres d'acide nucléique perturbent
la transcription, la traduction, et la réplication de I'ADN et entrainent des mutations et la
mort des cellules (Davies, 2000). Les radicaux libres peuvent provoquer des liaisons
transversales entre I'ADN et les protéines, endommager le squelette du désoxyribose-
phosphate ainsi que des modifications spécifiques des bases puriques et pyrimidiques

(Thérond et al., 2000).
I.5 Implication de stress oxydatifs dans les pathologies humaines

Plusieurs études faites sur 1’étiologies des pathologies humaines montrent I’implication
de stress oxydant dans de nombreuses situations pathologiques, telle que 1’inflammation
(Hepel & Andreescu, 2015) Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) ,
le cancer (oxydation de I’ADN) diabéte (obésité, syndrome métabolique) c’est certainement
dans le cadre du I’implication du stress oxydant dans les maladies de cerveau que des
avanceées spectaculaires ont €té réalisées au cours des derni¢res années (Sharifi-Rad et al.,

2020).

I.5.1 Stress oxydatif et syndrome métabolique

Le syndrome métabolique est plus justement appelé¢ syndrome d’insulinorésistance,
syndrome (pluri-) métabolique ou syndrome cardiovasculaire métabolique, suivant que 1’on
s’intéresse prioritairement a sa cause présumée (I’insulinorésistance), a son phénotype (la
combinaison de plusieurs anomalies métaboliques) ou a ses conséquences (les complications

cardiovasculaires, en particulier coronaires) (Raoux, 2006).

Le syndrome métabolique se caractérise par la présence de plusieurs facteurs de risque

interconnectés de diabete de type 2 (DT2) et de MCV (Jakubiak et al., 2021).
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La présence du syndrome métabolique multiplie par cinq le risque de développer un
DT2, par deux le risque de maladie cardiovasculaire et par 1,5 le risque de mortalité toutes
causes confondues (Masenga et al., 2023). Les facteurs de risque du syndrome métabolique
comprennent I'augmentation du tour de taille ou de la graisse du ventre, un taux élevé de
triglycérides plasmatiques, une pression artérielle élevée, une glycémie élevée et un faible

taux de HDL plasmatiques (Han & Lean, 2015).

La résistance a l'insuline peut entrainer une hyperglycémie, une hypertension, une
dyslipidémie, une obésité viscérale, une hyperuricémie, une augmentation des marqueurs
inflammatoires, un dysfonctionnement endothélial et une thrombose, qui peuvent conduire
au syndrome métabolique, & la NASH et au DT2 par le biais de plusieurs mécanismes
complexes (Masenga et al., 2023 ; Alemany, 2024). Les composantes du syndrome
métabolique sont interdépendantes. L'obésité est le principal facteur de risque dans le
développement du DT2, et on estime qu'environ 90 % des personnes atteintes de DT2 sont
en surpoids ou obeses. L'obésité est également liée a un risque accru de maladies
cardiovasculaires, qui comprennent des affections telles que I'hypertension artérielle,
l'athérosclérose, 1'infarctus aigu du myocarde et 'insuffisance cardiaque (Masenga et al.,

2023).

Le stress oxydatif peut jouer un rdle important dans les manifestations liées au
syndrome métabolique, y compris l'athérosclérose, 1'hypertension et le DT2. Le stress
oxydatif est également associé a l'adiposité et a la résistance a l'insuline chez les hommes et
chez les personnes atteintes du syndrome métabolique, suggérant que le stress oxydatif
pourrait étre un événement précoce dans la pathologie de ces maladies chroniques plutot

qu'une simple conséquence ou un témoin innocent (CK, 2009).

Chez les patients atteints du syndrome métabolique, un stress oxydatif accru est mis en
évidence par une diminution des défenses antioxydantes et une augmentation des marqueurs
de dommages oxydatifs (malondialdéhyde, protéines carbonylées, activit¢ de la xanthine
oxydase). Le stress oxydatif est également associé a I'accumulation de graisse corporelle, a
la dysfonction endothéliale et a ’activation de NAD(P)H oxydase. L’ox-LDL augmente de
facon progressive avec 1’obésité et le syndrome métabolique, et elle est corrélée a un risque

accru de syndrome métabolique (CK, 2009) .
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La surproduction d’ERO entraine un environnement de stress oxydatif, qui déstabilise

¢galement la signalisation et le contrdle redox et entraine des effets délétéres sur I'expression

des génes, augmente les facteurs de croissance et les ¢léments de réponse au stress, et active

la voie de I'apoptose. La signalisation redox perturbée favorise ¢galement les voies pro-

inflammatoires et pro-fibrotiques, qui affectent la signalisation métabolique de I'insuline et

le dysfonctionnement endothélial et favorisent I'inflammation et la fibrose cardiovasculaires

et rénales, ce qui contribue a endommager les organes cibles (Masenga et al., 2023).

Les mécanismes des ERO et leur role dans le développement

du  syndrome  métabolique  sont

présentés  dans

la  figure 7.
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Figure 7 : Présentation schématique du syndrome métabolique (Islam et al., 2024).
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De multiples facteurs (génétique, dge, mode de vie, suralimentation, sédentarité et tabagisme) conduisent a l'adiposité
viscérale, éléement central du syndrome métabolique. Cette adiposité déclenche une altération du métabolisme des acides
gras libres, favorisant l'insulinorésistance, la dyslipidémie et une inflammation accrue a travers des marqueurs tels que le
TNF et I'lL-6. De plus, les adipokines (leptine, aldostérone) et le RAAS exacerbent l'inflammation chronique. Ces processus
interconnectés augmentent le risque de maladies cardiovasculaires telles que la mort cardiaque subite et I'hypertension,
qui sont toutes des caractéristiques clés du SM. AGL : acide gras libre, ATII : angiotensine II, CRP : protéine C-réactive,
TNF : facteur de nécrose tumorale, IL-6 : interleukine 6, LOX : oxydée de type lectine, LDL : lipoprotéine de basse densité,

ERO : especes réactives de l'oxygene, RAAS : systeme rénine-angiotensine-aldostérone.

I.5.1.1 Stress oxydatif, Diabéte et insulinorésistance

Le diabete de type 2 est une maladie chronique caractérisée par des niveaux élevés de
glucose dans le sang résultant soit d'un manque absolu ou relatif d'insuline, soit d'une
résistance a l'insuline (Caturano et al., 2023). L’obésit¢ augmente significativement le
risque de diabéte de type 2. Face a la résistance a I’insuline, 1’organisme compense
initialement par une hyperinsulinémie due a I’augmentation de la masse des cellules béta,
permettant de maintenir une glycémie normale. Toutefois, chez environ un tiers des
personnes obeses, 1’apoptose des cellules béta réduit leur capacité sécrétoire, rendant
impossible la compensation de I’insulinorésistance. L’hyperglycémie qui en résulte conduit
alors a ’installation du diabéte de type 2, conséquence d’une IR associée a une production

insuffisante d’insuline (Rochette et al., 2014).
I.5.1.1.1 Stress oxydatif et Diabéte

Les principaux mécanismes moléculaires impliqués dans le SO dans le diabete ont été
clairement identifiés et sont étroitement liés au métabolisme du glucose et des lipides.
Plusieurs voies métaboliques contribuent au développement du SO en situation
d’hyperglycémie, notamment : ’activation de la voie des polyols, la formation des produits
de glycation avancée (AGE), I’auto-oxydation du glucose, 1’activation de la protéine kinase
C (PKC), I’altération de la signalisation de I’insuline, ainsi que la production accrue de

radicaux libres par la mitochondrie (Darenskaya et al., 2021).

En condition d’hyperglycémie, une production excessive de ERO est observée au cours
des réactions glycolytiques (Darenskaya et al., 2021). En effet, une fois le glucose entré
dans les cellules, il est oxydé soit via la voie des pentoses phosphates, conduisant a la
production de molécules biosynthétiques et de NADPH, soit via la glycolyse. La glycolyse
se poursuit dans le cycle de Krebs, aboutissant a la formation de NADH et de FADHo, utilisés
dans la phosphorylation oxydative pour produire I’ ATP.
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Ce processus génere des ERO telles que le peroxyde d’hydrogéne (H20:), I’anion
superoxyde (O2¢") et les radicaux hydroxyles (*OH). En effet, une fois le glucose entré dans
les cellules, il est oxydé¢ soit via la voie des pentoses phosphates, conduisant a la production
de molécules biosynthétiques et de NADPH, soit via la glycolyse. La glycolyse se poursuit
dans le cycle de Krebs, aboutissant a la formation de NADH et de FADH-, utilisés dans la
phosphorylation oxydative pour produire 1I’ATP. Ce processus génere également des ERO
(Caturano et al., 2023).

Dans des conditions physiologiques normales, le systéme de défense antioxydante
neutralise efficacement les ERO (Caturano et al., 2023). Toutefois, lorsque la glycémie
devient excessivement élevée, la production de radicaux augmente, entrainant une inhibition
des systemes antioxydants. Cette diminution favorise des dommages a I’ADN et I’activation
d’enzymes de réparation telles que la poly-ADP-ribose polymérase-1 (PARP-1). PARP-1
inactivera alors la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), ce qui provoque
I’accumulation de glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP), de glucose-6-phosphate (G-6-P) et
de fructose-6-phosphate (F-6-P) (Darenskaya et al., 2021).

L’¢lévation de ces trois intermédiaires active plusieurs réactions convergeant vers le stress
oxydatif :

e (G-6-P et GAP peuvent subir une auto-oxydation générant des précurseurs des AGE ;
e (G-6-P et F-6-P peuvent emprunter la voie des polyols ;
e Le GAP, quant a lui, active la protéine kinase C (PKC).

Lorsque la concentration en glucose augmente, 1’hexokinase devient saturée et ne peut
plus catalyser la formation de G-6-P. Le glucose est alors converti en sorbitol par 1’aldose
réductase, puis en fructose par le sorbitol déshydrogénase (SDH) (Caturano, et al., 2023).
Ce processus consomme le NADPH, un substrat essentiel a la GPx pour la syntheése du GSH,
ce qui contribue a affaiblir les défenses antioxydantes. En conditions hyperglycémiques, la
SDH est également surexprimée, augmentant la production de fructose, ensuite converti en
GAP et en dihydroxyacétone-3-phosphate (DHA-3-P), activant ainsi la PKC et favorisant le

stress oxydatif.

L’exces de glucose peut subir une auto-oxydation formant du glyoxal, tandis que le GAP
et le DHA-3-P dérivés du glucose peuvent subir une déphosphorylation non enzymatique

produisant du méthylglyoxal.
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Ces composés, ainsi que la 3-désoxyglucosone (produit d’Amadori), sont des
précurseurs des AGE, qui réagissent avec les composants de la matrice extracellulaire
(ECM). La réaction non enzymatique entre le groupe carbonyle du glucose et un groupement

g-amino d’une protéine modifie sa fonction (Singh et al., 2012).

Une fois formés, les AGE se lient aux récepteurs RAGE, ce qui induit un stress oxydatif
et active la PKC, entralnant 1’activation de la NADPH oxydase et de la lipoxygénase,
générant ainsi davantage d’ERO. Par ailleurs, I’excés de GAP peut étre converti en DHA-3-
P, puis réduit en glycérol-3-phosphate ; combiné aux acides gras, ce dernier forme le

diacylglycérol (DAQG), qui active également la PKC (Caturano et al., 2023). (Figure 8)
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Figure 8: Voies métabolisme du glucose et produits qui interviennent dans le stress
oxydatif (Singh et al., 2022)
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I.5.1.1.2 Stress oxydatif et insulinorésistance

La résistance a I’insuline constitue la principale anomalie sous-jacente du diabéte de
type 2, caractérisée par une incapacité des cellules a répondre efficacement a 1’insuline,
entralnant une absorption sous-optimale du glucose. La transduction normale du signal de
I’insuline (TSI) implique une série complexe d’étapes séquentielles faisant intervenir
différentes enzymes et médiateurs, aboutissant a I’entrée facilitée du glucose dans les
adipocytes, les cellules musculaires et myocardiques via les transporteurs GLUT-4

(Yaribeygi et al., 2020).

L’insuline exerce des actions régulatrices du redox dans divers organes cibles,
soulignant son role antioxydant. Elle atténue la production d’ERO générés par la
phosphorylation oxydative mitochondriale grace a la régulation des protéines découplantes
(UCP) et inhibe I’expression des NADPH oxydases (NOX). Cependant, dans les adipocytes,
un exces de glucose conduit a la production d’ERO via NOX4 plutdt que par I’oxydation
mitochondriale. Cette isoforme est régulée a la fois par le NADPH issu de la voie des
pentoses phosphates et par sa translocation vers les radeaux lipidiques, entrainant

I’expression de facteurs chimiotactiques pour les monocytes (Rochette et al., 2014).

La stimulation du récepteur de I’insuline induit des changements dans la voie PI3-
kinase, et une signalisation brusque peut provoquer l’activation excessive de NOX4,
phosphorylant Rac (GTPase Rac) au lieu de PIP2 et augmentant les ERO/ERN dans
I’environnement cellulaire. Ces ERO/ERN ¢levés activent la caseine kinase-2 (CK2), qui
déclenche I’activation du rétromere. Ce dernier influence la signalisation du réseau trans-
Golgi, entrainant le transport des GLUT4 vers les lysosomes pour leur dégradation plutdt
que vers la membrane plasmique. Ce mécanisme contribue a 1’élévation de la glycémie et a

1’état de stress oxydatif (Singh et al., 2012). (Figure 9)
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De plus, le stress oxydatif active plusieurs voies de signalisation sensibles au stress, incluant
des composants tels que NF-kB, la NO synthase inductible et des complexes
d’histocompatibilité de classe II, participant largement a 1’altération de la sécrétion et de

I’action de I’insuline (Darenskaya et al., 2021).
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Figure 9: Voie normale de signalisation de I'insuline et effet inhibiteur des ERO sur la
signalisation de l'insuline (Singh et al., 2022).

I.5.1.2  Stress oxydatif et maladie cardiovasculaire

Le stress oxydatif étant impliqué dans le développement et/ou la progression des
maladies cardiovasculaires (MCV). (Sharifi-Rad et al, 2020). En effet, il a un impact
majeur sur 1'évolution des pathologies cardiovasculaires en modulant I'expression des genes,
la sécrétion de cytokines et le fonctionnement de I'endothélium vasculaire. Les ERO ont un
effet protecteur sur le systéme cardiovasculaire a des concentrations faibles, tandis qu'a des
niveaux ¢levés, elles contribuent a la dysfonction endothéliale et a I'apparition de

l'athérosclérose (Leyane et al., 2022).

Ce déséquilibre redox résulte principalement de I’activation de la NAD(P)H oxydase,
de I’hyperproduction mitochondriale d’anions superoxyde et de la réduction de la

biodisponibilité du monoxyde d’azote (Beaudeux et al., 2006).
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L'oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) dans la paroi des vaisseaux est
I'un des événements initiaux a l'origine de [’athérosclérose ou d'autres maladies
cardiovasculaires associées a un dysfonctionnement de la paroi des vaisseaux (Leyane et
al., 2022). Les LDL oxydées deviennent cytotoxiques vis-a-vis des cellules endothéliales,
par le biais des oxystérols essentiellement, et elles ne sont plus reconnues par leur récepteur

mais au contraire par le récepteur scavenger des cellules spumeuses (Baudin, 2006).

Dans la paroi artérielle, ces particules oxydées activent des voies de signalisation pro-
inflammatoires, stimulent 1’expression de molécules d’adhésion et contribuent au
recrutement des monocytes, amplifiant ainsi le processus inflammatoire et le développement

de la plaque athérosclérose (Leyane et al., 2022).

Ces mécanismes provoquent un dysfonctionnement endothélial, favorisent I’agrégation
plaquettaire et activent les métalloprotéinases, participant a la thrombogénes ; sous ’effet du
stress oxydatif, ’augmentation de 1’expression et de ’activité¢ de ces enzymes accélére la

rupture des plaques et la formation de thrombus (Leong et al., 2013). (Figure 10)
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Figure 10 : Modification des LDL dans la paroi artérielle menant a la plaque
d’athérosclérose (Baudin, 2006).
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La premiere étape est la pénétration de lipoprotéines athérogenes, en particulier des LDL, a travers la monocouche
endothéliale, suite a un dysfonctionnement de [’endothélium, a une augmentation de sa perméabilité, ou a un défaut du
récepteur aux LDL. Par activation de lipoxygénases (LO), les LDL vont s’oxyder avec formation d’hydroperoxydes
(LOOH). Des monocytes circulants vont pénétrer dans l'intima apres avoir été ralentis et fixés par des protéines d’adhésion
endothéliales, dont [’expression a la face luminale est augmentée par les LDL oxydées. Ces monocytes vont s activer et
produire de la LO et des ERO qui viennent compléter [’oxydation des LDL. Les LDL-MM formées peuvent adhérer aux
protéoglycanes du sous-endothélium et sont partiellement éliminées par les macrophages par leur récepteur scavenger. En
fonction de leur faculté d’évacuation des différentes populations de LDL oxydées, les macrophages vont soit maintenir un
équilibre sans épaississement intimal, soit, suite au débordement de ce systeme d’élimination, se transformer en cellules
spumeuses qui, s’accumulant, vont venir épaissir l'intima, créant les conditions du développement de la plaque
d’athérosclérose. Vont alors intervenir, en plus de ces premiers acteurs, des cellules musculaires lisses du média, des

lymphocytes, des plaquettes et une réaction inflammatoire.

Dans le cas de la pression artérielle, ce dernier est régulé par le débit cardiaque et la
résistance périphérique qui est modulée par I’endothélium (Leyane et al., 2022). Dans
I’hypertension, le dysfonctionnement endothélial- li¢ a une diminution de la biodisponibilité
du monoxyde d’azote (NO)- réduit la vasodilatation et favorise 1’augmentation de la
résistance vasculaire. Le stress oxydatif joue un rdle central : les ERO dégradent le NO et
forment du peroxynitrite, limitant son action vasorelaxante. (Leong et al., 2013)
L’angiotensine II (Ang II), puissant vasoconstricteur, aggrave cette situation en activant la
NADPH oxydase, augmentant la production d’ERO, la peroxydation lipidique et les
cytokines pro-inflammatoires, ce qui contribue a 1’élévation de la pression artérielle. Dans
la paroi vasculaire, la NADPH oxydase constitue la principale source de ERO, réduisant
davantage la relaxation endothélium-dépendante. Au niveau cardiaque, la production
excessive d’ERO par les mitochondries des myocytes provoque des 1ésions structurelles et
fonctionnelles, participant au développement et au maintien de I’hypertension (Carillon et

al., 2012 ; Xiang et al., 2021). (Figure 11)
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Figure 11: Mécanismes proposés pour I'hypertension induite par le stress oxydatif

La famille NOX (NADPH oxydase) et les enzymes xanthine oxydase sont les principaux générateurs d'espéces
réactives de l'oxygene (ERO) dans I'hypertension, et ils sont régulés par des facteurs pro-hypertenseurs et pro-
inflammatoires tels que 1'Ang II (angiotensine II) et I'ET-1 (endothéline-1). Le découplage de la eNOS (synthase d'oxyde
nitrique endothéliale) et les voies mitochondriales et du réticulum endoplasmique (RE) affectées par les NOX/ERO
entrainent également la production d’ERO. Il peut en résulter une hypertension due a des lésions endothéliales, des lésions
rénales ou un dysfonctionnement cardiovasculaire. SOD, superoxyde dismutase ; NO, oxyde nitrique ; BHY,

tétrahydrobioptérine.

L.5.1.3 Stress oxydatif, inflammation

L'inflammation et le stress oxydatif sont des processus interconnectés et il existe une
relation complexe entre les deux. D'une part, I'inflammation stimule la production des ERO.
Par exemple, au cours de la réaction inflammatoire, les cellules immunitaires telles que les
macrophages peuvent libérer des ERO pour détruire les agents pathogeénes. D'autre part,
lI'inflammation peut induire l'activit¢ d'enzymes antioxydantes et de facteurs de défense
contre le stress oxydatif pour contrer les effets nocifs des ERO. A son tour, le stress oxydatif
contribue également a I’inflammation. Les ERO fonctionnent comme des signaux d'alarme
pour le systtme immunitaire, déclenchant I'inflammation (Balan et al., 2024). Les ERO
aussi stimulent la voie NF-xB, un modérateur essentiel de la réponse inflammatoire. Cette
activation stimule la transcription de divers médiateurs pro-inflammatoires comme TNF-a,
iNOS, COX-2 et IL-1pB. Par ailleurs, les ERO ont également la capacité de modifier
directement les molécules lipidiques et protéiques, ce qui perturbe leur structure et leur

fonction, intensifiant ainsi la réaction inflammatoire (Balan et al., 2024).
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I.5.1.4 Stress oxydatif, syndrome métabolique et altérations cérébrales

1.5.1.4.1 Stress oxydatif, et altérations cérébrales

Les ERO générées dans le cerveau peuvent causer de graves dommages aux neurones,
entrainant des pertes de mémoire et des troubles cognitifs. Le stress oxydatif induit par les
ERO dans le cerveau a été impliqué dans plusieurs maladies invalidantes, notamment la
maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, I’autisme et le syndrome de Down, Des
expériences in vitro ont montré que les astrocytes cérébraux présentent une sensibilité
nettement plus élevée au H202 que les neurones. Ainsi, lors d'une attaque par les ERO, les

astrocytes subissent des dommages plus importants (Hepel & Andreescu, 2015)

Par rapport a d’autres organes, le systéme nerveux apparait comme particuliérement sensible
au stress oxydatif. Le cerveau posseéde un métabolisme oxydatif €levé, pouvant étre a
I’origine de la production d’une grande quantité d’ERO, puisqu’il utilise 20 % de I’oxygene
respiré par I’organisme alors qu’il ne représente que 2% du poids corporel (Ré et al., 2005).
De plus, le fer, pouvant catalyser la production d’ERO, est présent en grande quantité¢ dans
le cerveau et il est plus particulierement concentré dans certaines régions, notamment au
niveau des ganglions de la base. Le cerveau est également riche en acides gras poly-insaturés,
qui sont les cibles de la peroxydation lipidique (Butterfield et al., 2007). Par ailleurs, les
niveaux d’activité des enzymes antioxydantes sont beaucoup plus faibles dans le cerveau
que dans le foie ou les reins. Ainsi, dans le cerveau, le GSH constituerait la principale ligne
de défense contre les ERO. Or, la synthése du GSH dans les neurones semble dépendre
d’échanges métaboliques intenses avec les astrocytes, et [’interruption de
I’approvisionnement neuronal en précurseurs gliaux du GSH pourrait affaiblir les défenses
antioxydantes des neurones. Enfin, les neurones étant des cellules postmitotiques, ils ne
seront généralement pas remplacés, s’ils subissent des dommages irréversibles (Ré et al.,

2005).

Les molécules oxydées d’ADN, de protéines et de lipides retrouvées dans le tissu
cérébral de patients décédés atteints de troubles neurodégénératifs soulignent le role du stress
oxydatif dans ces pathologies. Une autre cause de maladies neurodégénératives réside dans
une utilisation défectueuse des métaux par le cerveau, due a 'intervention de protéines

mutantes, formées a la suite du stress oxydatif (Leyane et al., 2022).

Ainsi que L’utilisation excessive de glucose pour la production d’énergie rend le
cerveau particulierement vulnérable au stress oxydatif, et la chaine respiratoire

mitochondriale en est la principale source d’ERO (Sharifi-Rad et al., 2020).
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La majorité des ERO présentes dans le cerveau proviennent des complexes I et III de la
chaine de transport des électrons mitochondriale, en tant que sous-produits de I’O.. La MAO
constitue également une source importante d’ERO, en particulier dans la maladie de
Parkinson. En effet, les principales cibles des ERO produits par les mitochondries sont le
pore de transition de perméabilité mitochondriale (MPTP), la poly (ADP-ribose) polymérase
(PARP) et I’ADN mitochondrial (Sharifi-Rad et al., 2020).

L’excés de calcium intracellulaire peut, pour une grande part, étre séquestré par les
mitochondries, mais cette accumulation anormale de calcium va perturber le fonctionnement
mitochondrial et notamment la chaine de transport des électrons, conduisant a une
production accrue d’ERO et a une diminution de la synthése d’ATP. Des ERO sont aussi
produits dans le cytoplasme neuronal suite a 1’activation excessive d’enzymes calcium
dépendantes (Ré et al., 2005).

D’autres sources oxydantes proviennent de la NADPH oxydase, présente dans les
astrocytes, la microglie et les neurones, tandis que I’inhibition de la NOS a montré des effets

neuroprotecteurs (Leyane et al., 2022). (Figure 12)
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Figure 12: Schéma récapitulative de role du stress oxydatif dans les maladies
neurodégénératives (Houldsworth, 2024)
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1.5.1.4.2 Implication de syndrome métabolique dans les altérations cérébrales

Le syndrome métabolique altére les fonctions cognitives et favorise le développement
de troubles neurodégénératifs par I’induction d’un stress oxydatif, d’une neuroinflammation
et d’une insulinorésistance cérébrale. L’ inflammation systémique associée a 1’obésité et au
diabéte de type 2 contribue notamment a la rupture de la barriere hémato-encéphalique,
entrainant une infiltration accrue de cellules immunitaires, une perturbation de I’homéostasie
neuronale et gliale ainsi qu’une altération de 1’¢élimination des déchets métaboliques (Van

Dyken & Lacoste, 2018).

Bien que les mécanismes moléculaires reliant le syndrome métabolique aux pathologies
neurologiques ne soient pas totalement ¢lucidés, les données actuelles suggerent que les
altérations cellulaires et biochimiques caractéristiques du syndrome métabolique — telles
que la dysfonction endothéliale, les anomalies du métabolisme des acides gras essentiels, les
perturbations des médiateurs lipidiques et les déréglements de la signalisation de 1’insuline
et de la leptine — constituent un pont physiopathologique majeur entre dysfonctionnement

métabolique périphérique et atteinte cérébrale (Alzarea et al., 2025).
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Chapitre II. Approches thérapeutiques, stratégies préventives et diagnostic
rapide
II.1 Anti-oxydants

Le terme « antioxydant » peut étre attribué a toute substance dont la disponibilité, méme
a une concentration infime, inhibe ou retarde I'oxydation d'un substrat. Il existe plusieurs
espeéces ou molécules, endogenes (synthétisées en interne) ou exogenes (consommeées), qui
jouent un rdéle dans la défense antioxydante et peuvent étre considérées comme des

biomarqueurs du stress oxydatif (Ngo & Duennwald, 2022).

En effet, ils jouent un rdle essentiel en empéchant 1’oxydation, ce qui préserve a la fois
la qualité des aliments (saveur, couleur, texture) et protége 1’organisme contre les maladies
dégénératives. Ils retardent la peroxydation lipidique, limitent la formation de composés
toxiques comme le MDA, et protégent les biomolécules (protéines, acides aminés) de

I’oxydation, préservant ainsi leur fonctionnalité (Gulcin, 2025).

Les antioxydants peuvent étre classés en deux groupes principaux : les antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques.

I1.1.1 Systémes antioxydants enzymatiques :
I1.1.1.1 La superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD peuvent étre divisées en quatre groupes, avec des cofacteurs métalliques
différents. La SOD cuivre-zinc est la plus abondante dans les chloroplastes, le cytosol et
I'espace extracellulaire. La SOD au fer se trouve dans le cytosol des plantes et dans les
cellules microbiennes, tandis que les SOD au manganése sont mitochondriales (Ngo &

Duennwald, 2022).

La SOD entre également en compétition avec le NO pour l'anion superoxyde. Par
conséquent, la SOD réduit aussi indirectement la formation d'un autre ERO délétere, le
ONOO (tableaul : réaction 2), et augmente la disponibilité biologique du NO, un modulateur
essentiel de la fonction endothéliale (Sharifi-Rad et al., 2020).

I1.1.1.2 Glutathion peroxydase (GPx) et Reductase (GR)

La GPx est une famille de huit isozymes différentes (GPx1-8). La GPx convertit le
peroxyde d'hydrogéne ou le peroxyde organique en eau ou en éthanol, en agissant en
combinaison avec le GSH, comme le montre la réaction 4 du tableau 1. Dans cette réaction,
la GSH s'oxyde en disulfure de glutathion (GS-SG). Le GS-SG est ensuite réduit par le

glutathion réductase pour compléter le cycle (Marino et al., 2022).
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Tableau 1: Principales propriétés des antioxydants endogénes (Marino et al., 2022)

Les Types Principale réaction Localisation
antioxydatant
endogénes
SOD Enzymatique (1) 202 +2H*—H202+02 Cytosolique (SOD1), mitochondriale
(SOD2) et extracellulaire
(SOD3).
Catalase Enzymatique (2)2H202—02+2H20 Principalement dans les peroxysomes,
(3)H:202+H:R—2H04R mais aussi dans les cytoplasmes et les
mitochondries
GPx Enzymatique (4)2GSH+H202 GPx1 est cytosolique, GPx2
—GSSG+2H20 extracellulaire, GPx3 dans le plasma,
GPx4
nucléaire, mitochondrial et cytosolique.
GST Enzymatique conjugaison de la HSG a des superfamilles cytosolique,
substrats xénobiotiques mitochondriale et microsomale
GSH Noenzymatique  (5)2GSH+R20:— GS- intracellular(cytosol, nuclei,
SG+2ROH andmitochondria) and extracellular

(6)GSH+R'—0.5GS-SG+RH

11.1.1.3 Glutathione-S-transferase GST

La GST est une famille d'isozymes hétérogenes indépendants du sélénium, qui

catalysent la conjugaison du GSH avec des centres ¢lectrophiles et détoxifient les composés

endogénes (Marino et al., 2022).

11.1.1.4 La Catalase

La catalase humaine est une enzyme caractérisée par un tétramére de quatre chaines

polypeptidiques, présente dans le peroxysome des cellules aérobies, et qui catalyse la

conversion du peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire, comme indiqué dans

la réaction 2 du tableau. La catalase favorise également l'oxydation des toxines par le

peroxyde d'hydrogene, selon la réaction 3 du tableau 1 (Marino et al., 2022).
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I1.1.2 Systémes antioxydants non enzymatiques

I1.1.2.1 Le glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide constitué¢ de trois acides aminés (la cystéine, I’acide glutamique et
la glycine), et représente I’antioxydant de faible poids moléculaire le plus abondant et le plus
important, synthétisé aussi bien par les cellules eucaryotes que procaryotes. Le GSH possede
plusieurs fonctions importantes pour la viabilité cellulaire. C’est un antioxydant majeur, soit
en interagissant directement avec différents ERO (radical hydroxyle, superoxyde, NO...),
soit en tant que cosubstrat de la GPx, soit en régénérant d’autres antioxydants. (Ngo &

Duennwald, 2022).
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Figure 13: L’action concertée des enzymes antioxydantes superoxyde dismutase, catalase
et glutathion peroxydase est essentielle (Jomova & Valko, 2011).

La SOD convertit les anions superoxydes en peroxyde d’hydrogene. Le niveau physiologique de peroxyde

d’hydrogene est ensuite régulé par la catalase.Dans des conditions pathologiques, les métaux rédox (Cu, Fe) peuvent
catalyser la formation de radicaux hydroxyles a partir de la décomposition du peroxyde d’hydrogene (réaction de
Fenton).La glutathion peroxydase (GPx) convertit le peroxyde d’hydrogéne (H:0:) en deux molécules d’eau (2H:0) en
utilisant le glutathion réduit (GSH) comme substrat, qui est alors transformé en sa forme oxydée, le glutathion disulfure
(GSSG).Le GSSG est reconverti en GSH grdce a l'enzyme glutathion réductase (GR). La réaction catalysée par le
glutathion réductase contribue de maniere significative au maintien des niveaux cellulaires de glutathion réduit,

indispensable a la défense rédox.

I1.1.2.2 La N-acétylcystéine (NAC)

L’effet antioxydant de la NAC provient de sa capacité a agir comme précurseur du GSH, un
antioxydant direct bien connu et un substrat de plusieurs enzymes antioxydantes. De plus,

dans certaines conditions caractérisées par une déplétion importante en cystéine et en GSH
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endogénes, la NAC peut agir comme antioxydant direct vis-a-vis de certaines especes

oxydantes telles que NOz et HOX (Aldini et al., 2018).

L’activité antioxydante de la NAC peut également résulter de son action sur les protéines
thiolées : en rompant les ponts disulfures, elle libere des thiols libres ainsi que des protéines
réduites, lesquelles peuvent posséder, dans certains cas - comme pour la mercaptoalbumine

- une activité antioxydante directe importante (Aldini et al., 2018). (Figure 14)
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Figure 14: Vue d’ensemble de ’action antioxydante de la NAC (Aldini et al., 2018)

L’effet antioxydant de la NAC repose a la fois sur une activité indirecte (via la synthése de GSH), une activité
antioxydante directe et une capacité a rompre les liaisons disulfures. Son activité indirecte correspond a sa capacité a

servir de précurseur du GSH, lequel est un antioxydant direct bien connu et un substrat de plusieurs enzymes antioxydantes.

Lorsque I’état de stress oxydatif épuise les réserves de groupements SH, la NAC peut agir comme piégeur direct de
certaines espéeces oxydantes, telles que NO(X) et NO:. La NAC rompt également les protéines thiolées, libérant ainsi des
thiols libres dont I’activité antioxydante est supérieure a celle de la NAC. Ces thiols libres stimulent en outre la synthése
de GSH et de protéines réduites, qui, dans certains cas - comme la mercaptoalbumine - possédent une activité antioxydante

directe importante.

I1.1.2.3 Les Vitamines

Les vitamines sont un élément trés important du systéme biologique car elles jouent un
role important dans différents processus biochimiques. Parmi ces vitamines, les vitamines
A, C et E agissent comme des antioxydants en détoxifiant les radicaux libres (Caturano et

al., 2023).
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La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble. Le terme vitamine E englobe
différents isomeres, I’a-tocophérol étant 1’antioxydant le plus efficace, notamment dans la
détoxification des radicaux peroxyles et alkoxyles et donc dans la prévention des réactions

en chaine de la peroxydation lipidique (Jomova & Valko, 2011).

La vitamine C ou ascorbate est un piégeur de ERO a spectre large, efficace contre les
radicaux peroxyles, hydroxyles et superoxyde ainsi que contre le peroxynitrite. Bien que
I’ascorbate soit hydrosoluble, il est capable de régénérer la vitamine E, ce qui permet de
déplacer les ERO de la membrane vers le cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique

(Gulcin, 2025).
11.1.2.4 Les polyphénols and flavonoides

Les polyphénols sont des métabolites spécialisés produits naturellement par les plantes
et inclus dans divers suppléments. Ces métabolites sont également présents en grandes
quantités dans les aliments diététiques, notamment les fruits, le thé, les 1égumes et les épices
(Leyane, Jere, & Houreld, 2022). Ce groupe hétérogene de molécules générées par le
métabolisme secondaire des plantes est caractéris¢é chimiquement par des anneaux
aromatiques et des fonctions hydroxyle. Plus de 8000 structures phénoliques différentes sont

connues et regroupées en phénols, flavonoides et tanins (Marino et al., 2022).

Les phénols présentent un anneau phénolique et une fonction acide carboxylique
organique (Marino et al., 2022). Les flavonoides constituent le plus grand groupe de
polyphénols et on en connait plus de 2000. Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs
classes sur la base de leur structure moléculaire, comme les anthocyanes et les anthoxantines.
Ce dernier groupe est divisé en flavonols, flavans, flavanols, flavones et isoflavones, les

catéchines étant les flavanols les mieux décrits (Ramassamy, 2006).

Les polyphénols sont réputés pour leurs effets bénéfiques sur la santé, comme les anti-
inflammatoires, les antioxydants, les piégeurs de radicaux libres et les anti-cancérigenes. En
outre, la capacité des composés phénoliques a subir diverses modifications avant d'atteindre
les organes cibles peut influencer de maniére cruciale leurs propriétés d'aptitude. En outre,
il a été démontré que les polyphénols diminuent la destruction de I'ADN induite par le fer en

réagissant avec le fer pour former un complexe polyphénol-fer. (Leyane et al., 2022).
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Parmi les classes de polyphénols les plus abondantes, les flavonoides se distinguent par
leurs puissantes propriétés antioxydantes. Celles-ci reposent notamment sur leur capacité a
inhiber diverses enzymes impliquées dans la production des ERO et a moduler la
disponibilité¢ des ions métalliques libres participant aux réactions d’oxydoréduction. En
particulier, les flavonoides possedent une aptitude marquée a chélater les ions métalliques
rédox, capacité qui est proportionnelle au nombre de groupes hydroxyles présents dans leur

structure.

La formation de complexes flavonoide-métal réduit le nombre de sites métalliques
catalytiquement actifs, limitant ainsi leur participation aux réactions de type Fenton
responsables de la génération de radicaux hydroxyles hautement réactifs a partir du H20..
Par ce double mécanisme — inhibition enzymatique et chélation métallique — les
flavonoides contribuent efficacement a la diminution du stress oxydatif en milieu biologique

(Jomova & Valko, 2011 ; Leyane et al., 2022).
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Figure 15: structure chimique des flavonoides (Wang et al., 2018).
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I1.1.2.5 Les probiotique, des antioxydants trés puissant

Au cours des derniéres années, un nombre croissant d’études ont mis en évidence
I’impact majeur du microbiote intestinal sur I’état de santé, montrant que les probiotiques,
capables de coloniser le tractus intestinal, peuvent améliorer diverses maladies métaboliques
telles que l’obésité et le diabéte en modulant la composition et 1’activité des micro-
organismes intestinaux. Leur role dépasse toutefois la seule modulation du microbiote : les
probiotiques contribuent ¢galement au maintien de I’homéostasie redox de I’hdte par
plusieurs mécanismes complémentaires. Ils exercent une activité antioxydante directe en
produisant des enzymes (SOD, catalase) et des métabolites tels que le glutathion et les
folates, ainsi qu’en piégeant les radicaux libres. De plus, ils peuvent chélater les ions
métalliques pro-oxydants, réguler des voies de signalisation impliquées dans la réponse au
stress oxydatif et influencer 1’activité d’enzymes génératrices d’ERO, renforcant ainsi leur

effet protecteur (Wang et al., 2017).
I1.1.2.6 Les plantes médicinale, stratégie préventive nutritionnelle

L'intervention diététique a été recommandée pour soulager ou prévenir certains troubles
métaboliques. Différents aliments et régimes alimentaires peuvent avoir des impacts
différents sur la santé en raison de la diversité de la composition du régime. Au cours des
dernieres années, le régime méditerranéen a été largement recommandé comme étant sain,
car il comprend principalement des aliments d'origine végétale riches en antioxydants. Ces
composés sont principalement des substances actives dérivées de 1'oxydoréduction, qui
stimulent des réactions positives et bénéfiques des cellules en activant un léger stress
oxydatif (Jiang et al., 2021).

Les herbes et épices médicinales sont appréciées depuis I'Antiquité pour leurs effets
curatifs, ainsi que pour leur saveur et leur ardme. Les bénéfices découlant, entre autres, de
la présence d'antioxydants font qu'elles sont encore largement utilisées aujourd'hui, non

seulement en médecine mais aussi en cuisine (Ulewicz-Magulska & Wesolowski, 2023).

En effet, les plantes médicinales constituent une source majeure d’antioxydants,
produits principalement sous forme de métabolites secondaires qui participent a leur

protection contre les dommages induits par les radicaux libres.
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Ces composés phytochimiques, définis comme des « produits chimiques végétaux », sont
des substances non nutritives mais dotées de multiples propriétés bénéfiques pour la santé
humaine, notamment des effets antioxydants et protecteurs contre diverses maladies. Leur
activité biologique résulte de la diversité et de la synergie des composés présents, parmi
lesquels les phénols, vitamines, oligoéléments et constituants volatils des huiles essentielles.
Ces composés exercent des effets physiologiques importants lorsqu’ils sont consommés

(Nwozo et al., 2023 ; Ulewicz-Magulska & Wesolowski, 2023).
I1.1.2.7 La nigelle (Nigella Sativa L.) Plante médicinale a effet miraculeux
I1.1.2.7.1 Généralité

Nigella Sativa L. (NS) appartient a la famille des Ranunculaceae ; il s'agit d'une plante
herbacée annuelle largement cultivée dans les pays méditerranéens, en Asie occidentale, au
Moyen-Orient et en Afrique du Sud (Khazdair, 2015). NS est I’une des plantes médicinales
les plus importantes, possédant un potentiel thérapeutique face a plusieurs affections
médicales. Elle a donc une valeur médicinale considérable, permettant de prévenir ou de
traiter  différentes  maladies et d’améliorer [’état de  sant¢  général.
NS est une plante annuelle a fleurs cultivée presque partout dans le monde. Elle est connue
sous différents noms : graine noire, cumin noir, nigelle, coriandre romaine, fleur de muscade,
fleur de fenouil, kalonji, Kalo jeera, Hak Jung Chou et Habbat al-barakah (Alagawany et
al., 2021).

Les graines de Nigelle sont de couleur noire et de petite taille, similaires aux graines de
sésame, et I'huile et les graines sont utilisées comme compléments alimentaires. Les graines
sont ajoutées comme agent aromatisant naturel a certains produits alimentaires, notamment

les pates, les patisseries, le fromage, et les produits de boulangerie (Albakry et al., 2022).

Le nom de genre « nigelle » découle du latin « niger » ou « nigellus » qui signifie
noiratre, se référant a la couleur noire de ses graines. Quant au nom d’espece « sativa », il
signifie « semer » ou « cultiver » car Nigella Sativa L. est une variété cultivée spécialement
pour ses graines comestibles a usage culinaire comme épice ou a des fins cosmétiques et

médicinales (Ghedira, 2006).
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I1.1.2.7.2 Description botanique

Nigella Sativa L. (Ranunculaceae), ou nigelle cultivée est une plante annuelle herbacée,
atteignant 30 a 60 cm de haut. Les fleurs sont petites, a pétales blanchatres et sépales
pétaloides et présentent de nombreuses €tamines insérées sur le réceptacle. Les feuilles,
pennatiséquées et a lobes étroits, sont lancéolées a linéaires et présentent des onglets
nectariferes. Les fruits murs, constitues de follicules soudes s'ouvrant par une fente interne,
renferment de nombreuses graines de couleur foncée. Les graines, ovoides de 2 a 3,5 mm de
long, de couleur noir mat, présentent 3 ou 4 angles. La face supérieure est finement

granuleuse et réticulée (Ghedira, 2006).
I1.1.2.7.3 Systématique botanique

La classification botanique de la NS provient du systéme établi par Bentham et Hooker.

Représentée dans le schéma de la figure 16.

Sous-
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Figure 16: Classification botanique de Nigella Sativa L selon Bentham et Hooker
(Spichiger & Jeanmonod, 2002)

I1.1.2.7.4 Compositions chimiques

Plusieurs composés bioactifs présents dans différentes variétés de NS sont décrits dans
la littérature. Il peut exister de légeres différences dans sa composition phytochimique, en
fonction de la région de culture, du stade de maturité, des méthodes de transformation ou de

stockage (Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023).
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Les graines de cumin noir sont une source importante de glucides, de maticres grasses
et de protéines. De plus, les graines de cumin noir sont de riches sources de calcium,
potassium, phosphore, magnésium, sodium, cuivre, zinc, fer et manganese (Albakry et al.,

2022).

Les graines de NS renferment une large variété d’acides aminés, comprenant a la fois
neuf acides aminés essentiels - leucine, valine, lysine, thréonine, phénylalanine, isoleucine,
histidine, méthionine et tryptophane - ainsi que plusieurs acides aminés non essentiels tels
que I’acide glutamique, 1’acide aspartique, 1’arginine, la glycine, la proline, la sérine,
I’alanine, la tyrosine et la cystine. Parmi ceux-ci, I’acide glutamique constitue I’acide aminé
le plus abondant dans la nigelle, suivi de I’acide aspartique, de I’arginine, de la leucine et de
la glycine. Les graines présentent également des teneurs relativement élevées en alanine,
isoleucine, sérine, thréonine et phénylalanine, tandis que la teneur en cystine demeure faible.

(Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023 ; Alu’datt et al., 2024).

Outre leur richesse en acides aminés, les graines de NS contiennent une proportion
importante d’acides gras, dominés par les acides gras insaturés linoléique et oléique, ainsi
que par I’acide gras saturé palmitique. D’autres acides gras, tels que les acides myristique,
palmitoléique, stéarique, linolénique, arachidique et lignocérique, ont également été
identifiés dans leur composition. (Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023).

Par ailleurs, la diversité chimique et les propriétés fonctionnelles des composés volatils
présents dans les graines de cumin ont attiré une attention considérable. Les principaux
composés aromatiques dans les graines de cumin noir sont la thymoquinone (38,23 %), le p-
cyméne (28,61 %), le 4-isopropyl-9-méthoxy-1-méthyl-1-cyclohexéne (5,74 %), le
longifoléne (5,33 %), le a-thujéne (3,88 %) et le carvacrol (2,31 %), et ces composés ont

démontré des propriétés antimicrobiennes et pharmacologiques (Albakry et al., 2022).

Les polyphénols constituent une source majeure d’antioxydants naturels, capables de
neutraliser les radicaux libres grace a la présence de plusieurs groupes hydroxyles. Parmi
eux, les flavonoides représentent la principale catégorie de composés phénoliques présents
dans NS. IIs renforcent les défenses immunitaires des muqueuses en piégeant efficacement
les ERO, notamment les radicaux superoxydes et hydroxyles. Les flavonoides comprennent
différentes sous-classes, telles que les flavanols, flavanones, flavones, anthocyanidines,
anthocyanes et flavonols, tandis que les composés phénoliques non flavonoides regroupent

principalement les acides phénoliques, les stilbénes et les lignanes (Alu'datt et al., 2024).
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De plus, la teneur totale en composés phénoliques de NS a été estimée entre 4,12 et 60,67
mg/g, tandis que la teneur totale en flavonoides varie entre 2,01 et 24,45 mg/g, indiquant une
richesse notable en molécules antioxydantes. Comme illustré dans la figure16, les structures
chimiques des principales sous-classes de composés phénoliques identifiées dans NS y sont

représentées. (Alu'datt et al., 2024)
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Figure 17: les structures chimiques des principales sous-classes de composés phénoliques
identifiées dans NS (Alu'datt et al., 2024)
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Tableau 2: Valeur nutritionnelle de Nigella sativa L (Alu'datt et al., 2024)

Valeurs nutritives Vitamines (pg/g) Minéraux (pg/g)

Eau (g) 8.1% -11.6% B1 (Thiamine) 7.35-18,00 Potassium 14,983 - 8080

Cendres 4,20 % B2 (Riboflavine) 0.425- 1 Fer 8.61-117,320

Protéine totale (g) 19.1% - 26.7% B3 (niacine) 33.00-97.00 Cuivre 9.45-48

Hydrate de carbone (g) 24.9%-40.0%  B6 (Pyridoxine) 4,00-15,003  Sodium 112.4 -2800

Sucre neutre 22,9 %

Acide glucuronique 17,6 %

Acide galacturonique 30,2 %

Lipide totale (g) 21 -47% Acide Folique 400-870 Calcium 366.7 -6110

Ac gras Polyinsaturé 57%

Ac gras Monoinsaturé 21,8 %

Ac gras Saturé 13,1 %

Fibre 6.5% - 36.8% Zinc 40.32 - 67
Phosphore 1180 - 5430

I1.1.2.7.5 Propriétés pharmacologiques
s Activité antioxydante

Plusieurs études ont montré que les effets antioxydants de NS sont responsables de ses
actions pharmacologiques. Elle contient de nombreux composés antioxydants, notamment
la thymoquinone (TQ), le carvacrol, le trans-anéthole et le 4-terpinéol. NS agit comme
piégeur de radicaux libres et améliore les composantes non enzymatiques (GSH et vitamine
C) ainsi qu'enzymatiques (SOD, CAT, GPX et GST) du systéme antioxydant. Elle contribue
également a la réduction des niveaux ¢levés de malondialdéhyde (MDA) et de dienes

conjugués (Oskouei et al., 2018).
« Activité antimicrobienne

L’augmentation alarmante des souches bactériennes résistantes aux agents
antimicrobiens existants a conduit a la recherche de stratégies alternatives. Parmi elles, NS
est une plante qui contient des quantités importantes de composés phénoliques (p-cymene,
carvacrol et thymoquinone), ce qui pourrait expliquer le potentiel antimicrobien de cette
plante. La thymoquinone possede un large spectre d’activité antimicrobienne, incluant les
bactéries a Gram positif et négatif, ainsi que les parasites, les champignons et les virus

(Hosseinzadeh et al., 2007).
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Elle a également démontré une activité antifongique contre Curvularia lunata, les
especes d’Aspergillus, ainsi que contre la levure pathogéne Candida albicans. La présence
de composés biologiquement actifs tels que I’a-phélandréne, 1’a-thuyene, le limonene, le
2(1H) -naphthalenone, la thymoquinone, 1’a-pinéne et la myristicine contribue a I’activité

antimicrobienne de NS. (Alagawany et al., 2021)

Le carvacrol et le p-cyméne sont deux composé€s bioactifs pouvant agir comme
inhibiteurs puissants des pompes d’efflux chez les souches de Staphylococcus aureus
(Alagawany et al., 2021).

% Activité antidiabétique

De nombreuses études ont été menées sur le potentiel antidiabétique des graines de NS
et ont démontré son efficacité contre le diabéte en réduisant les niveaux de glucose sanguin
par plusieurs mécanismes. NS et son principal constituant la TQ, maintiennent 1'intégrité des
cellules B. La thymoquinone contribue également a l'amélioration du taux d'insuline,
entrainant ainsi une diminution significative du glucose sanguin et des niveaux

d'hémoglobine glyquée (Tanwar et al., 2021).

De plus les composants bioactifs de NS favorisent la sécrétion d'insuline en protégeant
l'intégrité des cellules béta pancréatiques ou en soutenant leur régénération/prolifération

partielle (Alu'datt et al., 2024).
% Activité cardioprotectrice

Le principe actif la TQ des graines de nigelle réduit le cholestérol total, les TG et les
LDL, tout en augmentant le cholestérol HDL. Il a ét¢é démontré que les graines de NS
diminuent également la pression artérielle systolique induite par le carburant moteur, I'IL-6,

les leucocytes et l'activité de la superoxyde dismutase plasmatique (Tanwar et al., 2021).

NS et ses constituants actifs ont été documentés pour leurs propriétés antioxydantes,
hypotensives, de blocage des canaux calciques et diurétiques, qui peuvent contribuer a la
réduction de la pression artérielle. Cela suggére un rdle potentiel de NS dans la prise en

charge de I’hypertension (Leong et al., 2013).
% Activité neuroprotectrice

NS a été largement utilisée dans le traitement de divers troubles du systéme nerveux
tels que la maladie d'Alzheimer, I'épilepsie et la neurotoxicité (Khazdair, 2015). Selon
différentes études, il semble que NS puisse avoir des effets sur le systéme nerveux et les

maladies qui y sont associées.
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Les résultats de plusieurs recherches ont montré que cette plante peut améliorer les
troubles de la mémoire, 1’ischémie, 1’anxiété, la dépression, la psychose, 1’épilepsie, la
neurotoxicité, la neurodégénérescence et la douleur (Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020).

La plupart des propriétés thérapeutiques de cette plante sont attribuées a la présence de
certains composés phénoliques, en particulier la TQ (Khazdair, 2015). En effet la TQ
montre des fonctions émergentes dans divers modéles animaux de troubles neurologiques et

de maladies psychologiques (Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020).

7/

¢ Effets anti-inflammatoires et analgésiques

NS a démontré de puissants effets anti-inflammatoires dans plusieurs mode¢les
expérimentaux d'inflammation, notamment l'encéphalomy¢lite, la colite, la péritonite,
I'cedéme et l'arthrite, par la suppression des médiateurs inflammatoires (prostaglandines et

leucotrienes) (Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020 ; Alagawany et al., 2021).

Les études suggérent que NS peut renforcer durablement les réponses immunitaires
humaines. Elle peut augmenter la réponse immunitaire médiée par les cellules T, moduler
les fonctions des cellules dendritiques et réduire I'immunité médiée par les cellules B. En
tant qu'agent anti-inflammatoire et immunomodulateur, elle supprime les médiateurs
inflammatoires, les leucotriénes, les prostaglandines et la réponse immunitaire médiée par
les cellules B, tout en équilibrant le ratio Th1/Th2 et en renforgant les réponses immunitaires

médiées par les cellules T et les cellules NK (Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020).

L’activité analgésique et anti-inflammatoire exercée par NS est attribuée a son activité
de piégeage des radicaux libres ainsi qu'a son interaction avec plusieurs cibles moléculaires
impliquées dans l'inflammation, principalement des enzymes et des cytokines pro-

inflammatoires (Alagawany et al., 2021).

/7

¢ Effets sur le systéme gastro-intestinal antidiabétique et hépatoprtecteur

Les études portant sur NS ont confirmé ses effets thérapeutiques potentiels. L’un des
effets les plus importants est son activité hépatoprotectrice, mise en évidence dans de

nombreux travaux de recherche (Mollazadeh & Hosseinzadeh, 2014).

Par ailleurs, NS exerce également un effet protecteur au niveau gastro-intestinal : le
cumin noir peut améliorer le statut antioxydant en augmentant la teneur en mucine de la

muqueuse gastrique (Oskouei et al., 2018).
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En plus de ses effets sur le foie et la muqueuse gastrique, NS agit également sur d'autres
organes 1impliqués dans le métabolisme, notamment le pancréas. Les effets
multidirectionnels de NS concernent principalement la fonction endocrine du pancréas

(Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023).
I1.1.2.7.6 Toxicité de Nigella Sativa L.

Les études toxicologiques montrent que NS présente une bonne tolérance générale et
une toxicité faible, tant chez 1’animal que chez I’humain. Chez la souris, la TQ affiche une
DL50 de 2,4 g/kg, et des doses tres élevées (> 2—3 g/kg) peuvent provoquer une hypoactivité,
des difficultés respiratoires ainsi qu’une diminution du glutathion dans les organes vitaux.
Les extraits aqueux deviennent toxiques uniquement a des doses massives (= 6,4 g/kg),
tandis que 1’huile fixe posséde une DL50 orale de 28,8 ml/kg, indiquant une toxicité faible

dans les conditions normales d’utilisation.

Chez I’humain, les données cliniques confirment la sécurit¢ d’emploi aux doses
courantes. La consommation de 1 a 3 g/jour de graines pendant plusieurs semaines ou mois
n’entraine aucun effet indésirable mesurable : les fonctions hépatiques (ALT, AST), rénales
(créatinine, urée), ainsi que les parametres hématologiques (leucocytes, plaquettes) restent
stables. L’administration d’extraits de nigelle a 200400 mg/jour ou d’un thé contenant 5
g/jour de graines est également bien tolérée, avec méme une amélioration des marqueurs

hépatorénaux chez des patients diabétiques ou hypertendus.

En résumé, NS est considérée comme silire aux doses traditionnelles (1-3 g/jour), tandis
que les effets toxiques n’apparaissent qu’a des doses trés élevées, bien supérieures aux

usages alimentaires ou thérapeutiques habituels. (Tavakkoli et al., 2017 ;Yimer et al., 2019

)
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Figure 18: Effets antioxydants de Nigella sativa et de la thymoquinone sur différents
systemes corporels

I1.2 Biocapteur pour ’analyse biomédicale
I1.2.1 Introduction

Le développement des biocapteurs est un domaine de recherche trés actif car il ouvrira
la voie a de nouvelles méthodes de détection aux caractéristiques améliorées (meilleure
sensibilité, détection sans étiquette, meilleure sélectivité...) et parce qu'il peut avoir un large
éventail d'applications, en particulier dans le domaine médical, comme le diagnostic, le
pronostic ou le suivi des maladies. Différentes technologies électrochimiques, optiques et
mécaniques ont été¢ développées avec succes pour détecter des agents biologiques, tels que

des toxines microbiennes et des agents pathogenes (Cottat et al., 2015).

Au cours des dernieres décennies, ces dispositifs ont fait l'objet d'une attention
considérable dans le cadre de la détection d'une large gamme d'analytes, notamment le
glucose, le peroxyde d'hydrogene, les acides nucléiques, les protéines, les polluants de
I’environnement, ... La grande sensibilité de ces dispositifs, associée a leur compatibilité
avec les technologies modernes de microfabrication, leur portabilité, leur faible coft
(jetabilité) et leur faible consommation d'énergie, en fait d'excellents candidats pour la
fabrication de dispositifs d'analyse au point d'intervention pour des applications biologiques

et environnementales (Shiddiky & Torriero, 2011).
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Le premier biocapteur inventé par Clark et Lyons (1962) pour mesurer le glucose dans
des échantillons biologiques utilisait la stratégie de détection électrochimique de 1'oxygene
ou du peroxyde d'hydrogéne a 1'aide d'une électrode de glucose oxydase immobilisée. Depuis
lors, des progres incroyables ont été réalisés tant au niveau de la technologie que des
applications des biocapteurs, avec des approches innovantes impliquant 1'électrochimie, la
nanotechnologie et la bioélectronique. En effet une nouvelle tendance s'est dessinée en
faveur du développement de réseaux de biocapteurs multianalytes (Goode et al., 2015).
L'analyse de biomarqueurs multiples peut, en principe, apporter une plus grande certitude
dans le diagnostic (Vigneshvar et al., 2016). La description systématique d'un biocapteur

doit comporter cinq caractéristiques :
(1) le parameétre détecté ou mesure,
(2) le principe de fonctionnement du transducteur,
(3) le modele physique et chimique : biochimique,
(4) l'application
(5) la technologie et les matériaux utilisés pour la fabrication du capteur.

I1.2.2 Définition

Le terme « biocapteur » est I'abréviation de « capteur biologique ». Qu’est un dispositif
analytique composé d’un ¢lément biologique (ou bioélément) et d’un transducteur. Le
bioélément interagit spécifiquement avec [’analyte, et le transducteur convertit cette
interaction en un signal quantifiable, généralement électrique. Le biocapteur est un type
particulier de dispositif bioélectronique couramment utilis€¢ dans l'analyse biologique. Un
biocapteur peut étre considéré comme « 1'élément primaire d'une chaine de mesure, qui

convertit la variable d'entrée en un signal adapté a la mesure (Akkas et al., 2025).

La majorité des biocapteurs actuels peuvent étre classés selon quatre principes différents
: la bioaffinité, la catalyse, les capteurs transmembranaires et les capteurs cellulaires. La
partie active de la plupart des capteurs transmembranaires et cellulaires est généralement

basée sur les principes d'affinité ou de catalyse (Ziegler & Gopel, 1998).
Principe de fonctionnement
Le principe de fonctionnement d’un biocapteur est basé sur trois étapes :
¢ [a reconnaissance.
e [ a détection.

e e traitement du signal.
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Les biocapteurs sont des dispositifs constitués généralement de trois éléments : un bio-
récepteur, un transducteur physico-chimique, et une unité de traitement du signal. Le bio-
récepteur assure la reconnaissance spécifique de I’analyte via un mécanisme biochimique,
et le transducteur convertit cette interaction en un signal quantifiable (Thévenot et al.,
2001). Les bio¢léments peuvent inclure des cellules, enzymes, anticorps ou acides
nucléiques, qui sont immobilisés et intégrés au transducteur par adsorption, liaison covalente

ou liaison croisée (Kaur et al., 2018).

Selon le type de capteur, la liaison entre I’analyte et le bioélément peut générer
directement un signal mesurable (capteur d’affinit¢) ou provoquer une réaction chimique
produisant des variations détectables en chaleur, électrons, gaz ou ions, converties en signal
¢lectrique par le transducteur (Karunakaran et al., 2015). Ces dispositifs permettent ainsi
de mesurer de maniere sensible les propriétés biochimiques et biophysiques du milieu, en
transformant 1’interaction biologique en un signal exploitable.

I1.2.3 Structure du biocapteur
Un biocapteur est constitué de cinq éléments principaux et d’un module complémentaire

appelé médiateur :

X4

*

Analyte : Substance d’intérét a détecter, telle que le glucose, ’ammoniac, 1’alcool ou

le lactose.

X3

%

Biorécepteur : Biomolécule ou élément biologique capable de reconnaitre
spécifiquement I’analyte (ex. : enzymes, cellules, aptaméres, ADN/ARN, anticorps).
L’interaction analyte—biorécepteur génere un signal biologique (lumiére, chaleur, pH,
charge, masse ou produit métabolique) appelé biorécognition.

¢ Transducteur : Dispositif clé qui convertit I’événement de biorécognition en un signal
mesurable, généralement électrique ou optique. Selon leur principe, les transducteurs
peuvent étre électrochimiques, optiques, thermiques, ¢électroniques ou

gravimétriques.

% Electronique : Le signal transduit est amplifié, traité et converti en forme numérique

pour I’interprétation.

¢ Affichage : Systeme qui interprete et présente les résultats a ’utilisateur sous forme

numérique, graphique ou tabulaire (Naresh & Lee, 2021) .
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R

¢ Me¢édiateur : Biomolécule de faible poids moléculaire facilitant le transfert d’¢lectrons
entre le site actif des enzymes et la surface de 1’électrode, augmentant ainsi
I’efficacité et la stabilit¢ des réactions d’oxydoréduction et réduisant les

interférences.

Ce systéme intégré permet de mesurer de maniere sensible et spécifique les propriétés
biochimiques et biophysiques du milieu, transformant 1’interaction biologique en signal

exploitable. (Noori & Abdulameer, 2023)
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Figure 19: Structure du biocapteur (Noori & Abdulameer, 2023)

I1.2.4  Classification des biocapteurs
Le biocapteur se compose de trois éléments principaux : un biorécepteur, un
transducteur et un systéme de traitement du signal. Les biocapteurs peuvent étre classés en

fonction de leur biorécepteur ou de leur type de transducteur (Karunakaran et al., 2015).
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Antibody A Enzyme Aptamer Peptide

Figure 20: Types de biorécepteurs (Noori & Abdulameer, 2023)

I1.2.4.1 Récepteur : élément de reconnaissance biologique

Les biorécepteurs sont obtenus a partir de systémes naturels tels que les acides
nucléiques, les anticorps, les organites, les enzymes et les cellules entieres. Bien que les
biorécepteurs soient abondants, certaines restrictions limitent leur utilisation, comme leur
colit éleve, leurs mécanismes complexes, leur faible stabilité et parfois leur inadaptation.
C'est pourquoi des méthodes alternatives sont utilisées pour éliminer ces limitations en
synthétisant des biorécepteurs tels que les aptameres et les polymeéres a empreintes
moléculaires. Les capteurs biologiques sont divisés en deux types : les capteurs catalytiques
et les capteurs d'affinité (Noori & Abdulameer, 2023).
11.2.4.2 Type de biorécepteur
11.2.4.2.1 Elément de reconnaissance biocatalytique

Dans ce cas, le biocapteur est basé sur une réaction catalysée par des macromolécules
qui sont présentes dans leur environnement biologique d'origine, qui ont été isolées
précédemment ou qui ont été fabriquées. Ainsi, une consommation continue de substrat(s)
est réalisée par le biocatalyseur immobilisé incorporé dans le capteur : les réponses
transitoires ou a 1'état stable sont surveillées par le détecteur intégré. Trois types de

biocatalyseurs sont couramment utilisés :

a. Les enzymes

50



Chapitre II Approches thérapeutiques, stratégies préventives et diagnostic rapide

Les biocapteurs enzymatiques (mono- ou multi-enzyme), le systéme de reconnaissance
le plus courant et le plus développé reposent sur la conversion catalytique d’un substrat
indétectable en un produit électrochimiquement mesurable ou inversement. Les réactions
enzymatiques géneérent des signaux détectables, tels que Oz, CO: ou ions, mesurés via un
transducteur couplé a I’enzyme immobilisée. Les principales enzymes utilisées sont les

oxydoréductases et les hydrolases (Alhadrami, 2018).
b. Cellules enticres

Les biocapteurs cellulaires utilisent des cellules vivantes comme éléments de détection
biospécifiques (micro-organismes, tels que bactéries, champignons, cellules eucaryotes ou
levures) ou organites ou particules cellulaires (mitochondries, parois cellulaires). Ces
cellules réagissent aux conditions microenvironnementales intracellulaires et
extracellulaires et produisent un signal. Les protéines cellulaires peuvent également servir
de biorécepteurs pour reconnaitre des analytes spécifiques. Ce type de capteur présente
I’avantage d’une interaction biologique naturelle mais est limité par la sélectivité, la durée
de vie cellulaire et la biocompatibilité (Kaur et al., 2018).

c. Les tissus végétaux ou animaux

Les tissus entiers peuvent servir de bioé¢léments avec un minimum de préparation. Ils
contiennent de nombreuses enzymes et sont moins sensibles aux dommages que les enzymes
purifiées, ce qui confére aux capteurs une longue durée de vie (Noori & Abdulameer, 2023).

d. Récepteurs membranaires

Les dispositifs utilisant des récepteurs membranaires font face a des défis techniques
liés a I’'immobilisation de membranes biologiques sans perte d’activité et a I’isolation
¢lectrique vis-a-vis du transducteur.

Les membranes lipidiques artificielles (BLM) ou phospholipidiques sont employées
pour reconstituer les récepteurs naturels. Les obstacles incluent la stabilité a long terme,

I’absence de défauts minimisant les fuites et la capacité de réservoir pour les ions et

molécules (Ziegler & Gopel, 1998).
11.2.4.2.2 Elément de reconnaissance de biocomplexage ou de bioaffinité

Le biocapteur fonctionne par interaction spécifique entre 1’analyte et des
macromolécules ou assemblages moléculaires organisés, isolés de leur environnement

biologique d’origine ou synthétisés artificiellement.
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L’équilibre de cette interaction est généralement atteint sans consommation nette de
I’analyte par le bio¢lément immobilisé. Les réponses a I’équilibre ou transitoires sont ensuite
détectées et quantifiées par le transducteur intégré, et, dans certains cas, la réaction de
biocomplexage peut étre modulée par une réaction biocatalytique complémentaire.

(Thévenot et al., 2001).
a. Interaction anticorps-antigéne (immunocapteurs)

Les immunocapteurs reposent sur la liaison spécifique d’un antigéne (Ag) a un anticorps
(Ac) particulier, souvent immobilisé sur un support solide. Cette interaction permet une
détection hautement sensible et sélective. Des ¢étiquettes enzymatiques peuvent éEtre
couplées aux Ac ou Ag pour augmenter la sensibilité. La conception d’anticorps
recombinants permet également d’améliorer I’affinité et la spécificité (Thévenot et al., 2001

; Alhadrami, 2018 ; Naresh & Lee, 2021).

Les protéines sont les biocapteurs de protéines non catalytiques reposent sur la capacité
des protéines, de la membrane cellulaire a agir comme des récepteurs. Ces récepteurs
permettent la transduction du signal de liaison a travers la membrane, soit par des récepteurs
métabotropiques (c'est-a-dire la sécrétion d'enzymes), soit par des récepteurs ionotropiques

(Alhadrami, 2018) .
b. Aptaméres ADN

Les biocapteurs a ADN utilisent 1’hybridation de I’ADN simple brin pour reconnaitre
des séquences complémentaires. Les aptameéres, petites séquences d’ADN ou d’ARN (~100
nucléotides), se replient en structures 3D distinctives et se lient sélectivement a diverses

cibles, y compris protéines, bactéries, virus, petites molécules et ions.

Comparés aux anticorps, les aptameres offrent une grande stabilité, spécificité, affinité
¢levée et peuvent étre modifiés chimiquement pour répondre aux besoins de détection
spécifiques (Zhang et al., 2000 ; Cottat et al., 2015 ; Alhadrami, 2018 ; Naresh & Lee,
2021).

I1.2.4.3 Transduction du signal

Les biocapteurs peuvent étre classés selon les méthodes de transduction du signal en
quatre catégories : les capteurs électrochimiques, les capteurs thermiques, les capteurs
optiques et les capteurs sensibles a la masse. Les biocapteurs électrochimiques sont

rentables, portables, trés sensibles et compatibles avec les technologies modernes de

microfabrication (Alhadrami, 2018)
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11.2.4.3.1 Modes de transduction :

Le transducteur convertit les événements de bioreconnaissance en signaux mesurables.
Ces signaux peuvent étre ¢lectrochimiques (potentiométrie, conductométrie, impédimétrie,
ampérométrie, voltampérométrie), optiques (colorimétrie, fluorescence, luminescence,
interférométrie), calorimétriques (thermistance), de masse (piézoélectrique, ondes
acoustiques) ou magnétiques. Parmi eux, les transducteurs électrochimiques sont
particulierement utilisés pour les dispositifs de point de soins en raison de leur portabilité,
simplicité, colt réduit et facilit¢ d’utilisation, souvent avec des dispositifs jetables.

(Karunakaran et al., 2015).

Le choix du transducteur influence la technique de régénération d’un biocapteur. La
silice (Si0:), souvent sous forme de verre, est fréquemment utilisée en raison de sa
robustesse chimique et de sa capacité a supporter des régénérations a pH ¢élevé. Sa surface
plane a I’échelle microscopique facilite le lavage des tampons de régénération, tandis que
son inertie chimique empéche toute réaction indésirable avec le tampon, assurant ainsi une

régénération efficace et répétée du capteur (Kaur et al., 2018).

Dans cette ¢étude, nous nous intéresserons spécifiquement aux biocapteurs

¢électrochimiques.
11.2.4.3.2 Biocapteurs électrochimiques

Un biocapteur électrochimique est un dispositif autonome intégrant un élément de
reconnaissance biologique en contact direct avec un transducteur électrochimique,
généralement une ¢électrode (Thévenot et al., 2001 ; Karunakaran et al., 2015). Ces
biocapteurs détectent et mesurent les réactions d’oxydation-réduction, convertissant
directement un événement biologique en signal électrique. Ils offrent une haute sensibilité,
sélectivité et capacité de détection, ce qui les rend adaptés a 1’analyse quantitative ou semi-

quantitative d’analytes biologiques ou chimiques (Karunakaran et al., 2015).
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11.2.4.3.2.1 Principe des biocapteurs électrochimiques

Les biocapteurs électrochimiques mesurent le courant produit par les réactions
d'oxydation et de réduction. Ce courant produit peut-étre corréler a la concentration de
I'espece électroactive présente ou a son taux de production/consommation. Le signal
¢lectrique qui en résulte est lié¢ au processus de reconnaissance de la cible et de l'analyte et
est proportionnel a la concentration de l'analyte. Selon la nature des changements
¢lectrochimiques détectés au cours d'un événement de bioreconnaissance, les biocapteurs
¢lectrochimiques sont classés en cinq types : ampérométrique, potentiométrique,

voltampérométrique, impédimétrique et conductométrique (Karunakaran et al., 2015).
¢ Les biocapteurs a base des liquides ionique

Ces dernieres années, la fabrication et l'application de couches de détection
¢lectrochimiques a base de liquide ionique ont fait 1'objet d'un développement important,
avec des applications potentiométriques (voltampérométriques, ampérométriques et par

microbalance a quartz (Shiddiky & Torriero, 2011) .

Les liquides ioniques (LIs) peuvent étre communément décrits comme des composés
entiérement constitués d'ions qui sont liquides a une température inférieure a 100-C. Il s'agit
toutefois d'une définition arbitraire utilisée pour distinguer les LIs des sels fondus
classiquement bien connus. La distinction arbitraire entre les sels fondus et les LIs a une
température de fusion de 100°C a été justifiée par 1'amélioration soudaine de la gamme
d'applications pour les sels liquides en dessous de cette température (Shiddiky & Torriero,

2011).

Les cations les plus couramment utilisés sont ceux qui contiennent de I'imidazolium, du
pyridinium, du phosphonium, du pyrrolidinium, du tétraalkylphosphonium, du
tétraalkylammonium et du trialkyl-sulfonium, qui peuvent se combiner avec des ions tels
que I'hexafluorophosphate de tétrafluoroborate, le phosphate de
trifluorotris(pentafluoroéthyle), le thiocyanate, le dicyanamide, le sulfate d'éthyle et I'amide

de bis(trifluorométhylsulfonyl) (Shiddiky & Torriero, 2011).
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Les LIs et leurs matériaux composites ont été largement utilisés dans divers domaines.
Grace a leurs propriétés exceptionnelles, notamment leur stabilité thermique et chimique,
leur volatilité négligeable, leur large fenétre électrochimique et leur conductivité ionique
¢levée. Ces caractéristiques favorisent leur utilisation dans divers domaines
¢lectrochimiques, telles que 1'¢électrocatalyse, 1'électrosynthese, 1'électrodéposition, les
dispositifs électrochimiques et les capteurs. Outre les applications dans les capteurs
¢lectrochimiques, les LIs ont également été utilisés dans les biocapteurs en raison de leur
biocompatibilit¢ (Wang & Hao, 2016).

En tant qu’électrolytes, les LIs présentent une conductivité ionique compétitive par
rapport aux électrolytes organiques conventionnels, tout en offrant une tres faible pression
de vapeur, ce qui renforce leur attractivité pour les dispositifs électrochimiques (Shiddiky

& Torriero, 2011) .

Cations R|1 r:ln 1T1
R vnsnnnnn ™ R4 v P S
£ ToR2 £ R2 R3- * “SR2
R3 R3
Tetraalkylammonium Tetraalkylphosphonium Trialkylsulfonium
Rz R1

m\ﬁ/az

)\ hl.l R1\+/R2
i N

R1\N ﬁ/Rz- i =

N e L/

Imidazolium Pyridinium Pyrrolidinium Piperidinium
Anions F T
F F
— N
F—B——F P.
| F ] F
F F
Tetrafluoroborate [BFa]™ Hexafluorophosphate [BFs]™
o o
N=——-—"S"———=N FaC Q—E_g_cps
- I
Dicyanamide [N(CN)z]~ Bis(trifluoromethylsulfonyl)amide [NTf2]~
N=——sS" FaC S—o~
1
Thiocyanat [SCN]™ Trifluoromethanesulfonate [OTf]™

Figure 21: Structures et nomenclatures typiques des cations et anions utilisés pour
les liquides ioniques (Wang & Hao, 2016)

Les liquides ioniques (LIs) suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés
¢lectrochimiques remarquables, qui favorisent leur intégration dans la conception de

dispositifs électrochimiques, notamment les capteurs et biocapteurs.
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Dans le domaine €lectroanalytique, leurs applications se déclinent principalement selon
deux approches : (i) leur utilisation directe en tant qu’électrolytes et (i1) leur incorporation
dans des matériaux composites destinés a la modification de surface des électrodes (Wang

& Hao, 2016).

L’un des atouts majeurs des LlIs réside dans la possibilité d’ajuster leurs propriétés
physicochimiques en modulant la nature des cations et des anions. Leur viscosité
relativement élevée leur confere également un rdéle de liant efficace a la surface des
¢électrodes, permettant I’immobilisation stable de biomolécules sensibles. Toutefois, I’impact
de cette viscosité sur les phénomenes de transport de masse doit étre pris en considération

lors de la conception des systemes ¢électrochimiques (Shiddiky & Torriero, 2011).

Par ailleurs, la biocompatibilité des LIs constitue un avantage déterminant pour les
applications biosensorielles. Ils présentent une interaction favorable avec diverses
biomolécules, notamment les enzymes, et peuvent méme potentialiser leur activité
catalytique, améliorant ainsi la sensibilité et les performances analytiques des dispositifs

(Wang & Hao, 2016).

I1.2.5 Techniques d'immobilisation dans les biocapteurs

Pour concevoir la partie bioreconnaissance d'un biocapteur, il est nécessaire
d'immobiliser les ¢léments biologiques a la surface du transducteur. L'un des aspects
essentiels de la préparation du capteur est la sélection de la technique d'immobilisation
appropriée. En effet, aprés I'immobilisation, I'élément/molécule de bioreconnaissance risque
d'étre inactivé ou lessivé. Les biomolécules doivent étre capables de préserver leur structure,
leur fonction et leur activité biologique pendant I'utilisation du biocapteur. Les techniques
d'immobilisation des enzymes dans les biocapteurs sont présentées dans la figure 22. Deux
méthodes d'immobilisation importantes sont largement connues : la méthode physique
(réversible) et la méthode chimique (irréversible). La sélection d'une technique appropriée
dépend de I'élément de bioreconnaissance choisi, du transducteur, de l'environnement

physico-chimique et des caractéristiques de 1'analyte (Naresh & Lee, 2021) .
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Figure 22: Techniques d'immobilisation des enzymes (Naresh & Lee, 2021)

I1.2.6 Applications des biocapteurs

Les capteurs biologiques sont utilisés dans les laboratoires et les hdpitaux pour le
diagnostic biomédical du patient et le suivi de I'évolution de la maladie. Ils sont également
utilisés dans d'autres domaines tels que le contrdle de la sécurité alimentaire, la découverte

de médicaments et la surveillance de l'environnement (Naresh & Lee, 2021) .

Compte tenu de I’importance du domaine biomédical mentionné, nous avons donc

préféré en parler avec quelques explications et détails, que nous énumérerons ci-dessous.
I1.2.6.1 Application des biocapteurs dans le domaine biomédical

Les biocapteurs jouent un rdle majeur dans les applications biomédicales, surpassant
souvent les méthodes analytiques conventionnelles. Ils constituent un premier outil de
dépistage efficace pour évaluer la mutagénicité, la cancérogénicité et la toxicité des
médicaments ou composés chimiques. Leur intérét réside dans leur capacité a mesurer
précisément les fractions biodisponibles des substances potentiellement dangereuses, dans
leur faible cott, ainsi que dans la stabilité des tests utilisant des micro-organismes vivants.
Leur miniaturisation et leur aptitude a détecter simultanément plusieurs agents mutagénes
ou toxiques renforcent €¢galement leur utilit¢ pour 1’analyse toxicologique (Alhadrami,

2018).
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11.2.6.2 Biocapteur et stress oxydatif ; vers une méthode exploratrice aux avantages

prometteuses
I1.2.6.2.1 Stress oxydatif et méthode d’exploration

Par convention, les marqueurs du stress oxydatif ont été détectés a 1'aide de techniques
analytiques sophistiquées et spécialisées utilisant des instruments haut de gamme. Bien que
les méthodes conventionnelles de détection soient trés sensibles et sélectives, elles ne
constituent toujours pas une option viable en raison du cofit ¢levé des instruments et des tests
a forte intensité de main-d'ceuvre. D'ou la nécessité de mettre au point des systémes sélectifs,

sensibles et rentables par rapport a ces méthodes (Garg et al., 2021).
I1.2.6.2.2 Application des Biocapteurs dans le stress oxydatif

La méthodologie électrochimique est tout a fait adaptée a l'indication de stress oxydatif.
Etant donné qu'une grande partie des oxydants et des espéces antioxydantes dans les
systémes biologiques sont électro -actifs, ils peuvent étre déterminés a 1'aide d’une variété
de techniques électrochimiques. Ces techniques permettent de recevoir des informations
importantes sur le pouvoir oxydant/réducteur d'un échantillon ce qui aide a caractériser la

nature et le mécanisme d'action de ses différents composés (Harfield et al., 2012).

Les tests d’especes antioxydantes ¢€lectrochimiques sont basés sur des principes de
détection directe et indirecte. Dans ces derniers cas, les réactions redox ont été simulées a
l'aide d'une sonde artificielle, dont les changements structurels sont mesurés par des
techniques électrochimiques utilisant différents types d'électrodes. Des techniques
d'évaluation de espéces antioxydantes utilisant des systeémes redox médiateurs ainsi que des

systétmes ampérométriques a capacité de neutralisation des radicaux sont proposées

(Harfield et al., 2012).

L’intégration de la nanotechnologie dans les méthodes de détection électrochimique a
permis le développement de dispositifs alliant simplicité instrumentale, rapidité d’analyse,
colts opérationnels réduits, ainsi qu’une sensibilité et une spécificité remarquablement
¢levées. Grace a leur potentiel de miniaturisation et de portabilité, ces approches représentent
une avancée majeure pour la détection de biomarqueurs, notamment dans le contexte du
stress oxydatif. Divers nanosystémes, incluant des nanomatériaux métalliques (tels que les
structures organométalliques, nanoparticules magnétiques et oxydes métalliques), carbonés
(nanotubes de carbone, graphéne, points quantiques) et biologiques (anticorps, aptameres),

sont de plus en plus intégrés aux capteurs et biocapteurs électrochimiques (Jamshidi et al.,

2023).
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Leurs propriétés physiques, chimiques, mécaniques et magnétiques uniques ameliorent
significativement les performances analytiques des dispositifs. Enfin, la stabilité du couple
redox, notamment la durée de vie et le potentiel de demi-onde des biomarqueurs, demeure
un parametre critique pour assurer une détection fiable en conditions biologiques réelles

(Jamshidi et al., 2023).
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Figure 23 : Représentation schématique du principe de fonctionnement de 'appareil
¢lectrochimique (Jamshidi et al.,2023).

% Détection des biomarqueurs de stress oxydatif

Des études complétes sont fournies pour la détermination électrochimique des enzymes
de génération de ERO/ERN, des biomarqueurs et des antioxydants (Jamshidi et al., 2023).
Les marqueurs associés au stress oxydatif jouent un role important dans le métabolisme et
les fonctions cellulaires. Fondamentalement, ces marqueurs peuvent étre classés en trois
catégories principales : les molécules modifiées par les espéces réactives de 1'oxygene, les
lipides détruits par I'oxydation et les marqueurs basés sur les antioxydants. Les peroxydes,
les superoxydes, les radicaux hydroxyles, 1'oxygeéne singulet et le radical alpha sont les
especes formées par l'interaction avec les ERO. Parmi les différents marqueurs réagissant
avec les ERO, le peroxyde d'hydrogéne. Les dommages causés par le peroxyde d'hydrogéne
comprennent la fuite de la membrane cellulaire, les dommages a I’ADN, Les marqueurs
émergeant de 1'oxydation de 'ADN/ARN, des lipides et des protéines comprennent la 8-
hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG), le malondialdéhyde (Garg et al., 2021).
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Les biocapteurs sont également trés utilisés dans le domaine des antioxydants. D'une
part, plusieurs biocapteurs ampérométriques pour la détection des mono et polyphénols (les
principaux composés antioxydants dans les aliments) ont été développés sur la base
d'enzymes telles que la tyrosinase, la Laccase ou la peroxydase. Ces configurations
permettent d'évaluer la « teneur totale en phénols ». D'autre part, les biocapteurs pour
I'évaluation de la capacité antioxydante sont basés sur l'activité¢ de piégeage des radicaux

libres (Munteanu & Apetrei, 2022).

L'apercu détaillé de la recherche ¢lectrochimique sur le développement de
capteurs/biocapteurs pour les biomarqueurs du stress oxydatif et obtenir des kits de dosage

¢lectrochimiques commerciaux est un défi a relever.
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Figure 24 : Comparaison des méthodes conventionnelles et des nouvelles méthodes
pour la détection de divers marqueurs du stress oxydatif (Garg et al .,2021).

I1.2.7 L’intelligence artificielle et biocapteur

L’intelligence artificielle (IA) a connu un essor considérable ces derni¢res années,
s’imposant rapidement dans de nombreux domaines de la société civile. Bien que le
processus ait été plus lent, le domaine médical ne fait pas exception et les applications
biomédicales d’IA se déploient de plus en plus rapidement, notamment depuis la
généralisation des entrepdts de données. Cette progression offre des perspectives

prometteuses pour I’avenir de domaine biomédicale (Barba et al., 2025).
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I1.2.7.1 Définition de l'intelligence artificielle

Depuis des décennies, le concept « d’intelligence artificielle » a nourri de nombreux
fantasmes, et sa définition — un systéme capable d’effectuer une tiche habituellement
réalisée par un humain est toute relative (Barba et al., 2025). Elle utilise des ordinateurs
pour simuler les comportements intelligents de 'homme et forme les ordinateurs a apprendre
les comportements humains tels que I'apprentissage, le jugement et la prise de décision

(Zhang & Lu, 2021).

L’TA vise a acquérir, analyser et simuler la connaissance humaine en combinant
informatique, logique, biologie, psychologie et autres disciplines, avec des applications
remarquables dans la reconnaissance vocale, le traitement d’images et le langage naturel, la

robotique et la démonstration automatique de théorémes (Zhang & Lu, 2021).

Elle constitue aujourd’hui une alternative efficace aux modéles mathématiques
traditionnels, particulieérement pour gérer des environnements dynamiques et incertains, et
s’applique a des domaines tels que les assistants vocaux (Google Assistant, Alexa, Siri), la
recherche en ligne (Google Search), les outils créatifs (ChatGPT, Al art), les véhicules
autonomes (Waymo) et les jeux de stratégic (Ranjan et al, 2025). L’IA moderne se
concentre principalement sur 1’apprentissage automatique (Machine Learning, ML), qui
permet aux algorithmes de résoudre des problémes a partir des données, et sur
I’apprentissage profond (Deep Learning, DL), sous-ensemble spécialis¢ du ML, essentiels
pour développer des méthodes avancées adaptées aux défis réels (Ranjan et al., 2025).
I1.2.7.2 Les moteurs et les technologies de l'intelligence artificielle
11.2.7.2.1 Machine Learning ML (L'apprentissage automatique)

L'apprentissage automatique (Machine Learning, ML) est une branche de l'intelligence
artificielle qui permet aux systémes informatiques d'apprendre et de s'adapter a partir de leurs
expériences et de nouvelles données. I1 consiste a créer des algorithmes capables d'optimiser
leurs performances en analysant les informations passées et actuelles. (Zhang et al., 2025)

L'apprentissage profond (Deep Learning, DL) est un sous-domaine de l'apprentissage
automatique et de l'intelligence artificielle, qui imite le fonctionnement du systéme nerveux
humain en utilisant des réseaux neuronaux pour apprendre a partir de données et faire des

prédictions basées sur I'expérience passée. (Ranjan et al., 2025)
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11.2.7.2.2 Algorithmes Dans la reconnaissance traditionnelle des formes

Cette approche permet d'analyser automatiquement de grandes quantités de données et
de faire des prédictions sur des événements réels. Les algorithmes d'IA ont permis des
avancées significatives dans la reconnaissance d'images, la reconnaissance vocale, les
moteurs de recherche, I'analyse sémantique et les systémes de recommandation (Zhang &

Lu, 2021 ; Ranjan et al., 2025 ; Barba et al., 2025).
11.2.7.3 Application de I'intelligence artificielle aux biocapteurs

Les biocapteurs sont confrontés a plusieurs défis majeurs, notamment la complexité des
signaux, le bruit et les difficultés d’interprétation des données, ce qui limite leur sensibilité
et leur sélectivité¢ (Akkas et al., 2025 ; Ranjan et al., 2025). L’intelligence artificielle (IA),
a travers les approches d’apprentissage automatique et d’apprentissage profond, offre des
solutions efficaces pour surmonter ces limitations. Grace a sa capacité a traiter rapidement
de vastes ensembles de données et a identifier des motifs complexes ou subtils, I’IA améliore
significativement la précision prédictive et les performances diagnostiques des biocapteurs

¢lectrochimiques (Akkas et al., 2025).

En outre, I’IA intervient a la fois dans le prétraitement des signaux — en réduisant le
bruit et en optimisant la qualité des données — et dans leur post-traitement, facilitant
I’extraction d’informations pertinentes et la prise de décision en temps réel. Cette intégration
contribue a une détection précoce des maladies, a la personnalisation des traitements et a
I’optimisation de la conception des capteurs, renfor¢ant ainsi la fiabilité et ’efficacité des

dispositifs de diagnostic électrochimique (Ranjan et al., 2025).
I1.2.7.3.1 Algorithmes d'apprentissage automatique dans le diagnostic électrochimique

Les algorithmes d'apprentissage automatique peuvent étre appliqués pour traiter et
modéliser les données dans le diagnostic électrochimique. Toutefois, le prétraitement des
données est une étape importante avant I'entrailnement d'un modele basé sur l'apprentissage
automatique. Les données brutes doivent généralement étre transformées dans un format
facilement compréhensible pour étre traitées efficacement par le modele. Les techniques de
prétraitement peuvent inclure de nombreuses caractéristiques telles que la normalisation ou
la standardisation, I'extraction de caractéristiques, l'augmentation des données, Les
algorithmes ML sont utilisés pour résoudre des problémes complexes li€s au regroupement,
a la classification, a la régression et a la réduction de la dimensionnalité (Ranjan et al.,

2025).
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Parmi les types d’algorithmes d'apprentissage automatique les plus intéressant Les
réseaux neuronaux artificiels (RNA)
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Figure 25: Progres dans le diagnostic électrochimique grace a l'intégration de
l'intelligence artificielle

I1.2.7.3.1.1 Les réseaux neuronaux artificiels (RNA)

Le réseau neuronal artificiel (RNA) constitue un domaine central de I’intelligence
artificielle depuis les années 1980 (Wu & Feng, 2018). Inspiré¢ du fonctionnement des
réseaux neuronaux biologiques, il vise a reproduire des comportements intelligents en
modélisant le traitement de 1’information du cerveau humain (Livingstone, 2008). En
pratique, un RNA est un mod¢le computationnel composé de nombreux neurones artificiels

interconnectés, organisés selon différentes architectures en fonction des objectifs visés.

Chaque neurone correspond a une unité de calcul appliquant une fonction d’activation
a ses entrées pondérées. Les connexions entre neurones sont associées a des poids, qui
représentent les paramétres ajustables du modele et constituent la mémoire du réseau. La
sortie globale dépend ainsi de I’architecture, des valeurs des poids et des fonctions
d’activation utilisées. De manicre générale, un RNA permet d’approximer des fonctions
complexes ou des relations non linéaires observées dans des systemes naturels (Livingstone,

2008 ; Ranjan et al., 2025).
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11.2.7.3.1.2 La composition de RNA

Un réseau neuronal artificiel (RNA) est constitué d’unités de traitement interconnectées
organisées en trois couches principales : entrée, cachée et sortie. Les unités d’entrée
regoivent les données externes, les unités cachées assurent les transformations
intermédiaires, et les unités de sortie produisent les résultats du modéle. Les connexions
entre neurones sont pondérées, ces poids représentant les parametres ajustables qui

déterminent la transmission et le traitement de 1’information.

Fondé¢ sur un principe de traitement distribué et adaptatif, le RNA permet d’approximer
des relations complexes et non linéaires en s’inspirant du fonctionnement du systéme
nerveux. Cette approche est largement utilisée en intelligence artificielle et dans divers

domaines interdisciplinaires (Livingstone, 2008).

11.2.7.3.1.3 Utilisation des ANN pour P’exploration de données et I’évaluation des
biocapteurs

Les réseaux neuronaux artificiels (RNA) sont des modéles d’apprentissage automatique
capables de traiter de maniere parallele et adaptative des données biomédicales complexes.
Ils sont particulicrement adaptés aux taches de classification, de régression et de
reconnaissance de motifs dans des systémes multicapteurs, notamment en analyse de

biocapteurs (Livingstone, 2008 ; Ranjan et al., 2025).

Leur performance dépend de I’architecture choisie et de la stratégie d’apprentissage
adoptée. Malgré certaines contraintes liées a la variabilité expérimentale, les RNA offrent
une modélisation non linéaire efficace, méme avec des ensembles de données de taille
modérée, ce qui en fait des outils pertinents pour ’analyse des données associées aux
maladies chroniques.
11.2.7.3.1.4 Défis et opportunités

La détection électrochimique associée a I’IA offre un fort potentiel, mais elle fait face a
plusieurs défis : normalisation des protocoles, gestion et extraction de grandes quantités de
données, validation clinique, obstacles réglementaires, ainsi que protection et sécurité des
données des patients. D’autres limites concernent le risque de surajustement des modéeles

d’TA et la nécessité de rendre ces dispositifs accessibles et rentables pour le systeme de santé.
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Malgré ces contraintes, ces défis favorisent la collaboration entre industrie, universités
et organismes de réglementation pour établir des normes et bonnes pratiques. A 1’avenir, les
progres en apprentissage automatique (ML) et en deep learning (DL), ainsi que 1’intégration
avec d’autres méthodes diagnostiques (biocapteurs magnétiques ou optiques), devraient
améliorer la précision, 1’évolutivité et les applications cliniques des dispositifs de diagnostic

alimentés par I’A (Ranjan et al., 2025).
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Partie II. Partie expérimentale

Chapitre I. Matériel et méthodes
I.1 Matrices végétales

La plante médicinale utilisée au cours de cette étude, c’est la Nigella Sativa L. de la
famille Renonculacées. Elle a été acquise en 2017 aupreés d’un herboriste de la wilaya de
Tiaret, sous forme de graines cette plante a ét¢ minutieusement identifiée au sein de la faculté

de biologie de I'université Ibn Khaldoun de Tiaret.

Les graines de NS ont été¢ broyés dans un mixeur pour obtenir une poudre fine, cette
poudre était utilisée pour l'analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FT-IR) et comme un complément dans un régime utilisée dans cette ¢tude.

I.2 Identification des composées bioactives de poudre de NS par Spectroscopie

Infrarouge a Transformée de Fourier (FT-IR)

Afin d’identifier les différents composés bioactifs de NS, un spectrometre FT-IR
ALPHA-p BRUKER a ¢été utilisé pour l'analyse. Pour préparer les échantillons, 100 mg de
KBr (bromure de potassium) dispersif ont été mélangés a 0,5 a 2 mg de maticre afin de créer
les pastilles finies, qui ont ensuite été placées dans le porte-échantillon. Pendant la mesure,
les spectres FT-IR ont été obtenus dans la gamme de fréquences de 400 a 4000 cm.

I.3 Matériel biologique
I.3.1 Modéle expérimental animal

Les animaux utilisés au cours de cette expérimentation sont des souris blanches males
adultes de souche NMRI d’un poids initial de (25 g ; 30 g), fournis par ’Institut Pasteur
d’Alger- Des souris males ont été choisies préférentiellement afin d’éviter les variabilités

intersexes et toutes perturbations du métabolisme induites par des changements hormonaux.

1.4 [Effet de la poudre de Nigella Sativa L. sur le stress oxydatif induit par un régime
hypergras enrichi en FeCl3
I[.4.1 Régime alimentaire administré aux souris
Afin d’évaluer Ieffet préventif de NS sur le désordre métabolique associé a un stress
oxydatif nutritionnellement induit, les souris ont ét¢ soumises durant cette expérimentation
soit au régime standard, soit au régime hypergras €laboré et enrichi en 48 % (p/p) de graisse

animale d’origine ovine (tableau 4) et associes au FeCls.
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Au cours de cette période, la préparation des différents régimes a été réalisée une fois
par semaine au sein du laboratoire d’amélioration et valorisation des productions animales
locales de I'université Ibn Khaldoun de Tiaret. Les ingrédients utilisés pour préparer chaque
régime ont été fournis gracieusement par 1’Office National d’ Aliment de Bétail (ONAB). La

composition des régimes figure dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3: Composition des régimes utilisés durant I’expérimentation selon (Garait,
2006) modifiée

Ingrédients Régime standard Régime hypergras
(g/100g de régime) (g/100 g de régime)

Amidon de mais 42,1 2.6

Cellulose 11.8 9.4

Protéines 19 20

Matiére grasse 0 48

Glucides 33 3.5

Vitamines et sels minéraux 10.8 10.33

Huile végétale 8.05 6.17

FeCl; / 0.032

NSP / /

Valeur énergétique (Kcal/100g) 330,33 591,93

1.4.2 Concentration de FeCl; utilisée

Le but d’utiliser le FeCls avec le régime hypergras, c’est d’accélérer le processus de
I’installation du stress oxydatif. C’est pour cela qu’il a été incorporé au régime alimentaire
hypergras a raison d’une concentration de 32 mg/100 g de régime hypergras. Cette
concentration a été choisie en se basant sur une ¢étude de Hininger-Favier et ses

collaborateurs (2016).
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1.4.3 Concentration de poudre de la Nigella Sativa L utilisée

La poudre de NS a été incorporée au régime alimentaire hypergras a raison d’une
concentration de 4 g par 100 g d’aliment. Cette concentration a été choisie en se basant sur
une ¢étude expérimentale préliminaire sur les souris NMRI et ce en utilisant deux doses 2%
et 4%. Ces derni¢res ont été sélectionnées en se basant sur I’étude de Kehili et ses
collaborateurs (2018), qui ont étudié les effets préventifs de la poudre NS vis-a-vis un stress

oxydatif induit par le chlorure de cadmium.

L’utilisation de la NS sous forme de poudre au cours de cette étude s’explique
principalement par le fait de vouloir évaluer 1’effet synergique de I’ensemble des molécules

actives essentiellement les polyphénols et les flavonoides.
I.5 Suivie et traitement des animaux

Dé¢s leur réception, les souris ont été réparties aléatoirement en 4 groupes (6 souris par
groupe), installées dans des cages individuelles et hébergées au sein de I’animalerie du
laboratoire d’autopsie clinique de D’Institut des sciences vétérinaires (université Ibn
Khaldoun Tiaret), ou régne une température constante (24+/-2C°). Et un éclairage qui varie
selon un rythme circadien (cycle de lumiére/obscurité de 12 h/12 h). Ils ont eu acces ad
Libitum a la nourriture et a I’eau. Les souris ont été élevées dans des cages en polyéthyléne
qui sont tapissées d’une liticre constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et

la litiere changée chaque semaine jusqu’a la fin de I’expérimentation.

Apres une semaine d’acclimatation, ces souris ont été nourries pendant 11 semaines
avec un régime standard ou bien un régime hypergras enrichi en FeCl 3, supplémenté ou non

en NS.

I.5.1 Identification des différents lots expérimentaux

4 groupes ont été constitués comme suit :

e Groupe 1 : les animaux du premier groupe (ST) ont regu un régime standard

contenant 42 % d’amidon.

e Groupe 2 : les animaux du second groupe (ST+N) ont regu 4 % de poudre de

nigelle incorporée dans un régime standard.

e Groupe 3 : les animaux de troisiéme groupe (HG/Fe) ont recu simultanément un
régime hypergras (HG) contenant 48 % de graisse animale d’origine ovine enrichi

en FeCls.
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e  Groupe 4 : les animaux du quatrieme groupe (HG/Fe+N) ont regu simultanément
un régime HG contenant 48 % de graisse animale d’origine ovine enrichi en

FeCls et 4 % de poudre de nigelle.

Durant les 11 semaines de traitement, le comportement des souris, la mesure de la prise
de poids ainsi que la quantit¢ de nourriture ingérée ont €té observés. Le protocole
expérimental du suivi et de I’entretien des souris a été réalisé€ selon les directives du comité
institutionnel de protection des animaux de l'enseignement supérieur et de la recherche

scientifique (Algérie) (numéro d’accord 45/DGLPAG /DVA.SDA.14).
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Figure 26 : Protocole du suivi des souris NMRI durant 1’étude expérimentale
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1.6 Prélévement et préparation du matériel biologique
[.6.1 Prélévement sanguin

A la fin d’expérimentation, les souris sont maintenues a jeun. La nuit de sacrifice, les 4
groupes ont €té anesthésiés et sacrifiés. Le sang a été prélevé par ponction intracardiaque et
recueilli dans des tubes contenant de I’héparine. Apres une légere agitation, les tubes ont été
centrifugés a 3000 tr/mn pendant 10 min. Le plasma obtenu a été récupéré, aliquoté dans des
tubes et conserveé a -20°C pour les analyses biologiques ultérieures (parametres biochimique

et oxydatifs).

1.6.2 Prélévement d’organe

Apres prélevement sanguin, le foie, le coeur, les riens, les tissus adipeux, les testicules
et le cerveau sont soigneusement prélevés et rincés avec 1’eau physiologique 0,9 % 3 fois,
ensuite séchés, pesés et conservés a -20 °C pour d’éventuelles explorations.
1.6.3 Prélévent du foie pour I’étude histologique

Avant la conservation du foie a -20 °C, des morceaux de ce dernier ont été prélevés et
directement fixés dans du formol & 10 %. La fixation a pour but essentiel d’assurer une
immobilisation des constituants cellulaires ou tissulaires dans un état aussi voisin que
possible de 1’état vivant. Donc la fixation doit étre immédiate apres le prélévement, pour
empécher une putréfaction (par altération microbienne) et une autolyse (destructions
tissulaires par les enzymes qu’il contient). Les fragments du foie doivent étre totalement
immergés dans la solution du fixateur, aucun fragment ne doit flotter au-dessus de cette
solution.
1.7 Préparation d’homogénat d’organe pour la détermination des paramétres

oxydatifs

0,2 g d’organe (foie et cceur) a été placé dans 2 mL de PBS 1X PH de 7.4, puis broy¢ a
I’Ultra-Turax (T25, IKA, Allemagne). L’ensemble a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10
min. Le surnageant, qui constitue ’homogénat d’organe, a €té récupéré et incubé pendant 1
heure dans la glace et conservé a -20°C en vue des différents dosages.

1.8 Etude des paramétres biochimiques

Tous les tests biochimiques sont réalisés par un automate de biochimie médicale

mindray BS-180 le principe et le mode opératoire de chaque test sont mentionnés dans les

fiches techniques (Annexe 4).
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I.8.1 Détermination des teneurs en Triglycérides

¢ Principe

Le dosage des triglycérides sériques se fait par le biais d’une méthode
colorimétrique enzymatique via le kit Biolabo. Les triglycérides sont hydrolysés
en glycérol et en acides gras grace a des lipases. Une suite de réactions a abouti a
la formation du peroxyde d’hydrogeéne qui, en présence de la peroxydase et d’un
chromogene, donne un composé coloré. La concentration en quinone est
proportionnelle a la concentration totale en triglycérides présents dans
I’échantillon. La concentration en triglycérides est déterminée a une longueur

d’onde de A= 500 nm (Trinder, 1969; Fossati & Prencipe, 1982).

Lipoprotéine lipase
Triglycéride Glycérol +Acide gras libre

Glycérokinase, Mg*™

Glycérol + ATP Glycérol-3-phosphate +ATP

Glycérol-3-phosphate oxydase
Glycérol-3-phosphate Dihydroxyacétone phosphate+ H,0,
, Peroxydase )
H,0,+ 4-chiorophénol+Amino-4-Antipyrine Quinonéimine rose + H,0

¢ Mode opératoire

10 puL de chaque échantillon ou de 1’étalon (concentration de 2g/L) ont été prélevés
et ensuite ajoutés a 1 ml de la solution de travail, préparée en mélangeant les
réactifs 1 et 2 fournis par le kit Biolabo. Ensuite une homogénéisation a été
appliquée a I’ensemble a 1’aide d’un vortex, le mélange a subi une incubation de
10 minutes et a 37°C. L’absorbance a été mesurée au spectrophotomeétre a 500 nm
contre un blanc, les résultats sont exprimés en g/L de triglycérides et calculés selon

la formule suivante :

Triglycérides (g/L) (Densité optique de I’échantillon/Densité optique de
I’étalon) X 2g/L.
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1.8.2 Détermination des teneurs en glucose

¢ Principe

La teneur en glucose est déterminée par la méthode enzymatique et
colorimétrique en présence du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en
acide gluconique et peroxyde d’hydrogéne, ce dernier, en présence de peroxydase
et de phénol, oxyde un chromogene (Le 4-amino-antipyrine) en couleur rose a
structure quinone. La coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en
glucose présente dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde de

500 nm, ce dosage a été réalisé a I’aide du kit Biosystems (Trinder, 1969).

Glucose oxydase
Glucose + 720, + H,0 Acide gluconique + H,0,

Peroxydase
2H,0, + 4-Aminoantipyrine + Phénol Quinonéimine +4 H,0
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** Mode opératoire

10 puL de chaque échantillon ont été prélevés et ensuite ajoutés a 1 ml de la
solution de travail, fournie par le kit Biosystems, ensuite 1’ensemble a subi une
homogénéisation a 1’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été incubé
pendant 10 minutes a 37°C. L’absorbance a ¢été ensuite mesurée au
spectrophotomeétre @ 500 nm contre un blanc sans glucose. Au cours de cette
analyse, un étalon a subi le méme traitement que 1’échantillon afin d’étre utilisé
comme une référence pour la quantification des taux de glucose dans le plasma.
Cet étalon a une concentration précise de glucose égale a (1 g/L). La concentration
du glucose dans les échantillons est calculée selon la formule ci-apres. Les

résultats sont exprimés en g/L de glucose.

Glucose (g/L) = (Densité optique de I’échantillon/densité optique de I’étalon)
X1g/L.

1.8.3 Détermination des teneurs en cholestérol total

¢ Principe

Le cholestérol total est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique en
utilisant le kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma. Les esters de cholestérol
sont hydrolysés par le cholestérolestérase en cholestérol libre et en acides gras. Ce
cholestérol libre produit et celui préexistant sont oxydés par une enzyme, la
cholestérol oxydase, en A4 -cholesterone et peroxyde d’hydrogene. Ce dernier, en
présence de peroxydase, oxyde le chromogene en un composé de couleur rouge.
La densité optique du quinoneimine coloré mesurée a 505 nm est directement
proportionnelle a la quantité de cholestérol contenue dans 1’échantillon, et est

exprimée en g/L (Fasce et al., 1982).
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Cholestérol esterase

Esters de cholestérol + H,0 Cholestérol + Acide gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + 0, Cholestéréne-4- one-3 + H,0,
Péroxydase
H,0,+ Phénol + Amino-4- antipyrine = = = = = = = = Quinoneimine rose

* Mode opératoire

La solution de travail a été préparée par le mélange des réactifs 1 et 2 fournis par le kit.
Pour la réalisation de ce test, 10 pL de chaque échantillon et de 1’étalon ont été prélevés
ensuite ajoutés a 1mL de la solution de travail, I’ensemble a subi une homogénéisation a
I’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été¢ incubé pendant 10 minutes a 37°C.
L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotometre a 505 nm contre un blanc ne
contenant que de I’eau distillée. Notons que 1’étalon a été utilisé afin de quantifier le taux du
cholestérol dans les échantillons, cet étalon contient une quantité précise de cholestérol qui
est de 2 g/L, ce dernier a subi les mémes conditions expérimentales que 1’échantillon. Les

résultats sont exprimés en g/L de cholestérol et calculés selon la formule suivante :
Cholestérol (g/L) = (Densité optique de I’échantillon / Densité optique de 1’étalon)
x 2 g/L.

1.8.4 Détermination des teneurs en HDL et LDL

% Principe

La lipoprotéine HDL du plasma est précipitée par le phosphotungstate en présence
d'ions de magnésium apres centrifugation a 4000 tr/min pendant 20 min, le surnageant
récupéré correspond aux HDL. La lecture se fait a une longueur d’onde A = 505 nm. Les
concentrations en cholestérol des LDL plasmatiques sont déterminées selon la formule de

(Friedewald et al., 1972 ; Burstein et al., 1970).
Chol. LDL= Chol. Total - (Chol. HDL + TG/S)
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** Mode opératoire

Le dosage des HDL a été réalis¢ grace au kit Biomaghreb. 200 pL de 1’échantillon
plasmatique ont été ajoutés a 20 pL de réactif issu du mélange de deux réactifs (R1 et R2).
Ensuite le mélange a été incubé pendant 10 min a température ambiante puis centrifugé a
4000 tr/min pendant 10 min, le surnageant obtenu a été traité par la méme procédure décrite

pour le cholestérol total. L’absorbance a ét¢ mesurée a 500 nm.

1.8.5 Détermination de ’activité des transaminases plasmatiques

A. Dosage de l'activité de l'alanine aminotransférase (ALAT)

¢ Principe

L'alanine aminotransférase (ALAT) est une transaminase connue sous le nom de
glutamate-pyruvate- transaminase (GPT). L'ALAT catalyse le transfert du groupe aminé de
la L-alanine vers l'a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate et pyruvate. Le pyruvate est
réduit au lactate par le lactate déshydrogénase (LDH) et NADH. La mesure du taux de
diminution de NADH, est spectrophotométriquement proportionnelle a 1'activité catalytique
d’ASAT dans 1'échantillon. La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde
A=505 nm (Murray et al., 1984).

ALAT (TGP)
Alanine + a-cétoglutarate Glutamate + Pyruvate

Lactate déshydrogénase (LDH)
Pyruvate + NADH+H Lactate + NAD

B. Dosage de l'activité de 1'Aspartate aminotransférase (ASAT)

L'aspartate aminotransférase (ASAT) est une transaminase, €¢galement connue sous le
nom de glutamate-oxaloacétate-transaminase (GOT). Elle catalyse le transfert du groupe
aminé du L-aspartate vers I'a-cétoglutarate pour donner du L-glutamate et de 1'oxaloacétate.

L'oxaloacétate est réduit en Malate par la Malate déshydrogénase (MDH).

Le taux de diminution de NADH, mesuré spectrophotométriquement. Elle est
proportionnelle a I’activité catalytique de I’ ASAT catalysée dans L'échantillon. La lecture se
fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=505 nm (Murray, Kaplan, & others,

1984).
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ASAT (TGO)
Aspartate + g-cétoglutarate . Glutamate + Oxaloacétate

Malate déshydrogénase (MDH)
Oxaloacétate + NADH+H Malate + NAD*

** Mode opératoire

50 uL de I’échantillon plasmatique ont été ajoutés a 500 pL de solution de travail,
destinée soit pour le dosage des ALAT ou ASAT. Cette solution est issue d’un
mélange de deux réactifs (R1 et R2) préparé selon le kit Biomaghreb. Le mélange
réactionnel a été incubé dans une étuve a 37°C pendant 10 min. Apres incubation, la
lecture de I’absorbance s’effectue chaque minute pendant 3 min a une longueur

d’onde de A=505 nm. Le résultat est exprimé par la dernicre absorbance.

1.8.6 Détermination des teneurs en urée

% Principe

La concentration en urée a ét¢ déterminée selon la méthode enzymatique et
colorimétrique décrite par Talk et al., (1967) en utilisant le kit Biolabo. L'uréase catalyse
I'hémolyse de 'urée, présente dans I'échantillon, en ions ammonium (NH3) et en anhydride
carbonique (CO2). Les ions ammonium forment ensuite avec 1’oxoglutarate un complexe
coloré bleu-vert par l'action de la glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation
parall¢le de la NADH+H a la NAD". L’intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration de 1’urée dans 1’échantillon, et elle est mesurée a 600 nm.

Uréase
Urée + H,0 2NH; + (0,

Glutamate déshydrogénase (GLDH)
2 NH; + Oxoglutarate + NADH+H Glutamate + H)0+ NAD*
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** Mode opératoire

5 uL de I’échantillon ont été ajoutés a 1 mL de la solution de travail, cette solution est
issue d’un mélange de deux réactifs (R1 et R2 fournis par le kit). Le mélange réactionnel a
¢été incubé a 37 °C pendant 5 min. L’absorbance a ét€ ensuite mesurée au spectrophotometre
a 600 nm contre un blanc contenant uniquement de I’eau déminéralisée. Notons que 1’étalon
a été utilis¢ afin de quantifier le taux de I’urée dans les échantillons, cet étalon contient une
quantité¢ précise de 1'urée qui est de 0.40 g/L, ce dernier a subi les mémes conditions
expérimentales que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en g/L de I'urée et calculés

selon la formule suivante :

Urée (g/L) = (Densité optique de I’échantillon/densité optique de I’étalon) X 0.40
g/L.

1.8.7 Détermination des teneurs en créatinine

¢ Principe

Le dosage de la créatinine a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique en
utilisant le Kit Biolabo. La méthode repose sur le principe de Jaffé (Jaffé, 1886), selon lequel
la créatinine réagit avec ’acide picrique en solution alcaline pour former un complexe
moléculaire de couleur rouge, mesurable par absorbance a 490 nm. Les échantillons sont
comparés a un étalon de créatinine afin d’en estimer la concentration (Moore & Sharer,

2017).
¢ Mode opératoire

100pL d’échantillons ou d’étalon (R3) cette solution est issue d’un mélange de deux
réactifs (R1 et R2 fournis par le kit). Aprés homogénéisation immédiate, la cinétique de la
réaction a été suivie par la mesure de 1’absorbance a 30 secondes (A1) puis a 90 secondes
(A2), a une longueur d’onde comprise entre 490 et 510 nm, en utilisant une cuve de 1 cm et

un blanc a ’eau distillée.

La concentration de I’analyte est proportionnelle a la variation d’absorbance (AA = A2

—Al). Les résultats sont exprimés en mg/L.
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1.8.8 Détermination des teneurs en acide urique

¢ Principe

Le dosage de I’acide urique a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique en
utilisant le Kit Biolabo. L’acide urique est oxydé par 1’uricase en allantoine, dioxyde de
carbone et peroxyde d'hydrogene (2 H202) qui, sous l'influence de la peroxydase, du 4-
aminophénazone (4-AP) et du 2-4-dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé

rouge de quinonéimine donné par les réactions suivantes :

Uricase
Acide urique +2H,0 +0, > Allantoine + 2H,0,+ (0,

Peroxydase
2H,0,+4-AP +2-4 DCPS > Quinonéimine rouge + 4H,0

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration de

I’acide urique dans 1’échantillon (Bernard, 1989 ; Tietz, 1999).

¢ Mode opératoire

25 puL de chaque échantillon ou de 1’étalon (R3) (concentration de 100 mg/L) ont été
prélevés et ensuite ajoutés a 1 mL de la solution de travail, fournie par le kit Biolabo. Ensuite
une homogénéisation a été appliquée a I’ensemble a 1’aide d’un vortex, le mélange a subi
une incubation de 5 minutes a 25°C. L’absorbance a ét¢ mesurée au spectrophotomeétre a
520 nm contre un blanc, les résultats sont exprimés en mg/L d’acide urique et calculés selon
la formule suivante :

Acide urique (mg/L) = (Densité optique de I’échantillon/densité optique de
I’étalon) X 100 mg/L.

1.8.9 Détermination des teneurs en protéines totales plasmatiques

% Principe

Les protéines totales ont été¢ déterminées selon la méthode colorimétrique décrite par
Gornall et al., (1949) en utilisant le kit Biolabo. Le réactif Biuret contient du sodium
potassium tartrate qui complexe les ions cuivriques et maintient leur solubilité en solution

alcaline.
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Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons peptidiques
des protéines, formant un complexe bleu violet ou I'intensité de la couleur est proportionnelle

a la quantité des protéines plasmatiques. L’absorption est mesurée a 550 nm.

* Mode opératoire

Pour la réalisation de ce test, 20 pL de chaque échantillon plasmatique et de 1’étalon
(R2) ont été prélevées et ensuite ajoutés a 1 ml de la solution de travail (réactif de Biuret R1),
I’ensemble a subi une homogénéisation a 1’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été
incubé pendant 10 minutes a température ambiante.

L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotometre a 550 nm contre un blanc ne
contenant que de I’eau déminéralisée et la solution de travail, Les résultats sont exprimés en
g/L de protéines et calculés selon la formule suivante :

Protéine totale (g/L) = (Densité optique de I’échantillon/densité optique de I’étalon)
X 60 g/L.

1.9 [Etude des parameétres oxydatifs
1.9.1 Détermination du pouvoir antioxydant total par la technique FRAP

> Principe

La méthode FRAP développée par (Benzie & Strain, 1996) est basée sur la réduction
dun complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe (II)-TPTZ) 2] en un complexe
tripyridyltriazine ferreux [(Fe (II)-TPTZ) 2] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour

maintenir la solubilité du fer.

b ’ 7

Fe(III)- Fe(I)-TPTZ

Figure 27: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe (III)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Benzie & Strain, 1996).
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Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux, une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm (Error!
Reference source not found.). Le pouvoir réducteur est proportionnel a la formation de la
couleur bleue, plus la couleur bleue est intense : plus I’échantillon peut étre considéré comme
un bon réducteur.

» Mode opératoire

Ce test peut étre utilis¢é comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non
enzymatiques. Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma ou ’homogénat
d’organe et dans des conditions d’acidité (pH 3,6), d’une solution comprenant du tampon
acétate, une solution a base de 2,4,6 -Tripyridyl-s-triazine (TPTZ), et un sel ferrique (FeCls,
6H20), ce qui provoque la formation du complexe TPTZ-Fe', de couleur bleue. Une gamme
¢étalon est obtenue a partir d’une solution mere de FeSO4, 7H20 a 1 mM (les courbes de la

gamme d’¢talonnage figurent en annexe 1).

La solution FRAP est préparée a partir des trois solutions initiales : tampon acétate
(C2H3NaO, 3H20 et C2H402) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et FeCls, 6H20 a 20 mM) et placée
a 37°C pendant toute la durée de I’analyse. 100 uLL d’échantillons ou de la solution-gamme
sont ajoutés a 900 pL de la solution FRAP. La lecture des échantillons se fait apres 30

minutes d’incubation par spectrométrie a 593 nm.

1.9.2 Détermination des teneurs en vitamine C

» Principe
Le dosage de la vitamine C, décrit par Jagota et Dani (1982), est bas¢ sur la réduction

de la vitamine C présente dans le plasma ou dans les tissus par le réactif de Folin Ciocalteu,
en donnant une coloration bleue dont I’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration en vitamine C. L’absorbance de la coloration est maximale a une longueur
d’onde de 760 nm.
» Mode opératoire

Ce test peut étre utilis¢é comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non

enzymatiques.
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Afin de précipiter les protéines, 0,8 mL d’acide trichloroacétique a 10 % ont été ajoutés
a 0,2 mL d'homogénat de tissu ou au plasma sanguin. Apres agitation vigoureuse et une
incubation de 5 minutes dans un bain de glace, les tubes ont été centrifugés a 3000 trs/min
pendant 5 minutes, ensuite 0,5 mL du surnageant ont été incubés en présence de 0,2 mL de
réactif de Folin Ciocalteu (1 M) pendant 10 min a 37°C. Apres cette durée, la mesure de
I’absorbance, de la couleur bleue développée, a été réalisée a une longueur d'onde de 769
nm. L'intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la teneur en vitamine C présente
dans I’échantillon. La concentration est exprimée en pg/mkL et a été¢ déterminée a 1’aide d’une
courbe d’étalonnage obtenue grace a une solution mere d’acide ascorbique 100 pg/mL (la
courbe de la gamme d’étalonnage figure en annexel).
1.9.3 Détermination des teneurs des groupements Thiols (proteines oxydées)

» Principe
Lors de I"oxydation des protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des

ponts disulfures S-S. En présence des groupements thiols de 1’échantillon, le pont disulfure
(S-S) contenu dans le réactif d’Ellman ou DTNB (5-5’- dithionitro benzoic acid) va étre
réduit et donner des dérivés thiols aromatiques [RNB (acide 5-thio -(2-nitrobenzoique))]
colorés et possédant une absorbance entre 412 et 415 nm (figure 40). La vitesse de la réaction
sera différente selon que le DTNB se trouve en présence de SH protéiques ou non protéiques.
Cette différence peut, dans certaines conditions de pH et de forme ionique, étre accentuée et

permettre ainsi la mesure des SH protéiques et celle des SH totaux (Ellman, 1959).

r\ll(f)z
HOOC
R
S NO-
|
S HOOC
T X S-R = X
S
= COOH S
I | NO,
HOOC =
NO»
DTNE modified TNB
thiol compound

Figure 28: Mécanisme réactionnel entre le DTNB et un groupement thiol (SH).
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» Mode opératoire
750 puL de tampon phosphate (0,05 M) ont été ajoutés 250 puL du point de gamme

(préparée a partir d’une solution de N-acétyl-cystéine a 1 mM, ou d’échantillon, aprés une
légere agitation 250 pL de réactif d’Ellman (4 %) ont été ajoutés, le mélange ainsi obtenu a
été vortexé et incubé pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. La

lecture des absorbances a été effectuée a A=412 nm.

1.9.4 Détermination des teneurs en glutathion réduit

» Principe
La concentration de glutathion réduit (GSH) dans les homogénats de tissus cérébraux a

été déterminée a l'aide de la méthode colorimétrique décrite par (Ellman, 1959). Le GSH
réagit avec le DTNB (5,5'-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique)) pour former le TNB-, un
chromophore jaune. Le taux de formation de TNB- est mesuré par spectrophotométrie a une
longueur d'onde de 412 nm. Une courbe standard a été générée a l'aide d'une solution de
GSH réduit (1 mM).
» Mode opératoire

750 uL de tampon phosphate (0,05 M) ont été ajoutés 250 uL. du point de gamme
(préparé¢ a partir d’une solution de glutathion réduit a 1 mM, ou d’échantillon, aprés une
1égere agitation, 250 pL de réactif d’Ellman (4 %) ont été ajoutés, le mélange ainsi obtenu a
été vortexé et incubé pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. La

lecture des absorbances a été effectuée a A=412 nm.

1.9.5 Détermination des teneurs en lipides oxydés via le dosage des substances
réagissant avec I’acide thiobarbiturique

» Principe
L’évaluation des teneurs en MDA repose sur une méthode de dosage indirecte de

I’impact des radicaux libres. Elle mesure les substances issues de la lipopéroxydation
réagissant avec I’acide thiobarbiturique (TBA) (figure 41). La réaction de dosage, décrite
par Kohn et Liversedge en 1944, précisée par Patton et Kurtz (1951), repose sur la formation
en milieu acide et a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide
thiobarbiturique (TBA) d'un pigment absorbant a 532 nm, extractible par les solvants
organiques comme le butanol.

La réaction colorée, observée avec l'acide thiobarbiturique, mesure non seulement le
malondialdéhyde préexistant, mais aussi le malondialdéhyde formé de maniére artéfactuelle
par décomposition thermique des peroxydes, et de ceux générés au cours méme de la

réaction. Les méthodes utilisées actuellement dérivent de celle de Yagi, (1976).
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H N  on M s. N OH Ho N SH
Y Y Al
N‘ + |CH2 N CH—CH=CH— L+ 2H,0
J Co N\
H
HO
Ll Malondialdehyde HO
Thiobarbituricacid (MDA Coloured product measured
(TBA) at(532nm)

Figure 29: Figure : Formation du complexe malondialdéhyde/ acide thiobarbiturique de
couleur

» Mode opératoire
Cette analyse a ¢été réalisée sur plasma ou sur homogénat de tissus : 800 uL. d’un

mélange d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,375 %) d’acide trichloracétique (TCA a 20 %),
de 2,6-di-tert- butyl-4-méthylphénol (BHT a 0,01 %) et de chlorure d’hydrogene (HCl a 1
N) sont ajoutés a 200 uL d’échantillon. Apres agitation de 2 min, le mélange est incubé au
bain-marie a 100°C pendant 15 minutes. Durant cette étape, les fonctions aldéhydiques du
dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par I’hydrolyse acide a 100°C. Elles réagissent

avec le TBA en formant un complexe coloré en rose (MDA-TBA). Pour arréter la réaction,

Les tubes sont placés dans la glace, le complexe ainsi formé est extrait par le butanol
pendant 2 minutes. Apres centrifugation, la quantification du complexe est effectuée sur un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 532 nm. La concentration en MDA plasmatique

ou tissulaire est calculée.

1.9.6 Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase
» Principe
L’¢évaluation de I’activit¢ de la catalase permet I’analyse du statut oxydatif

intracellulaire de 1’un des plus importants systémes enzymatiques de protection chez le

globule rouge et dans ’homogénat du tissu.
L’activité de la catalase a ét¢ évaluée par la méthode de Aebi, (1984). Le principe est

basé sur la disparition de ’H202 en présence de la source enzymatique a 25 °C selon la

, . . 2H,0, ﬂ, 2H,0 + O
reaction suivante
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» Mode opératoire
Pour ce dosage, 20 pl d’hémolysat ou d’homogénat ont été additionnés de 1255 pl

d’un tampon phosphate et la réaction a été déclenchée par 1'ajout de 725 pl de H202 (54
mM). Le blanc contient 20 pl d’hémolysat et 1980 pl d’un tampon phosphate (50 mM, pH
7.0). La diminution du H202 a été enregistrée a 240 nm, a 25 °C pendant 60 s. Une unité de
l'activité de la catalase est définie comme l'activité nécessaire a la dégradation de 1 umol de
peroxyde d'hydrogene pendant 60 s. L’activité de la catalase a été exprimée en termes de

umoles de H202 consommés/min/ml.
1.10 Etude histologique du foie

Cette étude a pour but d’évaluer I’accumulation des lipides sous forme de triglycérides
au niveau hépatique en réponse a I’ingestion du régime hypergras. Les fragments du tissu
hépatique ont ¢ét¢ lavés a NaCl (0,9 %) pour éliminer I’acide picrique, puis une
déshydratation a été obtenue par passage dans une série de bains d’alcool (éthanol) aux

gradients ascendants : 70°, 96° et 100° avec une durée de 7 h, 17 h et 4 h respectivement.

Les échantillons ont été ensuite clarifiés par passage dans deux bains de chloroforme
(1°" bain : 50 % chloroforme + 50 % alcool pendant 4 h, 2¢ bain : chloroforme pur pendant
4 h). Cette clarification consiste en un remplacement du déshydratant par une substance

miscible avec la paraffine ce qui rend les échantillons plus transparents.

Les spécimens ont ¢t¢ mis dans des cassettes pour €tre imprégnés a chaud par une
paraffine de routine (dont le point de fusion est de I’ordre de 54 a 56 °C). Ensuite, la paraffine
a été coulée au quart dans les moules en acier inoxydable chauffés a 60°C et les fragments
de tissus y ont été déposés. Apres solidification de la paraffine, les blocs formés ont été
congelés a - 20° C pour étre réduits en coupes microscopiques d’épaisseur de 5 pm grace a
un microtome. Les coupes ont été ensuite étalées dans un bain- marie d’histologie (a 50°C)
puis collées sur des lames et séchées a température ambiante jusqu’au moment de la

coloration. La paraftfine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles.

C'est pourquoi la coloration des coupes comporte une étape de déparaffinage et de
réhydratation. Cette étape a été assurée par une succession de bains, d’abord dans deux bains
d’un solvant permettant I’élimination de la paraffine (toluéne ou xyléne) et ceci durant 15
minutes a chaque bain, puis une réhydratation par passage dans des bains d’alcools de titre

décroissant, de 100° jusqu’a 70° durant 5 minutes pour chaque bain.
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Apres cette réhydratation, les coupes ont subi une coloration, le but est de renforcer le

contraste et de rendre plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires. Au

cours de cette coloration, on a fait agir successivement un colorant nucléaire, I’hématoxyline

et un colorant.

Cytoplasmique I’€osine (la composition du colorant et leur préparation figure en annexe

n° IX), le processus de la coloration a suivi les étapes suivantes :

Coloration avec I’hématoxyline de Harris pendant 25 minutes ;
Ringage dans I’eau du robinet pendant 15 minutes ;

Réduction de la coloration du noyau par trempage rapide (1-2 secondes) dans

I’acide chlorhydrique a 1% ;

Lavage rapide a I’eau pour éliminer 1’exces d’acide ;
Coloration a I’éosine pendant 15 minutes ;

Lavage a I’eau pour éliminer I’excés de colorant ;

Déshydratation dans 1’alcool a 70% pendant 10 minutes puis dans 1’alcool absolu

pendant 3 minutes ;
Séchage des lames dans du papier buvard ;

Clarification dans le xyléne pendant 15 minutes ;

Apres la coloration, une goutte de résine de montage (Baume de Canada) a été déposée

sur la coupe, une lamelle a été appliquée de facon a ce que la résine recouvre I’ensemble de

la coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la lame et la

lamelle. La lecture a été réalisée a 1’aide d’un microscope photonique tri-oculaire (Zeiss

Primo Star) couplé a une caméra de type AXIOCOMER CS5S (Suvarna et al., 2018).

I.11 Modele Informatique d’apprentissage pour évaluer 1'effet modulateur de NS sur

le stress oxydatif.

I.11.1 Protocole expérimental

I.11.1.1 Synthése de liquides ioniques : Synthése de Chlorure de 1-(2-hydroxyéthyl)-

3-méthylimidazolium [E¢OHMIM+] [Cl-]

a. Réaction de quaternisation de I’atome d’azote

Un mélange équimolaire de 2-chloroéthanol (10 mmol, 0,67 ml) et de 1-méthylimidazole

(10 mmol, 1,1 g) est chauffé & 120 °C pendant 24 heures sous agitation magnétique

vigoureuse.
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Apres refroidissement a température ambiante, le produit obtenu (cristallin a température
ambiante) est finement broyé, lavé avec de I'éther diéthylique (3 x 80 ml), puis filtré a travers
une verre fritté de porosité n° 4. Le produit est enfin séché sous pression réduite pendant 10

heures afin d'éliminer toute trace de solvant (Chaker et al,2016). (Figure 30)

AN~ 0 A
NN 4 ooy 120°C24h —NE
\=/ —— ¢~ > oH

Figure 30: réaction de quaternisation

b. Réaction de métathése anionique
Un mélange équimolaire de chlorure de 1-(2-hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium (9,1

g, 56 mmol) et d'hexafluorophosphate de potassium (10 g, 56 mmol) dans 370 ml
d'acétonitrile est agité pendant 24 heures a température ambiante et protégé de l'air. Apres
filtration du mélange réactionnel brut a travers une fritte de verre contenant un lit de célite,
le solvant du filtrat est concentré a 'aide d'un évaporateur rotatif sous pression réduite. Le
résidu d'évaporation est séché sous pression réduite pendant 3 heures a 25 °C, puis stocké

sous atmosphere inerte (Zaoui et al,2021). (Figure 31)

— FeCl, MeCN =
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Figure 31: réaction de métathése anionique (échange d’anion)
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Figure 32: Interaction du liquide ionique avec 1’acide gras présent dans la solution

La figure 32Figure 32 montre la possibilité¢ d'une interaction entre le liquide ionique et les
acides gras dans I'homogénat. Cette interaction se produit par une réaction d'estérification
entre la fonction alcool du cation [EtOHmim] dans le liquide ionique et la fonction acide

carboxylique de 'acide gras.

L'anion FeCls- figure 33Figure 33 est formé par la réaction de l'acide de Lewis FeCls et de

l'ion CI provenant du liquide ionique. Selon I'équation 1, I'acide de Lewis FeCls réagit avec
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l'ion chlorure pour former un mélange d'anions suivant un équilibre acide-base classique.
Ces anions ont principalement été utilisés dans les réactions d'alkylation (Koch et al, 1976),
d'acylation (Valkenberg et al.., 2001) et de sulfonation (Nara et al., 2001) des systémes
aromatiques. Les chlorures ferriques sont considérés comme la premicre génération de

liquides ioniques (anions polynucléaires a caractere « acide de Lewis »).

Cl + FeCl;——= FeCl,
FeCl, + FeCly = Fe,Cl

~—————

Fe,Cl;+ FeCl; ——= FesClio etc...

Figure 33: équation de réaction 1’acide de Lewis FeCls avec I'ion chlorure

1.11.1.2 Syntheses de nanoparticule du foie
Dans cette partie, nous allons utiliser I’homogénat de foie des différents groupes
expérimentaux cités précédemment (RS : groupe standard, RSP : groupe standard + NS,
RHG : groupe HG, RHGP : Groupe HG + NS).
Cet homogénat a été dopé avec le liquide ionique hydroxylé

Nous avons procédé a la cristallisation de 1'homogénat de différents groupes en
l'associant d'abord a un composé de cellulose. Cette étape visait a absorber 1'H20 présente
dans I'homogénat. Nous avons ensuite créé un mélange avec le liquide ionique, qui a la
propriété de fixer et de séparer I'homogénat en nanoparticules. Nous avons effectué des

mesures diélectrique, DRX et UV- visible.
1.11.1.3 Mesure diélectrique
¢ Principe
Les propriétés diélectriques des matériaux sont obtenues a partir de leur permittivité
relative complexe mesurée £"=¢'-j&"

ou ¢’ est la permittivité relative du matériau et €” le facteur de perte de déphasage qui
lui est associé, de sorte que €” =c/eom est la conductivité totale du matériau qui, selon la
nature de I'échantillon, peut inclure une contribution provenant d'une conductivité ionique
indépendante de la fréquence, o, est la permittivité de l'espace libre et o la fréquence

angulaire du champ.
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L'unité SI de conductivité est le siemens par métre (S m—1), ce qui suppose que dans
I'expression ci-dessus, €o est exprimé en farads par métre (F m—1) et ® en radians par
seconde. Les propriétés diélectriques sont déterminées comme des valeurs €' et €”, ou des

valeurs €' et o, en fonction de la fréquence.

Les propriétés diélectriques d'un tissu biologique résultent de I'interaction du
rayonnement ¢lectromagnétique avec ses constituants tant au niveau cellulaire que
moléculaire. Les mécanismes sous-jacents a cette interaction sont bien établis et largement
étudiés. Ces propriétés, ainsi que la conductivité du milieu biologique, varient en fonction
de la fréquence. Toutefois, leur détermination expérimentale demeure complexe,
principalement en raison du phénoméne de polarisation, qui se manifeste a basse fréquence
et engendre des erreurs dans la mesure de la bioimpédance. De plus, I’évaluation précise de
ces parametres requiert I’utilisation d’instruments de mesure a haute performance (Gabriel

et al.,1996)
1.11.1.4 Mesure DRX (diffraction des rayons X)

¢ Principe

La diffraction des rayons X (DRX/XRD) permet de déterminer la structure cristalline a partir
de l’interférence constructive de rayons X monochromatiques diffractés par les plans

atomiques d’un cristal (Epp,2016)

1.11.1.5 Mesure UV-Visible

¢ Principe

Le principe de I’UV-visible, fondement de la spectroscopie, repose sur les spectres uniques
produits lorsque des substances chimiques absorbent la lumiere ultraviolette ou visible. La
spectroscopie est basée sur 1’interaction entre la lumiére et la matiére. Un spectre est créé
lorsque la maticre absorbe la lumicre et traverse des phases d’excitation et de désexcitation.
Le spectre observé montre comment différentes longueurs d’onde interagissent avec des
entités discretes telles que les atomes, les molécules et les macromolécules. Lorsque les états
excité et fondamental d’une molécule ont des énergies différentes, 1’absorption se produit
parce que la fréquence de la lumiere incidente correspond a cette différence (Shabbir &

Chauhan, 2024).
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1.11.1.6 Traitement informatique des données expérimentales

Ce travail vise a exploiter l'intelligence artificielle pour prédire les mesures DRX a partir
de mesures diélectriques. En estimant l'angle théta a partir a la fois de I'epsilon et de I'énergie
totale en eV, nous présentons une approche compléte utilisant des réseaux neuronaux
artificiels (RNA). Les données expérimentales ont été divisées en deux parties : 80 % pour
l'entrainement et 20 % pour la vérification. Nous avons mené des expériences approfondies
avec différentes configurations de réseau dans Matlab, en optimisant la marge d'erreur la

plus faible.
1.11.1.6.1 Collecte et préparation des données

Les données expérimentales comprennent des mesures dié¢lectriques, notamment les
valeurs Epsilon et d'énergie totale. L'ensemble de données a été¢ divisé en deux parties : 80
% pour I'entrainement du réseau neuronal artificiel et 20 % pour tester ses performances
prédictives. Cette division garantit que le réseau apprend a partir d'une partie substantielle
des données tout en conservant un ensemble de vérification distinct pour évaluer sa
précision.
1.11.1.6.2 Configuration réseau et formation

A l'aide de Matlab, différentes configurations de réseaux neuronaux artificiels ont été
testées en modifiant le nombre de couches, de neurones et de fonctions d'activation. Chaque

configuration de réseau visait a optimiser la prédiction de l'angle théta.

Couches : différentes configurations ont été testées, allant de réseaux simples a deux

couches a des architectures multicouches plus complexes.

- Neurones : nous avons testé différentes valeurs pour le nombre de neurones dans

chaque couche afin de déterminer la taille optimale.

- Fonctions d'activation : différentes fonctions d'activation, telles que sigmoid, tanh et
ReLU, ont été testées afin d'identifier la plus efficace pour notre probléme spécifique.
> Evaluation des performances

Apres l'entrainement, les performances du réseau ont été évaluées a 1'aide des 20 % de
données de vérification. Le principal indicateur de performance était la marge d'erreur entre
les mesures DRX prédites et réelles. Nous avons cherché a minimiser cette erreur par des

tests itératifs et des ajustements de configuration.
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Apres avoir testé plusieurs configurations, le réseau présentant la marge d'erreur la plus
faible a été sélectionné. La configuration finale a démontré une capacité robuste a prédire
les mesures DRX avec une marge d'erreur d'environ 7 degrés. Cette performance a été

observée de maniére constante dans I'ensemble de données de vérification.
1.12 Analyse statistique

Les Résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM (Standard error
of the mean). L’analyse statistique des données a été conduite en utilisant le logiciel
STATISTICA (version 6.1, Statsoft, Tulsa. OK). La comparaison des moyennes
(comparaison entre les quatre groupes de souris) a été réalisée via le test ANOVA a un
facteur. Ce dernier a été¢ complété par le test LSD afin de classer et comparer les moyennes
deux a deux. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives pour
un p value inférieur a 0,05 dans I’ensemble des analyses statistiques. Les constations

suivantes ont été retenues :
e Pour un P<0,05 la différence est significative (*)
e Pour un p<0,01 la différence est tres significative (**)

e Pour un p<0,001 la différence est hautement significative (***)
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Chapitre II. Résultats et discussions
II.1 Composés bioactifs et antioxydants dans NS

La spectroscopie FT-IR est reconnue comme une technique rapide et efficace pour
identifier divers groupes fonctionnels dans un échantillon (Nivetha & Prasanna, 2016 ;
Bruce et al., 2021). Cette méthode est particuliérement avantageuse en raison de sa capacité
a détecter les bandes associées aux molécules organiques, telles que les acides et les
polyphénols (Nivetha & Prasanna, 2016 ; Bruce et al, 2021). Dans cette étude, une
analyse FT-IR a été réalisée sur la poudre de NS. Les résultats, y compris les valeurs
maximales FT-IR et leurs groupes fonctionnels correspondants, sont présentés dans la figure
34 et le tableau 4. Un pic a 3282 cm™ indique la présence d'un groupe fonctionnel
phénolique. Les pics a 2917 cm™ et 2849 cm™! indiquent des vibrations d'étirement C-H,
suggérant la présence de groupes alcane. Le pic d'absorption a 1644 cm™ est associé¢ a
I'étirement aromatique C=C. Le pic a 1030 cm™ suggere une flexion C-H, indicative de
groupes alcool ou acide. De plus, la flexion C-H observée a cette fréquence confirme la

présence d'un groupe aromatique.
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Figure 34: Spectres FT-IR de la poudre de NS
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Tableau 4 : Principaux pics observés dans le spectre FT-IR de la poudre de NS

Bonde Groupes fonctionnels identifiés Classe des

characteristique composés

1 3282 O-H Vibration d’¢élongation/H- liaison Phénol /alcool

2 2917 C-H Vibration d’¢longation Alcane

3 2849 C-H Vibration d’¢élongation Alcane

4 1644 C=C Vibration d’¢longation des liaisons  Aromatique
aromatiques

] 1030 C-O Vibration d’¢longation Alcool/acide

6 697 C-H Vibration de déformation Aromatique

I1.2 Effet préventif de NS vis-a-vis du stress oxydatif et de ses complications

Cette section d’étude se compose de deux volets distincts. Le premier volet vise a
valider ’effet perturbateur d’un régime hypergras contenant 48 % de graisse selon la
description de Garait et al., (2005) et enrichi en FeCls selon I’étude de Hininger-Favier et
al., (2016). 11 s’intéresse particulierement a 1’évaluation des impacts de ce régime sur les
parametres biochimiques et les variations des parametres associé€s au stress oxydatif et ses

conséquences sur les organes vitaux de 1’organisme (cerveau, foie et cceur).

I1.2.1 Impact de régime de HG /Fe et de NS sur I’évolution de la masse corporelle

Au début de I’expérimentation, les souris utilisées présentaient un poids initial
homogene de 28,17+ 0,01 g. Elles ont regu pendant les 11 semaines d’expérimentation un
régime standard pour le groupe ST et ST+N et un régime hypergras (48 %) enrichi en matiére
grasse et supplémenté en FeCls pour les groupes HG/Fe et HG/F+N. A La fin de la période,
les poids corporels finaux des 4 lots atteignaient respectivement une 39,6 = 1,63 g et
43,2+1,95 g pour les groupes ST et ST+N ainsi que 45,2 £1.11 g et 42,85+1,43g pour les
groupes HG/Fe et HG/F + N. Les résultats obtenus concernant I’évolution du poids corporel
des 4 groupes expérimentaux, ont permis d’établir les courbes représentées dans la Figure

3s.
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Figure 35: Evolution de la masse corporelle des souris durant les 11semaines de traitement

I1.2.2 Impact de régime HG/Fe associé ou non au NS sur le poids des organes aprés 11
semaines d’expérimentation

Le poids des organes chez quatre groupes est illustré dans le tableau 5, aucune variation
significative n’a été observée dans le poids des organes entre les quatre groupes
expérimentaux, a 1’exception du tissu adipeux. En effet, les souris du groupe HG/Fe
présentent une masse de tissu adipeux évaluée a 1,48 + 0,3 g nettement supérieure a celle
des souris du groupe ST (0,40 £ 0,12 g) ainsi qu’a celle du groupe ST + N (0, 36 = 0,06g).
Toutefois, I’incorporation de NS au régime HG induit une diminution non significative du
poids de ce tissu par rapport au groupe HG/Fe. De plus, la masse de tissu adipeux du groupe

HG/Fe + N reste toujours significativement supérieure a celle des deux groupes standards.
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Tableau 5 : Poids des différents organes, des souris prélevés (g) apres 11 semaines
d’expérimentation

Organes (g) Groupes expérimentaux
G1:ST G2:ST+N G3 : HG/Fe G4 :HG/Fe+N

Cerveau 0,38+0,03 0,37+0,03 0,43+0,02 0,45+0,05
Ceeur 0,18+0,01 0,21+0,01 0,21+0,01 0,20+0,03
Foie 1,70+0,16 2,09+0,11 1,72+0,07 1,97+0,12
Reins 0,66+0,04 0,67+0,12 0,68+0,03 0,79+0,05
T. adipeux 0,40+0,12°"% 0, 36+0,06™*  1,48+0,3 1,09+0,25
Testicule 0,17+0,05 0,23+0,03 0,24-+0,02 0,24+0,01
Rate 0,15+0,01 0,24+0,08 0,17+0,01 0,14+0,03

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes *+ erreur standard ; avec (n=6) ; (*p<0,05 ; **p<0,001 ;
**¥p<0,001) différence significative par rapport au groupe HG/Fe ; (#p<0,05 ; ##p<0,001 ; ##p<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG/Fe+N.
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I1.2.3 Impact de régime HG enrichi en fer associé ou non au NS sur les parameétres
biochimiques plasmatiques

11.2.3.1 Effet sur les teneurs plasmatiques en glucose

*
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G1:ST G2:ST+N G3:HG/Fe G4:HG/Fe+N

Figure 36: Teneur plasmatique en glucose (g/1) chez les différents groupes
de souris apres 11semaines

(GLY : glucose). (Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes +
erreur standard ; avec n=0)

Apres 11 semaines d’expérimentation, les souris soumises au régime hypergras enrichi
en FeCls provoquant une augmentation significative de la teneur plasmatique en glucose par
rapport au groupe standard supplémenté ou non en poudre de NS (1,3 + 0,06g/L. versus 0,86
+ 0,06 g/L ; 0,81 = 0,09 g/L). La supplémentation en NS dans le régime HG/Fe réduit cette

teneur mais cette diminution est non significative. (Figure 36)

11.2.3.2 Effet sur le profil lipidique plasmatique : triglycéride, cholestérol total, HDL
et LDL

La consommation quotidienne d’un régime riche en gras pendant 11 semaines entraine
une perturbation du profil lipidique des souris. Ceci se traduit par une €lévation des taux
plasmatiques du cholestérol total, des triglycérides et des fractions lipoprotéiques C-LDL
ainsi que par une diminution hautement significative des taux plasmatiques des fractions
lipoprotéiques en C-HDL. (Figure 37)

En effet, on note une augmentation hautement significative du cholestérol total chez le
groupe HG/Fe supplémenté ou non en NS (1,80 + 0,12 g/L ; 1,68 + 0,06 g/LL) comparé au
groupe ST (0,92 + 0,07 g/L) et au groupe ST + N (1,07 + 0,12 g/L).
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La méme constatation est obtenue : une augmentation significative de triglycérides chez
le groupe HG/Fe (1,61 + 0,15 g/l) par rapport au groupe ST (0,85 £ 0,09 g/I) et au groupe
ST+N (0,85 + 0,09 g/l). Par contre la supplémentation de HG/Fe en NS réduit de maniere

significative le taux de triglycérides.

Paralle¢lement, la supplémentation en NS dans le groupe ST augmente de maniere
hautement significative le taux du bon cholestérol (C-HDL) (0,58 + 0,08 g/L) en
comparaison avec le groupe ST (0,30 £ 0,04 g/L) et les groupes de souris nourris par le
régime HG/Fe associé ou non au NS (0,18 + 0,03 g/L ; 0,30 + 0,07 g/L). L’addition de NS
dans le régime HG/Fe améliore le taux de HDL atteignant une valeur comparable a celle du
groupe ST, cependant cette augmentation demeure non significative en comparaison avec le
groupe HG/Fe.

Dans le méme sens, les souris nourries un régime HG/Fe supplémenté ou non en NS
(1,29 £ 0,13g/L ; 1,14 £ 0,12g/L) présentent un taux de LDL plus élevé que celui observé
chez le groupe standard supplémenté ou non en NS (0,44 + 0,07g/L; 0,32 + 0,13 g/L)

respectivement.
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Figure 37: Profils lipidiques plasmatiques en cholestérol total, triglycéride, HDL et
LDL (g/L) chez les différents groupes de souris apres 11 semaines.

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec n=6) (*) différence significative par
rapport au groupe HG /Fe, (#) différence significative par rapport au groupe HG/Fe +N, (1) différence significative par
rapport au groupe ST+N)
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11.2.3.3 Effet sur les l1ésions hépatiques évalués par les taux des transaminases (ASAT

et ALAT)

Le régime hyperlipidique provoque des Iésions hépatiques identifiées par des
concentrations plasmatiques ¢levées des transaminases (ASAT et ALAT). En effet, des taux
tres élevés en ASAT et ALAT ont été constatés chez le groupe HG/Fe (on note 215+20,08
Ul/ml pour les ASAT et 43 £1,82 Ul/ml pour les ALAT) comparé au groupe standard
supplémenté ou non en poudre de NS (on note 136 + 6,96 Ul/ml ; 126 + 5,33 Ul/ml pour les
ASAT et 31 £ 2,44 Ul/ml; 30 £ 2,23 pour les ALAT) respectivement. Néanmoins,
I’incorporation de NS dans le régime hyperlipidique permet de restaurer les Iésions
hépatique en provoquant une diminution des taux de ces deux enzymes pour le groupe
HG/Fe + N, qui sont évalués a 153,57 = 2,98 Ul/ml pour les ASAT et a 30 + 2,43 Ul/ml pour
les ALAT, versus le groupe HG/Fe.

En revanche les niveaux plasmatiques d’acide urique, d’urée, de créatinine et de
protéines totales ne montrent aucun résultat significatif entre les quatre groupes. Cela peut
étre expliqué par la courte durée de I’expérimentation animale pour I’installation des
perturbations dans le bilan rénal. Néanmoins cette durée est suffisante pour provoquer des
perturbations dans le profil lipidique et hépatique. (Voir tableau 6)

Tableau 6 : Impact d’un régime HG enrichi en fer associé ou non au NS sur les

transaminases hépatiques (ASAT et ALAT) et sur les parameétres biochimiques rénaux
apres 11 semaines d’expérimentation.

Paramétres Groupes expérimentaux

biochimiques  G1 :ST G2 :ST+N G3 : HG/Fe G4 : HG/Fe+ N
ASAT(UI/ml)  136+6,96" 126+5,33" 215420,08 153,57+2,98"
ALAT(UI/ml) 31+2,44° 30+2,23" 43+1,82 30+2,43™
Acide urique 23+1,37 24+5,09 31,66+6,54 37,14+8,65
(mg/l)

Urée (g/L) 0,4+0,05 0,31+0,04 0,29+0,15 0,4+0,06
Créatinine 4,3+0,37 4,1+0,57 4,41+£0,41 3,64+0,35
(mg/l)

Protéine totale 53,7+3,55 47,3+3,27 56,16+1,64 66,64+8,35
(/L)

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes * erreur standard ; avec (n=6) ; (*p<0,05 N **p<0,001 N

**p<0,001) différence significative par rapport au groupe HG/Fe ;
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I1.2.4 Impact de régime HG enrichi en fer associé ou non au NS sur les parametres
de stress oxydatif

I1.2.4.1 Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique et tissulaire
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Figure 38: Le pouvoir réducteur A : plasmatique (umol/L), B :cérébrale :hépatique et
D :cardiaque( (umo//g de tissu), chez les différents groupes de souris apres 11semaines.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=6).

Les résultats des évaluations du pouvoir réducteur plasmatique (PRP), du pouvoir
réducteur tissulaire (PRC : cérébral, PRH : hépatique et PRCa : cardiaque) sont présentés
dans la figure 38Figure 38. Ces résultats indiquent que le régime riche en graisses et
supplémenté en fer (HG/Fe) affecte de maniére significative le pouvoir réducteur (PR)

évalué par la technique FRAP.

Plus précisément, les souris ayant regu le régime HG/Fe ont présent¢ un PR
significativement plus faible en comparaison avec le groupe ST. Ceci a été constaté au niveau
plasmatique (893,39 + 101,66 umol/l versus 1271,2 + 86,94 umol/l), (498,82 + 35,52 umol/g
de tissu versus 727,05 + 49,01 umol/g de tissu) au niveau cérébral, (6051,39 = 273,86 pmol
/g de tissu versus 8920,54 + 1145,47 umol /g de tissu) au niveau du foie et (1553,04 + 74,73

umol /g de tissu versus 2299,13 + 81,49 umol /g de tissu) au niveau du ceeur.
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L'incorporation de poudre de NS dans le régime alimentaire standard a amélioré de
manicre significative 1'activité antioxydante, a la fois au niveau plasmatique et au niveau
tissulaire. En effet, le groupe ST+N a montré une augmentation hautement significative du
PR par rapport au groupe HG/Fe : on note 1633,74 + 58,92 umol/l versus 893,39+101,66
umol/l au niveau plasmatique 924,70+139,82 umol/g de tissu versus 498,82 + 35,52 umol
/g de tissu au niveau cérébral ; 8759,03+74,59 umol/g de tissu versus 6051,39 +273,86 umol
/g de tissu au niveau hépatique et 2441,73+£141,59 umol/g de tissu versus 1553,04+74,73

umol /g de tissu au niveau cardiaque.

Cependant, l'incorporation de NS dans le régime HG/Fe a amélior¢ de manicre
significative le PRP, le PRC, et le PRH chez les souris. Cette amélioration est
particulierement évidente lorsqu'on compare le PRP, le PRC, et le PRH des souris traitées
avec le HG/Fe supplémenté en NS a celles des souris traitées uniquement avec le HG/Fe :
on note 1266,90£147,66umol/l versus 893,39+£101,08 umol/l au niveau plasmatique,
849,41+44,64 umol/g de tissu versus 498,82 + 35,52 pmol/g de tissu au niveau cérébral et
7528,75+ 399,23 umol/g de tissu versus 6051,39 £ 273,86 umol/g de tissu au niveau

hépatique. Toutefois, aucune amélioration significative n’a été observée au niveau du cceur.
11.2.4.2 Effet sur la teneur en vitamine C tissulaire

Les résultats présentés dans le tableau 7, indiquent que le régime HG/Fe ¢élaboré au
cours de cette étude diminue significativement les concentrations tissulaires en vitamine C,
cette diminution est estimée a 40,20+4,23 ng/l ;34,80+2,22 ng/l pour le groupe HG/Fe dans
le foie et le cceur en opposition aux souris de groupe ST (63,50+5,17 pg/l ; 58,18+4,53 ng/l)
au niveau hépatique et cardiaque respectivement.

L’incorporation du NS au régime HG/Fe, améliore significativement les concentrations
en vitamine C. en effet les concentrations en vitamine C au niveau hépatique chez le groupe
de souris HG/Fe +N, sont significativement supérieures a celles des souris qui regoivent
uniquement le régime HG /Fe (57,93 + 4,05 ug/l versus 40,20+4,23 pg/l). Cependant cette

augmentation de concentration n’est pas significative au niveau du cceur.
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Tableau 7: Effet de NS sur le teneurs tissulaires (nug/g de tissus) en vitamine C des souris
nourries par le régime HG supplémenté de FeCl3 apres 11 semaines d’expérimentation

Parameétres G1:ST G2 :ST+N G3: HF/Fe G4 : HF/Fe +N

Teneur 63,50+5,17 50,58+4,62 40,20+4,23 57,93 £ 4,05
hépatique en Vit
C (ung/ g de tissus)

Teneur 58,18+4,53 46,88+4,30 34,80+2,22 40,96+3,94
Cardiaque en Vit
C (ug/ g de tissus)

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=6) ; (*p<0,05 ; **p<0,001; ***p<0,001)
différence significative par rapport au groupe ST, (#p<0,05; ##p<0,001 ; ###p<0,001) différence significative par
rapport au groupe HG/Fe+N.

I1.2.4.3 Evaluation de I’oxydation des protéines (les groupements thiols) au niveau

plasmatique et tissulaire

L'évaluation de 1'oxydation des protéines dans le plasma et les tissus (figures 39) montre
que le groupe HG/Fe présente des altérations significatives de I'oxydation des protéines. Ceci
est mis en évidence par une réduction marquée de la teneur en groupes thiols évaluée a
366,31+15,54 pmol/L en comparaison avec le groupe ST (683,29 + 23,93 umol/L) et le
groupe ST supplémenté en NS (828,95 + 64,99 umol/L) au niveau du plasma.

De méme, les résultats concernant 1’homogénat des tissus (cerveau, foie, cceur)
corroborent ces conclusions, montrant des niveaux de thiols significativement plus faibles
dans le groupe HG/Fe (752,15 + 44,81 umol/ g de tissu) par rapport au groupe ST (1063,52
+ 59,10 umol/ g de tissu) et au groupe ST+N (1371,76 = 162,97 umol/ g de tissu) au niveau
du cerveau, on note 2619,06 = 186,30 umol/g de tissu versus 4133,48 + 404,44 umol/g de
tissu ; 3444,92 + 384,17 umol/g de tissu) au niveau du foie. Le méme résultat a été observé
au niveau du cceur, pour le groupe HG/Fe (1553,04 + 74,73 pmol/ g de tissu) lorsqu’on
compare avec le groupe standard supplémentée ou non en NS (2299,13 + 81,49 umol/g de

tissu, 2441,73 + 141,59 umol/ g de tissu) respectivement.
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L'incorporation de NS dans un régime alimentaire riche en graisses démontre un effet
protecteur contre 1'oxydation des protéines. Ceci est mis en évidence par une augmentation
de la teneur en thiol dans le groupe recevant le régime HG/Fe +N par rapport au groupe
HG/Fe estimée a (526,84 + 25,64 umol/L versus 366,31 £ 15,54 umol/L) au niveau du
plasmatique et (1272,60 + 64,22 umol/g de tissu versus 752,15 + 44,81 pumol/g de tissu) au

niveau cérébral.

Parallélement, les résultats des dosages des groupements SH au niveau hépatique et
cardiaque apres I’incorporation de NS dans le régime HG, révelent une augmentation
hautement significative des teneurs hépatiques et cardiaques en groupements SH par rapport
au groupe HG (3611,59 + 308,45 umol/g de tissu versus 2619,06 + 186,3 umol/g de tissu)
au niveau du foie, et (1657,39 + 88,37 umol/g de tissu versus 1553,04 + 74,73 umol/g de

tissu) au niveau du cceur.

Cependant, cet effet protecteur reste toujours inférieur a celui des groupes témoins. Plus
précisément et au niveau plasmatique, une augmentation tres significative de la teneur en
thiols est observée a la fois dans le groupe ST et dans le groupe ST+N par rapport au groupe
HG/Fe+N (683,29 + 23,93 pmol/L ;828,95 + 64,99 umol/l versus 526,84 + 25,64 umol/l).
Une tendance similaire est observée au niveau cérébral, en particulier dans le groupe témoin

supplémenté en NS, bien que cette augmentation ne soit pas statistiquement significative.
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Un autre résultat intéressant a été observé dans le groupe ST+N, celui-ci montre une
forte protection contre la peroxydation des protéines par rapport au groupe ST. Une
augmentation significative de la teneur en thiols a été observée dans le groupe ST recevant
de NS (828,95 + 64,99 umol/L), par rapport au groupe ST (683,294+23,93 umol/L) au niveau
du plasma et (1371,76 £162,97 pumol/ g de tissu versus 1063,524+59,10 umol/ g de tissu) au

niveau du cerveau.
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Figure 39 : :la concentration des groupements thiols plasmatique (umol/L), tissulaire et
GSH réduit cérébral (umol/g de tissu) chez les différents groupes de souris apres
11semaines

A : plasmatique,B :Cerebrale,C :Hepatique et D :cardiaque, E : GSH réduit cérébral ( (,umol/g de tissu) Les résultats

sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=6) .
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Dans cette étude (figure 39Figure 39), la concentration de GSH était réduite dans le
tissu cérébral des souris nourries au HG/Fe par rapport aux souris témoins. Une
augmentation tres significative de la concentration de GSH a été observée dans le groupe
témoin supplémenté ou non en NS (1872,94 + 59,10 umol/g de tissu) ; (2181,17 = 162,67
umol/g de tissu) compare au groupe HG/Fe (1561,56 & 44,81 umol/g de tissu).

La supplémentation en NS améliore de maniére significative les niveaux du GSH réduit
chez les animaux nourris au HG/Fe (2082,01 & 64,22 pmol/g de tissu versus1561,56 + 44,81
umol/g de tissu).

11.2.4.4 Effet sur I’oxydation lipidique au niveau plasmatique et tissulaire

Le régime HG/Fe utilisé dans cette étude génere une oxydation des lipides, estimée par
le dosage de MDA (tableau 8). Aprés 11 semaines de traitement, une augmentation trés
significative de la concentration de MDA a ¢été¢ observée dans le groupe HG/Fe (7,05+0,51
mmol/L) par rapport au groupe ST supplémenté ou non en NS (4,92+0,43 mmol/L) ;

(3,32+0,56 mmol/L) au niveau plasmatique.

Dans le méme contexte, une augmentation trés significative et trés importante des
niveaux de MDA est estime dans le groupe HF/Fe par rapport aux deux groupe standard les
quels (29 ,98 =2 ,82 umol/g de tissu versus16,15 + 1,00 umol /g de tissu ; 20,13 £2,21 pmol
/g de tissu) au niveau du cerveau ; et (100,98+5,89 umol/g de tissu versus 35,26 + 6,38 umol
/g de tissu ; 65,08 + 9,22 umol/g de tissu) au niveau du cceur. Une tendance similaire est
observée au niveau du foie, en particulier dans le groupe témoin par rapport au groupe

HG /Fe (298,71 £ 12,67 umol/g de tissu versus 160,35 £ 37,36 umol/g de tissu).

L’incorporation de NS dans le régime HG enrichi en FeCls montre un effet trés
remarquable sur le taux des MDA générés par le régime HG/Fe. En effet, une réduction tres
significative a été constaté dans le groupe HF/Fe + N (2,33 &+ 0,64 mmol/L) par rapport au
groupe HF/Fe (7,05 + 0,51mmol/L) au niveau du plasma. Une diminution similaire des
niveaux de MDA a été observée dans le groupe HF/Fe+N par rapport au groupe HF/Fe, on
note 18 ,24 + 2,82 umol/g de tissu versus 29 ,98 =2 ,82 umol/g de tissu au niveau cérébral;(
298,71 £ 12,67 umol/g de tissu versus 200,90 £+ 15,40 umol/g de tissu) au niveau hépatique
et (100,98 + 5,89 umol/g de tissu versus 43,78 +£10,21 pmol/g de tissu) au niveau cardiaque.
Ces résultats suggerent que la NS exerce un effet protecteur, méme en présence de taux
¢levés de MDA induits par le régime riche en graisses associé au fer, offrant une meilleure
protection que celle observée dans les groupes témoins, tant au niveau du plasma que des

organcs.
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Tableau 8 : Oxydation lipidique (MDA) plasmatique (umol/L) et tissulaire (umol/g de
tissu) des souris sous le régime hypergras enrichi en fer, supplémenté de la poudre de NS
apres les 11 semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Parametres " gy G2:ST+N  G3:HG/Fe G4 :HG/Fe +N
MDA 4,9240,43" 3,3240,56™  7,05+0,51 2,3340,64"
plasmatique
MDA 16,15£1,00"  20,13£2,21"  29,98+2.12 18,24+2,82"
cérébrale
MDA 160,35+37,36™ 231,04+37,43 298,71+12,67  200,90+15,40"
hépatique
MDA 35,26+6,38""  65,08+£9,22"  100,98+5,89 43,78+10,217"
cardiaque

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=6) ; (*p<0,05 ; **p<0,001;

**%p<0,001) différence significative par rapport au groupe HG /Fe.

11.2.4.5 Effet sur la catalase érythrocytaire et cérébrale

Tableau 9: Effet de NS sur la teneur en CAT au niveau érythrocytaire (umol/min/ml) et
cérébrale (umol/min/g de tissu) chez différents groupes de souris aprés 11 semaines.

Groupes expérimentaux

Paramétres

G1:ST G2 : ST+N G2 G3 : HF/Fe G4 : HF/Fe +N
Catalase 1244,38+44,52 895,75+145,79 416,78 +£104,66 % 677,53+120,19%*
érythrocytaire
Catalase 50383,02+203,14"  52887,61+£1374,83 48423,54+383,80""  49304,39+219,69"*
cérébrale
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Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=6) ;(***p < 0.001 ; **p < 0.01; *
p <0.05) par apport au groupe standard (R1 :ST) ; (###tp < 0.001; ##p < 0.01; #p < 0.05) par apport au groupe standard
+NS R2 (ST+N).

Le tableau 9 illustre I’impact du régime HG /Fe associé ou non au NS sur I’enzyme
antioxydante la CAT dans les érythrocytes et les tissus cérébraux des souris apres 11
semaines de traitement. Les résultats obtenus indiquent une diminution hautement
significative de l'activit¢ CAT dans le groupe HF/Fe par rapport au groupe témoin
supplémenté ou non en NS, on note 416,78 £ 104,66 pmol/min/ml versus 1244,38+ 44,52

umol/min/ml au niveau et 895,75+145,79 pmol/min/ml au niveau érythrocytaire.

L’incorporation de NS dans le régime HG/Fe a augmenté 1'activité de CAT ; cependant,
cette augmentation n'était pas statistiquement significative par rapport au groupe HG/Fe. En
outre, ’activité de la CAT dans ce groupe était inférieure a celle observée dans le groupe

témoin on note 677,53+120,19 pumol/min/ml versus 1244,38+ 44,52 pmol/min/ml.

Dans le méme contexte, nous avons observé une diminution trés significative de
l'activité CAT dans le groupe HF/Fe (48423,54 + 383,80 umol/min /g de tissu) par rapport
au groupe ST (50383,02 + 203,14 pmol/min/g de tissu), ainsi qu'une diminution trés
significative par rapport au groupe ST+N (52887,61 + 1374,83umol/min/g de tissu) au
niveau du cerveau. De plus, l'activité de la catalase est restée constamment plus élevée dans

le groupe ST+ N par rapport au groupe ST et au groupe HF/Fe+N.

Cependant, au niveau des érythrocytes, l'activité de la catalase a montré une tendance
significative a la baisse dans le groupe HF/Fe par rapport au groupe HF/Fe traité¢ avec NS,

alors qu'aucune différence significative de ce type n'a été observée au niveau du cerveau.

I1.2.5 Effet contre la stéatose hépatique

Apres 11 semaines de traitement par NS, les foies des souris nourris aux différents
régimes ont été analysés histologiquement. Les souris du groupe ST et ST+N montrent des
coupes histologiques de foies normaux figure 40 (a et b). Par contre les foies des souris de
groupe HG/Fe indiquent des nombreuses vacuoles lipidiques dans les hépatocytes (figure
40Figure 40 c). Ces inclusions lipidiques sont réduites en taille et en nombre chez le groupe

HG/Fe+N.
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Figure 40: Observation microscopique (X40) des coupes
histologiques de foie de souris de apres 11 semaines de traitements.

A : groupe ST(X40), B : groupe ST+N (X10), C : groupe HG/Fe (X40) présence de vacuole lipidique (fleche rouge),
D : groupe HG/Fe+N (X40) présence de vacuole lipidique (fleche verte).

II.3 Présentation des résultats de Modéele d'apprentissage pour évaluer 1'effet

modulateur de NS sur le stress oxydatif.

Ce travail vise a exploiter l'intelligence artificielle pour prédire les mesures DRX a partir de
mesures diélectriques des homogénats de foie. En estimant I'angle théta a la fois par Epsilon
et par I'énergie totale en eV, nous présentons une approche compléte utilisant des réseaux
neuronaux artificiels (RNA). Les données expérimentales ont été divisées en deux parties :
80 % pour l'entrainement et 20 % pour la vérification. Nous avons mené des expériences
approfondies avec différentes configurations de réseau dans Matlab, en optimisant la marge
d'erreur la plus faible. Nos résultats démontrent le potentiel des ANN dans la prédiction

précise des mesures DRX avec un taux d'erreur observé d'environ 7 degrés.
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I1.3.1 Résultat des mesures diélectriques, mesure DRX et UV-visible
Nous avons effectué¢ des mesures diélectriques (voir figure 42Figure 42) et DRX (figure
43Figure 43) et des mesures UV (Figure 44 ). La figure 41Figure 41 fournit une

représentation géométrique initiale du réseau de nanoparticules.

Taille [nm]

—&—Taille [nm]

Figure 41 : Représentation du réseau de nanoparticules

Si I'on considere la cellule de mesure en plus de I'échantillon caractérisé comme un
condensateur (C), la géométrie de ce systéme capacitif est représentée par la surface de la

cathode (S) et le diametre de 1'échantillon (1) :

C = S'E
l
L =0,01 micrométre
Diametre de I'¢lectrode = 13 mm
L'énergie maximale de ce systéme est :
Unax =LE,
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Et I'énergie totale :

1S
—&'—1?E2

1 12 1 2
Eior =5VEEF =5 CUpx 287

2 2

Enfin : Eyo, = 2&'SIEZ = 6256883925

La différence entre cette énergie calculée et le fossé énergétique :

AE = 6.256883925 - 5.66 = 0.59 eV pour une longueur d'onde de 207 nm

AE = 6.256883925 - 5.99 = 0.26 eV pour une longueur d'onde de 219 nm

La figure 42 présente deux courbes en fonction de la fréquence (kHz) : la conductivité
¢lectrique o(f) et la permittivité diélectrique €'(f), comparant plusieurs échantillons (RSP,
RSP-L, RSP-H, RHPG-L, RHPG-H, substrat et échantillon sans liquide ionique). Cette
analyse permet d’évaluer I’influence de la composition, du traitement et de la charge sur les
propriétés électriques des matériaux étudiés.

Globalement, deux comportements principaux sont observes : (i) une augmentation de
la conductivité avec la fréquence pour la majorit¢ des échantillons, et (ii) un profil
caractéristique des matériaux diélectriques hétérogeénes ou composites, ou la conduction
dépend fortement de la dynamique des charges et des phénomeénes de polarisation
interfaciale.

La comparaison des échantillons révele que RHPG présente une conductivité plus
¢levée, tandis que le substrat et 1’échantillon dépourvu de liquide ionique montrent des
valeurs plus faibles. Ces observations sont cohérentes avec le mécanisme réactionnel
proposé entre le liquide ionique et 1’acide gras (voir figure correspondante). Le liquide
ionique, en raison de sa nature intrinsequement conductrice, favorise le transport de charge.
Par ailleurs, I’acide gras saturé, utilis¢ comme modéle de régime hypergras inducteur de
stress oxydatif et de production d’espéces réactives de 1’oxygene in vitro, semble également
contribuer a I’augmentation de la conductivité, probablement par modification de la structure

interfaciale et de la mobilité ionique.
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Figure 42: Conductivité (partie réelle) (a) et permittivité (partie réelle).

Le diffractogramme (figure 43) présente de nombreux pics nets indiquant la présence de
phases cristallines. La matrice organique du foie étant majoritairement amorphe, les pics
observés sont attribuables soit a la cristallisation du liquide ionique, soit a des sels minéraux

biologiques recristallisés ou modifiés par interaction avec le liquide ionique.
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Figure 43 : Spectre DRX affiné de nanoparticule du foie

Le spectre UV-visible (figure 44) met en évidence deux pics d’absorption situés a 207
nm et 219 nm, correspondant a des transitions électroniques de haute énergie dans
I’ultraviolet lointain. Les bandes observées dans la région 200-220 nm sont généralement
attribuées a des transitions T — 7* associées aux doubles liaisons conjuguées (C=C, C=0)
ou a des systémes aromatiques présents a la surface des nanoparticules ou au sein des ligands

et stabilisants.
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L’absence de bande d’absorption dans le domaine visible indique qu’il ne s’agit pas de
nanoparticules métalliques plasmoniques. Ce profil spectral peut suggérer soit des particules
de tres petite taille (< 2—3 nm), soit un matériau essentiellement organique. La proximité des
deux pics (207 et 219 nm) pourrait également traduire 1’existence de deux environnements

¢électroniques légerement distincts au sein du systéme étudié.

Ainsi, un spectre présentant uniquement ces deux bandes refléte principalement la
présence de chromophores organiques ou de transitions électroniques fondamentales, plutot
qu’une signature plasmonique caractéristique. Dans notre cas, 1’échantillon correspondant a
un homogénat de foie lyophilisé traité par un liquide ionique, les absorptions observées
s’expliquent principalement par les biomolécules hépatiques (notamment les liaisons

peptidiques des protéines) et/ou par I’absorption propre du liquide ionique.
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Figure 44 : spectre UV- visible nanoparticule du foie

I1.3.2 Prédiction des mesures DRX et biologiques a I'aide de ’'TA
11.3.2.1 Evaluation des performances

Apres la formation, les performances du réseau neuronal artificiel ont été évaluées a
l'aide des données de vérification a 20 %. Le principal indicateur de performance était la
marge d'erreur entre les mesures DRX prévues et réelles. Nous avons cherché a minimiser

cette erreur par des tests itératifs et des ajustements de configuration.

114



Chapitre I Résultats et discussions

Apres avoir testé plusieurs configurations, le réseau neuronal artificiel présentant la
marge d'erreur la plus faible a été sélectionné. La configuration finale a démontré une
capacité robuste a prédire les mesures DRX avec une marge d'erreur d'environ 7 degrés.
Cette performance a été observée de maniere constante dans l'ensemble de données de

vérification.

La figure 45Figure 45 illustre la comparaison entre les prédictions du réseau neuronal
artificiel et les données expérimentales réelles. L'alignement étroit entre les valeurs prédites
et réelles souligne la capacité prédictive du réseau neuronal artificiel. Malgré des écarts
mineurs, les prédictions du réseau neuronal artificiel se situaient généralement dans une

plage d'erreur acceptable.
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Figure 45 : comparaison entre les prédictions du réseau neuronal artificiel et les données
expérimentales réelles de DRX

La figure 46Figure 46 illustre la comparaison entre les prédictions du réseau et les données

expérimentales réelles (FRAP, Thiol, et TBARS hépatique). La concordance étroite entre les

valeurs prédites et les valeurs réelles souligne la capacité prédictive du réseau.
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Figure 46: Comparaison entre les prédictions du réseau neuronal artificiel et les données
expérimentales Biologique réelles
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I1.4 Discussion

I1.4.1 Effet du régime HG/Fe sur I’'induction de troubles métaboliques associes au
stress oxydatif

Les résultats obtenus au cours de cette études indiques qu’une surcharge en fer
potentialise I’effet pro-oxydant du régime riche en graisse. Ce qui laisse a suggérer qu’il
existe une relation étroite entre le régime hyper-gras, la surcharge en fer et la production des
ERO. Il est en effet largement admis qu’une alimentation riche en graisses saturées induit
a long terme I’accumulation du fer au niveau du foie et favorise la production excessive des
ERO via la réaction de Fenton (Tsuchiya et al., 2013), ce processus déclenche une cascade
de réactions caractérisées par une surexpression de la NADPH oxydase, une diminution de
I'expression des enzymes antioxydantes (Kesh et al., 2016), 1’activation de protéines

régulatrices du fer (IRP1) et la diminution de la ferritine.

L'ensemble de ces réactions amplifie la disponibilité du fer libre, accentuant ainsi les
dommages oxydatifs cellulaires et tissulaires. Les troubles métaboliques et le stress oxydant
engendrer par cette interaction favorisent la peroxydation lipidique ainsi que I’installation
d’une inflammation chronique au niveau hépatique, exacerbant la stéatose hépatique, la
résistance a I’insuline et les troubles du métabolisme lipidique (Chung et al., 2018 ; Zhang
et al., 2022). Outre ces complications cette combinaison, peut également accentuer les effets

pro-oxydants cérébraux (Hininger-Favier et al., 2016).

En effet la capacité du fer a accepter et donner des €lectrons favorise la formation des
ERO a travers les réactions de Fenton et de Haber-Weiss. Plus précisément, les ions Fe** et
Fe?* interagissent avec le superoxyde et H20O:, générant des radicaux hydroxyles hautement
réactifs. Ces derniers contribuent significativement a la pathogenese des maladies
neurodégénératives en induisant des altérations oxydatives au niveau cellulaire (Berg &
Youdim, 2006 ; Chen et al.,, 2012 ; Li & Reichmann, 2016). La perturbation de
I’homéostasie du fer est donc a 1’origine de ’altération de nombreuses voies chimiques et

d’un stress oxydatif neurotoxique (Gaeta & Hider, 2005 ;Long et al.,2023).
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11.4.2 Effet des régimes expérimentaux sur les paramétres biochimiques plasmatiques

I1.4.2.1 Impact sur le profil lipidique plasmatique

L’ensemble des résultats présentés indique que le régime HG/Fe utilisé dans cette étude
induit une altération du métabolisme lipidique, se traduisant par une dyslipidémie
caractéristique. Celle-ci se manifeste par une triade métabolique comprenant une ¢élévation
des triglycérides plasmatiques, une diminution du HDL et une augmentation de la fraction

LDL.

L’incorporation de NS a ce régime pendant 11 semaines d’expérimentation a diminué
de maniere significative les taux de cholestérol, de triglycérides et de LDL, tout en
augmentant le HDL. Cette activité hypolipidémiante est attribuée a la synergie des composés
bioactifs de la SN la thymoquinone, les stérols, les flavonoides et les acides gras
polyinsaturés (Alu'datt et al., 2024). Ces résultats concordent avec ceux d’Alshali, (2019),
Celui-ci montre que 8 semaines de traitement par NS, chez le rat, abaissent
significativement les taux de cholestérol, de triglycérides et de LDL, tout en améliorant le
taux du HDL. Un effet largement attribué a la TQ (Alshali, 2019). Le mécanisme d'action
du NS impliqué dans la régulation du métabolisme lipidique repose principalement sur
plusieurs processus synergiques, basé sur la réduction de l'absorption intestinale du
cholestérol alimentaire, la simulation de la synthése des acides biliaires et favorisation de

leur excrétion fécale (Sadeghzadeh et al., 2023).
11.4.2.2 Impact sur les teneurs plasmatiques en glucose

Comme mentionné précédemment, les souris NMRI nourries avec un régime HG/Fe
ont présenté des niveaux de glucose significativement plus élevés que ceux observés dans
les deux groupes standards. Ces résultats sont en accord avec ceux d’Elkanawati et al.,
(2024) qui confirment que le régime riche en graisses peut augmenter le nombre des
adipocytes, entrainant une accumulation de lipides dans le foie et une diminution de la
sensibilité a I’insuline. Cette situation s’accompagne d’une production accrue d’acides gras
libres (FFAs) liée a ’augmentation de la masse du tissu adipeux. En conséquence, les
concentrations élevées de FFAs inhibent I’activité anti-lipolytique de 1’insuline et amplifient
leur libération dans la circulation sanguine. Par ailleurs, ce type de régime favorise la
production des ERO et de cytokines pro-inflammatoires, contribuant ainsi au développement

de la résistance a 1’insuline.
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De plus, il a été démontré qu’une augmentation des réserves totales de fer dans
I’organisme est €également associée a une diminution de la sécrétion d’insuline pancréatique
ainsi qu’a une résistance accrue de celle-ci au niveau périphérique et hépatique, renforgant
ainsi le lien entre le métabolisme lipidique, le stress oxydatif et la dysrégulation de la

fonction insulinique (Hsu et al., 2022).

Au cours de la présente étude, I’incorporation de NS dans le régime HG/Fe a exercé un

effet hypoglycémiant significatif.

Nos résultats sont analogues aux études menées par Abdelmeguid et son équipe.,
(2004) et Kanter et al., (2004) qui ont évalué chez des rats diabétiques induits par la
streptozotocine (STZ), les effets de 'extrait aqueux et de I'huile de NS sur les concentrations
sériques de glucose. Leurs résultats indiquent que ces traitements ont significativement
atténué le taux du glucose sérique chez ces animaux. Cet effet hypoglycémiant est di a la
présence de thymoquinone également impliquée dans 1'amélioration du niveau d'insuline,
réduisant ainsi de maniére significative la glycémie et 'hémoglobine glycosylée (Tanwar et
al., 2021). De nombreuses études confirment le potentiel antidiabétique des graines de NS,
notamment leur capacité a abaisser la glycémie par divers mécanismes d’action (Tanwar et
al., 2021), impliquant la régénération des cellules B pancréatiques, la stimulation de la
sécrétion de Dl’insuline et I’amélioration de 1’absorption du glucose par les muscles
squelettiques via ’activation de la voie AMPK (protéine kinase activée par l'adénosine
monophosphate). En outre, la NS et sa molécule active principale, la TQ, inhibent la
néoglucogenese hépatique en ciblant spécifiquement les enzymes glucose-6-phosphatase et
fructose-1,6-bisphosphatase, tout en ralentissant I’absorption intestinale du glucose ce qui

renforce la tolérance au glucose (Shaukat et al., 2023).

11.4.2.3 Impact des régimes expérimentaux sur le foie troubles hépatiques, la stéatose

et transaminases

Dans cette étude, I’administration d’un régime HG enrichi en fer pendant 11 semaines
chez des souris NMRI a initié une stéatose hépatique et a augmenté le taux des transaminases
hépatiques (ASAT et ALAT). Ceci est attribué en premier lieu a I'accumulation de graisse
provenant du régime HG dans le foie (Feillet-Coudray et al., 2009). Egalement la surcharge
en fer joue un réle clé dans I'aggravation du stress oxydatif et des dommages hépatiques. Le
foie orchestre I'noméostasie du fer en produisant et en sécrétant 'hepcidine (Wang & Babitt,

2019).
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Cependant, en tant qu'organe principal de stockage de I'excés de fer, il est
particuliérement vulnérable aux dommages induits par son accumulation (Abbas et al.,
2014). Ce métal est un puissant agent peroxydant et fibrogéne, il est impliqué dans la
progression fibrotique de la maladie alcoolique et de la stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD). (Kirsch et al., 2006). I1 est probable que la surcharge hépatique primaire en fer
engage un mécanisme en plusieurs étapes, pour l'induction directe de la peroxydation
lipidique, l'activation des cellules stellaires et I'augmentation de la production de collagene,
(Abbas et al., 2014) ainsi que des dommages oxydatifs aux protéines et aux acides
nucléiques.) (Kirsch et al., 2006). Donc il est clair que l'apparition d'une surcharge hépatique
en fer est associée a une augmentation du stress oxydatif qui précede la résistance a I'insuline

et la stéatose hépatique (Tsuchiya et al., 2013).

Cependant I’administration de NS chez les souris ayant re¢u un régime HG enrichi en
fer montre des effets bénéfiques sur le foie en diminuant les altérations précédemment citées.
Ces effets bénéfiques pourraient étre attribué aux propriétés médicinales des graines de
nigelle, qui sont directement liées a leur teneur élevée en composés phénoliques Ces
composés agissent non seulement comme des antioxydants (Gueffai et al., 2022), mais
présentent également une capacité chélatrice significative du fer. Cette propriété est due a la
présence de groupes fonctionnels hydroxyles et carbonyles capables de se lier aux ions
ferreux (Fe2+). Cette interaction permet de former des complexes stables avec le fer,
réduisant ainsi sa disponibilit¢ pour participer aux réactions de Fenton (Perron &

Brumaghim, 2009).

NS joue donc un réle crucial dans la régulation du fer, en particulier dans le cadre de la
stéatohépatite non alcoolique induite par un régime alimentaire riche en graisses (Abbas et
al., 2014 ; Bashir et al., 2023). Ces résultats vont de pair avec ceux de Bashir et al., (2023)
et ses collaborateurs qui ont étudié 1’effet protecteur des extraits aqueux de NS (400, 200,
and 100 mg/kg) contre la stéatohépatite. Cet effet a été évalué¢ dans un modéele de syndrome

métabolique induit chez des souris soumises a un régime alimentaire hypergras.
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Selon leurs résultats, 1’administration de cet extrait a entralné une amélioration
significative de I’ensemble des parameétres biochimiques, notamment une réduction du
dysfonctionnement hépatique, comme en témoigne la diminution de ’activité de I’AST et
de ’ALT. De plus, cette action s’accompagne d’une diminution du stress oxydatif et d’une
meilleure régulation du métabolisme lipidique hépatique. Ainsi, ’extrait de NS contribue
efficacement a préserver la structure et la fonction du foie face aux atteintes induites par la

surcharge lipidique.

Parallelement Esmail et ses collaborateurs., (2021) montrent qu'aprés 6 semaines
d'alimentation des rats en régime HG, l'activité de 1'AST sérique a augmenté de maniére
significative. L’incorporation de 300 mg/ kg/jour de poudre de NS pendant 6 semaines

supplémentaires a corrigé 1’activité des transaminases hépatiques.

I1.4.3 Impact des régimes expérimentaux sur les parametres oxydatifs aux niveaux

plasmatique et tissulaire chez les différents lots de souris NMRI

Dans cette ¢tude, nous avons évalué 1’activité antioxydante de NS dans le plasma ainsi
que dans trois organes vitaux : le cerveau, le cceur et le foie. L'objectif était de prévenir la
maladie métabolique associée au stress oxydatif qui touche principalement ces organes,
notamment les maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires et la stéatose

hépatique, qui comptent parmi les conséquences du stress oxydatif.

Comme cité prédicament un régime riche en graisses induit une dysfonction
métabolique susceptible de modifier I’homéostasie rédox. Des études ont montré que la
consommation excessive de graisses alimentaires et un exces de fer peuvent, a eux seuls,

provoquer des dommages oxydatifs graves (Aguree et al., 2020).

Le HG/Fe exerce une influence majeure dans la genese du stress oxydatif, en favorisant
une surproduction excessive des ERO et en altérant I’efficacité des systémes de défense
antioxydants. (Tsuchiya et al., 2013 ; Di Majo et al., 2022). Cette perturbation du rapport
entre les processus pro-oxydants et antioxydants se traduit par une rupture de I’homéostasie
rédox, favorisant des effets délétéres a 1’échelle cellulaire et moléculaires. Parmi les
conséquences notables figurent une intensification de la peroxydation lipidique, une
oxydation accrue des protéines et une augmentation des I€sions oxydatives de I’ADN. Di
Majo et al., (2022), ont ainsi démontré qu’aprés huit semaines d’un régime hypergras,
I’analyse du statut rédox plasmatique indiquait une activation antioxydante endogene
insuffisante pour compenser le déséquilibre oxydatif induit par ce régime, contribuant ainsi

a la progression du syndrome métabolique.
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D’autre part, I’évaluation du statut antioxydant a mis en évidence une diminution
significative des groupements thiols et une altération marquée de la défense antioxydante,
qu’elle soit d’origine endogeéne ou exogene, ces dernieres sont fortement altérées dans le

syndrome métabolique.

Une étude récente a démontré qu’au niveau du cardiomyocyte, le fer labile peut réagir
avec le peroxyde d’hydrogeéne pour générer des radicaux hydroxyles toxiques, entrainant une
peroxydation lipidique et déclenchant un processus de ferroptose. Ce mécanisme de mort
cellulaire programmeée est susceptible de contribuer directement au développement de la

cardiomyopathie (Sawicki et al., 2023).

Dans cette ¢tude, la supplémentation en poudre de NS a significativement réduit la
formation de radicaux libres générés par un régime HG et enrichi en Fer. Cette activité
antioxydante est attribuée a la richesse en molécules bioactives antioxydantes, comme les
polyphénols et les flavonoides, agissant de maniére complémentaire et synergique pour
fournir une meilleure protection contre les ERO. En effet, les polyphénols et les flavonoides
contenus dans NS, agissent comme de puissants antioxydants naturels en piégeant les
radicaux libres grace a leurs multiples groupes hydroxyles (Alu'datt et al, 2024). Aussi,
des travaux récents ont mis en évidence que d’autres composés bioactifs de la NS, tels que
la TQ, le carvacrol, le trans-anéthole, le 4-terpin€ol, ainsi que les tanins et alcaloides,
participent également a cette activité de piégeage des radicaux libres, la TQ et la nigellone
apparaissent comme les principaux contributeurs de I’effet protecteur antioxydant (Shaukat

et al., 2023).

Cependant, pour exercer efficacement leur action contre les dommages oxydatifs, ces
molécules bioactives doivent atteindre leur site d’action en traversant le tube digestif sans
subir d’altération par les enzymes digestives. A cet égard, plusieurs études ont montré que
I’ajout de NS au régime alimentaire peut moduler I’activité¢ de ces enzymes digestives. De
plus, les composés bioactifs de la NS, notamment les polyphénols, sont capables non
seulement de franchir la barriére intestinale, mais également d’en améliorer la fonction
(Elmowalid et al., 2022; Jarmakiewicz-Czaja et al., 2023).

La TQ exerce notamment son influence sur I'équilibre pro-oxydant et antioxydant en
activant la voie de signalisation Nrf2. Cette voie joue un role essentiel dans la régulation des
défenses antioxydantes cellulaires, contribuant ainsi aux effets protecteurs et thérapeutiques

observés dans les troubles cardiovasculaires. (Aslani et al., 2024).
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Parallélement, dans les troubles du systéme nerveux central et périphérique, la NS et
la TQ ont également été rapportées pour leur capacité a restaurer 1’équilibre
prooxydant/antioxydant. Ces troubles sont en effet associés a des 1ésions oxydatives du tissu
nerveux, susceptibles d’altérer la fonction neuronale et de compromettre la santé

neurologique globale.

Ce potentiel neuroprotecteur s’explique en partie par la capacité des composés bioactifs
de NS, principalement la TQ, a traverser la BHE. Cette propriété confére a la TQ la
possibilité d’exercer ses effets au sein du systéme nerveux, en améliorant notamment les
scores neurologiques et la perméabilité de la BHE (Jakaria et al., 2018). Diverses études
menées sur des modeles cellulaires et animaux convergent pour démontrer que le role
neuroprotecteur des SN implique la modulation des niveaux de neurotransmetteurs, de
I’expression des récepteurs, des médiateurs cellulaires ainsi que la régulation des voies de

signalisation neuronale.

Il est par ailleurs suggéré que les composants de la NS interagissent avec les systémes
cholinergique, GABAergique, opioide et d'oxyde nitrique (NO) (Jakaria et al., 2018). Les
graines de NS et leurs principes actifs contribueraient ainsi a I’amélioration des troubles du
systtme nerveux en inhibant 1’activité cérébrale de l'acétylcholinestérase (AChE), en
augmentant le tonus GABAergique, en bloquant la surproduction de NO, en stimulant les
récepteurs opioides et, surtout, en exergant une action antioxydant (Javidi et al., 2016 ;
Fanoudi et al., 2019 ; Tavakkoli & Hosseinzadeh, 2020). Par ailleurs il a ét¢ démontré que
les composés de NS sont impliqués également dans 1’amélioration du bien-étre neuronal en
favorisant une augmentation des concentrations cérébrales de neurotransmetteurs clefs tels

que la dopamine, la sérotonine et la noradrénaline (Grabska-Kobylecka et al., 2023).

Dans la continuité de ces effets neuromodulateurs, 1’action neuroprotectrice de NS
pourrait également s’expliquer par son action contre la peroxydation lipidique. Cette
dernieére est une conséquence majeure de ’action des radicaux hydroxyles et d'autres
oxydants puissants, menant a des altérations de fluidit¢ membranaire et de 1I’intégrité
structurelle des cellules neuronales avec des répercussions fonctionnelles importantes sur
I’activité cérébrale (Juurlink & Paterson, 1998). Ceci va de pair avec les travaux de, Mehri
et al., (2014), ces derniers ont démontré que la TQ exerce un effet neuroprotecteur contre la
neurotoxicité induite par l'acrylamide (ACR) chez les rats Wistar. Cette action protectrice est

due principalement a la réduction de la peroxydation lipidique dans le cortex cérébral.
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Il a également été mis en évidence au niveau hépatique une corrélation entre les taux de
lipides et le degré de peroxydation lipidique dans des modeles expérimentaux de stéatose
hépatique. Il a été suggéré que la simple accumulation de graisses dans le foie est susceptible

d’induire une peroxydation lipidique hépatique. (Kirsch et al., 2006)

Bien que des études récentes soulignent I'importance de cibler des composants bioactifs
tels que la thymoquinone et ses dérivés, 1'utilisation de la NS entiére permet d'obtenir un
effet antioxydant remarquable. Cette hypothése est soutenue par Tavakkoli et
Hosseinzadeh., (2020), qui ont constaté que les extraits de NS contenant de la TQ étaient
trois fois plus puissants que la TQ seule, ce qui suggere un effet synergique des diftérents

composants présents dans 1’extrait.

Kanter et al., (2006) ont étudié les effets de NS sur les enzymes antioxydantes et les
enzymes hépatiques chez des rats exposés au tétrachlorure de carbone (CCls). Leurs résultats
ont révélé que la NS stimule ’activité du systeme de défense antioxydant et augmente la
concentration de vitamine C hépatique chez des rats exposés au CCl4. Par ailleurs, Akhtar,
et al., (2020) ont mené une ¢tude pertinente sur le potentiel antioxydant de I’huile de NS
(NSO) face au stress oxydatif chez des lapins diabétiques induits par I’alloxane. Ils ont
observé que NSO atténuait les 1ésions hépatiques en favorisant une élévation des niveaux de

vitamine C, un antioxydant reconnu pour sa capacité a donner des électrons.

Les thiols sont souvent la premiére ligne de défense contre 1’oxydation, car ils peuvent
étre oxydés de facon réversible pour former des ponts disulfures ou des mélanges disulfures
avec le glutathion, protégeant ainsi les protéines et autres biomolécules d’une oxydation
irréversible (Adwas et al., 2019). Dans cette étude, le régime HG/Fe favorise la génération
de ERO en réduisant I'activité des enzymes antioxydantes et en épuisant les concentrations
intracellulaires de GSH dans les tissus hépatique, cardiaque et cérébrale. La
supplémentation en poudre de NS agit comme un piégeur de radicaux libres, augmentant les
niveaux de GSH non enzymatique et les groupes thiols totaux a la fois dans le plasma et les

tissus.

Plusieurs études soulignent le role du NS dans 1'augmentation de la teneur totale en
thiols du sérum et des tissus. En effet la liaison non enzymatique de la TQ avec des
antioxydants intracellulaires non enzymatiques tels que le GSH, le NADH et le NADPH
conduit a la formation de complexes antioxydants dont la capacité de neutralisation des
radicaux libres est nettement supérieure a celle de la TQ seule, cette activité est comparable

a celle du Trolox, un antioxydant puissant analogue de la vitamine E (Shaukat et al., 2023).
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Par ailleurs, Ali et ses collaborateurs., (2017) ont rapporté¢ que la supplémentation
alimentaire avec 2 % de graines de NS permet de prévenir, voire d’atténuer, les 1ésions
hépatiques oxydatives induites par une exposition subchronique a I’acétate de plomb (PbAc)
chez des lapins males néo-zélandais. Selon leurs observations, la toxicité hépatique
provoquée par le PbAc a été atténuée grace aux effets protecteurs du NS. Cette
supplémentation a notamment entrainé une baisse significative du taux des MDA, un
marqueur clé du stress oxydatif. Ces effets antioxydants ont également ét¢ observés au
niveau cardiaque. En effet, une étude intéressante menée par Hassan et al., (2017) a évalué
l'effet cardioprotecteur de l'extrait éthanolique de NS (800 mg/kg) sur l'infarctus du
myocarde induit par l'isoprotérénol chez des rats Wistar. Les résultats ont montré une

réduction significative du taux de MDA cardiaque.

La catalase est une enzyme puissante qui transforme le peroxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygeéne moléculaire, ce qui en fait un acteur important dans la protection contre le stress

oxydatif (Juurlink & Paterson, 1998).

Dans cette étude, I’administration de poudre de NS dans un régime riche en graisses
enrichi en fer a permis d’améliorer 1’activité de la catalase tant au niveau sanguin que
cérébral. Ce résultat est corroboré par d’autres études portant sur NS, associée a la vitamine
C, montrant que cette combinaison peut contrer I’inhibition de 1’activité de la catalase apres
une lésion expérimentale de la moelle épiniere chez le rat. Par ailleurs, une augmentation de
I’activité de la catalase a été observée comme un indicateur des effets antioxydants de NS
(Javidi et al., 2016). De plus, I’administration de TQ a permis de rétablir les niveaux
normaux d’activité de la catalase dans le cerveau de rats (Leong et al., 2013). Parall¢lement
Mahmoud et ses collaborateurs., (2021) ont démontré que la supplémentation alimentaire
en NS entrainait une augmentation significative de I’activité de la catalase. Ces résultats
suggerent que la consommation de graines de NS contribue a la protection cellulaire, en
fournissant des molécules antioxydantes et en stimulant indirectement 1’activité des enzymes
de défense. D’aprés eux Les principaux composés actifs des graines incluent 1’acide p-
hydroxybenzoique, 1’acide chlorogénique, la catéchine et I’acide sinapique.

Enfin, I’étude de Rasoli et al., (2018), menée sur des rats adultes Wistar soumis a un
stress et traités avec un extrait de NS, indique que cet extrait posséde les propriétés chimiques
nécessaires pour renforcer la capacité antioxydante, augmenter ’activité de la catalase et

réduire la peroxydation lipidique.
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I1.4.4 Utilisation d'approches d'apprentissage automatique appliquées a I’analyse de
données électrochimiques et biologiques en vue de la conception d’un
biocapteur

Le domaine des biocapteurs s’est considérablement développé et s’étend désormais a
presque tous les domaines de la recherche, allant des applications médicales a la surveillance
environnementale. L’une des propriétés essentielles des biocapteurs réside dans leur
spécificité et leur sensibilité. Ces propriétés découlent principalement de la présence de
biocapteurs moléculaires (ou biorecepteurs), sélectionnés pour leurs spécificités
intrinseéques, telles que celles des enzymes, des anticorps et des aptaméres (Schackart &

Yoon, 2021).

Cette étude a pour objectif le développement d’un biocapteur innovant reposant sur
I’utilisation d’un homogénat hépatique comme matrice biologique ou biorecepteur, combiné
a un liquide ionique. Ce dernier est choisi pour ses propriétés di€lectriques ainsi que pour sa

capacité a fixer, stabiliser et favoriser la transformation de ’homogénat en nanoparticules.

En effet les homogénats tissulaires ont déja été employés comme récepteurs biologiques
dans des biosenseurs. Ils conservent une activité¢ enzymatique et des réponses métaboliques
utiles (Rajendra et al,2021). Ainsi que Les liquides ioniques sont reconnus pour stabiliser
les protéines/enzymes, améliorer 1’électrochimie des ¢lectrodes, et favoriser la
dispersion/fonctionnalisation de nanomatériaux, ce qui peut prolonger la durée de vie et
améliorer la sensibilité du capteur (Verissimo et al., 2022). Ces liquides sont des substances
constituées uniquement d’ions asymétriques présentant une faible énergie réticulaire, ce qui
leur confére des points de fusion bas. En raison de leur nature ionique, ils possédent des
propriétés exceptionnelles. Par exemple, ils peuvent facilement étre modulés par la
modification de la paire cation-anion, et peuvent ainsi €tre congus pour présenter des
caractéristiques adaptées aux applications pharmaceutiques, telles qu’une biocompatibilité
cellulaire, une biodégradabilité, une stabilité thermique €levée, une capacité de solvatation
d’un large éventail de composés, ainsi qu’une bonne solubilit¢ dans 1’eau. De plus, selon
leur structure chimique intrinseque, les ILs présentent d’autres caractéristiques avantageuses
pour les procédés industriels, notamment une faible viscosité, une pression de vapeur
négligeable, une grande stabilité thermique et chimique, ainsi qu’une conductivité électrique

appréciable (Verissimo et al., 2022).

126



Chapitre I Résultats et discussions

Compte tenu du role joué par les différents marqueurs du stress oxydatif dans de
nombreuses maladies, la détection de ces marqueurs revét une importance majeure.
Actuellement, les marqueurs du stress oxydatif sont détectés a 1’aide de techniques faisant
appel a des équipements sophistiqués, souvent cotliteuses et exigeant des protocoles
expérimentaux complexes. En raison des limites des méthodes conventionnelles, les
biocapteurs apparaissent comme une alternative prometteuse et efficace pour la détection
des marqueurs du stress oxydatif.
Leur performance repose principalement sur les interactions entre 1’analyte et les éléments
de bioreconnaissance, qui constituent un paramétre déterminant dans 1’évaluation de

I’efficacité du dispositif (Bencivenga et al., 2023).

Des mesures telles que I’UV, la DRX et les analyses diélectriques sont nécessaires a la
fabrication de capteurs précis. Cependant, La réalisation expérimentale de ces mesures
nécessite encore un investissement considérable en temps et en ressources.
L’TA offre une alternative prometteuse, permettant de réduire le temps requis pour les
mesures expérimentales en laboratoire. (Ghazi et al,2023) en effet Ces dernicres années,
I’IA a profondément transformé notre vie quotidienne, tout en créant d’importantes
opportunités et de nouveaux défis pour le systéme de santé traditionnel. L’TA accélere la
recherche biomédicale et la découverte de médicaments, facilite le dépistage clinique et le
diagnostic, et contribue a la prise en charge des patients. Ces applications permettent aux
scientifiques, aux cliniciens et aux institutions de santé¢ d’offrir des soins plus précis,
efficaces et personnalisés, soulignant ainsi le rdle transformateur de I’IA dans le progres de

la médecine moderne et de la médecine de précision (Bencivenga et al., 2023).

Dans cette étude les réseaux neuronaux artificiels I’une des branches de I’TA montrent
une capacité prédictive robuste dans les mesures DRX et les tests biologiques de stress
oxydatif (FRAP, Thiol, BARS). Les ANN s’imposent comme des outils performants pour la
prédiction de résultats biologiques. De plus, ils ont été utilisés pour analyser les données
¢lectrochimiques et améliorer la sensibilité ainsi que la spécificité de la détection. Par
exemple, dans le domaine des maladies métaboliques Un algorithme d’apprentissage
automatique (ML) a été utilisé pour améliorer la précision de la prédiction des biomarqueurs
du diabete (Bencivenga et al., 2023). De plus un ANN a permis de prédire les valeurs dans
différent domaines biologiques en démontrant une précision supérieure aux méthodes
statistiques classiques grace a sa capacité a modéliser des relations complexes et non

linéaires (Ching et al., 2018).
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Offrant ainsi une représentation plus réaliste des processus biologiques. Ces réseaux ont
¢été utilisés avec succes dans de nombreux domaines, notamment pour la prédiction de la
valeur génétique des caractéres quantitatifs, la modélisation des interactions protéine-
protéine, la détection des biomarqueurs, ou encore I’analyse des données omiques
(génomique, transcriptomique, métabolomique), cela démonte leur potentiel a transformer

la recherche biologique et biomédicale. (Eetemadi & Tagkopoulos,2019 ; Reel et al., 2021).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, la notion de « stress oxydant » est de plus en plus souvent utilisée pour
expliquer différentes atteintes pathologiques et leurs approches thérapeutiques. Ce
phénomene chronique, multifactoriel et complexe résulte a la fois de facteurs génétiques et
environnementaux. Il constitue un dénominateur commun majeur reliant I'exces de fer et le
régime hypercalorique, tel que le régime hyperlipidique, a la genése des pathologies
métaboliques. En effet, I’accumulation du fer au niveau des différents organes joue un role
clé dans les réactions oxydatives telles que la réaction de Fenton, conduisant a la génération
des ERO. En parall¢le, une accumulation excessive de graisses contribue également a

I’augmentation de la production d’ERO.

Ces derniers peuvent induire une peroxydation lipidique, des modifications post-
traductionnelles anormales des protéines ainsi que des dommages a I’ADN. Actuellement,
la stratégie la plus convoitée pour la protection contre les attaques radicalaires repose sur la
modulation du stress oxydatif en utilisant des substances naturelles issues des plantes
médicinales. Cependant cette approche, bien que pertinente, demeure a elle seule
insuffisante. Dans cette optique, I’objectif de cette présente étude vise a associer des
stratégies préventives basées sur 1’utilisation de plantes médicinales et un diagnostic rapide,
réalisé a I’aide des biocapteurs, des altérations oxydatives induites par un régime alimentaire
hyperlipidique enrichi en fer, ainsi que des désordres biochimiques qui en résultent, et ce

chez les souris NMRI.

Aprés 11 semaines d’expérimentation, les résultats obtenus indiquent que les souris
soumises au régime HG/Fe présentent une augmentation significative de la glycémie
plasmatique, par rapport au groupe ST + N et au groupe ST. Par ailleurs, une perturbation du
profil lipidique est constatée chez ces souris, se traduisant par une élévation des taux
plasmatiques du cholestérol total et des triglycérides en comparaison avec le groupe ST
supplémenté ou non en NS. Par contre la supplémentation du régime HG/Fe en NS induit

une diminution significative du taux de triglycérides par rapport au groupe HG.

Parallélement, la supplémentation en NS dans le groupe ST s’accompagne d’une
augmentation hautement significative du taux du C-HDL par rapport au groupe HG/Fe. En

revanche le groupe HG/Fe présente une élévation de C-LDL.
Le régime hyperlipidique enrichi en fer provoque ainsi des 1€sions hépatiques traduites

par un taux élevé des transaminases chez le groupe HG/Fe en comparaison avec les deux

groupes standards.
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La supplémentation en NS dans le groupe HG/Fe diminue ces 1ésions, en suggérant un

effet protecteur sur la cytolyse hépatocytaire.

Le traitement a base de NS rétablit les dommages oxydatifs induits par le régime HG,
on constate une augmentation du pouvoir réducteur plasmatique et tissulaire cardiaque,
hépatique et cérébrale. Parallelement, 1’évaluation des taux des groupements thiols, au
niveau plasmatique et tissulaire, indique que le groupe HG/Fe présente des altérations
oxydatives protéiques significatives marquées par une réduction des groupements SH.
L’ajout de la SN au régime HG/Fe améliore significativement le taux de groupement thiols.
De plus, L'évaluation de GSH au niveau cérébral indique des résultats concordants. Une
tendance similaire est observée pour I’enzyme antioxydante la catalase au niveau cérébral et

érythrocytaire.

Le groupe HG/Fe présente une diminution hautement significative de l'activité catalase,
au niveau cérébral et ce en comparaison avec les groupes ST et ST+N respectivement. Le
régime HG/Fe utilisé dans cette étude génére une oxydation lipidique, estimée par le dosage
de MDA compar¢ aux groupes ST et ST+N respectivement. L’incorporation de la NS dans
le régime HG/Fe réduit d’une manicre trés significative le taux de MDA au niveau du plasma,
cerveau, foie et ceeur. L'analyse globale de ces résultats nous amene a suggérer que la
supplémentation en NS a des répercussions bénéfiques en limitant le développement excessif
du stress oxydant. Il est fort probable que la NS est composée de biomolécules essentielles
capables de traverser non seulement la barriére intestinale mais aussi la barriére hémato-
encéphalique et d'exercer ainsi un effet protecteur contre le déséquilibre oxydatif et la

peroxydation lipidique engendrés par un régime hyperlipidique enrichi en fer.

Cette approche pourrait constituer une stratégie nutritionnelle préventive intéressante a
exploiter contre les maladies liées au stress oxydatif. Mais le plus important aussi, c’est de
développer des techniques de diagnostic rapide afin de minimiser les dégats li€s aux stress
oxydatifs. Ce probléme représente une véritable préoccupation qui nous a amenés a exploiter
la matrice biologique (homogénat du foie) comme une premiere phase pour établir notre
modele de biocapteur. Dans cette, étude 1’association de I’homogénat du foie et des liquides

ioniques a montré des caractéristiques intéressantes.

En effet, les caractérisations DRX, UV et diélectriques offrent une vision
complémentaire des propriétés moléculaires et structurales de I’homogénat. Ces mesures
représentent une alternative prometteuse et complémentaire, permettant de réduire le temps

requis pour les mesures expérimentales.
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Puis nous avons exploité en deuxiéme phase les approches d'apprentissage automatique
pour l'analyse de données de caractérisation et les résultats biologiques (réseaux neuronaux
artificiels ANN). Aprés avoir testé plusieurs configurations, le réseau neuronal artificiel
présentant la marge d'erreur la plus faible. La configuration finale a démontré une capacité
robuste a prédire les mesures DRX, UV et diélectriques croisées avec les mesures
biologiques. Cette performance a été observée de maniere constante dans l'ensemble de
données de vérification. La concordance étroite entre les valeurs prédites et les valeurs

réelles souligne la capacité prédictive de ce réseau.

Il est clair que des tests supplémentaires et des investigations plus profondes sont
nécessaires a entreprendre afin de compléter et consolider ces résultats. Ainsi, dans la
continuité de ce présent travail, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées. Il est fort

intéressant de :
e Evaluer les enzymes antioxydantes (GPX, SOD...).
e Mesurer la concentration en fer tissulaire essentiellement cérébrale.
e (aractériser les molécules bioactives susceptibles de franchir la barriére hémato-
encéphalique,

e Evaluer le potentiel anti-inflammatoire de la NS et des molécules bioactives et leur
éventuelle utilisation comme traitement alternatif visant a prévenir les dommages

cérébraux induits par le stress oxydatif.

e Utiliser la transcriptomique, la protéomique pour étudier le mécanisme moléculaire
de la NS dans la modulation des voies de signalisation redox : NFKB, MAPK,

Ferroapoptose ...

e Evaluer ’effet de NS et ses biomolécules actives sur 1’induction des génes de la

défense antioxydante (catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase...).

e Evaluer I’effet de la NS comme complément alimentaire chez les sujets avec une
surcharge martiale ou recevant une supplémentation prolongée en fer, afin de
prévenir ou d’atténuer le stress oxydatif et de limiter ainsi les désordres métaboliques

associés : étude clinique pilote.

e Développer un biocapteur de stress oxydant et de déséquilibre du métabolisme du fer

pour un suivi précoce et de I’effet préventif de NS
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o Exploiter d’autres matrices biologiques (plasma, cerveaux, cceur...) dans la
consolidation des résultats obtenus avec ’homogénat du foie pour établir le modéle
de biocapteur comme entées des réseaux neuronaux artificiels pour construire une

base de données lors de la réalisation de biocapteur.

e Signaler au passage que le tissu biologique reste un milieu complexe de point de vue
chimique qui nécessitent des caractérisations supplémentaires notamment les

réactions d’oxydoréduction.
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Annexe 1.

Courbes d’étalonnage pour les différents dosages des parameétres

oxydatifs
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Figure 47: Gamme d’étalonnage de FRAP plasma (a), Foie (b), Ceeur (c), (d) cerveau.

150




Annexes

(a) Ac Ascorbique
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Figure 48: Gamme d’étalonnage acide ascorbique, Foie (a), Cceur (b)
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Figure 49: Gamme d’étalonnage de Thiol plasma (a), Foie (b), Cceur (c) ;(d) cerveau
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Figure 50: Gamme d'é¢talonnage de dosage des MDA a Plasma Foie
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Figure 51: Gamme d'é¢talonnage de dosage dans I’homogénat de cerveau
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Annexe 2.  Différents lots de souris aprés 11 semaines d’expérimentation
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du groupe ST,ST+N , HG et HG+N apres 11 semaines
d’expérimentation
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Annexe 3.  Valeur nutritive et composition des régimes expérimentaux 1. Valeurs
nutritives du son de blé, tourteau de soja, huile végétale, graisse d’animaux
(Sauvant et al, 2004)

Son de blé dur . é]
Coproduit de la transformation de grains de blé dur (7riticum durum L.), constitu
principalement de fragments d'enveloppes et de particules de grains dont la plus
grande partie de l'albumen a été enlevée (N = 142).
Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.
Composition élémentaire Acides gras
Moy ET AG totaux /
Matieére seéche (%) 86,6 ik matieres grasses (%) 80
Protéines brutes (%) 14,6 1,1
Cellulose brute (%) 10,1 1,1
Matieéres grasses brutes (%) 4,4 0o,4
Cendres brutes (%) 4,9 0,4
Cendres insolubles (%) 0,1
NDF (%) 43,2
ADF (%) 13,0
ADL (%) 3.7
Parois végétales (%) 41,8
Amidon (%) 19,9 3,3
Sucres totaux (%) 6,6
Energie brute (kcal/kg) 3970
Minéraux
Moy ET
Calcium (g/kg) 1,4
Phosphore (g/kg) 9,7
Magnésium (g/kg) 2,7
Potassium (g/kg) 11,9
Sodium (g/kg) 0,1
Chlore (g/kg) O.,8
Bilan électrolytique (MmEqg/kg) 290

Tourteau de soja 48
Coproduit d'huilerie obtenu par pression, extraction au solvant et traitement thermique de grai-
nes de soja (Clycine max (L) Merr.) avec réincorporation partielle des coques. « 48 » indique
que la teneur garantie en protéines + matiéres grasses est de 48 % sur brut (N = 10409).
Tourteaux de soja extrudé er de soja rtanné powur les ruminants = voir prage 281.
Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.

Composition élémentaire Acides gras
Moy ET Yo AG s/kg
Matiere seche (%) 87,8 0,6 Acide myristique C14:0 0,1 0,0
Protéines brutes (%) 45,3 1,0 Acide palmitique C16:0 10,5 1.5
Cellulose brute (%) 6,0 0,5 Acide palmitoléique C16:1 0,2 0,0
Matieres grasses brutes (%) 1,9 0,4 Acide stéarique C18:0 3,8 0,5
Cendres brutes (%) 6,4 0,5 Acide oléique C18:1 21,7 3,0
Cendres insolubles (%) 0,3 0,3 Acide linoléique C18:2 55,1 7.4
NDF (%) 12,2 1,7 Acide linolénique C18:3 7.4 1,0
ADF (%) 73 1,9 A AR
ADL (%) 0,7 O,4 matieres grasses (%) 75
Parois végétales (%) 19,1 2,3
Amidon (%) 0,0
Sucres totaux (%) 8,3 1,1
Energie brute (kcal/kg) 4130 130
Minéraux Vitamines
Moy ET Moy
Calcium (g/kg) 3,4 0,9 Vitamine E (mg/kg) -
Phosphore (g/kg) 6,2 0,5 Vitamine B1 - Thiamine (mg/kg) 6
P phytique / P total (%) 60 Vitamine B2 - Riboflavine (mg/kg) 3
Magnésium (g/kg) 2,9 0,3 Vitamine B6 - Pyridoxine (mg/kg) 6
Potassium (g/kg) 21,1 1.5 Niacine (mg/kg) 39
Sodium (g/kg) 0,3 0.5 Acide pantothénique (mg/kg) 16
Chlore (g/kg) 0.5 0,9 Acide folique (mg/kg) 0,59
Soufre (g/kg) 4,0 Biotine (mg/kg) 0,27
Bilan cations-anions (mEqg/kg) 289 Choline (mg/kg) 2545
Bilan électrolytique (mEqg/kg) 539
Manganeése (mg/kg) 38 11
Zinc (mg/kg) 47 8
Cuivre (mg/kg) 18 z
Fer (mg/kg) 283 145
Sélénium (mg/kg) 0,20
Cobalt (mg/kg) 0,26
Molybdene (mg/kg) - Autres
lode (mg/kg) 0,15
Moy
Activité phytasique (UI/kg) 20
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Corps gras
Graisses d’animaux terrestres
Saindoux Suif
Graisses
Gra:;:e foorzdue Giraisse de parage de cuisson
P de ruminants de volailles
avant fente de la carcasse
et ayant subi un traitement
thermique
Acides gras (% d’AG totaux)
c12:0 0.1
c14:0 gy 92 041
c16:0 ] 2 Yot
. 25,3 21
ci16:1 2,9 3,4
cis:o 14,4 19 %
. 9,2 Zo1
ci18:1 a2.3 3 4
. 7.5 41,7
c18:2 w-6 9,2 2.8 20,6
C18:3 w-3 0.9 o6 1.6
Cc20:0 0,4 "I
c20:1 0,9 0,7
C20:4 -6 1,7 0,2 0,1
Vitamine
E (mg/kg) 19 19 27
Energie brute Valeurs communes au saindoux,
au suif et aux graisses de volailles
EB (kcal/kg) 9380
Porcs
ED Croissance et truie (kcal/kg) 7970
EM Croissance et truie (kcal/kg) 7920
EN Croissance et truie (kcal/kg) 7110
dE, dMO, dMG (%) 85
Volailles
EMAN Coq (kcal/kg) 8630 7970 2000
EMAnN Poulet (kcal/kg) 8250 7220 8820
Ruminants Valeurs communes au saindoux,
au suif et aux graisses de volailles
UFL (par kg) 2 73
UFV (par kg) 2,78
MO (o) 2o
dE (%) LA
8000
8000
a5
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Tableau 10: Composition des régimes hypergras (Sauvant et al., 2004)

Constituants Régime hypergras (%)
Amidon 2.59
Cellulose 2.59
Protéine 2.59

Matiére grasse 48
Energie (Kcal/100g) 679.92

Tableau 11: Profile lipidique de la graisse ovine (Sauvant et al., 2004)

Acide gras Type de liaison Pourcentage (%)
A. laurique Cl12:0 0.1
A. myristique C14:0 3.3
A. palmitique C16 :0 253
A. palmitoléique Cl6:1 3.4
A. stéarique C18 :0 19.2
A. oléique C18:1 37.5
A. linoléique Cl8:2w-6 2.8
A. a Linolénique Cl8:3m®-3 0.6
A. arachidonique C20:4 -6 0.2
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[ Régime S.T i

———

[ Régime H.F+FeCl3

Régime H.F+FeCI3-+N4%

Figure 53: Différents régimes expérimentaux
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Annexe 4.

1.

Fiches techniques de différents analyses biochimiques

Fiche technique du kit biomaghreb des triglycérides

Biomaghreb

PRFBENTATION
"00‘ LR T 2 A (YO Tests

. |
|
|
|

B2 2 Moo iy
I1xdm

Adt . 20108 (oux
N Sx120m
T2 8 Haoona (lyoph)
R 2xtmi

PRINCIPE

08 triglyodrides son
iivantes . tdétermines selon les réactions

 Upoprotine lpase e T
Mihyosrides e s Glycérol + Acidos gras

Glyedrokinase, Mg
iyloérol 4 ATP - “> Glycdrol -3-P + ADP

Towstn)

Glycérol-3- Phosphate oxydase
ilycérol-3-Phosphate + O > Hy0,+ Dihydroxyacétono-P

Péroxydase

205 4 Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol—> Quinone rose +H20
IEACTIFS

éactif 1 Tampon pipes pH 7,2 50 mmol/
alution tampon Chloro-4-phénol 2 mmol/
w 2 Lipoproteine lipase 150000 U/
3l hmklnase - 800 U/
&y&rol 3-P-Oxydaso 4000 U/
e dnae 440 U/
Amino-4-antlpyrlne 0,7 mmo/l
ATP 0,3 mmol/l
ractif 3 Standard glycérol 200 mg/dl
andard (en trioléine) 2 g/
2,28 mmol/

IEPARATION ET STABILITE

ssoudre le lyophilisat R2 avec un flacon de tampon R1.
wbilité du réactif de travail : 1 semaine a 20-25°C
4 semaines a 2-8°C.

HANTILLONS

‘um, plasma recueilli sur héparine.

IDE OPERATOIRE Y

igueur d'onde ... 505 nm (490 550)“"
WPOLALUI :..sesssnsissssssingssssmssssssnssss 37°C

T AT O e S0yt e 1 om d'épaisseur

ster le zéro du spectrophotométre sur le blanc
stif,
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TRIGLYCERIDES

Méthode colorimaotrique enzymatique
(GPO- PAP)

BLan Standard Echantillon

Standard
| Eohantiton--
l Réactif de travail

10
- ' -
1ml | fml
| |

10wl

tmi

Maélanger et lire les DO aprés incubation de 5 min
37°C ou de 10 min a 20-25°C. La coloration ¢
stable 30 minutes.

CALCUL
D.0. Echantillon
XxXn

Triglycérides = e
D.0. Standard

mg/dl : n = 200
gl n=2
mmol/l : n = 2,28

e LINEARITE
La méthode est lindaire ]usqu‘a 10 g/l (1000 ma/dt +
mmol/l). Si la concentration est plus importante, ¢
I'"échantillon au 1/10 avec une solution de NaCl &
et refaire le dosage. Multiplier le résultat par 10,

VALEURS USUELLES

[ - “l;emmesw—— 0 - 140 ma/d
0,40 - 1,40 g/
0,46 - 1,60 mmol
Hommes 60 - 165 mgk
0,60-165g
0,68 - 1,88 mmol
NOTE

Les triglycérides sont stables dans le sérum !

- 8°C
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2. Fiche technique de biosystéms du glucose
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Annexes

Biomaghreb

PRESENTATION

L 20111, U0 T P 20173 1500 Famta) P 20115 0150 Togag Rt 201" (200 Teaind
R dertom NG00 nt LRSI

PRINCIPE

Le cholesterol est mesiré aprés hydrolyse enzymatique
puis oxydation, Lindiczteur quinoneimine est formé a
partr du peroxyde d'hydrogéne et du amina 4 gntipyrine
en présence de phenal st de peroxydase.

Détermination enzymatique selon
suivantes :

les réactions
Chobstérol estérase
Esters de cholestéral + HyD ——>Chotestérol+Aciles gras
Cholestéral oxydase
i+0, >Chaolesténe- 4-one - 3+ H,0,
Péroxydase
Ha0O3 + Phénal + Amino- 4 - anbipynne—s> Quinaneiming rosa

Chole et

La quantité de quinoneimina formée est proprotonnella
& la concentration de cholesterol.

REACTIFS
Réactif 1 PipespH 6.8 60 mmol
Solution tampon  Phend 26 mmol
Réactif 2 Cholesterol oxydase 300 UA
Peroxvdase 1253 U
Cholestorol esterasa 302 U
Amino-4-antipynine 0.4 mmold
Réactif 3 200 mg/dl
Standard 291
5.1 7 mmoll

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon

de tampon R1.

Le réactif de travall est gable : 1 mois & 20 - 25°C
4moisa2-8C

ECHANTILLONS

Sérum

Flasma recuelll sur héparine

NODE OPERATOIRE

Longueur d'onde : -905 nm (500 - 559)

Tsmpérature : 37°C

Cuve : 1 ¢m d'épaisseur

Auster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif,

3. Fiche technique du kit Biomaghreb du cholestérol total

CHOLESTEROL

Test enzymatic colorimetrique
(CHOD- PAP)

Blanc | Standard | Echantilon

10 pl
1ml

Standard --
Echartillon
Réaai de travail

10l

1ml imi

Mélanger, §ra les densilés opliques aprés une Incu
bation de 5 min. 437° C,

La ccloration est stable 30 minutas.

CALCUL
D.O. Echantillon
Cholesterol =

xn
0.0. Standard

mg/di :
gl:
mmolA :

n =200
n=2
n=517

LINEARITE

La méthode est indaire jusqu'a 6 1 (600 mgidl - 15.4 mma),
Sl la cencentration en cholesterol est supérieure 2 6 o,
dilver féchantillon au 1/2 avec una solution de NaCl
4 8 gflet refaire le last. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES
Sérum, plasma 3,6 85,7 mmol
1442201
140 4 220 mg/dl

BIBLIOGRAPHIE

Trinder P, Ann. Clin. Biocherm. 6, 24 (1969)
Richmend, Clin, Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F., Clin. Chem, 18901 (1982)
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Annexes

PRESENTATION

Rét. 20113, Kz pour 500 Tests, 5x 5 mi
Rét. 200112, Kt pour 100 Tests, 1 x5S ml
Réf. 200113, Kt pour 2000 Tests, 10 x 10 m!

4. Fiche technique du kit Biomaghreb du cholestérol HDL.

Kit compiémentaire
Réf: 20111
Ref: 20112
Réf: 20115
PRINCIPE

Le: chylomicrons el les lipoproteines de trés faible
dersité (VLDL) el de faible densité (LDL) contenus dans
I'échantillon sont précipités par addition dacide
phosphotungstique en grésence d'ions magnésium.
Le surnagent obtenu apras centrifugation contient les
lipoproteines de haute dersité (HDL) dont le chalesétrol
est dosé par le réaclil cholestérol enzymatique
(Ref : 20111 ou 20112).

CHOLESTEROL HDL
Blanc réactf | Etalon Dosage

Eau digillée 101 - -
Etalon
Cholesiérol 2g/1 - 10l -
Surnagzant - - 10
Réactd Cholestérol 1ml 1mi 1ml
enzymaztique

REACTIFS

Réaclif Acide phosphotungstique 13,9 mmald

précipitant  MgCl 6HO 490mmol1
pH 6,2

STABILITE

Conservation a 2-8°C

La date limite d'utilisation esl indiquée sur chaque
corditionnement.
Si Ia réactif est trouble ou coloré, il doit étre rejets.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma recueilli sur EDTA.

MODE OPERATOIRE

Précipitation

Diluer, dans une salution de NaCl 9 g4, les sérums dont
18 taux st supérieur a 3,5 mmoul de tnglyceérdes.

Bien mélanger, attendre 10 min.
Centrifuger 15 min & 5000 Ymin

Dosage du cholestérol HDL
Reconslituer le réactif «chelestéral enzymatiques celon
la rotice yinte au coffrel. Rél. 201110u 20112,

Lorqueur d'onde.............ccoeee 500 nm (492 & 550 nm)
TOPOrANIG . i i i 37°C
Cuve............... = 1 cm d'épaisseur
Zéno de l'appareil Blanc réactif

Mélangar, incuber 5 min & 37°C photometrer.
Stabilité de la coloration............. 30 min

Calcul
DO dosage

[HDL-Cholestérol] = Xxn

NO Atalan

n=>5,17 mmoll

n=2gd

Multiplier le résultal abtenu par 1. 1 pour tenir compta de
la dilutian effectuée lars de 1a précipitation : on obtiznt
la concantration du cholestérol lié aux HDL

N.B : Lne fois le flacon du réactif HDL est entamé il ya
possibiltéd da formation des crstaux brillants au fond du
flacon qui n'ont pas d'influence sur 1a qualité du produit

Interprétation (réf 2,3)

La Sodété Européenne d'Alhéroscléroce a établi la
relation entre l'incidence des maladies caronariennes et
la cholestérolémie.

Cholestérolémie Evaluation du risque
< 2g/l Risque faible
< 5.2 mmoli
20a254q/ Risque modéré si
5,2 4 §5 mmoll HDL cholestéiol
<0,35 g/l
< 0,9 mmoli
>254¢1 Risque élevd,
> 6,5 mmolfl en particuier si :
BIBLIOGRAPHIE

1. BURSTEIN M. et al. Lipid Pes.11. 583.(1970)
2. Study Group, European Athsrosclerosis
Saciely, European Heart Journal,, 9, 571 (1988)
3- ARCOL, ISB, 1989, 15, 121 -124.
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5. Fiche technique du kit Biomaghreb des TGO-ASAT.

Biomaghreb

! . i . e )
PRESENTATION

’ ROLI0042.400 Tome) 6t 2004 T 20050, (450 watn) M 200482 (200 tests

LU . 1 x 190 A1 .9 % Som Rt 2

R2 20 x 3 mi fiyoph)  R2 10 x 10mi(lyoph) B2 0% 50 mi (lyophy B2 2

PRINCIPE

Détermination cinetique de l'activité aspartate

aminotransférase
La réaction est initiée par addition de I'échantillon du

patient au réactif. Le schéma réactionnel estle suivant:
2 oxoglutarate + L-Aspartate GOT Glutamate + oxaloacetate
—
Oxalocetate + NADH + H* MDH Malate + NAD*
—

Le taux de diminution de la concentration en NADH
est directement proportionnel a I'activité aspartate amino
transferase dans I'échantillon.

GOT: Transaminase flutanique oxaloacétique

MDH: Malate Dehydrogenase

REACTIFS
Réactif 1 Tampon Tris PH 7.8 a 30°C 80 mmol/l
SolutionTampon  L- aspartate 200 mmol/l
Réactif 2 NADH 0.18 mmol/l
ST | s U D) 5 o B 00|
MDH 600 U/I
Oxoglutarate 12 mmol/l
PREPARATION ET STABILITE

Reprendre le substrat R2 par 3 ml Réf (20042) ou10 ml
Réf (20043) de Tampon R1. Pour les Réf (20050)
et (200492) reconstituer chaque R2 par un flacon R1.

cette solution de travail est stable : 7 jours a 2-8°C.
: 24 heures a 20-25°C.

ECHANTILLON
Sérum ou plasma hépariné sans hémolyse.

MODE OPERATOIRE
Longueur d’onde...

Température..........

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur 'air ou I'eau
distillée.

Solution de travail 1ml 3ml

Préincuber & la température choisie (25, 30 ou 37°C)
300 pl

100 wl

Echantillon

nger et cuber 1 minute.
rer la diminution de la densité optique par

;@odtependant ‘a3 minutes.

GOT-ASAT

Méthode cinétique IFCC
sans phosphate de pyridoxa

CALCUL
a 340 nm ADO/min x 1750 = UA
LINEARITE

Sila ADO/min a 340 nm est supérieure a 0.
test en diluant I'échantillon au 1/10 avec un
NaCl a 9 g/l. Multiplier le résultat par 10.

VALEURS USUELLES

25°C 30°C
Femmes jusqu'a 16 UIN | Jusgu'a 22 UA
Hommes jusqu’a 18U Jusqu'a 26 UN
|
REMARQUE

L’hémolyse peut interférer.

BIBLIOGRAPHIE
Bergmeyer H; Bower and Cols. Clin. Chir

(1976)
Bergmeyer H et Wahiegeld Clin. Chem 2.

minutes.
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6. Fiche technique du kit Biomaghreb des TGP-ALAT.

PRESENTATION
Rlet 20048, (80 Semtx) e 20047, (100 Tastz) Rl 20043, 120 Taatx) P 200482, {220 Tastz) GPT’ALAT
Rt 1zESm As1z0m Ri:9230m Ri:2x%0m e
A2 20:3miQpch] A2 90z 10midyoph) FR Os S0mifyoph R 2x 310 il fycoh) Méthode cméthue (lFCC)
sans phosphate de pyridoxal
PRINCIPE 2
Détermination cinélique de I'activitd Alanine amino solution de travail 1ml 3ml
translérase 7 :
La réaction est initide par addition de I'Schantilion du Préincuber A |a temperature choisie (25,30 ou 37 °C)

patient au réactif. Le schéma réactionnel est le suivanl: -
Echantilion 100 pl 300 ul

2-oxoglutarate + L-Alanine GPT Glutamate +Pyruvale - —
L Mél:mgar ol incuber 1 minute. Mocurer |a diminulion

Pyruvate + NADH + H'LDH  Lactate + NAD" de la densité oplique par minute pendant 1 a
—_— 3 minutes.

Le taux de diminution de la concentration en NADH
asl directement proportionnel & I'activitd alanine trans CALCUL

ferase dans I'échantilion. .
GPT: Trancaminaze Glulanique pynaviquo 4340 nm ADO/min x 1750 = UIA

LDH: Lactate Dehydrogenass

LINEARITE

REACTIFS

. - Si la ADO/min & 340 nm est supérieure A 0,15 répéter
;o","".'" } A;“""’"" s EH 788000 ;33 ol le lest en diluant I'échantillon au 1/10 avec une solution

no Armpon - ALnine mmolt de NaCl A 8 g/l. Multiplier le resultal par 10.
Réactif 2 NADH 0.18 mma
Substrat LDH 1200 UIl VALEURS USUELLES
Oxoglutarata 15 mmalA
25°C 30°C arc

PREPARATION ET STABILITE Fermmes | jusqu'a 16 UM | Jusqu'a 22 UA|Jusqu'a 31UN

Reprendre le substral R2 par 3 mi Réf (20046) ou 10 mi
R (20047) de Tampon R1. Pour les R&f (20040) et (200462)
reconstituer chaque R2 par 1 flacon R1.
Cette salution de lravail est stable 7 jours A 2-8°C.

24 heures A 20-25°C.

Hommes | jusqu'a 22U/ [Jusqu'a 29 UA | Jusqu'a 40UA

REMARQUE
ECHANTILLON L'hémalyse peut intertérer.
Sérum ou plasma hépariné sans hémolyse.
BIBLIOGRAPHIE
MODE OPERATOIRE Bargmeyer H. Schaibe and Waleleld. Clin. Chem. 24
Longueur d'onde..........c.cocc e e 340 nm 58 - 73 (1978). e
TeMPSIature — oo 25-30.37°C Bergmeyer and Horder Clin. Chem. Acla 105 147 F
Civa 1 em d'dpaicsane (1980).
Ajuster le zéro du speactrophotométre sur Fair ou I'eau
distilide.
FT Fr 12 Jan 2014
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7. Fiche technique du kit Biomaghreb de 1’ urée

" Biomaghreb (s

rpnesemmou UREE UV

Réf 20143, (200 tests) Réf. 20147, (450 Tests) Méthode cinéatique
R1:4 x 50 ml R1:9 x50 ml
R2 : 4 flacons (lyoph) R2 : 9 flacons (lyoph)
| R3:1x4ml R3:2x5ml Bii.
) CuUL
fRINC|pE o 0D.0. Echantillon .
ur - : rée =
00 08t doséo on cinégtique selon les réactions suivantes: D.O. Standard
U _ " .
Urée + H0 —- i mg/dl i n =50
<> 2NH, + CO, gn ‘n = 0,50
. 3 mmol/l :n = 8325
2NH} + Ox0-2-glutarate +NADH "
> L-Glutamate LlNEARrrE
. + NAD* 4+ 2H
GLDH: Glutamate deshydrogénase b La méthode est linéaire jusqu'a 2 g/l (200 mg/dI-33.3
REACTIFS mmol/l).
f React 1 Tampon Trs pr16.0 80 mimon VALEURS USUELLES
‘ pon
‘ Sérum, plasma 15 - 40 mgl
| Reéactif 2 Uréase >10 000 U/ 0,15-0,40 ¢
| Enzymes GLDH 16 000 U 2,49 - 6,66 mMm(
| NADH 0,30 mmo/\
3 oxo-2 glutarate 15 mmol/ | Vet 20-35 g/24

RO TES

Sy e pas utiliser d'anticoagulant contenant de
" fluorures ou ammonium.

BIBLIOGRAPHIE
Chaney, A. Clin. 8, 130 (1962)
Fawcett J.K., J. Clin. Path.13, 15 (1960)

Titp. e

F Etalon Dosage

Solution de travail im 1ml
Lo

Préincuber & la température choisie (25, 80 ou 37°C)

' Réactif 3 (Etalon) | 10 ul

Echantillon 10 pl

Mélanger, mesurer la diminution de DO entre :
t = 20 secondes et t = 80 secondes.

FT Fr 01
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8. Fiche technique d’ acide urique du kit Biolabo
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9. Fiche technique des protéines totale du kit Biolabo
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Annexes

10. Fiche technique des protéines totale du kit Biolabo
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11. Fiche technique de créatinine du kit Biolabo

BIOLABOD
www_blolabo. fr

FABRICANT :
BIDLABD 3 A%

CREATININE Méthode cinétique

R powr le dosape quandatf de |a creatinine
dans le sérum et e plysma hemalns ou les urines.

Les Haubes Rives
02160, Mialzy, France

BIOLARD

EEgz0107 A1 fx125mL RZ1x125mL R34 xi0mL

EUFPPORT TECHHIGUE ET COMBANDES
Tal: (3 03222616 &0
supportiblolabo. fr

Desrndsre néwlclon - www blolabo fir

Made In France
oimespond aun modfications signBicathes

_----IIDEII]I][I

IJSAGE PREWU

Ce réact! est résersd pour un usage professionnel en Eboratoine
{méfFode manusle ou auformatisée)

Il permet d= mesurer ja guandts de créasnine présents dams = serum
et e plasma humains o bes urines. pour Eva ker son b

GENERALITES 1)

Linteroorversion de la phosphocréabne =f de la oéaline =sf un il
pardculler du méiabolsme de la confadfion musculaie. La
phosphooréatine et a créatie sont partellement dégradés =n
créatinim=. Alnsl, la guan@b® de créabinine produlie chague jour est
toncion de |a masse musculsine (=t du poids du compsl, de Fage, du
sexe, de 'almengation ou de Pexerdoe, et varie pew dun jowr & Fawfre.
- _______________|
PRINCIPE 41i%

Réacton oolorimégrique iréacton de Jaffé, sans éape de pré-rakement
du spécimen) de & cniatimine aver Mackie picriguee en mileuw akcalin
dont ks cindtique de développemient &8 masurte & 490 nm [@50-5100.
Cele méfhode a 482 opiimisée (specAcE:, mpldié =t adapéabllit) par
Iz gtweioppement d'une matncade cnétgue 2 points.

REACTIFS

R1 CREATIMINE R&acef 1
Prasphiale disodigue 64 mmollL
Hydmouyde de sodium 150 mmoiL

Artesticn

Miet Comr 1 - H350 - Peut 8tre comost pour bes méiaux

2kl Irk.2 | H315 - Prowogue une Imtalion cutande

Eye It 2 : H315 - Frovogue une sé&vins imitabon des yeur

Substsncz & Mongine de b clxssificaion @ Sodum Hydronyde 1- = 25%.
F2E4 : Se lwver i2s mains solgnsusement Sprts maniplation,

F280 : FPorer des gants e profechonides witements de protechondun
dguipzrent de protecton des yEuxtdu vissge, PI02=F352: BN CGAS DE
CONTACT AVES LA FEAU | Laver abondamment 3 Meau =5 auw savon,
FAOS+FEE51+F33SE | BN CAS DE CONTACT AVEC LEE YEUX : RINCEr awec
precaution A MNesw pendant plusiewrs minutes. Enlesver s enilies de contac
sl b wicime en porte =t 5l elles pewvent Stre facliement enevées. Confinuer
& riner,

FA3T+F313 : B Miriation ooulsine persiste @ Consuber un médscin,

F350 : Absorber ioute subsisnce pandue pour Eviter guele afaque s
mabiriauy emvironnants. Four phes de détals, consuiter [y Aot de données
de Bdouriie (FOE)

R2 CREATIMIHME Réachkf 2
Dodécys ulfaie de sodium 0,75 mmollL
Acide pioriqus 4,0 mmovL
pH 4,0

Ce neact! m'est pas classe comme dangersux Selon B niglement
12720080 E

Le Réactl de travall (R1+RZ) est dassé comme R

F2 CREATININE Etandard

e pidirer auy valeurs spicfigues du of (wines =t sénum] indiguées
sur Fetguetts et sur e ceriifical o analyse.

EUHID - Fidhe de donmées de 3écurid (FOE) dsponible sur demande

O react! mest pas classé comme dangersuy SElon e niglement
1ZF20SMCE

PRECAUTIONS

» Consulier la FOS en viguew disponibées sur demands ou sur
www kol aba fr

® Vrifier Minktgrivd des ntactifs avant lewr wilksaton.

» Elmination des déchets : respecter |a I&glisiation en vigueur.

= Traker towf spécimen ou réacif dorgine biologique comme
potente et nfecieus. Respecter ia legisiation en vigueur.

Tout Incident grave survenu 2n Ben avec = disposie falt Mokt dune
notification au fabricant =t & rawtorfe compssents de Pfkat memibre
dans zquel Muilisseur stiou = patient et &iabl.

PREPARATION DES REACTIFS
Maianger 1 volume de R1 =t 1 volume de A2
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» Les réactifs séparés sont siables au moins 1 an

AQres reconsitution -

® L= naacil de raval (R1+R2) est stable 30 jours 4 2-8°C

* Rejeter tout s roubile ou s Mabsorbance est > 0,300 & 430 nm.
= He pas utliser e réactT de tavall aprés a daie de pérempon.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DU SPECIMEN 2y

E
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La créatinine 23t stabie 24 k8 2-8°C.
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INTERVALLES DE REFERENCE (o

Eénum ou plasma [!mmllu i L
Homme: [8H15] saf13
Femme [ 53-57] sail
e [ pmol ik /32 h] mg /g 24 h
Homme [122-230] 1443
CEmTmE [ 97-177 ] a2
DFG da itration glemény & ML par minabe
Adulie <40 ans 120 {900 — 4405
MAduie = 40 s CHirmin ution e 1% 3 BTV

Il =5t recommandd & chague lsboratoire de d&fnir Ses propres valeurs de
FEfArEnCE DOUF 3 pODUIATon CoORCEMmSE.

| PERFORMANCES

Sur Kenza J40TX, ITC, SO05 nm avec s&um :
| st die trawall, calbration 2 points )
Limibe de détection - 0,9 mgidl

Limite de quantificabon : 4.0 ma/L

Domaine de miesure © enire 4,0 &8 150 mgil

Pricision :
2 Taiix T () T Ta
1 2 3 1 2 3
7.8 84 &7.5 7.0 1ms  &50
a2 us 12 04 a8 14
28 ar 18 57 ai Z4

Efude comparytive avec neactf du commeroe:

FRéallsée sur spécimens humains n=123) enire 4.1 and 138 mp'L
yom i, 1828x = 1,13 rm 0LEETS

imieridrences

Inberférence népative & pariir de 0,247 abs
Fas dimieerence Jusgura 25 oL
rherfarence négative & parir de 200 pmalL

Inberfé rence abive & i de 25 L
Inberfé rence ative & parir de 71 L
Fas d'iniefirence wra Sy

Craves substances sont susceptbies d'iRteriérer (voir § Limees)
Stabili2 & bords © k= neact de ravaliest sabie T jours

aStabliie de la calbration : 4 jours

Effectuer une pouvels calbration en cas de Crangement de ot de ntact,
3l les pksulais des contriiles sont hors de Finbervalle &abll, =f aprés
opémafon d= malrienance.

REFEREMCES

i) TIETZ KW Tesfook of cirvesl chamistly, 59 54 © A Bats, ER Ashwood
WA Savnders (180G 0 T247-1245

B Clinios! Guide bo Lsborsfory Tea, & Ed, N W TIETZ [2008) p. 3860501,

D VOUWNG D5, Efedt of Drugs on Cline! leborsiory Tasls, & 54 (1859
BA100E 3311

) Faddny 0 L, of ETegshaisat O, CE. Chad. (TETT), I, 0608700

O Labdd of al, Ao Bkl G (TS, 54 p 285 208

i) SRM . Stemed Refencs Moradal 5

CALIBRATION |8

» EEf 25015 Muticalbrator trapabie sur SRMSET pour la determinaton
dans le strumiplasma
« EEq 80107 2tandard tfacon R3) pour la déterminaton dans :

- L&z unines : tragable sur SRMI14

- L= strumipiasma : Fagabie s SRMEET

Zeion e ecommandatons AMEM D 1 point 24r0, 1 Inkermddiare =t 1
SieyE ont &1k uHlsks pour csterminer CEs vabsurs.

La fréguence de calbration dépend des perfomances de Fanaiysewr et
des condiions de conservation du réac.

E-DHTRSLE DE QUALITE

® 95010 EXATROL-N Taux 1

® 55011 EXATROLP Taux 2

L] 55012 Conénlles winaires A diluer comme e spédmen avant
utilsation )

# L'ANSM recommande un conindie bas, moyen ef Sleve

= Programme exieme de conirdle de |2 quali2

I est recommandé de conirtl ler dans les Gxs Sulvants ©

# AL moins un contndde par ke

# AL moins un contrdde par 24 feures

= Crangement e fiacon e react’

# Apnis opérations de maintenance sur Fanalysewr

Lorsqu'une valkeur de conflile == touve en dehors des limibes de
conflance, appliguer les adions sub@anbes ;

1.Pripaner un stnam de conindie frals et répdter b st

Z.3| la waleur obtenue reste hors des limites, ubiiser un callbrant frals.

231 la valeur oblenue reste en defors des limites, nipdber e fest en
utiisant un awtne flacon de réaci.

2l la valeur obiersue resie =n dehors des limlies, contacter e service

fechnigue BIGLABD ou ke revendeur local

MODE OPERATOIRE

idthode manuelie

Forter les réadifs =t spécimens & empématuns amb e,
Pl g trawiall (R 142} A000 pL.
Epduirmsn (5} 00 pL
Eien mdlarger.

Foliadinesy b 1ol cirelligue & 37°C (8 s Urer @V Les Tempshraiurne oonsianie]

Aprds 30 sec | re Fabeorbanoe &1 o esaciement 120 see apnds e

Tabsortares A2 & 400 mim (400LEDD] oonbne e Faail Sbmind diibe

Proodder tube par tubs en vilsant comime spdomen e Meas |Blanc), s

clitvant, el conindies et enfin les pafenis

1.Les perfiormanoes. sont valdses. avwec sérum s KENZ S 24070 avec placts
de trawall dans s condibors de la méthode manuele.

Z L'umisation sur o autres analysewrs dolt e waldée par Mobisatsur.

L=z sppikcations valddss sur analyssos automatiques KEMZA =t des

popositions dapplicaions powr dautes analysewrs sont dsponbles sor

dermande.

4_furdeid e |3 Iimbe de lnfarid, diver = spicimen {1+4) awesc NaCl 9 gl
Frefalre e dosage et muitiplier e résuling par e Saciear de diiubon 5.

Z.Sp&cimen - =3y démingéalsis [bianc) sénem, plasms, ou urines prédioes
(1+15) dans Meay deminaralsas Fvant [a masum.
CALCUL 5y
SR o6l ChE T
{42 - A1) Esai — [AZ-A1) Blanc
(A2 - A1) Calibrant — [A2-41) Elanc

Cofraiiralidn = w ‘Gl s
Saliant

lrines Jitee 1410,

Mo pler be dmuliat par be Tacheur de dilution 21

BES {par caboul g o clainanoces de la onbalinine]

Deruage Sa la créalnine dens ke usines de 24 b ol e sérum

ol mighs d8 la crkadning (wliminy= = DCrEVE1T3
Bxlra B

UCr=  Crbatining urindin & mgiL o pmeiL

Blr= Cebaiinine sérigue en mal ou pmoll

W= Dt i e Dl PP (W OlLime Ob LTineS O 24 hitdd)

EC=  Guless cofporsbe an me

Deruage Se la codaining sbrigus unigusment [l mds de Cockeo o Gaulf)

Ta0- janrdes’) w212 x poice en Bgx K
Crisatinine sérique (smelL)x BC jm)

Clairarce de b enbatinine =

K = 100 o s bevamee ou K = 0 85 poor ke femimess
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PREVENTIVE EFFECT OF NIGELLA SATIVA L. AGAINST CEREBRAL OXIDATIVE
ALTERATIONS INDUCED BY A HIGH-FAT, IRON-ENRICHED DIET IN MICE
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Abstract: Recent research underscores the pivotal role of oxidative stress in cerebral alterations,
prompting investigations into strategies such as the utilization of natural substances derived
from medicinal plants, including Nigelia sativa L. (NS) for their therapeutic potential. NS is
known for its bioactive compounds that play a significant role in disease prevention and
treatment. This study employed Fourier Transform Infrared Spectroscopic (FT-IR) analysis to
identify functional groups and compounds in NS seed and to examine its preventive effects on
cerebral oxidative changes induced by a high-fat diet (HFD) supplemented with iron in NMRT
mice. The focus was on lipid oxidation, Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), thiol
groups, catalase activity, and Reduced Glutathione (GSH) levels. Mice were randomly assigned
to four experimental groups (six mice per group): control (ST), control + NS seed powder
(ST+NSP), high-fat diet with FeCls (HFD/Fe’"), and HFD/Fe’" + NSP. Following an 11-week
experimental period, lipid oxidation, FRAP, thiol groups, and CAT activity were measured in
plasma and brain, while GSH levels were assessed exclusively in the brain. NS significantly
reduced lipid peroxidation in HFD/Fe*" mice and restored FRAP, thiol groups, CAT activity,
and GSH levels, which were markedly reduced in HFD/Fe®* mice compared to the ST group.
The HFD/Fe*" regimen increased lipid peroxidation products relative to the ST group. These
findings suggest that NSP supplementation mitigates cerebral oxidative stress and enhances
antioxidant enzyme activity.

Key words: black cumin, lipid oxidation, oxidative stress, hyperlipidic diet, FeCl;, brain
alterations

INTRODUCTION

The emergence of oxidative stress as a me-
tabolic disorder 1s attributed to changes in
lifestyle, social and economic conditions, and
increased exposure to environmental pollutants
and toxins. This chronic, multifactorial, and
complex phenomenon involves both genetic

Corresponding author: Phone: +213782030641
E-mail address: halima. benabdellah@univ-tiaret.dz
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and environmental influences. Oxidative stress
is associated with numerous health conditions,
including diabetes, hypertension, cardiovas-
cular discases, kidney discase, cancer, and
neurodegenerative disorders (Mamun et al.,
2019). It is characterized by an overproduction
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of rcactive oxygen speeics (ROS), which arc
toxic due to their potential to damage vital cel-
lular components such as lipids, proteins, and
DNA, ullimately leading 1o cell death (Bon-
nefont-Rousselot, 2014). Neurons are parti-
cularly susceptible to oxidative stress becausc
of their high oxidative metabolism. rich lipid
content, and dependence on astrocytes for an-
tioxidant support (R&. Nafia, Nieoullon, Le
Goff & Had-Aissouni, 2005; Chen, Guo &
Kong, 2012). Oxidative stress can lead to neu-
ronal death i degencrative diseases -both
acute (ischemia, trauma) and chronic (inclu-
ding amyotrophic lateral sclerosis, Alzher-
mer's disease, Parkinson's disease, and Hun-
tington's disease) (Ré et al., 2003).

The brain’s high oxidative mctabolism results
in substantial ROS production (Juurlink & Pa-
terson, 1998). Additionally, the brain contains
large amounts of iron, which can catalyse ROS
production (Ré et al., 2005). The brain is also
abundant in polyunsaturated fatty acids, ma-
king it susceptible to lipid peroxidaticn. Fu-
rthermore, antioxidant enzyme activity in the
brain is significantly lower than in the liver or
Iddneys (Ré et al.. 2005). In the brain, GSH is
the primary defence against ROS. However,
GSH synthesis in neurons is heavily reliant on
metabolic exchanges with astrocytes. and any
disruption in the supply of GSH precursors
from glial cells could compromise the neurons'
antioxidant defences, Morcover, as neurons arc
post-mitotic cells, they are generally irrepla-
ceable if they suffer irreversible damage (Ré at
al., 2003).

A commonly accepted defimtion of this ce-
rebral alteration involves the progressive de-
gencration of ncurons, typically affecting a
specific subset of nerve cells. This pheno-
menon can arise from various factors, inclu-
ding genelic, environmental, biological, auto-
immunity. and ageing (Gaeta & Hider, 2005).

Recent evidence indicates a significant asso-
clation between a high-fat diet and oxadative
stress in brain alteration. In experimental mo-
dels, an HFD is trequently ecmployed to induce
dietary-related oxidative stress (OS). HFD not
only impact the immune system by altering in-
tlammatory responses but alse promotes adi-
posity (Gil-Cardose et al., 2017). Furthermore,
HFD has been demonstrated to induce changes
in gul microbiola composition, increase intes-
tinal permeability and impair mucaosal barrier
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function (Custers & Kiliaan, 2022). Prolonged
consumption of a diet high in saturated fats is
recommended as a modgl for inducing OS5, as
it significantly reduces hepatic antioxidant en-
7yme activity and elevates lipid peroxidation
(LPO) levels (Chung, Gurtu, Chakravarthi,
Moorthy & Palaniasamy, 2018). Moreover,
HFD can directly affect the brain by increasing
the permeability of the blood-brain barrier
(BBB), allowing dietary lipids and inflame-
matory molceules to penctrate the central ner-
vous system (Custers & Kiliaan, 2022). This
promotes the infiltration of free fatty acids and
lipopolysaccharides  (LPS) inio the bramn,
which subsequently friggers neuroinflam-
mation and oxidative stress (Chianese et al.,
2018; Melo, Sanlos & Ferreira, 2019). Once
inside, dictary lipids, particularly saturated and
trans fats, intcgratc into ncuronal membrancs,
altering their composition and fluidity (Custers
& Kiliaan, 2022). Thesc alterations can distupt
membrane-bound receptor funclion, impair sy-
naptic signalling. and modify lipid raft organi-
zation, all of which arc crucial for ncurotrans-
mission and cognitive processes. Conse-
quently, ITFD-induced meodifications to the
BBB and neuronal membrane composition
contribute to neurodegenerative mechanisms
and cognitive decline (Custers & Kiliaan,
2022 Melo et al., 2019).

In addition to high-fat consumption, excessive
dictarv won intakc, often linked to over-
consumption of meat, may also enhance pro-
oxidant effects  (ITininger-Favier, Osman,
Roussel, Inles & Montanari, 2016). Transition
metal ions, including iron. are recognized as
crucial catalysts m the initial production of free
radicals (Hininger-Favier el al., 2016). Concer-
ning this potential prooxidant effect, high iron
levels have been associated with an mcrcased
risk of type 2 diabetes. cardiovascular disease.
and brain alterations (Berg &Youdim, 2006;
Chen. Kung & Gnana-Prakasam, 2022).

Iron is indispensable for life and essential for
brain function, serving as a key cofactor in
vital biological rcactions. However, the same
electron transfer properties that render iron
indispensable can also lead to toxicity when
moderated by OS (Berg &Youdim, 2006). This
dual capability of iron to accept and donate
clectrons facilitatcs the formation of ROS
through Fenton and Haber-Weiss reactions.
Specifically, 1's*” and L'e* ions react with su-
peroxide and hydrogen peroxide (H20:), gene-
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rating hydroxyl free radicals. Thesc highly
reactive radicals play a significant role in the
pathogenesis of neuredegencrative discases
(Berg &Youdim, 2006). In this contexi, the
human diet is crucial in mitigating the onset of
OS. Reeent trends highlight the mtcgration of
natural products into daily nutrition. Notably,
nutraceuticals derived from botanical sources
have attracted considerable interest as dietary
supplements, offering potential benefits for the
prevention of chronic discascs (Alu’datt ct al.,
2024) with minimal side effects. Consequently,
numerous studies have focused on introducing
natural products with antioxidant and free ra-
dical-scavenging propertics. Among these, Ni-
gefla sativa L. is acknowledged in traditional
medicine as an adaptogenic herb with disease-
preventing benetfits (Ghalamnezhad. Kevhan-
mznesh & Boskabady, 2015). Furthermorec,
researchers have identified NS and its com-
pounds as promising candidates tor addressing
both physiological and neurological disorders
(Cascella et al., 2018). NS, commonly known
as black cumin, belongs to the Hanunculaceae
family and has a long-standing history in both
medicine and religion. Its seeds often referred
10 as black seeds, have been mvestigated for
their therapentic  propertics  (Balbaa, El-
Zeftawy, Ghareeb, laha & Mandour, 2016).
Clinical and animal studies have demonstrated
that NS provides a wide range of benefits,
including  bronchodilation. immunomodula-
tion, antibacterial effects, hypotension re-
duction, antidiabetic activity. hepatoprotection,
gastroprotection, antithistaminic effects, as well
ag antioxidative and neuroprotective properties
(Dcsai, Sahcb, Das & Hascena, 2015, Tavak-
koli & Hosseinzadeh, 2020; Jarmakiewicz-
Czaja, Ziclinska, [elma, Sokal & Vilip, 2023).

In this study, an HFD cnriched with iron was
used as an original animal model to induce OS,
stimulating certain aspects of deleterious die-
tary habits and serving as an iz vivo inducer ol
oxidative stress. This approach 1s grounded in
the  well-cstablished  relationship  between
HFD. iron overload. and OS. To the best of the
authors” knowledge, no prior study has ¢x-
plored the polent neuroprotective «flect of N
sativa seed powder (NSP) in oxidative stress
induccd by an HFD cnriched with iron. In this
regard, the objective of the present study was
to elucidate the antioxidant and neuro-
protective effects of WNSP in OS by incorpo-
rating it inte an HFD enriched with FeCls.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals

To conduct this study, tripyridyl-s-tnazine
(TPTZ), N-acetyleysteine (NAC), 2.6-Di-tert-
butyl-4-methylphenol (BHT), 3.,3'-Dithiobis
{2-nitrobenzoic acid) (DTNB), thiobarbituric
acid (TBA), L1, 3, 3-tctracthoxypropane
('1'EDP’) and trichlorcacctic acid (I'CA), wcre
procured [rom SigmaAldrich Company. St
T.ouig, MO, USA. All other chemicals used in
this study were of high quality,

Plant materials

N. sativa seeds were purchased from a local
herb storc in ‘liarct, Algeria. ‘The sceds werc
subsequently ground into a fine powder (NSP)
using an electric grinder (Fritsch, Germany).
The NSP was uscd as a supplement in the cx-
perimental diet and for Fourier Transform
Infrarcd Spectroscopic (FI-IR) analysis.

N. sativa seed powder (NSP) concentration

NSP was incorporated into the HFD at a con-
centration of 4 g per 100 g of feed, based on a
prelimmnary meta-analysis which ncluded the
study by Kehili, Saka and Aouacheri (2018)
that investigated the cffeets of an cxperimental
diet with 5% of N. sative powder on oxidative
stress induced by cadmium chloride.

FeCl; concentration

The integration of FeCls into the HFD aims is
te expedite the onset of OS. This compound
was incorporated at a concentration of 32 mg
per 100 g ol the diet, as documented by Hi-
ninger-Favier et al. (2016).

Animals, housing conditions and diets

This study involved twenty-four healthy adult
male NMRI mice, aged 6 lo 8 weeks and
weighing between 25 and 30 g, sourced from
the Pasteur Institute of Algiers, Algeria. Upon
arrival, the mice were randomly allocated into
four groups, cach comprising six micc, and
housed individually in cages within the animal
room of the Clinical Autopsy Laboratory at the
Institutc of Veteninary Sciences, University of
Tiaret, Tiaret, Algeria. The environmental con-
ditions were meticulously controlled, main-
laining a temperature of 24 + 2 °C, a 12-hour
light‘dark cycle, and a relative humidity of 60
+ 10%. During a 2-week acclimatization pe-
riod, the mice had ad /ibirum access to food



alima Renabdolloh et al, Preventive effect of Nigello sativa T.. against cerebral oxidative alterations indiced by ahigh-fat, iron-enriches
Huolima Renabdaliah et al., P ive effect of Nigell T.. agal bral oxidative alterations indinced by a high-fat, i iched
dliet in mice, 52 (2). 233-246, 2025

and watcr. Following this peried, to investigate
the effects of NSP supplementation in the
high-fat FeCls diet, the mice were divided into
four groups (six mice per group) as follows:

G1 (8T) Animals in this group reecived a
standard diet (Tab. 1).

G2 (ST+NSP): Animals in this group received
a standard diet supplemented with 4% of
Nigella sativa powder (Lable 1).

G3 (HFD/Fe*'): Animals in this group were
fed an HFD consisting of 48% animal fat de-
rived from ovinc sources, supplemented with
0.032% FeCls (Table 1).

G4 (HFD/Fe* +NSP): Animals in this group
were ted an HFD consisting of 48% animal fat
of ovine origin, supplemented with 0.032 %
TI'eCls and 4% of NSP(Tab. 1).

The mice were housed in polyethylene cages
with wood shavings as bedding, which were
replaced weekly throughout the studv. After 11
weeks, the mice underwent an overmight fas-
ting period before being sacrificed. On the day
of sacrifice, all four groups were humanely
cuthanized using an anaesthetic overdose.
Blood samples and specific organs, including
the brain. were collected and stored at -20 °C
until analysis.

Throughout the study, all animals received
specialized veterary care in accordance with
the internationally accepted guidelines of the
TFuropean TUnion on  Animal Care (CEL
Council 86/609 (CEC, 1986) and Directive
63/2010 on the protection of animals used for
scicntific purposcs) (European Union, 2010).
The experimental procedures were carried out
in the animal house of the Veterinary Institute
in Tiarel, Taret, Algeria, under the supervision
of veterinarians. The authors are affiliated with
the Algerian Association of Sciences in Ani-

Table 1.

mal Experimentation (AASEA) (Agreement
Number: 45/DGLPAG/DVA SDA 14).

Fourier Transform Infrared Spectroscopic
(FT-IR) analysis

An ALPHA-p BRUKER FT-IR spectrometer
was emploved tor the analysis. To prepare the
samples, 100 mg of dispersive KBr (potassium
bromide) was mixed with 0.5 to 2 mg of the
material to create the finished pellets. which
were then placed in the sample holder. During
the measurement, FT-IR spectra were obtained
in the frequency range of 4004000 em.

Assessment of oxidative stress markers in
plasma and brain

Brain tissue samples (0.2 g) were homogenized
in 2 ml. of 1X PRS buffer (pH 7.4) using an
UltraTurrax T25 (Janke & Kunkel GmbH &
Co. KG, TKA Labortechnik, Staufen, Ger-
many). The homogenate was then centrifuged
at 3.000 rpm for 10 minutes at 4 °C. The su-
pernatant was collected, incubated on ice for 1
hour, and subscquently storcd at —20 °C until
further analysis. These samples were used to
assess oxidative stress markers as outlined
below.

Determination of total antioxidant power
using the FRAP technique

The assessment of ferric reducing antioxidant
power in plasma and brain homogenates was
conducted using the method outlined by
Renzie and Strain (1996). The FRAP assay is a
colorimetric method that mcasures the change
in absorbance at 593 nm, which occurs due to
the reduction of T'e* to I'¢?', forming a blue
Fer-tripyridyltriazine complex. This reduction
is facilitated by antioxidants that donate elec-
trons. The proccdure involves the use of the
TPTZ reagent (Sigma Aldrich, Germany).

Composition (g/100g diet) of the mice diets used in this study

Type of diets

Dict composition Stundard diet Standard dicet High-fat dict High-lTut dict
{g/100g dicl) (ST} +NSP (HKD) + NSP
Fat 8.05 8.05 48.00 48.00
Carbohydrates 4536 43.36 5,10 610
Proteins 19.07 19.07 20.00 2000
FeCls / / 0.032 0032
NSP / 4.00 i 4.00
(Ei{';:ﬁ%ggl;‘; ) 3302 330.2 5919 5919
NSP-N, sariva powder
236
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A standard curve was obtaincd trom a stock
solution of FeSO,, 7,0 at 1 mM. Sub-
sequently, 100 uL of the sample solution was
mixed with 900 pl. of FRAP solution. Ab-
sorbance readings were taken using a UV/VIS
Spectrophotometer  (Shimadzu, UV -1202,
Japan) at 593 nm, following 30-minute -
cubation at 37°C.

Determination of thiol groups

The quantification of thiol groups, which
serves as an indicator of protein oxidation in
plasma and brain homogenates, was performed
using the method deseribed by Ellman (1939).
In the presence of thiol groups, Ellman’s
reagent (3,5'-dithiobis (2-nitrobenzeie acid)) 1s
reduced, resulting in the formation of colored
aromatic thiol derivatives (5-thio-2-nitroben-
zoic acid) with absorbance between 412 and
415 nm. A standard curve was prepared using
a solution of NAC (1 mM). A sample of 250
pL was combimmed with 750 pL of phosphate
buffer (pH=8) and 250 pL. of DINB (Sigma
Aldrich, Germany). The mixture was incubated
in the dark for 15 minutes and the absorbance
was mcasurcd at 412 nm wsing a Shimadzu
spectrometer.

Determination of
(GSH) concentration

reduced glutathione

The concentration of reduced glutathione
(GSH) in braim tissue hemogenates was
determined using the colorimetric method
described by Lllman (1959). GSII reacts with
DTNB (5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)) to
form TNB-, a vellow chromophore. The rate of
TNB~ formation 15 measured  spectropho-
tometrically at a wavelength of 412 nm. A
standard curve was gencrated using a solution
of reduced GSH (1 mM). Subsequently, a
sample of 250 pl. was added to 750 ul. of
phosphate bufter (pH=8) and 250 pL of DINB
(Sigma Aldrich, Germany). The mixture was
incubated in the dark for 15 minutes, and the
absorbance was recorded at 412 nm using a
Shimadzu spectrometer.

Determination of MDA levels

The quantification of malondialdchyvde (MDA)
levels was conducted in both plasma and brain
homogenates. This method emplovs an indirect
stralegy to assess the effects of [ree radicals by
measuring  substances formed from lipid
peroxidation, which recact with TBA. 'The mca-
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surement of MDA scrves as an indicator of
lipid peroxidation and oxidative stress. This
agsay followed the protocol established by
Yagi (1976). Speeilically, 800 yL of a mixiuwe
containing TBA at 0.375% (wwv). TCA at
20%, BHT at 0.01% and hydrogen chloride
(HCTy IN were added to 200 pL of the sample
solution.

After stirring for 2 minutes, the mixture was
incubated in a water bath at 100 °C for 13
minutes. Te lenminate the reaction, the tubes
were placed 1n ice, and the resulting complex
was cxtracted with butancl for 2 minutcs.
Following centrifugation at 4000 rpm for 10
minutes at 4 °C (Sigma, K10, lLaborzen-
trifugen, Germany), the supernatant was col-
lected, and the absorbance of the pink chro-
mogen was mcasurcd at 332 nm using a
UVrvisible light spectrophotometer ( Shimadzu
1202, Japan). Additionally, the plasma and
bram MDA concenlrations were calculated
using a standard curve of TEP.

Estimation of catalase activity (CAT)

Catalase activity was assessed using the me-
thod deseribed by Aebi (1984). with minor
modifications. For this assay, 20 pl of haemo-
lysate or homogenate was added to 1255l of
phosphate buffer, and the reaction was initiated
by the addition of 725 pl of 1L,O), at 54 mM.
The blank contained 20ul of haemolysale and
1980 ul of phosphate buffer (50 mM, pH 7.0).

One unit CAT activity 1s defined as the amount
of enzyme required to decompose 1 pmol of
H:(> per minute. The rate of H>(2 decom-
position was mecasurcd spectrophotometrically
at 240 nm and 25 °C. Catalase activity was
expressed as umoles of H2(: consumed per
minute per millilitre of erythrocyte and as
wmoles per minute per gram of tissue in brain
hemogenate.

Statistical analysis

The results are presented as the mean =
standard crror of the mcan (SEM). Statistical
analyses were performed using STATISTICA
software version 6.1 (StatSoft, Tulsa, OK).
Comparisons between the different groups
were conducted using a one-way analysis of
variance (ANOVA)Y The lcast signiticant
difference (LSD) test was used for post-hoc
analysis. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

Bioactive compounds and antioxidants in N.
sativa L. (NSP)

FT-IR spectroscopy is recognized as a rapid
and effective technique for identifying various
functional groups within a sample (Nivetha &
Prasanna, 2016; Bruce and al., 2021). This
method is particularly beneficial due to its
capacity to detect bands associated with
organic molecules, such as acids and poly-
phenols (Nivetha & Prasanna, 2016; Bruce and
al, 2021). In this study, FT-IR analysis was
performed on NSP. The results, including FT-
IR peak values and their corresponding fun-
ctional groups, are depicted in Fig.1 and Table
2. A peak at 3282 cm™ indicates the presence
of a phenolic functional group. Peaks at 2917
cm™ and 2849 cm™ are indicative of C-H

stretching vibrations, suggesting the presence
of alkane groups. The absorption peak at 1644
em™ is associated with C=C aromatic stre-
tching. The peak at 1030 em™ suggests C-H
bending, indicative of alcohol or acid groups.
Furthermore the C-H bending observed at this
frequency further supports the presence of an
aromatic group.

Effect of NSP supplementation on plasma
reducing power (PRP) and cerebral
reducing power (CRP)

The antioxidant properties of N. sativa have
been extensively studied, underscoring its
significant role in mitigating oxidative stress.

In this rescarch, NSP supplementation inhi-
bited free radical formation in an HFD en-
riched with FeCls and enhanced free radical
scavenging in a normal diet.
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Figure 1. FT-IR spectra of NSP
Table 2.
The main peaks in the FT-IR spectrum of NSP
# Characteristic absorption Identified functional groups Compound class
; 3282 O-H stretching/H-bonded phenol/alcohol
3 2917 C-H stretching alkan
4 2849 C-H stretching alkan
5 1644 C=C aromatic stretching aromatic
6 1030 C-O stretching alcohol/acid

697 C-H bending aromatic
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‘These effcets are attributed to the polyphenols
and flavonoids in N. satsva, which act as potent
natural antioxidants by scavenging free ra-
dicals through their multiple hydroxyl groups
(Alu’datt et al., 2024).

The results of the plasma-reducing power
(PRP) and cerebral reducing power (CRP)
(Table 3) reveal that the HFD/Fe®™ signify-
cantly impacts reducing power (PR) as mea-
surcd by the FRAP technique. Mice receiving
the HFD/Fe®™ exhibited a significantly lower
reducing power campared ta the ST (p < 0.03).

Incorporating NSP into the standard diet signi-
ficantly enhanced antioxidant activity in both
plasma and the brain. The ST+NSP group de-
manstrated a highly significant increase in an-
tioxidant activity comparcd to the HFD/Fe**
group (p < 0.001). Similarly. the addition of
NSP to the HFD/FS"' signiticantly improved
plasma-reducing power (PRP) (p < 0.05) and
cersbral-reducing power (CRP) (p < 0.01),
with notablc cnhancements, obscrved relative
to the HFD¥Fe’ group.

These findings align with prior research, which
attributes the obscrved protective cffcets to the
presence of phenolic antioxidants and a high
concentration of phyvtochemicals in M3, These
components arc crucial in mitigating various
degenerative diseases. Dictary polyphenols are
rccogmized for their remarkable bioactivity,
including their capacily to traverse the blood-
brain  barmrier and reach neuronal cells
(Grabska-Kobylecka et al., 2023).

These com-pounds positively mmpact brain
health by enhancing  plasticily, improving
cognitive tunctions, and meodulating mood.
Numecrous studics have investigated the me-
chanism through which plant-derived poly-
phenols neutralize reactive oxvoen specics.
support signal transduction, and promote
neuronal plasticity. Furthermore, polyphenols
cnhance ncuronal health by clevating levels of
neurotransmitters such as dopamine, serotonin,
and noradrenaling in brain tissue (Grabska-
Kobylecka et al., 2023).

Additionally, polyphenals act as effective me-
tal chelators, providing neuroproteclion against
oxidative stress and neurotoxicity induced by
iron and copper. This neuroprotective effect 1s
facilitated by their metal-chelating properties,
maodulation of signal transduction, and reduc-
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tion of oxidative stress (Bhullar & Rupasinghe,
2013).

Flavonoids, a subclass of polyphenols, exhibit
additional pharmacological properties, inclu-
ding iron chelation and inhibition of lipid
peroxidation, further supporting their role in
maintaining neuronal health and protecting
against oxidative damage (Juurlink & Pa-
terson, 1998). Dong et al. (2020) demonstrated
in their study on NS seeds that the plant
cnhanced the total antioxidant capacity in micc
subjected to a high-fat diet and developing
type 2 diabetes. Meziti, Meziti. Boudiaf, Mus-
tapha and Bouriches (2012) reached a similar
conclusion, suggesting that daily oral admini-
stration of the crude cxtract (300 and 800
mg/kg/day) and the essential oil (2 and 4
mlkg/day) of NS for 21 days in Swiss alhino
mice significantly improved plasma antioxi-
dant capacity.

Recent studics also emphasized the antioxidant
properties of thymoquinone (TQ). a compound
in NS that exhibits notable free radical sca-
venging activity, cnhanced by its redox feca-
tures, ability to bypass biological barriers, and
capacity to penetrate subcellular compart-
ments (Cascella et al., 2018). I[smail, Al-
Nageep and Chan (2010) demonstrated that
both the 1'Q-rich fraction and '1'Q significantly
improved plasma antioxidant status by inhi-
biting hydroxvl radical formation.

Furthermore, compounds isolated from N.
sativa, including thymoquinone, carvacral,
anethole, and 4-terpinecl have been shown to
possess  notable free radical  scavenging
properties (Tlesseinian et al., 2018).

Effect of NSP supplementation on protein
oxidation (thiol group) and GSH concen-
tration

The evaluation of protein exidation in plasma
and brain tissues (Fig. 2 and 3) indicated that
the HFD/F¢'' group exhibited significant alter-
ations in protein oxidation. This is evidenced
by a highly significant reduction in thiol group
content in the HFD/F™ group comparcd to
both the ST group and the ST-NSP group in
the plasma (p < 0.001). Similarly, the brain
resulls corroborate these findings, showing sig-
nificantly lower thiel group levels in the
HFLVFe"* group compared to the ST group (p
< 0.03) and the ST-NSP group (p < 0.001).
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Table 3.
Effect of NSP supplementation on plasma reducing power (pmoll) and cerebral reducing power (umolig of
tissue) in dillerent groups of mice alter 11 weeks

Experimental groups

FRAD

Gl G2 &3 G4

(ST) (ST+N) {ILED/Te*) (IFD/Fe* +N)
Plasma FRAP 1271.20+ 86.947 1633.74+ 58.92 80330+ 101.66" 1 26690+ 147 .08*
Drain FRAP 727.05=49.01 924 70139 82 498 §2=35 527 FF M 849 41 +44 64

Values are means LSEM (n = 6) g < 0.05 versus ST group: ﬁ"p < 0,001 versus G2 (ST VNSP) group; ™ p < 0.05 versus G2
(ST+NSP groups; "p < 0.05 versus G3 (HEDVFe™ =NSP,; My <0.01 versus G3 (HFD/Fe' "+ NSP)

The integration of NSP into the HFD cxhibits a Several studics underscore the role of NS in
protective eflect against prolein oxidation, as increasing the total thiol content of serum and
demonstrated by a very significant increase of tissues. For instance, Hosseinian et al. (2018)
thiol group content in the HFD/Fc™+NSP and Salama, Abd-El-Hamecd, Abd-El-Ghaffar,
group compared to the HFD/F&™ group at both Mohammed and Ghandour (2011) demons-
plasma (p = 0.01) and thc brain levels (p = trated that administering NS extract at doscs of
0.001). However, this prolective efllect is 100 and 200 mgkg and 30 mgkg (IP),
consistently less pronounced than that ob- respectively. significantly increased the total
scrved in the ST and ST+NSD groups. No- thiol content in the scrum and tissucs of
tably. both the ST and ST+NSP groups show a Cisplatintreated  Wistar rats.  Furthermore,
very significant increase in thiol content com- daily oral administration of VS extract for two
pared to the HFDF™™NSP group at the months in experimentally mduced  diabetic
plasma level (p < 0.01). A similar trend is ob- rabbits increased GSH levels (Meral, Yener,
served at the brain level, particularly in the Kahraman & Mert, 2001). Additional research
ST+NSP group, although this increase does suggests that N, sative powder, when ad-
not reach statistical significance. ministered orally, can normalize glutathione

(GSH) and nitric oxide (NO) levels in rats,
indicating significant efficacy in mitigating
oxidative stress  (Javidi, Razavi & Hos-

GSH, the most abundant antioxidant in ¢cllular
compartments, is implicated in a feedback loop
mvolving iron accumulation, reduced GSII

levels, and oxidative stress (Yarjanli, Ghaedi, seinzadsh, 2016).

Esmaeili, Rahgozar & Zarrabi, 2017). In this Effect of NSP supplementation on lipid
study (Fig. 4), GSH levels were found to be peroxidation (MDA level)

depleted in the brain tissue of HFD/Fe® fed o o o

animals compared to the ST graup (P < 0.01) Lipid peroxidation WPT@S?UL" a signilicant con-
and thc STHNSP group (p < 0.001). Sup- sequence of hvdroxyl radicals and other potent
plementation with N3P significantly restored 0X1f1?'nt5= lcadllng to dle}ll?UOl'lS n bl'ﬂl.ll fll-‘
the reduced GSII levels in IIFD/I'e™ ' -fed ani- netion by allering the [uidity and inlegrity of
mals (p < 0.001). neuronal cell membranes (Juurlink &Paterson,

) ) 1998). In this study, thc HFD/F¢** group was
Sulfhydryl (SH) groups, highly reactive com- used to induce lipid oxidation, as evidenced by
ponents of both protcin and non-protein MDA levels (Lable 4). A highly significant in-
molecules. play a crucial role in scavenging crease in MDA concentralion was observed in
oxygen free radicals (TTosseinian et al, 2018). the HFT¥Fe* graup compared ta the ST group

In .lhis study, }-IFL‘.VFE3+ promotes ROS gene- (p < 0.01),
ration by reducing the antioxidant enzyme ac-
tivity and depleting intracellular GSII con- Furthermore, MDA levels in the HFD/Fe®*
centrations in the brain. NSP supplementation group were significantly higher than those in
acts as a free radical scavenger, enhancing the ST-NSP group (p < 0.001) at the plasma
non-¢nzymatic GSH levels and total thiol level. At the brain level, a similar highly sig-
groups in both plasma and brain. Indeed, small nificant risc m MDA levels was noted in the
thiols like GSH may also play a dircet role in HFD/Fe3+ group compared to both the ST
scavenging strong oxidants and can inactivate group (p < 0.001) and the ST +NSP group (p <
the hydroxvl radical. 0.01).
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Figure 2. Effect of NSP supplementation on protein oxidation in plasma (thiol group) (umol/L) in the ditferent
groups of mice after 11 weeks
(n =6 mice in each group). Data are presented as mean + standard error. * P < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Figure 3. Effect of NSP supplementation on protein oxidation in brain (pmol/g of tissue) in different groups of
mice after 11 weeks (n =6 mice in each group). Data are presented as mean + standard error
*P<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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Figure 4. Effect of NSP supplementation on cerebral GSH concentration (umol/g of tissue) in different groups
of mice after 11 weeks (n = 6 mice in each group). Data are presented as mean + standard error
* P <0.05; **p < 0.01; ***p <0.001
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Table 4.
Effect ol NSP supplementation on plasma lipid peroxidation (pmolfl) and brain lipid peroxidation (pmolig of
tissue) in dillerent groups of mice alter 11 weeks

Experimental groups

MDA level Gl G2 G3 G4

(ST) (ST+N) (LIFD/Te*) IIED/Fe +N)
Plasma - - N b s .
VDA 4924043 3.3240.56 7.050.51 233064
Brain MDA 16.15-1.00"" 2013+221" 2008-2.12 18,2442 82"

Dara are presented as means LSEM (n = 6mice); alf  p < 0001:  p < G.01. comparison between IIFDTe”™ and the other
eroups

The addition of NSP to the HFD/F&*' regimen Effect of NSP supplementation on Catalase
significantly reduced the MDA levels mduced content in erythrocyte and brain

}jﬁ_;l)": (}‘»i\glq reduction was ev;:lenti)m :}[-:f:l This study explored the effects of HFD/Fe®"
HFD;’FE”* oroup %OL:E . ;?ﬁiﬁrcle\’el (p “ and NSP supplementation on cnzymatic anti-
0.001). A similar decrease in MDA levels was ]0 deﬂf:ls’ Sgeﬁlﬁ.ca]tl.y C‘}TT Eﬁ“‘?y ;\n | mall_
bserved in the HFD/Fe*+NSP group com- rrocytes and brain tissues (Table .)' ugh v
2 ared to the HFTVFS" group (p < D 01) at the significant deercasc in CAT activity was ob-
b group (p = B served in the HFD/Fe® group compared to

brain lovel. both the $1 group (p < 0.001) and the 5’11 NSP

These results suggest that NSP confers a pro- group (p < 0.01) at the .erylllrg)c}"le lovel.

tective cffcet, particularly in the context of A_Iﬂm}l‘éh‘ th? Supl’]ﬁm_e“t"tm“ of I\% to _ﬂ‘c

elevated MDA levels induced by the high-fat high-fat feeding group increased CAT activity,

diet with iron, providing superior protection this increase was not statistically significant
g T | l i 3+ ¥

compared to the control groups at both the compared to the IFD/Fe™ group.

plasma and brain levels. A highly significant reduction in CAT activity

was observed in the HFDVFE™ group at the
brain level in comparison to both the ST group
(p =< 0.03) and the ST+NSP group (p << 0.001).
Furthermore, catalase activity was consistently
higher in the control group treated with NS, as
apposed Lo both the ST group (p < 0.03) and

This finding is corroborated by Balbaa, Ab-
dulmalek and Khalil (2017), who demonstrated
that V. sativa reduccs oxidative stress markers
by decreasing TBARS in the brain tissue of
III'DY ST Z-induced rats.

Additionally, N. sarive has been shown to the TIFDTE I N group (p < 0.05). At the ery-
decrease high MDA levels and enhance an- throeyte level, a significant decrease in cata-
tioxidant enzyme activity (Ismail ct al., 2010). lase activity was detected in the HFD/Fe**
Kanter, Coskun, Kalayc, Buyukbas and Cagavi group comparcd to the HFLYFc'' group treated
(2006) also investigated the effect of black with NSP whereas no significant difference
sced on lipid peroxidation and the antioxidant was evident at the brain level. Catalase is a
defence system, finding that treatment with the crucial cnzyme that catalyses the decompo-
volatile oil of N. sativa, reduced spinal cord sition of hydrogen peroxide inte water and mo-
tissue MDA levels following experimental spi- lecular oxygen, thereby serving as a vital de-
nal cord injury in rats. fence against oxidative stress (Juurilink & Pa-

terson, 1998). In this study, the admimistration
of NSP in a high-fat diet enriched with FeCls
was found to enhance catalase activity in both
blood and bramn tissues. This finding aligns
with other studies on NS, particularly when
combined with vitamin C, which demonstrated
the ability to mitigate the inhibition of catalasc
activity following experimental spinal cord in-
jury in rats. Moreover, increased catalase ac-
tivity has been reported as an indicator of the

A recent study also confirmed that NS seed
powder (300 mgkg BW) signilicantly de-
creased MDA levels in diabetic albina rats in-
duced by streptozotocin (Desai ¢t al., 20135).
Moreover, Mehri. Shahi, Razavi, Hassani and
ITosseinzadeh (2014) demonstrated that TQ ex-
hibited a protective effect against acrylamide
(ACR)induced neurotoxicity in Wistar rats,
primarily by reducing hipid peroxidation in the
cercbral cortex.
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Table 8.
Effect of NSP supplementation on catalase content in erythrocyte (pmol/imin/mly and brain (umolmin’g of
tissue) in dillerent groups of mice alter 11 weeks

Catalase Experimental groups

content G1: ST G2: ST+NSP G3: HFD/Fe* G4: HFD/Fe*" +N
Eryth CAT 1244 38+44.52 895 75+145.79 4167810466 "™ 577.53=120.19"
Brain CAT S0383.024203.14%  S2BR761£137483 48423 54438380 49304.39+219.60%%

Values are means + SEM (1 = 6); | p < 0.60] versus group GIST):  p < 6.0 versus group G (ST); p < 0.03 versus
group GHSTL ™ p < 0,001 versus group G2 (STHNSP); ™ p < 0.00 versus group G2 ST+NSP), " p < 0.05 versus group G2
STHNSP

antioxidant propertics of MS (Javidi ¢t al. DATA AVAILABILITY STATEMENT
2016). Data contained within the article.

The administration of TQ has also been shown
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SaZetak: Nedavna istraZivanja naglasavaju kljuénu ulogu oksidativnog stresa u cerebralnim
promenama, podstiduci istraZivanja strategija poput kori$éenja prirodnih supstanci dobijenth iz
lekovitih biljaka, ukljuujuéi Nigella sativa L. (NS), zbog njihovog terapijskog potencijala. NS
Je poznata po svojim bioaktivnim jedinjenjima koja igraju znadajnu ulogu u prevenciji i le¢enju
bolesti. Ova studija koristila je Fourier Transform Infrared Spectroscopic (FT-IR) analizu za
identifikaciju funkcionalnih grupa i jedinjenja u semenu NS, kako bi ispitala njene preventivne
efekte na cerebralne oksidativne promene izazvane ishranom bogatom mastima (HFD) uz
dodatak gvoZzda kod NMRI mifeva. Fokus je bio na oksidaciji lipida, Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP), tiolmim grupama, aktivnosti katalaze 1 nivoima redukovanog
glutationa (GSH). MiSevi su nasumic¢no podeljeni u &etiri eksperimentalne grupe (po Sest mieva
u grupi): kontrola (ST), kontrola + prah semena NS (ST+NSP), ishrana bogata mastima uz FeCls
(HFD/Fe*"), 1 HFD/Fe**+NSP. Nakon eksperimentalnog perioda od 11 nedelja, oksidacija lipida,
FRAP, tiolne grupe i aktivnost katalaze merene su u plazmi i mozgu, dok su nivoi GSH
procenjivani iskljutivo u mozgu. NS je znadajno smanjila lipidnu peroksidaciju kod HFD/Fe®*
miSeva i obnovila FRAP, tiolne grupe, aktivnost katalaze i nivoe GSH, koji su bili znatno
smanjeni kod HFD/Fe** mieva u poredenju sa ST grupom. Refim HFD/Fe*" poveéao je
proizvode lipidne peroksidacije u odnosu na ST grupu. Ovi nalazi sugeri$u da suplementacija
ishrane sa NS u prahu ublaZava cerebralni oksidativni stres i1 poboljSava aktivnost
antioksidativnih enzima.

Kljuéne redi: crmi kumin, lipidna oksidacija, oksidativni stres, hiperlipidna ishrana, FeCls,
promene na Mozgi
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