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GLOSSAIRE

Arthropathie microcristalline : C'est une inflammation du au dépbt des cristaux
d’ urate monosodique dans les articul ations.

Articulation métatarsophalangienne : est une articulation qui unit la téte des os
métatarsiens (du métatarse), a la base des premieres phalanges des doigts du pied.
Coalescence: est un phénomeéne par lequel deux substancesidentiques, mais dispersées,
ont tendance a se réunir. Le phénomene principal qui entre en jeu est que le matériau
optimise sa surface sous I'action de la tension superficielle, de maniere a atteindre un
minimum d'énergie.

Contenu crayeux : C'est un contenu blanchétre qui contient le carbonate de calcium.
Epanchements articulaires : Présence en quantité anormale de liquide synovia dans
une articulation. Lorsque la membrane synoviale est soumise a un processus irritatif
(libération de substances suite a la dégradation du cartilage par exemple), elle devient
inflammatoire et synthétise du liquide synovia en excées, provoquant un épanchement
articulaire. 1l contient des substances inflammatoires qui vont entretenir et parfois
amplifier la poursuite du processus arthrosique. 1l contient également moins d’ acide
hyaluronique, perd ainsi de laviscosité et est moins apte a protéger le cartilage vis-a-vis

des agressions, favorisant la dégradation progressive du cartilage.

Kinines: Le nom de kinine est un nom générigue qui regroupe plusieurs polypeptides
du plasma. Ceux-ci sont libérés a partir du kininogene, sous |'action de la kallicréne.
Leur métabolisme est di a la kininase Il. Les deux principales kinines sont la
bradykinine et la kallidine. 1ls ont une action de relachement de la musculature lisse
provoquant une vasodilatation artérielle. Ils agissent sur les cellules endothéliales des
capillaires sanguins pour en augmenter leur perméabilité, et aingi faciliter la migration
des leucocytes. Le résultat de leur action est une hypotension et une douleur.
Lanéphriterénale: est une maladie dans laquelle les espaces entre les tubul es rénaux
enflent d'ou inflammation. Cette derniere peut affecter la fonction desreins, y compris
leur capacité afiltrer les déchets.

Opsonisation descristaux : est un processus biochimique par lequel une molécule (dite
opsonine) recouvre lamembrane d'une cellule cible (une bactérie ou une cellule du corps
infectée par un pathogéne) pour favoriser sa phagocytose par une cellule dotée de

récepteurs pour |es opsonines.



GLOSSAIRE

Survenuenocturne: Apparition desfacteurs qui favorisent la précipitation des cristaux
d’ urate monosodique dans les articul ations.

Tophus goutteux : sont des concrétions uratiques qui se forment sous la peau dans le
cas d'une goutte chronique, |e plus souvent au niveau des mains, des pieds, des poignets,
des chevilles et des oreilles. Les tophus ont |'aspect de bosses dures sous la peau et ne
sont généralement pas douloureux, sauf pendant les attaques de goutte, car ils
deviennent enflammés et gonflés. Au fur et a mesure de leur croissance, les tophus
peuvent éroder les tissus des articulations, causant des dommages et éventuellement
I'usure des articulations jusqu'a leur destruction totale.
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INTRODUCTION

L'arthrite goutteuse est une maladie métabolique liée a |’augmentation de la
concentration sérique des cristaux d'urate monosodique dans les articulations. Elle est
caractérisée par une douleur intense, rougeur et gonflement. Le dépdt de cristaux d'urate
monosodiques dans le tissu synovia et le cartilage peut favoriser I'inflammation chronique,
qui conduit a des dommages tissulaires tels que la destruction du cartilage et la formation de
tophus (Sabina et al.,2012).

Le marqueur pathologique primaire de la goutte est I'infiltration massive des
neutrophiles dans le liquide articulaire. Au contact des cristaux d’ urate monosodique, la
phagocytose est activeée, ce qui induit lalibération des médiateurs de laréaction inflammatoire
tels que la génération des radicaux libres, la synthése des prostaglandines et des leucotriénes,
la secrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires et la libération des hydrolases
acides (P-galactosidase, phosphatase acide, cathepsine D, B-glucuronidase et N-acétyl-f-
glucosaminidase) du lysosome (Shi et al., 2010). Cet organite est le carrefour du systeme
vacuolaire de la cellule dont les fonctions sont étroitement inter-régul ées.

La goutte est devenue plus courante et cliniquement plus complexe ces derniéres
années. Cependant, la colchicine, les anti-inflammatoires non stéroidiens, les uricosuriques,
les inhibiteurs de I'uricosynthése et les agents anti-interleukines 1-B sont utilisés pour le
traitement de I’ inflammation induite par les cristaux d UMS (Richette, 2011).

Bien que ces molécules sont généralement efficaces, elles présentent également des
effets secondaires graves: la toxicité rénale ou gastro-intestinale et des saignements gastro-
intestinaux (Walace, 1974 ; Lioté et al., 2007). Ce qui fait appel a une médecine alternative
qui utilise des substances naturelles mieux tolérées par I'organisme. En effet, depuis
I’ antiquité les humains se soignent avec les plantes médicinales qui possedent des propriétés
antalgiques, analgésiques et anti-inflammatoires. Ces derniéres doivent leurs activités
biologiques aux métabolites secondaires, incluant la famille des composés phénoliques
(Sabinaet al.,2012). .

Fraxinus angustifolia est une espece treés répandue dans le bassin méditerranéen, en
particulier dans le Nord algérien. Elle est utilisée traditionnellement par les magrébins dans le
traitement de I’ acces aigu de la goutte (Quezél et Santas, 1963).

Le but principal de ce travail consiste a étudier la composition phytochimique de

cette plante et d’évaluer |’ effet des extraits ethanoliques et aqueux des feuilles et des écorces

sur |” activité des enzymes lysosomales d’ un modéle animal d’ arthrite goutteuse aigue.
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CHAPIIRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.1. Hyperuricémie et goutte

L’ hyperuricémie découle de I’ exces de production de I'acide urique. Ce dernier est issu du
catabolisme des acides nucléiques cellulaires, la dégradation des acides nucléiques
alimentaires par la xanthine oxydase et |a synthese de novo des purines dans le foie a partir de
ribose-5-phosphate (Agudelo et al., 2001; Ea, 201la; Paragasam et Rasool, 2013).
L’ accumulation et le stockage de I’ acide urique dans I’ organisme, ains que certains facteurs
génétiques et environnementaux entrainent |I’hyperuricémie qui peut ére a I'origine de
plusieurs pathologies telle que la goutte (Bennesser et al., 2010 ; Roddy, 2010).

L’acide urique est un acide faible dont le pKa est au voisinage de 5,8, il se précipite
rapidement dans les milieux aqueux, tels que les urines et le liquide synovia pour former des
cristaux d’urate monosodiques (UMS) (Kuntz et al., 2003). Le dépbt de ces derniers dans les
articulations dépendent du pH du milieu, en effet, la diminution du pH favorise leur
précipitation, une basse température favorise leur dépbt dans la partie froide du corps en
particulier les articulations, et I’hydratation des tissus explique la survenue de |’ acces

nocturne dans les tissus (Bennesser et al., 2010).

La goutte est une arthropathie microcristalline due a la saturation du plasma en urates (Kuntz
et al., 2003). Ces derniers provoguent des manifestations cliniques trés variées alant de
I” hyperuricémie asymptomatique ou le taux d’acide urique atteint le point de saturation, les
cristaux peuvent se déposer dans les tissus et induire des dommages tissulaires, a la crise de
goutte aigue caractérisée par le déclenchement de la premiére crise de goutte aigue, qui
semble étre associée a une variation rapide de la concentration sanguine d’ acide urique plutét
gu'a I'atteinte d'un seuil critique. Les intervalles libres se caractérisent par la résolution
spontanée de la crise de goutte apres quelques jours, définie comme une période de latence
entre deux crises. Finalement, un état inflammatoire persistant évolue vers la goutte chronique
al’origine de destructions tissulaires (Kuntz, 1978 ; Chia et al., 2008 ; Shi et al., 20010).

L’inflammation aigue et monoarticulaire (Figure 01 A) se caractérise par la douleur, la
rougeur, la chaeur et le gonflement typiquement dans une articulation méta
tarsophalangienne, et elle a une durée limitée (Schlienger, 2011).

La goutte chronique tophacée (Figure 01 B) se caractérise par des concrétions uratiques qui
s accumulent sous la peau sous forme isolées ou réunies en une masse irréguliere et bosselée,

moux au début puis durcissent et parfois méme S ulcerent spontanément ou aprés un
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traumatisme, en laissant s échapper un contenu crayeux blanchétres. Dans les stades avancés
de I'inflammation, les dépdts uratiques détériorent les articulations, ce qui évoque un

rhumatisme inflammatoire (Schlienger, 2011).

Figure 01: (A) Arthrite aigue de la premiére articulation métatarsophalangienne du gros orteil droit
(Alici et al., 2013). (B) Goutte tophacée (Schlienger, 2011).

|.1.2. Physiopathologie de I’ arthrite goutteuse

La conception physiopathologique actuelle de I’ acces goutteux fait intervenir trois phases:
Une phase initiatrice brutale, faisant suite a la formation et a la présence de microcristaux
d’UMS; une phase d’amplification et de propagation et une phase de résolution spontanée
(Figure 02) (Alaoui et al., 2013).

Figure 02 : Représentation schématique de I'inflammation uratique au cours du temps: Entre les
acces aigus une inflammation inter-critique est probable dont la répétition induit des accés chroniques.
(Lioté, 2011).
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1.1.3. Inflammation aigue et mécanisme d’ action

La réaction inflammatoire microcristalline dans |a crise de goutte résulte de |’ interaction entre
les cristaux d'UMS, les synoviocytes de type B (fibroblastiques), les synoviocytes de type A
(macrophagiques) et les leucocytes infiltrants, ce qui induit la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines, tels que D’interleukine-1f3 (II-1B), le TNF-a (Tumor
necrosis factor-a), ’interleukine 6 (I1-6) et I’interleukine 8 (I1-8) (Martinon et al., 2002 ;
Schroder et Tschopp, 2010). Certains de ces médiateurs jouent un role primordia dans
I'infiltration massive de polynucléaires neutrophiles (PNN) dans la cavité articulaire et

provoquent leur activation, ce qui amplifie laréaction inflammatoire (Pascual et al., 2013).

|.1.4. Déclenchement de |’ acces aigu

Il est provoqué par le détachement des cristaux d’UMS des articulations dans le liquide
synovial et la sursaturation du liquide synovia en UMS (Alaoui et al., 2010). Les cristaux

libérés peuvent ensuite activer les cellules par différents mécanismes (Figure 03):

1.1.4.1. La phagocytose: Les cristaux dUMS présentent une grande affinité pour les
immunoglobulines de type G (Ig G), des protéines matricielles (fibronectines) et des fractions
du complément. L’opsonisation des cristaux facilite leur phagocytose par les macrophages
puis par les PNN. Ceci pourrait aussi étre favorisé par la liaison avec les récepteurs
membranaires TLR-2 et TLR-4 (Toll Like Receptor) (Ea, 2011b).

La phagocytose induit la libération des enzymes lysosomales et la production de cytokines

inflammatoires et de radicaux libres. Cela conduit a la maturation de I’Il-1p et a I’activation

de I’inflammasome NLRP3 (Choi et al., 2005).
1.1.4.2. Interaction cdllules-cristaux

Selon le type des cristaux on distingue soit une interaction directe entre les cellules et les
cristaux nus (non recouverts de protéines) ou une interaction entre les cellules et les cristaux

revétus de protéines.

L’ activation des cellules suite a |’ interaction directe entre cellules et cristaux non recouverts

de protéines se fait selon deux modes d’ action :

- Une liaison é ectrostati que entre les charges négatives des cristaux d UMS et |es composants

de la membrane cytoplasmique induit un influx calcique, une modification de la perméabilité
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membranaire, un stress mécanique de cisaillement et stimulation de mécanorécepteurs comme
lesintégrines (Shi et al., 2010 ; Al-Nahain et al., 2014).

-Une liaison directe des cristaux d’UMS nus avec un récepteur membranaire provoque
I’ activation de la phosphorylation des protéines Pyk-2 et FAK qui sont situées juste en aval
desintégrines (Liu et al., 2004) et induit I’ expression d’ une molécule membranaire exprimée
par les cellules myéoides et de stimuler les molécules situées en aval des récepteurs TLR-2et
TLR-4, ou en aval du récepteur d’IL-1B (Chen et al., 2006).

Cependant, |’ activation des cellules par I’interaction directe entre cellules et cristaux revétus
de protéines se fait par I'intermédiaire d' une protéine adsorbée a la surface des cristaux
(Ginsberg et al., 1977). Plusieurs auteurs ont rapporté la présence de protéines adsorbées sur
les surfaces des cristaux, tel que la réponse des PNN stimulés par des cristaux d’ UMS est
inhibée en présence d’un anticorps anti-CD11a dont le fragment FcRIII-y peut étre adsorbé
sur ces cristaux (Liotéet al., 2007 ; Ea, 2011a).

|.1.5. Recrutement de nouvelles cdlules et sécrétion des cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires

Les monocytes et les neutrophiles infiltrés dans la cavité articulaire Sinteragissent et
Sactivent au contact des cristaux, reconnus comme signa de danger. Ils aboutissent a la
synthése d’I1-1pB et d’I1-8 (Martinon et al., 2002). Cette derniéere est une chimiokine ayant un
réle important dans le recrutement et I’ activation des neutrophiles dans des modeles animaux
d’arthrite goutteuse. Elle est capable aussi d'induire la synthése dautres facteurs
chimiotactiques, tel que les leucotrienes et la destruction de la membrane des phago-
lysosomes. Ils déversent ainsi leur contenu enzymatique (relargage des enzymes | ysosomal es)

et pro-11-1p dans la cavité synoviale (Busso et So, 2010).
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Figure 03 : Etapes de déclenchement de I'inflammation lors de I’ arthrite goutteuse
(Traduit del’anglais) (Busso et So, 2010).

1.1.6. Inflammasome et immunitéinnée

Plusieurs recherches ont impliquées I’inflammasome et I'immunité innée dans la réponse
inflammatoire aux cristaux d’ UMS (Popa-Nita et al., 2009 ; Kingsbury et al., 2011 ; Wei et
al., 2014). L’immunité innée dépend des cellules phagocytaires (monocytes, macrophages,
PNN). Ces cellules reconnaissent les UMS comme un signal de danger capable de stimuler la
maturation des cellules dendritiques et I’ activation de I’inflammasome (Shi et al., 2003). Ce
dernier, est un complexe moléculaire composé essentiellement de NLRP-3, de I’'ASC
(Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) et de la caspase-1 dont
I’activation conduit a la syntheése d’I1-1p (Ea, 2011b).

Les cristaux d’UMS activent I’inflammasome selon plusieurs mécanismes: soit par liaison
avec les récepteurs TLR (Josteen et al., 2011) ; ou par désorganisation des phagol ysosomes
aprés la phagocytose et libération des enzymes lysosomales telle que la cathepsine B et des
radicaux libres dérivés de I’ oxygéne (R.O.S) (Richette, 2010 ; Paragasam et Rasool, 2013).
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Le NLRP-3 appartient alafamille des NOD-Like réceptors (NOD-Like récepteurs) actif selie
a la protéine adaptatrice ASC, qui a son tour active la caspase-1 induisant la synthese d’11-1
(31 KDa) activée apres clivage du précurseur pro-Il-1p (37 KDa) (Martinon, 2010), dont la
libération permet 1’activation de I’inflammasome et par conséquent les caspases. L’II-1B
produite se lierait ensuite a ses récepteurs 11-1R pour stimuler la production de cytokines
inflammatoires et de chimiokines par transduction du signal viaMY D88 (Protéine adaptatrice
de différenciation myéloide facteur 88) ou via la voie NF-xB (Joosten, 2010 ; Ea, 2011b).

|.1.7. Résolution spontanée del’inflammation aigue

Apres les étapes d'initiation et d’amplification de I'inflammation, la crise de goutte se

caractérise par une résolution spontanée qui fait intervenir différents mécanismes (Figure04):

e Modification des cristaux par réduction de leur taille, de leurs charges électriques de
surface et de leur revétement protéque pour les rendre incapable de déclencher une
réponse inflammatoire (Kuntz, 2003 ; Lioté et al., 2007);

e Ladifférenciation des monocytes en macrophages (Switch) aprés la phagocytose des
cristaux d UMS. Ce changement s accompagne d’ une perte de capacité a produire les
cytokines pro-inflammatoires (II-1, I1-6, TNF-a) et d’une production accrue de
cytokines anti-inflammatoires (Il-10 et TGF-B). Le TGF-p, stimulé par 1’ingestion de
cellules apoptotiques par les macrophages, agit en réduisant |’ activation des cellules
endothéliaes, limitant ainsi le recrutement des PNN et des monocytes dans le tissu
synovial (Liotéet al., 1996);

e Lescristaux dUMS pourraient simplement se dissoudre a la suite d'une diminution de

la concentration sérique d'acide urique due aux variations de pH (Cotten et al., 2013).
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Figure 04 : Résolution de la crise de goutte (Ea, 2011b).

I.2. Lesenzymes lysosomales et especesréactives del’ oxygene dans |’ inflammation

Le lysosome est un organite intracytoplasmique, présent dans toutes les cellules nucléées,
assurant la dégradation et le recyclage de composants intra- ou extracellulaires. 1l est trés
hétérogene dans sa taille et son aspect et renferme essentiellement de 50 a 60 hydrolases
(phosphatases, glycosidases, lipases, nucl éases, sulfatases et protéases) actives a pH acide (5,2
a 5,5). Les hydrolases sont isolées du reste de la cellule par une membrane simple de
composition spécifigue comprenant des glycoprotéines fortement glycosylées qui la protégent
des hydrolases: les LAMP (lysosome-associated membrane proteins) et les LIMP (lysosome-
integral membrane protein) et permettent ainsi la régulation de I’ homéostasie cellulaire. Cette
membrane contient une pompe a protons (ATP dépendante) qui maintient un pH acide dans

cet organite (Maire, 2012).

Les enzymes solubles sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE) et transportées
a travers |'appareil de Golgi ou elles subissent toute une série de modifications post
traductionnelles, conduisant a I’ acquisition d’un marqueur mannose-6-phosphate (M6P) qui
permettra leur liaison a deux récepteurs reconnaissant le M6P (M6PR46 et MPR300)
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concentrés dans les régions de trans Golgi qui vont bourgeonner pour donner une vésicule de
transport. Cette derniére va ensuite fusionner avec un endosome tardif (LE) pour donner un
endolysosome ou les hydrolases acides sont dissociées de leurs récepteurs (recyclés vers le
trans-Golgi) ou partiellement adressées a la membrane plasmique pour produire la
configuration active (Crine et al., 1987).

Plusieurs voies de dégradation convergent au niveau du lysosome, y compris la phagocytose
et I’autophagie (Figure 05). La premiere voie dégrade les composants a partir du milieu
extracellulaire (hétérophagie), tandis que les macro-, micro- et chaperons a médiation
autophagie dégradent des composants intracellulaires. La MA est un processus par lequel les
protéines cytosoliques hébergeant un motif spécifique avec des séquences d'acides aminés
sont incorporés dans les lysosomes gréace a I'action combinée d'un chaperon (généralement
Hcs70) et le récepteur lysosomale Lamp-2A. Ces vacuoles autophagiques ont été appelés
cytolysomes. Elles ont été observées dans les cellules plasmatiques et dans une des cellules de
type de la membrane synoviale dans le cas de I'arthrite rhumatoide (Chayen et Lucille
Bitensky, 1971).

En tant que principal organite catabolique dans la cellule, les lysosomes dégradent une
multitude de composés, y compris les récepteurs de surface, macromol écules, des organelles
et des agents pathogéenes, ainsi que certaines protéines de demi vie courte qui ne sont pas
dégrader par le protéasome (Per ez-Sala et al., 2009).

Figure 05 : Fonctions du lysosome (Traduit del’anglais) (Boya, 2012).
Chayen et Lucille Bitensky (1971) ont rapporté que la coalescence des lysosomes et les

membranes cellulaires jouent un réle majeur dans la sécrétion des enzymes lysosomales dans
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lamatrice intercellulaire. Il estime que, dans la vie du tissu conjonctif, ces enzymes dégradent
la matrice dans le microenvironnement immédiat de la cellule dans lequel elles ont été
extrudées et la cellule prend par la suite le matériel dégradé par endocytose.

1.2.1. Lesenzymes lysosomales dans|’arthrite goutteuse

Dans le cas de |’ arthrite goutteuse, les cristaux sont phagocytés par les polymorphes et les
leucocytes mononucléaires dans une vacuole d'endocytose et les cellules dégranulées. Ce
processus semble impliquer la fusion des granules, a savoir les lysosomes avec la vacuole
d'endocytose pour former un phagolysosome (Chayen et L ucille Bitensky, 1971).

Certaines études ont démontré que lorsque les lysosomes prennent les particules indigestibles
ils peuvent fuir leurs enzymes dans la cellule. Les lysosomes seront donc enflés et il y-aura
synthese des enzymes lysosomales qui seront libérés dans e milieu de culture. Ce qui indique
gue les enzymes libres dans le liquide synovia viennent probablement de la désintégration
des cellules, en particulier des polynucléaires qui ont ingérés les cristaux d UMS (Chayen et
Lucille Bitensky, 1971).

Les urates ainsi que toutes les particules chargées négativement, y compris le pyrophosphate
et le verre, activent le facteur Xl (facteur de Hageman) du liquide articulaire chez les
humains, et induit la conversion des kallikreininogen en kallicréine; cela modifie les
kininogénes en kinines actives. Ces derniéres se trouvent dans les articulations chez les
goutteux, dans les épanchements articulaires provoquent la dilatation des vaisseaux sanguins

et éventuellement, induisent I’ excitation des récepteurs de douleur.

Le facteur Hageman est également activé par des enzymes protéolytiques libérées lors de la
phagocytose par les polynucléaires. De méme, la digestion de cartilage par des enzymes
lysosomales libere la chondroitine sulfate qui active aussi ce facteur. D’autres enzymes
lysosomales semblent agir directement sur les kininogenes pour libérer les kinines. Ces
dernieres attirent plus de leucocytes et induisent ainsi la prolifération du processus
inflammatoire ((Chayen et Lucille Bitensky, 1971).

1.2.1.1. B-galactosidase

Cette hydrolase lysosomale (Ec 3.2.1.23) est responsable du clivage du résidu B-galactose
terminal des glycoprotéines, des sphingolipides et des glycoconjugués (Suzuki et al., 1995).
Ohto et al (2012) a démontré que la B-galactosidase existe sous forme de dimere actif a pH
4,5 (Figure 06 A) et sous forme de monomeére a pH neutre (Figure 06 B).

10
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Figure 06 : Structure tridimensionnelle de B-galactosidase. (A) : Structure cristalline du dimére avec
son substrat en rouge trempé dans le site actif; (B) Structure cristalline du monomére (les régions N-

terminales en violet et les régions C-terminale en jaune pale) (Ohto et al., 2012).

L’ activité enzymatique de la protéase acide a été mesurée in vivo chez des animaux atteints
d’'une inflammation en présence de son substrat synthétiqgue cholorométrique, 2,4-
dinitophényl-B-D-galactoside. Cette réaction a montré une libération importante du produit
2,4-dinitrophényl (Howard et al., 1977).

L’ administration des agents pathogénes tels que |’ acide urique dans les articulations provoque
une réaction inflammatoire. Cette derniere induit I’augmentation de la fluidité membranaire
par sécrétion des lysophospholipides qui possédent un potentiel chimiotactique et stimulent
par conséquent la libération de -galactosidase dans les lymphocytes B et de sialidase dans les

lymphocytes T (Venkateswara et al., 1994).

L’augmentation de la libération de la B-galactosidase active induit 1’hydrolyse d’un facteur
sérique (DBP humaine: Vitamine D3 binding protein), qui contient une chaine O-liée
composée d'un galactose terminal ou d’un acide sialique (Einstein, 1996). Ce clivage permet
la production du facteur d activation des macrophages (GC-MAF) avec un fragment N-
acétylgalactosamine (Nobuto et al., 1998). GC-MAF posséde plusieurs activités biologiques
in vivo, telles que I’ activation des macrophages, |’ activité anti-angiogénique et |’ activité anti-
tumorale. Cependant, les macrophages ont la capacité de phagocyter les antigénes via le
fragment Fc des immunoglobulines et de générer I’ anion superoxyde (Uto et al., 2015).

11
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1.2.1.2. Phosphatase acide

La phosphatase acide des mammiféres (EC 3.1.3.2) (Figure 07) est une glycoprotéine
résistante au tartrate, elle est donc communément appelée TRACP. Elle existe sous deux
isoformes distincts : TRACP-5a, un polypeptide glycosylé avec le N-acétyl neuraminique et
lié a I'acide sialigue contenu dans la chaine oligosaccharidique N-liée, et TRACP-5b, un
hétérodimere issu de la protéolyse par les cystéines protéases afin d’ activer cette phosphatase
(Antony et al., 2007).

Figure 07 : Structure tridimensionnelle de la phosphatase acide.
Le centre de fer binucléaire présent dans le site actif de TRAPC permet de transmettre une
activité catalytique et la liaison d'un substrat phosphorylé dans le site actif dans un
environnement acide. TRAPC catalyse les réactions d oxydoréduction par participation des
formes interconvertibles Fe** /Fe**, selon laréaction de Fenton :

Fe&* (ag) + H202 — Fe**(ag) + OH (aq) + ‘OH
Il a é&é montré que les réactions de peroxydation conduisent a I’ apparition des especes
réactives de I’ oxygene, des molécules effectrices lors de la phagocytose (Bune et al., 2001 ;
Basta et al., 1999). La TRAPC est égadement exprimée par les cellules dendritiques
présentatrices d’ antigenes et affecte la phosphorylation des composants qui interviennent dans
lasignalisation cellulaire (M cCullough et al., 1997).

12
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Le dosage de cette enzyme dans le sérum des patients atteints d'une inflammation
granulomateuse solide ou les réactions qui font intervenir les polynucléaires incluant la
sarcoidose et les zones a centre nécrotiques tels que les kystes et les nodules rhumatoides
expriment une activité élevée de TRAPC contrairement al’inflammation aigue (Essner et al.,
1961). La phosphatase acide exprimée par ces cellules contribue probablement & la
phagocytose donc elle participe a I'immunité innée et adaptatrice lors des infections

microbiennes (Buneet al., 2001).

1.2.1.3. Cathepsine D

La cathepsine D (EC 3.4.23.5) est une endopeptidase aspartique active sous forme
ubiquitaire (Figure 08). Elle est capable de cliver les protéines et les peptides structuraux et
fonctionnels, en particulier les résidus hydrophobes, a savoir |a dégradation des métabolites,
I’activation et la dégradation des hormones polypeptidiques et des facteurs de croissance,
I’ activation des précurseurs enzymatiques et la régulation de la mort cellulaire programmée
(Saku et al., 1990).

Figure 08 : Structure cristalline de la cathepsine D : e domaine N-terminal est représenté en bleu et le
domaine C-terminal en vert. Le site actif qui contient des résidus aspartates figure en rouge et les ponts
disulfures sont représentés en jaune (Metcalf et Fusek, 1993).

La cathepsine D a été caractérisee dans le cartilage de différentes especes (lapin, poulet et

Homme) atteintes de polyarthrite rhumatoide. Des études ont découvert que le prétraitement
avec |'antiserum spécifique a la cathepsine D I'a inhibé a 98% au cours des 4 premiéres
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heures, et diminue dans les périodes prolongées. L'inhibition est dose-dépendante et a été
confirmé pour la dégradation autol ytique du cartilage (Chayen et L ucille Bitensky, 1971).

La libération de la cathepsine D durant I’inflammation dans les granules azurophiles, apres
phagocytose des agents pathogénes induit I’ activation de I’ apoptose des neutrophiles. La
protéase aspartique permet |'activation de la caspase 8 dans les fibroblastes, induisant
I’ activation de Bax dans les lymphocytes T, lalibération du cytochrome C des mitochondries,
la synthese d’un récepteur de mort cellulaire et I’ activation du granzyme B. La perméabilité
des membranes des granules azurophiles régule la mort cellulaire programmée et par
conséguent, la résolution des réponses immunitaires exagérées (Conus et al., 2008).

1.2.2. Libération des espéces réactives del’ oxygéene

La phagocytose par les polynucléaires induit une augmentation de la consommation de
I’oxygene par ces cellules, a I’origine de la formation de radicaux libres oxygénés. Cette
production est dépendante de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)
oxydase, qui catalyse la réduction de I’ oxygene moléculaire O, a I’anion superoxyde. Ce
dernier est éventuellement converti en d'autres formes réactives de |'oxygene, incluant le
peroxyde doxygéne (H202), l'oxygéne singulet et I'acide hypochlorique (HOC1), qui
participent activement ala destruction des pathogenes (Shetty et al., 2008).

Le monoxyde d azote est un radical produit par oxydation de |’ arginine sous I’ action des NO
synthases (NOS). L’ activation de certaines de NOS inductibles au cours de I’inflammation
génere des quantités importantes de NO'. Ce dernier posséde des propriétés pro-

inflammatoires comme la vasodilatation, I’ cedéme et I’ érytheme (Beaudeux et al., 2006).

Afin d'inhiber la libération des enzymes lysosomales dans le milieu extracellulaire et de
stabiliser la membrane cytoplasmique différents traitements ont été mis en évidence tels que

|es anti-inflammatoires non stéroidiens et la colchicine.

|.3. Traitement del’arthrite goutteuse

Le traitement de la crise de goutte a pour objectif de maintenir |’ urécimie de fagon prolongée
en dessous du point de saturation de I’ urate de sodium afin de lutter contre I’inflammation
(Richette, 2011). Cette prise en charge comprend deux grands axes thérapeutiques avec dans
un premier temps le traitement de |’ acces aigue et dans un deuxieme temps la prise en charge

de |’ hyperuricémie.
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|.3.1. Colchicine

La colchicine est un acaloide isolé des graines et des bulbes de Colchium autumnale (Robert
et Hood, 1994 ; Nuki, 2008 ; Le Bellec et al., 2009). Elle est connue depuis I’ antiquité dans le
traitement de I'inflammation et considérée comme le traitement de référence de la crise de
goutte (Borstad et al., 2004 ; Bennesser et al., 2010 ; Sabina et al., 2011).

Cette molécule permet de réduire la réaction inflammatoire liée aux microcristaux d UMS par

différents mécanismes :

e |nhibition de I’ expression des molécules d' adhésion endothéliales (E-seléctines) pour
permettre la diminution de I’ afflux des PNN dans le site inflammatoire (Cronstein et
al., 1995);

e Blocage de I'interaction entre les microcristaux d UMS diminuant ainsi la production
et la sécrétion de I’IL-1p active (Martinon et al., 2006);

e Diminution de la production de I’ acide lactique via le maintien d’un ph locale a des
valeurs normales moins propice ala cristallisation (Walace, 1994);

e Lacolchicine empéche égal ement |a polymérisation de la microtubuline par sa fixation
a la tubuline et la migration des chromosomes. Il en résulte le blocage des PNN en
métaphase lors de la mitose ce qui participe le blocage de la réaction inflammatoire ;

e Elle possede auss de nombreuses autres propriétés telles qu'une action sur
I’ agrégation plaquettaire, sur la libération des prostaglandines par |es macrophages et
de I histamine par les mastocytes, sur la synthése de collagene (Chang et Malawista,
1975-1976).

1.3.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont également le traitement de premiére ligne de |’ arthrite goutteuse avec la
colchicine. Ce sont des molécules a effet thérapeutique trés efficace lors d’ une crise de gouitte,

on cite principalement I’indométacine (L affor gue et L egr é, 2005).

IIs exercent une activité anti-inflammatoire, antipyrétique et analgésique par inhibition de la
cyclooxygénase (COX) impliquée dans la formation des prostaglandine a partir de |’ acide
arachidonique (Nicolas et al., 2001).

15

~—~
| S—



CHAPIIRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.3. Inhibiteursde la synthése de I’ acide urique

L’ alopurinol, inhibiteur purinique de la xanthine oxydase, est le traitement hypourécimiant
historique de premiére intention (Lioté et Bardin, 2007). C'est un analogue structura de
I” hypoxanthine. Il empéche la dégradation de | hypoxanthine et la xanthine en acide uriquepar
la xanthine oxydoréductase (XOR). Par son action, |’ allopurinol favorise ainsi la dissolution
des microcristaux d' UMS et prévient leur formation gréce au maintien de I’ uricémie sous le
seuil de saturation del’ urate (Klein et al., 1996).

Le Febuxostat est un nouvel hypourécémiant indiqué dans le traitement de |’ hyperurécémie
chronique symptomatique chez I'adulte en cas dintolérance a I'alopurinol ou aux
uricosuriques. Ce composé est un dérivé de 2-arylthiazole, il est considéré comme un
inhibiteur non purinique, puissant et séectif de la xanthine oxydase ce qui permet la
diminution de |’ uricémie (Lioté et Bardin, 2007).

|.3.4. Lesuricosuriques

Deux exemples largement utilisés en thérapeutique a savoir le Probénicide et la
Benzbromarone. Ces substances permettent la diminution de I'uricémie en augmentant
I’ excrétion urinaire de I’ acide urique d’ ou le risque de lithiase urique (Alaoui et al., 2010).

[.3.5. Inhibiteursdel’lL-1 (Anakinra)

La mise en évidence de I’inflammasome et de I'IL-1B dans I’inflammation a mené au
dével oppement d’inhibiteurs de cette cytokine (Lioté, 2007). L’ anakinra est un antagoniste du
récepteur membranaire de I’'IL-1f se lie avec une grande affinité¢ a celui-ci mais ne transmet
aucun signal d activation cellulaire (Ea, 2011). Il est utilisé ala posologie de 100 mg par voie
sous cutanée pendant 3 jours et permet d atténuer les symptébmes inflammatoires dés la
premiére injection, ce qui fait de lui un bon traitement en thérapeutique (Pétrilli et Martinon,
2007). Son inconvénient est sa demi vie breve qui nécessite d’avoir recours a des injections

sous cutanées quotidiennes (Dubost et al., 2011).

Ces différents traitements bien qu'ils soient efficaces ils présentent des effets secondaires
d’ ordre hématologique, digestif ou cutané par la colchicine (Walace, 1974). L’inhibition de la
formation des prostaglandines par les AINS induit I’érosion gastriqgue et un risque
d’insuffisance rénale (Lioté, 2007). Les inhibiteurs de I’ uricosynthese (allopurinol et

febuxostat) provoquent des intolérances cutanées, des complications neurologiques ainsi que
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des troubles cardiaques et thyroidiens (Ernest et Favel, 2009). Les uricosuriques ne sont pas

utilisés en cas d’insuffisance rénale sevére (Lioté et Bardin, 2007).

Afin d éviter toutes ces manifestations, il y-a eu recours a la phytothérapie qui utilise des

traitements naturdl s substitutifs sans effets secondaires.

|.4. Traitements naturelsdel’arthrite goutteuse::

Les plantes médicinales sont des drogues végétales possédant des propriétés thérapeutiques.
La drogue végétale est une plante ou une partie de plante (feuille, écorce, racine, fruit, fleur,
graine...) qui contient un principe actif composé de métabolites secondaires a savoir les
composes phénoliques, les terpénoides et les acaoides. Ces substances sont considérées
comme étant des antioxydants, anticancéreux et anti-inflammatoires capables de prévenir et
de soigner plusieurs maladies, y compris les rhumatismes et la goutte (Nigrao, 2009 ;
Chouhan et al., 2012 ; Gupta et al., 2012).

Le tableau ci-dessous illustre quelques exemples de plantes médicinales ayant des propriétés

anti-inflammatoires et antiarthritiques.

Tableau | : Quelques plantes médicinal es utilisées dans le cas de I’ arthrite goutteuse.

Plante Liﬁrltsleee Composeactif  Effet anti-inflammatoire  Références
Withania ~ Recineset o Effet stabilisant dela , Re00 &
. . Whithanolide Varalakshmi,
somnifera feuilles membrane lysosomale 2006
Zingeber
officinale , . Inhibition de la Sabinaet al.,
Roscoe Racine Ginger cyclooxygénase-2 2009
(Ginger)
Prévention dela
formation de I’ cedéme et .
Q2O Rhizomes Alcaloides I'infiltration des Siva 2l
neutrophiles au site
inflammatoire
Saponines : Inhibition de I’ activité de
Smilax Racineset ~ Similaxchinoside, la xanthine oxydase et Wu etal.,
riparia rhizomes protogracilin, régulation de 2015
riparoside I” hyperuricémie
L uteolin Inhibition de la secrétion
| mpatients Feuilles et ioen né de I’IL-1PB ce qui permet Sun etal.,
textori Miq. fleurs apigenine, | attenuation de 2015
cosmosiin .
I”inflammasome
( ]
L v )
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|.4.1. Présentation de Fraxinus angustifolia

Fraxinus angustifolia est une éspece composée de substances naturelles a effet anti-
inflammatoire. Le fréne est tres utilisé par les populations méditerranéennes principal ement

pour le traitement des acces aigus de la goutte (Quezél et Santas, 1963).
Description

Cette espece appartient alafamille des Oléacées. C’ est un arbre majestueux qui peut atteindre
jusqu’a 25m de hauteur et vivant de 150 4200 ans (Figure 09 A) (Rameau et Dumé, 1989 ;
Prat et al., 2006). Son écorce est de couleur grise, elle est amére est astringente. Les feuilles
sont opposees et caduques ; elles sont composées de 5 a 13 folioles ; elles sont tres étroites et
de forme ovale lancéol ées a bordure denté (Figure 09 B). Les fleurs sont généralement petites
de couleur brunétre. Elles sont regroupées en panicules amples, alongées, langues et
ramifiées; lacorolle est nulle, ne contient ni pétales ni sépales. Elles sont hermaphrodites.

Les fruits sont des samares. Chague graine est munie d’ une aile membraneuse latérale (Ait

Y oucef, 2006).

Figure 09 : Photographie originale: (A) : del’arbre Fraxinus angustifolia ; (B) : écorce et feuilles de

Fraxinus angustifolia.

Le genre Fraxinus comprend environ 70 espéces ligneuses (Lee et al., 2012). Il a été décrit
pour la premiere fois par Linnaeus (1753), mais une nouvelle classification a été établie par
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Wallander (2008) suite a une éude phylogénétique moléculaire. La position systématique de
F. angustifolia est comme suit :

Regne: Végéta

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiospermes

Classe: Dicotylédones

Sous classe : Astéridées

Ordre: Lamiales

Famille: Oléacées

Genre: Fraxinus

Espece : Fraxinus angustifolia
Fraxinus venue du mot grecque « Fraxis » qui signifie la cldture, reconnue par le nom Fréne

oxyphylle, en anglais « Narrow Leaved Ash », « Dardar » en arabe et par le nom bérbére
«Aden » (Rameau et Dumé, 1989).

F. angustifolia est un arbre qu’on trouve régulierement dans les zones méditerranéennes.
C'est une espece thermophile qui préfére les sols basiques a neutre, elle a besoin de
I’humidité. Elle se trouve aux bords des rivieres, des bois et des habitations. Elle se répartie
dans les régions du sud et de I’est de I’ Europe, I’ ouest de la Russie ainsi que dans I’ ouest de
I’Asie (Tonon et al., 2001 ; Temunovic et al., 2012) et le nord africain, notamment I’ Algérie,
laTunisie et le Maroc (Quezdl et Santas, 1963).

1.4.2. Composition phytochimique de Fraxinus angustifolia

Le fréne est une espece riche en composés phénoliques a savoir, les phénylpropanoides, les
flavonoides, les coumarines, les lignanes, les phényléthanoides glycosylés et |es secoiridoides

glycosylés. La structure de ces composes sont illustrés dans | es tableaux suivants.
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Tableau Il : Structure chimique des phénols totaux.

Phénolssimples

Phénylpropanoide

HQ Ho,2
f N o
. |\ \ c/'\\ll" 0 |\ "
. R’ |
10 Ny
Acide .3_. Aci de_ ]_T 6—O—trans—caffe0yl—B—D— Verbascoside
caffeoylquinique  caffeoylquiniqu-e glucopyranoside
(Shahat et Marzouk (Faléetal., (Wharf, 2011).
2013) 2013). (Hosney, 1998).

Tableau 11 : Structure chimique des flavonoides.

I sorhamnetin
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(Wharf 2011).
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R2 OH H OH OH O-Rha
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Tableau 1V : Structure chimique des coumarines.
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Tableau V : Structure chimique des lignanes.

HO
OCHg

(+)-pinoresinol-4’ -
O-B-D-
glucopyranoside
(Hosney, 1998)

lossifova, 2007)

(+)-fraxiresinol-1- (+)-1-

O-B-D- hydroxypinoresinol-
glucopyranoside 4’-0-B-D-
(Kostova et glucopyranoside

(Wharf, 2011)

R1 H O-Glc OH
R2 Glu H Glu
R3 H OMe H

Tableau VI : Structure chimique des phényléthanoides glycosylés (K ostova et | ossifova, 2007).

11
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OGlc
R1 R2 R3
OH
Oleuropeine H Me (?ll,(‘.n{%OH
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Neuzhenide H Me -b-Glc-Iﬂ{‘H_,CHf@OH
10-Hydroxyligstroside OH Me CfH2C‘H3OOI1
OH
10-Hydroxyoleuropeine OH Me CrLc OOH
Angustifolioside A H Me e o—oc
Angustifolioside B H Me CHQCH14<\:/>7C)GIC
OH OH
Angustifolioside C Ho| [,Hﬂ()H g O()Glc
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Tableau VII : Structure chimique des secoiridoides glycosylés (K ostova et | ossifova, 2007).

Ho,

il honone Co0ke
\._)—.IIJ.H;.U.

JH'L\T
vy ,*0, L mk-‘
U'~ - i,
AR
I

s

éﬂ“f‘ow 0
R1 R2
Fraxicarboside A H H
Fraxicarboside B H OH
Fraxicarboside C Ac | OH

1.4.3. Activités biologiques et utilisation traditionnelle de Fraxinus angustifolia

Le fréne est utilisé depuis I’ antiquité pour ces vertus médicinaes, les différentes parties de la
plante sont surtout utilisées pour traiter les maladies inflammatoires comme les rhumatismes
et |”arthrite goutteuse (Beloued, 1998). Les feuilles et les samares sont tres utilisées dans la
décoction et I'infusion comme anti-rhumatisme (Baba-Aissa, 1991). Elles sont tres efficaces
contre la diarrhée et les parasites intestinaux (Gifa, 2012). Les feuilles sont aussi utilisées
pour soigner les infections urinaires. Elles sont laxatives, sudorifiques et toniques (Baba-
Aissa, 2011).

L’ écorce est riche en composes phénoliques, elle est utilisée pour soigner les hémorroides
(Baba-Aissa, 1999), les calculs et la lithiase biliaire, les hémorragies passives, les fievres
intermittentes et la goutte (Beloued, 1998 ; Djerroumi et Nacef., 2004). Elle est considérée
comme un puissant antipyrétique, analgésique et anti-inflammatoire (douleurs articulaires et

musculaires). Elle est aussi employée comme fébrifuge (Ait-Y oucef, 2006).

La composition phytochimique de cette plante permet aussi la régulation du glucose sanguin
en activant sa pénétration cellulaire (effet hypoglycémiant), de plus ces extraits limiteraient la
différenciation des adipocytes (stockage des lipides), ce qui permet d atténuer le diabéte de
type 2 en association avec un régime amaigrissant hypocalorique (Bellakhdar, 2011), et de

diminuer le taux du cholesterol dans |’ organisme (Falé et al., 2014).
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Au Maroc, F. angustifolia est utilisées pour de nombreuses autres fins traditionnelles dans le
but de traiter les pathologies du systeme digestif, en dermatologie et | es problemes du systéme
nerveux (Flakchich et Elachouri, 2014).

Cette plante médicinale sert également de fourrage pour le bétail dans certaines régions
montagneuses (Chevalier, 1927 ; Quezel et Santa, 1963 ; Abdelguerfi et Laouar, 2000). La
partie ligneuse constitue une source principale de bois de chauffage. Elle est auss utilisée
dans la fabrication des cannes pour les personnes agées, les manches d’ outils, les paniers de
baskets et les rackettes de tennis (Beloued, 1998).

Ce présent travail vise a évaluer I’'inhibition de la libération des enzymes lysosomales, viale
dosage de I’activité de la B-galactosidase dans un modé¢le animal d’arthrite goutteuse aigue
induite par injection des MSU, par les extraits ethanoliques et aqueux de Fraxinus

angustifolia.
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I1.1. Matériel

II.1.1.Appareillageset verrerie

Une balance de andytigue (RADWAG), une balance de précison (RADWA), une
centrifugeuse  (SIGMA), un  spectctrophotometre  UV-1800 (SHIMADZU), un
homogénéisateur (HEIDOLPH), un pH metre (HANNA), un vortex (VELP), une plague
agitatrice (VELP Scientifica), un bain marie (MEMMERT), cuves de spectrophotomeétre
(quartz, verre, plastique), micropipettes (EPPENDORF), verrerie (béchers, éprouvettes,

erlenmeyers, mortier), tubes Eppendorf.
11.1.2. Réactifs chimiques

Tris-HCI, sérum albumine du bovin (BSA), acétate de sodium, bleu de coomassie (G 250),
méthanol, acide gallique, HCI, acide tannique et chlorure ferrique sont de marque Biochem
Chemopharma, 2-nitrophenyl B-D-galactopyranoside, 2-nitrophenol, NaCl sont de marque
Sigma, folin-Ciocalteu et rutine sont de marque Sigma-Aldrich, acide acétique,
triethanolamine sont de marque PROLABO, sodium dodecyl sulfate (PRS Panreac), NaOH
(Riedel-de Haen), chlorure d’ aluminium (Fluka), carbonate de sodium (Scharlau).

11.1.3. Matériel végétal de Fraxinus angustifolia

Lesfeuilles et I’ écorce de Fraxinus angustifolia ont été récoltées en Juillet 2015 dans la forét
de Chemini, une localité située a 70 Km a I’ouest de la ville de Bgjaia. L’identification de
cette espece a été réalisée par le Professeur Hacene Abdelkrim, Département de Botanique de
I’ Ecole Nationale des Sciences Agronomiques (ENSA) a El-Harrach en Algérie.

Les échantillons ont été séchés a une température ambiante dans un endroit aéré al’abri dela
lumiére puis broyés a I’aide d’ un broyeur électrique, et tamisés jusqu’a I’ obtention d’une
poudre tres fine de diametre < 63 um.

Les extraits ethanoliques et aqueux utilisés dans le traitement des animaux ont été obtenu par
le protocole d’ extraction de Chiang et ses collaborateurs (1994) modifié par Atmani et al
(2010) illustre dans lafigure 10.
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M atiére seche

|

M acération/Décontation

Extrait ethanolique

1 %€ partition : Acétate d’ éthyle/eau

Extrait acé&ate d éthyle

Extrait agueux acétate d’ éthyle

2 ™ partition : chloroforme/eau

Extrait chloroforme

Extrait agueux chloroforme *

Figure 10 : Schémadu protocole d’ extraction.

[1.1.4. Les échantillonsdefoie et derates

Apres induction de I'arthrite goutteuse aux souris males par injection intradermique des

cristaux d UMS (4 mg/kg) (Sabina et al., 2008), al’exception du contréle positif tous les lots

tests ont recu un traitement soit médicamenteux par la colchicine (Img/kg) et I'indométhacine
(3mg/kg) ; soit par les extraits ethanoliques des feuilles et des écorces (100, 200 et 400mg/kg)
et aqueux (50, 100, 200mg/kg) de Fraxinus angustifolia.

Les souris ont été sacrifiées sous une légére anesthésie a la vapeur du chloroforme apres le

dernier test du quatrieme jour. Le foie et la rate ont été rapidement préleves et lavés au KCl

(0.15M) et également stockés a-80°C pour d’ ultérieures utilisations.

~—~
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11.2. Méthodes

[1.2.1. Etude phytochimique

Afin de mesurer la teneur en composés phénoliques a savoir les phénols totaux, les flavonides
et les tannins dans les extraits ethanoliques et aqueux des feuilles et de I’ écorce de Fraxinus
angustifolia, trois protocoles de dosage colorimétriques ont été suivis:

11.2.1.1. Dosage des phénols totaux

La quantité de phénols totaux a éé déterminée selon la méthode de Folin-Ciocalteu décrite
par Kahkonen et al (1999).

Le principe de ce dosage est base sur |’ oxydation des ions phénolates par le Folin-Ciocalteu
de couleur jaune aprés addition de carbonate de sodium a la solution d'extrait, d'ou la
formation d'un complexe molybdotungstique de couleur bleue dont I'intensité est
proportionnelle ala quantité des composes phénoliques présents dans |’ extrait.

Un volume de 200ul d’extrait (Smg/ml) a été additionné a un volume de 1ml de Folin-
Ciocalteu (0.1 N). Aprés 1 min d'incubation 800ul de carbonate de sodium (7.5%) ont été
gjouté au mélange réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a I’ obscurité, les absorbances ont été
mesurées a 765nm.

La concentration en phénols totaux est exprimée en mg équivalent acide gallique par g
d extrait sec, calculée en utilisant I’ éguation de la courbe d’ éalonnage réalisee par différentes
concentrations d’ acide gallique (Annexe 01).

11.2.1.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué suivant le protocole de Maksimovic et al (2005),
en utilisant le réactif des chlorures d'aluminium (AICl3). Ces composés forment des
complexes chromogenes avec le chlorure d’ aluminium, qui donne a la solution une coloration
jaunétre dont le maximum d’ absorbance est a 430nm. 2ml de la solution d’extrait ont é&é
gjoutés al ml deréactif AICls (préparé par dissolution de 133mg d’ AlCls et 400mg d’ acétate
de sodium dans 100ml d’eau distillée). Aprés 10 min d'incubation la lecture des absorbances
a été effectuée a 430nm. Une courbe d éaonnage a été réalisée avec des concentrations
croissantes de rutine (Annexe 00). Les teneurs en flavonoides ont été exprimée en mg
équivalent rutine par g d’ extrait sec.

11.2.1.3. Dosage destannins

Le dosage des tannins a été réalisé selon le protocole de Hagerman et Butler (1978). Le
principe de ce protocole consiste a précipiter la protéine d’albumine du sérum bovin (BSA)

par les tannins conduisant ainsi alaformation du complexe tannins-protéine.
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Un volume de 1ml de la solution d extrait a été additionné & 2ml d une solution BSA
(Amg/ml) préparée dans un tampon A (200mM d’ acide acétique et 170Mm NaCl gjusté a pH
4.9). Aprés 24h d'incubation a 4°C, une centrifugation a 3000g durant 15 min a été effectuée
afin de récupérer le culot formé du complexe tannins-BSA. Ce précipité a été dissout dans 4
ml de la solution SDS/TEA (5% Triethanolamine (v/v)+5% SDS (w/v)) et additionné de 1ml
de réactif de chlorure ferrique FeCls (10mM de FeCls dans 0.01N HCI).

Le mélange réactionnel a été mis sous agitation, suivie d’'une incubation pendant 15 min a
température ambiante et |’ absorbance a été mesurée a 510nm.

La courbe d’ étalonnage a été réalisée en utilisant I’ acide tannique comme référence (annexe
00) et les concentrations en tannins sont exprimées en mg équivalent d acide

tannique par g d’ extrait (mg eq AT/g d’ extrait).

11.3.1. Préparation des homogeénats derates et defoies

Dans cette étude les rates et les foies ont été broyés al’aide d’un mortier en porcelaine dans
un tampon TrissHCI (0.1M, pH 7,4) (1.5759g Tris-HCI dissout dans 100ml d'eau distillée)
pour avoir 10% d'homogénat selon la méhode de Sabina et al. (2012), puis ont éé
homogeénéisés a |’ aide d’ un homogénéisateur éectrique dans des eppendorfs de 2ml, tout en
les gardant au froid. Les homogénats obtenus ont été par la suite centrifugés a 6000g durant
10min a 4°C. Les surnageants ont été récupérés et conservés a -80°C pour des utilisations

ultérieures (Figure 11).
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Figure 11 : Etapes de préparation des homogénats.

11.3.2. Dosage des protéinestotales

La concentration des proténes totales dans les homogénats de rates et de foies a éé
déterminée selon la méthode de Bradford (1976), qui consiste en I’ utilisation de bleu de
coomassiie (G 250) comme réactif (100 mg/50 ml d ethanol). Ce dernier réagit avec les
groupements amine (NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleue. Les
absorbances sont mesurées par spectrophotométrie aprés 10 min de réaction a 595 nm.
L’intensité de la couleur correspond a la concentration des protéines qui sont déterminées par

comparai son a une gamme étalon d' albumine sérigue bovine (Annexe 04).
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I1.3.3. Dosage de I’activité enzymatique B-galactosidase dans les homogénats de foies et
derates

L’évaluation de ’activité de B-galactosidase a été réalisée suivant la procédure décrite par
Chougala (2012). Le principe de ce dosage est basé sur I” hydrolyse du substrat 2-nitrophenyl
B-D-galactopyranoside (ONPG) par la B-galactosidase qui donne un produit de couleur jaune,

il s'agit de O-nitrophenol (ONP) (Figure 12).

(IIO]I CH.OH
OH —-
‘ l /t/ \I\
_E_>' a HO \ )
ou +H o \\ J < OH w
NO,
ONPG (colorless) Beta Galactose ONP (yellow)

Figure 12: Réaction catalysée par la B-galactosidase: ONPG: 2-nitrophenyl B-D-

gaactopyranoside ; ONP : O-nitrophenol ; Colorless : moins coloré ; yellow : jaune.

Dans cette étude, |e dosage a été réalisé a 37.7°C pendant 15min, dans un méange constitué
d’un substrat (ONPG) préparé dans un tampon acétate pH 4.5 et une fraction d homogeénat
(450p! dONPG / 50ul d’homogénat pour les homogeénats de foie et 400ul d ONPG / 100pl
d’homogénat pour ceux des rates), puis laréaction a été arrété par ajout de 2ml de carbonate
de sodium pH 7.8. La lecture des absorbances a été effectuée a une longueur d onde de
405nm.

La concentration du produit dans cette réaction est déterminée en utilisant une courbe
d étalonnage réalisee par des dilutions d’ une solution stock (Annexe 05).

Les résultats ont é&é exprimés en unités d enzyme (umole/min/mg de protéine) pour les
homogénats.

I1.2.4. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne (M £ S.E.M.) pour chague groupe. Les données
ont été statistiqguement analysées par le logiciel Graph Pad Prism5, en utilisant |’ application
ANOVA one way suivi du Tukey’'s Post test. Les résultats ont été considérés significatifs
*P<0.05 comparativement au contrdle négatif (CMC 0.8%) et #P<0.05 comparativement au
contréle positif (UMS=4mg/150pl).
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I11.1.Résultats des dosages des composes phénoliques (phénolstotaux ; flavonoides et
tannins)

Dans le but de caractériser lateneur en composés phénoliques dans les extraits ethanoliques et
aqueux préparés a partir des feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia, un dosage des
phénols totaux, des flavonoides et des tannins a été effectué. Les résultats de I'analyse
colorimétrique des composés phénoliques totaux, des flavonoides et des tannins sont résumeés
dans le tableau V1II.

Tableau VIII: Teneurs en phénols totaux, flavonoides et tannins dans les extraits
ethanoliques et agueux des écorces et des feuilles de F. angustifolia.

Les vaeurs des phénols totaux et des flavonoides sont exprimées par moyenne de deux essais avec +
I'écart-type. mg Eq AG/g E: mg Equivalent acide galique par g dextrait; mg Eq Rut/g E:
milligramme équivalent rutine par g d' extrait. Les valeurs de dosage des tannins sont exprimées par
moyenne de trois essaist |'écart-type. mg Eq AT/g E : mg équivalent acide tannique par g d’ extrait.

Extraits F.F.E F.F.A F.EE F.E.A

Phénols totaux

+ + + +
(mg Eq AG/g E) 36,55+ 4,71 | 69,88+ 10,13 33,38+ 9,42 101,8 £0,11

Flavonoides

(mg Eq Rut/g E) 81,92+ 3,49 76,69% 7,40 37,4+5,24 143,23+7.22

Tannins

(mg Eq AT/gE) / 0,025 0,18 / 75,68+4.32

I11.1.1. Résultats de dosage des phénols totaux

L es résultats obtenus des dosages des phénols totaux dans les extraits ethanoliques et agueux
desfeuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia sont illustrés dans le tableau VI1II.

La méthode colorimétrique utilisée dans ce dosage est celle du Folin ciocalteu ; ce dernier
oxyde les phénols totaux en mélange de tungsténe et de molybdene de couleur bleue
proportionnelle a la quantité de composeés phénoliques oxydés. Le taux de phénols totaux des
extrais agqueux des écorces et des feuilles varient entre (101,8+0,11 a 69,88+10.13 mg Eq
AG/g E) ; largement supérieurs a ceux enregistrés par les extraits ethanoliques des mémes
parties de la plante (33.38+£9.42 a 36.55+4,71 mg Eq AG/g E). L’ extrait agueux des écorces a
montré le meilleur taux avec une teneur de 101,8+0.11 mg Eq AG/g E, comparé a |’ extrait

ethanolique de laméme partie de la plante et a ceux enregistrés dans les extraits des feuilles.
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[11.1.2. Résultats de dosage des flavonoides

Les résultats obtenus des dosages des flavonoides dans les extraits éhanoliques et aqueux des

feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia sont illustrés dans le tableau VI1II.

La méthode de chlorure d’auminium est la plus utilisée pour le dosage des flavonoides.
L’incubation de I’ extrait en présence de ce réactif montre une coloration jaunétre dont
I"intensité varie en fonction de la concentration de I’extrait en flavonoides. Les extraits
ethanoliques de feuilles ont montré une concentration élevée en flavonoides par rapport aux
extraits aqueux (81,92+3,49 et 76,69 * 7,40), respectivement, contrairement aux écorces qui
ont montré une concentration plus importante en flavonoides dans I’ extrait aqueux.

111.1.3. Résultats de dosage des tannins

Les résultats obtenus des dosages des tannins dans les extraits éthanoliques et aqueux des

feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia sont illustrés dans le tableau V1II.

La méthode de dosage adaptée dans cette éude est basée sur la capacité des tannins a se
combiner a I’albumine sérique bovine qui sera précipité par ces derniers. La teneur en
protéines du précipité est déterminée aprés hydrolyse alcaline et réaction de |’ hydrolysat avec
le FeCls.

Le taux des tannins dans les feuilles est trés faible dans les extraits ethanoliques et aqueux.
Concernant les écorces, I’extrait aqueux a exhibé les teneurs les plus élevées en tannins
(75.68+4.32).

I11.2. Résultatsde I’ effet des extraitsde F. angustifolia sur la libération de la -
galactosidase chez des sourisinduites par lesUMS

Plusieurs études récentes ont testé I'effet des extraits de plantes a propriétés anti-
inflammatoires, antalgique et analgésique dans le traitement de différentes pathologies a
caractere inflammatoire, y compris I arthrite goutteuse. Les effets des extraits des feuilles et
des écorces ethanoliques (100, 200, 400 mg/kg) et aqueux (50, 100, 200 mg/kg) de
F.angustifolia, ains que les effets de la colchicine et I'indométhacine ont éé évaluées sur
I’activité de la B-galactosidase, dosée dans les foies et les rates d’un modele animal d’arthrite

goutteuse aigue induite par injection des cristaux d UMS.
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I11.2.1. Effetsdes extraits desfeuilles et des écorcesde F. angustifolia danslefoie

[11.2.1.1. Effets des extraits desfeuilles de F. angustifolia

Les résultats de 1’effet des extraits des feuilles sur 1’activité de B-galactosidase dans le foie

sont illustrés dans |’ histogramme de la figure 13.
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Figure 13 : Effets des extraits ethanoliques et aqueux de feuilles de F. angustifolia , la colchicine et
I’indométhacine sur 1’activit¢ de P-galactosidase dans le foie chez un modéle animal d’arthrite
goutteuse aigue. Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *P<0.05 comparativement au

contrble négatif et #P<0.05 comparativement au contrdle positif (UMS).

Le traitement des souris par les cristaux d’UMS a provoqué une inflammation qui s est
exprimée par une activité B-galactosidase élevé ce qui indique une libération importante des

enzymes lysosomales dans le foie comparativement au contréle négatif.

L’administration de la colchicine par voie orae (1 mg/kg), a montré une inhibition
significative de I’ enzyme (*P<0.05). De méme pour I'indométhacine qui est administré aune
dose de 3mg/kg. Ces deux anti-inflammatoires n’ont pas inhibés complétement la (-
gaactosidase, donc la libération des enzymes lysosomales en comparaison avec le controle

négatif.
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Le traitement par les extraits ethanoliques a différentes concentrations (100, 200, 400 mg/kg)
aprésenté des effets variables. Les extraits de F.F.E a 200 mg/kg a permet larésolution de la
réaction inflammatoire par inhibition compléte de I’ enzyme (*#P<0.05). F.F.E a400 mg/kg a
donné un faible effet inhibiteur que F.F.E a 200 mg/kg et en comparaison au contrdle négatif
(*P<0.05). Par contre, |I'extrait F.F.E a 100 mg/kg n’a donné aucun résultat significatif en

comparaison avec les deux contréles.

Le traitement par les extraits agueux testés a des concentrations variables allant de 50, 100
jusqu'a 200 mg/kg ont donné un effet inhibiteur important de |I’enzyme, une relation
proportionnelle entre ces doses et I'activité a éé observé. D’ailleurs, I’ extrait F.F.A. & 200
mg/kg a donné un effet comparable au controle négatif (*P<0.05) et meilleur que celui
produit par F.F.A a 100 mg/kg (*P<0.05) ce qui indique que les effets de cet extraits varie en

fonction de la concentration.
111.2.2.2. Effet desextraits des écorcesde F. angustifolia

Les résultats de 1’effet des extraits des €écorces sur I’activité¢ de B-galactosidase dans le foie

sont illustrés dans I’ histogramme de la figure 14.

L’effet des extraits des écorces aqueux et ethanoliques a été testé sur 1’inhibition de B-
galactosidase dans | e foie chez des souris atteinte d’ une inflammation induite par injection des
cristaux d UMS.

Les traitements de référence a savoir la colchicine (1 mg/kg) et I'indométhacine (3 mg/kg) ont
permet la réduction significative de |'inflammation. IIs ont montré un effet similaire au
controle négatif.

Le traitement par les extraits des écorces ethanoliques a des concentrations croissantes (100,
200, 400 mg/kg) a présenté des effets approximativement semblables chez les trois groupes
avec réduction de I'activité de I’enzyme un peu plus forte par |’extrait F.E.E 200mg/Kkg.

Cependant, leur effet est comparable acelui du contréle négatif.

Par contre, les extraits agueux a des concentrations allant de 50, 100 a 200mg/kg ont exhibés
un effet inhibiteur trés intéressent puisqu’a chague fois qu'on augmente la dose, il y-a
réduction significative de I'inflammation sauf pour I’ extrait F.E.A (50 mg/kg) qui a accentué
I’ activité de I’ enzyme (**P<0.05) et (***P<0.05).
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Figure 14 : Effets des extraits des écorces ethanoliques et aqueux de F. angustifolia , la colchicine et
I’indométhacine sur 1’activit¢ de P-galactosidase dans le foie chez un modéle animal d’arthrite
goutteuse aigue. Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *P<0.05 comparativement au

contrble négatif et #P<0.05 comparativement au contrdle positif (UMS).
111.2.2. Effetsdes extraits desfeuilles et des écorces de F. angustifolia danslarate
[11.2.2.1. Effets des extraits desfeuilles de F. angustifolia

Les résultats de I’effet des extraits des feuilles sur 1’activité¢ de B-galactosidase dans la rate

sont illustrés dans I’ histogramme de la figure 15.

La libération de la B-galactosidase est réduite dans les échantillons de rates traités par la
colchicine et I'indométhacine (150,30+£92,23 et 165,08+ 11,788, respectivement). Par ailleurs,
les extraits ethanoliques des feuilles ont montré une variation dans les effets. F.F.E (200
mg/kg) (117,15+7,42) a présenté une inhibition de I’enzyme comparable au contrdle négatif
(92,154+11,18), et plus intéressante que I'activité exercée par F.F.E (100 mg/kg)
(138,78+7,76). Par contre, il y-a une activation intense de la B-galactosidase dans les rates

traitées par |’ extrait F.F.E (400 mg/kg) (161,95+5,30).

D’ autres part, le traitement par les extraits aqueux 50 et 200 mg/kg ont permis de diminuer
I"inflammation (111,54+9,33 et 113,39+7,19 respectivement). Contrairement al’ extrait F.F.A
(100 mg/kg) qui aamplifié|’inflammation (*#P<0.05) et (***P<0.05)
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Figure 15 : Effets des extraits des feuilles ethanoliques et aqueux de F. angustifolia , la colchicine et
I’indométhacine sur l’activit¢ de P-galactosidase dans la rate chez un mod¢le animal d’arthrite
goutteuse aigue. Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *P<0.05 comparativement au

contrble négatif et #P<0.05 comparativement au contrdle positif (UMS).
111.2.2.2. Effets des extraits des écorces de F. angustifolia

Les résultats de I’effet des extraits des écorces sur 1’activité de B-galactosidase dans la rate

sont illustrés dans |’ histogramme de la figure 16.

En comparaison au contrble négatif (92,15+ 11,18), les traitements meédicamenteux
(colchicine et indométhacine) n’ont pas inhibé I’ enzyme (150,30+ 92,23 et 165,08+ 11,78).
Cependant les extraits ethanoliques 200 et 400 mg/kg ont exercé un effet inhibiteur
approximativement similaire (128,51+ 6,66 et 128,06+ 8,79), respectivement.

Les extraits aqueux ont exercé des effets variables sur I’activité de la B-galactosidase dans la
rate. F.E.A (50 mg/kg) s est montré avec une activité élevé indiquant un état inflammatoire
prononcé avec libération élevé des enzymes lysosomales (P<0.05) et (***P<0.05). Les
extraits F.E.A 100 et 200 mg/kg ont permis de réduire I’ activité de I’ enzyme (101,19+3,93 et
113,35+9,92) comparable au contréle négatif. F.E.A (100 mg/kg) est I’ extrait qui a donné une
inhibition meilleure par rapport aux traitements médicamenteux et aux autres extraits
ethanoliques et aqueux, suggérant que cet extrait contient des métabolites impliqué dans I’un

des mécanismes d’inhibition de libération des enzymes lysosomal es.
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Figure 16 : Effets des extraits des écorces ethanoliques et aqueux de F. angustifolia , la colchicine et
I’indométhacine sur D’activité de P-galactosidase dans la rate chez un modéle animal d’arthrite
goutteuse aigue. Les résultats sont représentés en moyennes +S.E.M. *P<0.05 comparativement au

contrdle négatif et #P<0.05 comparativement au contr6le positif (UMS).
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I11.3. Discussion

L’ exces de I'acide urique provoque une hyperuricémie due a un défaut d éimination dans
I’organisme. Par conséguent, une augmentation permanente de son taux peut mener a sa
précipitation sous forme de cristaux d’ urate monosodique dans les articulations, qui a son tour
va causer une inflammation qui persiste dans le temps et se traduit par une crise de goutte
aigue ou chronique (Sabina et al., 2011).

Cette étude est consacrée a évaluer |’activité anti-inflammatoire des extraits de feuilles et
d’ écorce de Fraxinus angustifolia chez des souris atteintes d’une inflammation induite par
injection des cristaux d’ UMS.

L’ étude quantitative des extraits éhanoliques et aqueux de Fraxinus angustifolia, par les
dosages spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des phénols
totaux, des flavonoides et des tannins. Le choix de ces substances n’était pas arbitraire,
plusieurs activités biologiques a savoir les propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et
antalgique des plantes ont été attribuées a cette classe de composés. Les méthodes
colorimétriques de dosage sont principalement utilisées pour leur simplicité et leur sensibilité
élevée.

D’ apres les résultats de dosage des phénols totaux on remarque que les extraits d’ écorce et des
feuilles agueux sont plus riches que les extraits ethanoliques. Ceci est probablement du a la
solubilité de ces composes dans |” eau, donc leur polarité. La répartition inégale des phénols
totaux dans I’écorce et les feuilles dépend de plusieurs facteurs, tels que leur origine, les
conditions de croissance, le processus de maturation, les techniques d’ échantillonnage et les
conditions du stockage (Bergonzi et al., 2001 ; Wang et Zheng, 2001).

Les flavonoides contenus dans les feuilles se sont concentrés dans la phase ethanolique que
agueuse, ceci s expligue par le fait que les composés contenus dans les feuilles td que la
rutine est insoluble dans la phase agueuse. Concernant ceux des écorces, les extraits agqueux
sont plus riches en flavoboides que les extraits ethanoliques, car les dérivés de la quercétine et
du kaempférol sont des composes polaires (Havsteen, 2002).

Le taux des tannins est tres faible dans I’extrait agueux et ethanolique des feuilles, ceci
s explique par la pauvreté de cette partie végétale en tannins. L’ extrait aqueux de |’ écorce a
exhibé la teneur la plus élevée en tannins contrairement a |’ extrait ethanolique, ceci est peut
étre du a la complexation des tannins avec d autres protéines que la BSA, ce qui a masqué

leur présence.
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Larépartition de ces métabolites secondaires dans les différents solvants, se sont exprimeés par
les différences des activités anti-inflammatoires entre |es extraits ethanoliques et aqueux sur le
modéle d’ arthrite goutteuse.

L’injection des cristaux d’ UMS dans les articulations induit |I"accumulation des neutrophiles
dans le site inflammatoire qui est associé a la libération des médiateurs pro-inflammatoires
tels que la libération des prostaglandines et des leucotrienes, des cytokines et des chimiokines
pro-inflammatoires (II-1 et TNF-a)) et la libération des enzymes lysosomales (Sabina et
Rasool, 2007 ; Sabina et al., 2010 ; Sun et al., 2015).

En effet, le lysosome et les enzymes lysosomales sont les principaux facteurs qui jouent un
réle vital dans le tissu conjonctif. Ils sont impliqués dans le processus inflammatoire, la
phagocytose, la dégénérescence, le cancer et dans I'arthrite goutteuse (M air e, 2012).

Il a également été rapporté que les enzymes lysosomales sont libérées dans les maladies qui
stimulent la synthese des prostaglandines. Par conséquent, la libération extracellulaire des
enzymes lysosomales est cruciade pour la pathogenese d’'une lésion tissulaire et pour
Iamplification de I’ inflammation (Sabina et al., 2009).

Wallingford et McCarty (1971) ont émis I'hypothese que les sites donneur d'hydrogene
présents sur le cristal se fixent a des sites accepteurs dans la surface externe de la bicouche
lipidique des membranes cellulaires. L’ interaction entre les cristaux et la membrane cellulaire
induit la modification du métabolisme cellulaire, et provoque la sécrétion des meédiateurs
inflammatoires. Ainsi, les cristaux d'urate peuvent induire la libération des enzymes
lysosomales des leucocytes en |'absence de phagocytose.

Les enzymes lysosomales sont des macromolécules ubiquitaires biologiquement actives, qui
peuvent dégrader les protéines, les glycosaminoglycanes, les acides nucléiques et les lipides
(Dean et Bandt , 1976). Il est probable donc que les leucocytes libérent les enzymes
lysosomal es comme une conségquense d’ une intense endocytose qui sera al’ origine de Iésions
articulaires (Sabina et al., 2008). En effet, la réduction de la libération de ces enzymes peut
étre bénéfique.

Le traitement de I'arthrite goutteuse par des molécules synthétiques induit une diminution
significative de I’inflammation.

La colchicine est un puissant alcaloide utilisé contre I'arthrite goutteuse, Elle agit par
inhibition de I’expression des molécules d adhésion endothéliales et donc recrutement des
PNN liés probablement aux facteurs intervenant dans |I’amplification de I'inflammation, ce
gui mene a I'inhibition de la libération des enzymes lysosomales, inhibe la production de

38

~—~
| S—



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

I’ anion superoxyde en réponse aux cristaux d’UMS, la diminution de I’inflammation est aussi
liée a I’inhibition de I’'inflammasome NLRP 3, la production d’Il-1p et le recrutement dans le
siteinflammatoire (Chang et al., 1976 ; Sabina et al., 2011).

Par ailleurs, laréduction de I'inflammation chez les souris traitées par I'indométhacine est due
a I'inhibition de la cyclooxygénase responsable de la formation des médiateurs pro-
inflammatoires (prostaglandines) et empéche la migration des leucocytes et monocytes-
macrophages du sang vers la cavité synoviale (Nicolas et al., 2001). Cependant, ces deux
anti-inflammatoires présentent des effets secondaires, tels que I'insuffisance rénae et
I’insuffisance hépatique (Walace, 1974 ; Lioté, 2007), ce qui implique le retour ala médecine
traditionnelle qui fait appel aux traitements naturels.

Dans cette étude les extraits ethanoliques et aqueux de Fraxinus angustifolia sont utilisés dans
I’évaluation des propriétés anti-inflammatoires via I’inhibition de la libération des enzymes
lysosomales.

En effet, les extraits ethanoliques des feuilles et des écorces ont présenté des effets variables
sur le processus inflammatoire. La réduction de la libération de la B-galactosidase est peut étre
due a I'implication de ses métabolites dans la résolution de I'inflammation. A une dose de
400mg/kg, I'extrait ethanolique des feuilles n'a pas empéché la libération des enzymes
lysosomales, ceci serait du au phénomeéne de saturation.

L’ évaluation des extraits aqueux sur I'inflammation a indiqué une relation étroite entre les
doses et les effets anti-inflammatoires. Ceci revient a dire que les composés phénoliques
seraient tres efficaces lorsgue la quantité de I’ extrait est élevée.

La baisse de I'effet de ces extraits dans la rate revient au passage des extraits par un
métabolisme hépatique, puis les déchets arrivent dans la rate ou ils exerceront leurs effets
anti-inflammatoire.

La présence de la catéchine, la querceting, le kaempferol et la lutéoléne inhibent les enzymes
COXs et LOX ce qui inhibe la synthése des prostaglandines (Ahmed et al., 2010). Ils
inhibent également la xanthine oxydase, une enzyme qui catalyse le métabolisme de
I hypoxanthine en acide urique, ce qui génére le radical Oz et H2O2 a partir de I’O2 (Lee et
al., 2004). Ces derniers ont un role dans la stabilité oxydative, c’'est le cas des flavonoides
(quercetine et kaemferol) qui bloquent les ions métalliques pro-oxydants (Fer, Cu), lors de la
réaction de Fenton. Il apparait également gque ces flavonoides diminueraient la production de
NO' par inhibition des protéines induisant la synthése des especes réactives du nitrogene,

notamment par inhibition de I’activation de NF-kB (Mladinka et al., 2010).
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Ils ont été aussi considérés comme de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T, cet effet antiprolifératif pourraient s expliquer par la capacité des
flavonoides a inhiber I'activité de certaines enzymes impliquées dans I’'inflammation
(protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase) (Mookerjee et al., 1986). Les flavonoides
sont des modulateurs de I'expression genique. Cependant, il est évident que les flavonoides
présentent une activité anti-inflammatoire, au moins en partie, par la suppression de ces

expressions de genes pro-inflammatoires (Kim et al., 2004).
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CONCLUSION

Fraxinus angustifolia est utilisée traditionnellement dans le traitement de plusieurs
maladies a caractere inflammatoires, incluant les accés aigus de goutte. Les extraits
ethanoliques et aqueux ont fait I’ objet des tests anti-inflammatoires chez un modéle animal
d arthrite goutteuse induite par les MSU a des concentrations croissantes (100, 200 et 400
mg/kg), (50, 100, 200), respectivement. L’ effet de ces extraits a été comparé aux molécules de

références a savoir la colchicine (1 mg/kg) et I’indométhacine (3 mg/kg).

La plupart des extraits ont montré un effet inhibiteur de la B-galactosidase indiquant
un effet inhibiteur de la libération des enzymes lysosomales. Les extraits agqueux se sont
avérés plus efficace que leurs extraits ethanoliques, qui deviennent toxiques a une certaine
dose (400 mg/kg). En effet, les extraits aqueux des feuilles et des écorces ont montré une
activité maximale a une dose de 200 mg/kg ou I’inhibition significative de |’ activité

enzymatique.

Les résultats obtenus apres dosage de I’ activité enzymatique chez les animaux traités
par ces extraits sont comparables a ceux obtenus par les traitements médicamenteux. Ceci
constitue une premiere étape dans |’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire de la plante
étudiée, qui permet de suggérer cette plante pour une suite d’investigations scientifiques, tels

que la libération des autres médiateurs pro-inflammatoires tel que le TNF-a.

Il serait également intéressant d’ élargir |’ application de ces tests anti-inflammatoires
sur |'activité des autres parties de Fraxinus angustifolia tels que les samares, également
utilisée traditionnellement pour traiter les douleurs articulaires

Identifier ces molécules actives et élucider leur mode d’ action dans le liquide synovia
serait une suite approfondie de cette étude, suivie de la vérification de |’ absence de |’ effet
cytotoxique des extraits de cette plante médicinale par différents tests d évaluation de la

toxicité.
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Résumeé

Dans cette étude les extraits ethanoliques et aqueux des feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia ont été
évalués sur I’activité des enzymes lysosomales, représentées dans ce cas par la P-galactosidase d’un modele
animal d arthrite goutteuse aigue, induite par injection des cristaux d'UMS. Le traitement par les extraits
ethanoliques aux doses, 100, 200 et 400 mg/kg et aqueux a 50, 100 et 200 mg/kg des feuilles et des écorces ont
montré une inhibition significative de I’ activité enzymatique, en particulier, I’ extrait agueux a une concentration
de 200 mg/kg, qui aindiqué un effet anti-inflammatoire hautement significatif. Cependant, |’ effet de ces extraits
est comparable a celui des molécules de référence, la colchicine (1 mg/kg) et I'indométhacine (3 mg/kg). De ce
fait, ces résultats valident en partie |’ usage traditionnel de Fraxinus angustifolia dans le traitement de I’ arthrite

goutteuse et suggerent qu’ elle serait donc une source potentielle de substances anti-inflammatoires.

Mots clés : Arthrite goutteuse, cristaux d’urate monosodique (UMS), inflammation, f-galactosidase lysosomale,

Fraxinus angustifolia.
Abstract

In this study we evaluated the effects of native ethanol extract and their respective aqueous fractions of leaves
and barks of Fraxinus angustifolia on the activities of lysosomal enzymes, such as -galactosidase in an animal
model of gouty arthritisinduced by injected UMS crystals. The treatment by ethanolic (100, 200 and 400 mg/kg)
and aqueous extracts (50, 100 and 200 mg/kg) of leaves and barks showed a significant inhibition of this
lysosomal enzyme release. In particular, the agueous extract at 200 mg/kg indicated a significant anti-
inflammatory effect. While, the effect of this extracts is comparable to reference molecules, colchicine (1 mg/kg)
and indomethacin (3 mg/kg). So, these results validate in part Fraxinus angustifolia traditional use in gouty

arthritis treatment and can be suggested as a potential source of anti-inflammatory substances.

Keywords : Gouty arthritis, monosodium urate crystals (MSU), inflammation, lysosomal B-galactosidase ,

Fraxinus angustifolia.
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