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Introduction

Lors d un stress oxydant les espéces réactives oxygenées (EROs) jouent un réle important
dans la physiopathologie. Elle participe a une production de quantités des EROs tels que le
peroxyde d’ hydrogene (H20.), ainsi que d’ antioxydants par le systéme de défense (Favier,
2003).

Les EROs participent dans la peroxydation des lipides membranaires érythrocytaires, et
provoquent ainsi la lyse de ces membranes, qui conduit ala destruction des érythrocytes, puis
la libération de |I"’hémoglobine qui peut mener a I’ apparition des différentes pathologies

hémolytiques, telles que les anémies hémolytiques (Zhang et Lin, 2008) .

La recherche scientifique actuelle s oriente vers la phytothérapie ; en effet, les plantes
meédicinales possédent des métabolites secondaires, ces derniers sont doués de plusieurs
activités biologiques, telles que les activités antioxydantes et anti-hémolytiques. Fraxinus
angustifolia est une plante largement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour le
traitement de diverses maladies grace a ses activités biologiques (Falé et al., 2013), et pour
cela, cetravail est dédié aux tests de son effet préventif sur les érythrocytes, aprés traitement

par le H20x.

Dans cette optique, ce travail a pour objectif d évaluer le potentiel préventif anti-
hémolytique des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia, riches en antioxydants tel que
les phénols totaux et flavonoides, des métabolites a puissance anti-peroxydante. Les tests de
bioactivité éait, in vitro, basés sur la capacité des deux extraits éthanolique et agueux a
stabiliser les membranes érythrocytaires, suite a leur traitement par un agent oxydant,
le H20:.

Le présent manuscrit comportant |'étude théorique et I'éude pratique réalisée, est
structuré comme suit ; une introduction déecrivant la problématique, |’ objectif du theme ainsi
gue la démarche globale choisie pour réaiser ce mémoire. Un premier chapitre comportant
une synthése bibliographique décrivant le stress oxydant, le mécanisme de peroxydation
lipidique et les différentes pathologies liées, tel que I’hémolyse; un deuxieme chapitre
décrivant la méthodologie suivie pour |'extraction et la quantification des composés
phénoliques présents dans les extraits éthanolique et aqueux de feuilles de F. angustifolia,
I"évaluation de I'activité anti-hémolytique et I activité anti-peroxydation lipidique des deux
extraits a inhiber les dommages induits par le peroxyde d’ hydrogene sur les érythrocytes
humains. Nous terminant par une conclusion, récapitulant les principaux résultats obtenus,

leurs limites, impacts et les perspectives qui en découlent.
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Chapitre | Synthése bibliographique

|- 1- Radicaux libres, stress oxydant et pathologies associées

|-1-1- Stress oxydant et radicaux libres
Le stress oxydant est I’incapacité de I’organisme a se défendre contre I’ agression des
espéces réactives oxygénées (EROs) dans le statut intracellulaire, ce qui méne a un
déséquilibre, soit par une production accrue de radicaux libres, ou bien une diminution de la

capacité de défense antioxydante des cellules vivantes (Favier, 2006 ; Widmer et al., 2010).

[-1-1-1- L es Espéces réactives oxygenees (EROs)

Une espece réactive oxygénée (ERO) est un radical oxygéné ou une molécule pouvant
produire des radicaux libres. Ces espéeces chimiques instables et tres réactives dans le cadre de
nombreux phénomenes biologiques, elles peuvent étres radicalaires ou non radicalaires
(Goudable et Favier, 1997), elles sont produites continuellement dans la cellule sous |’ effet
de facteurs endogenes ou exogenes par divers mécanismes, on parle donc de sources
endogenes et exogenes (tableau 1) (Defraigne et Pincemail, 2008). Ces espéces chimiques
peuvent étre dérivées de I’ oxygene, ou d autres atome comme |’ azote (Ber ger, 2006).

Les radicaux libres (RL) sont des molécules ou atomes comportant un éectron célibataire
sur leurs couches périphériques (Haleng et al., 2007), ce qui confére a ces molécules une
grande réactivité et la possibilité d’oxyder ou de réduire de nombreux composés, afin de

stabiliser leur orbitale externe.

Tableau | : Lestypes des espéces réactives oxygénées et leurs sources

Classification des EROs

Espécesradicalaires Espéces non radicalaires
-Anion superoxyde (Oz¢) -Peroxyde d’ hydrogene (H20>)
-Radicale hydroxyle (OHe) - Oxygene singulier (*Oy)
- Monoxyde d'azote (NOe) -Acide hypochlorique (HOCI)

(Goudable et Favier, 1997).

L es sources des EROs

Endogene Exogenes

-Par lafuite d' éectrons a partir de la chaine
mitochondriale.

-Par de nombreux systémes enzymatiques,
(Beaudeux et al., 2006).

-Letabac, lafumée de cigarette (Guerine et al., 2005),
consommation d’ alcool, exposition prolongée au soleil,
lesradiations ionisantes, ainsi les rayonnements UV.
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|-1-2-L es ciblesmoléculaires desEROs

L’ accumulation des EROs dans les cellules vivantes entraine des dommages qui peuvent
mener a une perte de fonction, elles sont susceptibles d’ endommager (oxydées) les acides gras
polyinsaturés (AGPI), les protéines membranaires et d ADN (luchi, 2012).

[-1-2-1- L’ oxydation de|’ADN

L'ADN est tres vulnérable a I'attaque par les radicaux libres et subit donc différents
dommages oxydatifs. Tout d'abord, les bases azotées qui composent I'ADN sont sensibles au
phénomene d'oxydation qui induit la modification de celles-ci. Les radicaux libres peuvent
également altérer laliaison entre la base azotée et |e désoxyribose, ou attaquer directement le
sucre créant ainsi une coupure de la chaine simple brin (Favier, 2006).

|-1-2-2- L’ oxydation des protéines
La structure primaire, secondaire et tertiaire, et les fonctions des proténes sont altérées par
les EROs, les acides aminés soufrées (cystéine, méthionine) et aromatiques (tyrosine,

tryptophane) sont les plus sensibles al’ oxydation (Pasquier, 1995 ; luchi, 2012).

A proximité des sites de liaisons métaboliques peuvent se dérouler des réactions
d oxydation qui produisent des acides aminés altérés, certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui s accumulent dans les cellules nuisant différentes

activités biologiques (Haleng et al., 2007).

|-1-2-3- La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est issue de la biotransformation de certains composes en
meétabolites réactifs toxiques (RL), qui peuvent agir sur les lipides membranaires des cellules
saines, ces derniers seront convertis en hydroxyperoxydes (Favier, 2006 ; luchi, 2012). En
effet, les AGPI sont les cibles maeures des EROs tel que I'acide linoléique et |'acide
arachidonique pour déclencher un enchainement de réactions radicalaires (Pasquier, 1995).
Le radical hydroxyle est capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des AGPI, la position d’un ou plusieurs groupements méthyléne entre deux

double-liaisons les rend particulierement sensibles a I’ oxydation par les EROs, donnant un
radical pyroxyle (ROO) qui va a son tour arracher un atome d hydrogene sur la chaine

insaturée voisine pour générer un hydroperoxyde (ROOH) instable et un nouveau radical R,

assurant la propagation du processus (Therond, 2006 ; Haleng et al., 2007).
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L’ oxydation des AGPI produit également des especes réactives supplémentaires par
exemple le 4-hydroxynonenal et malondialdéhyde (MDA), qui peuvent contribuer alatoxicité
(Fibach et Rachmilewitz, 2008), ce qui tend a altérer la structure des membranes cellulaires,
a perturber le fonctionnement de ces membranes, notamment leurs réle de barriere, de
transport et de récepteur (Haleng et al., 2007).

I-1-3- Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqgué dans de nombreuses pathologies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, ¢'est le résultat d’ une concentration d’ EROs trés
élevée persistante dans le temps. Ces dernieres peuvent mener a |’ apparition de diverses
pathologies tels que, I'ischémie myocardique, maladie cardiovasculaires (Baudin, 2006),
cancer (Montagnier et al., 1998), |'athérosclérose, I’ Alzheimer, la maladie de Parkinson
(Desport et couratier, 2002), et les anémies hémolytiques (M égar bane, 2008).

|-2-Stress oxydant et pathologies hémolytiques

Les anomalies au niveau des globules rouges favorisent les dommages oxydatifs qui
jouent un réle dans I’ accélération de I’hémolyse, ce qui conduit a |’ apparition de différentes
pathol ogies hémol ytiques.

|-2-1- Lesérythrocytes

L’ érythrocyte, appelé aussi hématie ou globule rouge, est une cellule tres simplifiée, ala
forme d’'une lentille biconcave, d'un diamétre de 7um. Elle est douée d'une grande
déformabilité qui lui permet de franchir les capillaires et le transport effectif d’oxygene
(Mohandas et Gallagher, 2017). Les érythrocytes sont les cellules les plus abondantes dans
le corps humain, possédant des caractéristiques physiologiques et morphologiques
souhaitable. Les dommages oxydatifs associées a la membrane des érythrocytes

(lipides/protéines) peuvent étre impliqués dans I'némolyse (Kozlova et al., 2012).

[-2-2-L."hémolyse

L’hémolyse est un phénomeéne irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et
libérent leurs contenu hémoglobinique dans le plasma (Vinchi et Tolozano, 2013), il existe
deux types d’hémolyse ; une hémolyse physiologique qui se caractérise par la destruction du

globule rouge apres une durée de vie de 120 jours par vieillissement, elle sera compensée
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immédiatement par la moelle osseuse, sans répercussions cliniques ni biologiques. Cette

hémolyse est essentiellement intra-tissulaire (Rother et al., 2005).

L’ hémolyse intra-tissulaire (90%) désigne le processus par lequel les globules rouges agés
sont phagocytés par les macrophages de systéme de phagocytes qui a lieu dans la moelle
osseuse, le foie et la rate, cette phagocytose porte sur des globules rouges dont le
vieillissement se traduit par des modifications biochimiques, morphologiques et de la
plasticité (Aguilar, 2007). En plus, 10% d hémolyse intra-vasculaire se déroule méme au sein
de la circulation sanguine, il a été constaté que dans ce cas, I’hémoglobine est libérée dans le
plasma ou elle forme un complexe avec la protéine plasmatique haptoglobine, synthétisé dans
le foie, ce complexe est capté par I’ hépatocyte au niveau duquel I’ hémoglobine est catabolisée
(Loustau et al., 2011).

Un autre type d hémolyse, c'est I’hémolyse pathologique qui se caractérise par la
destruction précoce et exagérée des globules rouges circulants sous I’ effet d’un processus
hémolytique qui peut étre intrinséque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinseque (Hémolyse
extra-corpusculaire) (Fibash et Rachmilwitz, 2008). Ce processus peut étre congénital ou
acquis, il affecte toujours un des constituants vitaux du globule rouge, de la membrane
d’ enzymes et d' hémoglobine. Une hémolyse d’ origine corpusculaire, est due aux anomalies
de globules rouges, ¢’ est-a-dire la destruction des hématies, provenant de sa fragilité, déficit
enzymatique par exemple si I’enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase fait défaut, les
agents oxydants peuvent dénaturer I’ hémoglobine et les lipides membranaires, favorisant ainsi
lalyse des hématies (Aguilar, 2007).

Une hémolyse extra-corpusculaire, c'est I'agression extrinseque des hématies qui est
caractérisée par une agression directe de I"’hématie par des toxines, de la rigidité anormale
acquise de la membrane et de la rupture des hématies normales sur un obstacle
(Laustau et al., 2011).

|-2-3-M écanisme d’ oxydation des érythrocytes par lesEROs

Suite a un stress oxydatif accru les défenses antioxydantes peuvent étre atérées
aboutissant a la production des EROs, tel que I’ anion superoxyde et |e peroxyde d’ hydrogene.
La toxicité oxydatif de |I’hémoglobine et des membranes érythrocytaires est principa ement

due ala production des radicaux hydroxyles (- OH) atraverslalibération du fer.
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En absence de la superoxyde dismutase et |la catalase, I’ oxyhémoglobine extracellulaire
subit une oxydation spontanée (méthémoglobine) conduisant a la formation de radicaux
superoxyde et fer ferrique (Fe*). Par ailleurs, la dismutation spontanée des radicaux
superoxyde génére le peroxyde d’ hydrogene, la présence des deux crée la possihilité pour la
génération de radical hydroxyle (réaction Fenton) (Guettiridge, 1983), lui aussi, qui est un
puissant oxydant qui en réagissant avec les AGPI des phospholipides membranaires peut
initier la peroxydation lipidique et éventuellement provoque des Iésions cellulaires, qui se
termine par la production d' un produit terminal de la peroxydation lipidique, le malondia
aldéhyde (MDA) et I'instabilité de la membrane, contribuent a une hémolyse accélérée
(Tuchi, 2012).

|-2-4- L es antioxydants

Les dommages significatifs a I’ oxydation des érythrocytes sont évités par des systemes
antioxydants qui peuvent étre définis comme toutes substances qui, sont présentes a de faibles
concentrations par rapport au substrat oxydable dans tous les compartiments de |’ organisme,
gu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires, exercerent une inhibition de la
production des EROs, et la peroxydation lipidique. lls se manifestent auss par la
neutralisation des enzymes oxydantes et par chéation dions métaboliques ou-bien celles
responsable a la production des EROs (Fontaine et al., 2002), il existe deux catégories des

antioxydants :

|-2-4-1-L es systemes antioxydants enzymatiques

Les globules rouges sont tres riches en enzymes antioxydantes on peut citer

o Lesuperoxydedismutase (SOD)

La SOD, est une enzyme qui €éimine |’anion superoxyde par une réaction de dismutation,
elle produit de I’ oxygéne et du peroxyde d’ hydrogene (Defraigne et Pincemail, 2008). Cette
enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur les ions de
cuivre et de zinc (CuZnSOD) et I’ autre mitochondriale utilise le manganése comme cofacteur
(MnSOD), (Bonnefont-Rousselot et al., 2012).
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e Lacatalase
Elle catalyse la réaction de détoxification du H20. (1) généralement produit par la
superoxyde dismutase. Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie,
(Bonnefont-Rousselot et al., 2012).

2H02 —CAT L O H O+ O, (1)

e Laglutathion peroxydase (GPX)

Elle catalyse la réduction des hydroperoxydes (H20>), et des peroxydes lipidiques en
utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’ hydrogene, (Rees et al., 2004), selon la
réaction suivante :

2GSH + H.02 —» GSSG + 2 H0

|-2-4-2-L es systemes antioxydants non enzymatiques

La production des EROs peut étre justifiée par d’autres molécules tels que 1’a—tocophérol
(vitamine E), dont son role est de capter les radicaux peroxyles lipidiques (RO2) qui

propagent les chaines de peroxydation, on trouve aussi |’acide ascorbique (vitamine C)

(Rees et al., 2004), qui est un tres bon capteur de radicaux libres oxygénés, puisquiil

réagit non seulement avec les radicaux hydroxyles (OH’), mais aussi avec les radicaux

superoxydes (Oz).

Les aliments apportent de multiples bénéfices en flavonoides qui ont comme réle de
renforcer le systeme de défense. Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de
bons capteurs de radicaux hydroxyles et peroxyles et des molécules trés intéressantes
puisgu'elles ont la capacité de prévenir les dommages induits par les EROs (Esposito et al.,
2002)

|-3-Prévention del’ oxydation et d’hémolyse dansla médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle, plusieurs plantes sont utilisées grace a leurs efficacité dans les
préventions de diverses pathologies, ¢’ est la source d'inhibiteurs qui pourraient agir sur une
grande variété des maladies tels que les anémies hémolytiques (Kadali et al., 2016). Le
tableau I11 présente quel ques plantes médicinales qui ont une activité anti hémolytique et leurs

concentrations inhibitrices d’ hémolyse.
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Tableau Il : L’ activité anti-hémolytique de quel ques plantes médicinales.

Plante et partie Type et dose Type Effet ez
utilisée d extrait o éude Oxydant o tinemolytique oo eNces
Coriandrum SativumL.  500ug/ml Invitro H20, _ Rajeshwar et al.,
(Fleurs) méthanol Erythrocytes humains ~ (100mM) Co0=8L76ugml 5575
100 pg/mi Invitro AAPH
Arbutus unedo L. AP . | Cso = 62ug/ml Mendes et al.,
(Feuilles) Eau distillée Erythrocytes humains  (50mM) 2011
Allium ascalonicum L. 200pg/ml Invitro |(_|120%?”nM) | Coo87+64ug/ml Leelarungrayub
(Racines) hexane Erythrocytes humains 5082051 et al., 2004
. Invitro H202
Senna singueana 120pg/ml _ M ebrahtom,
(Feuilles) Ethyl acétate Erythrocytes de (100mm) [Cso = 233 pg/ml 2012
mouton
Lazer trilobum.L 50pg/ml Invitro H20, Ebrahimzadehl
(Feuilles) Ethanol /eay  Yirocytesderas iy, 1G0= 1696 pg/ml - oo Ton10
|-4- Fraxinus angustifolia
La plante médicinde Fraxinus angustifolia appelée communément “le fréne

oxyphylle", "Adardar" ou bien "Tadent" en kabyle (Rameau et Dumé, 1989) est présente dans

région méditerranéenne, le sud de I'Europe, I'ouest de I'Asie (jusqu'a l'ouest de I'lran) et dans le nord
de I'Afrique (nord de I'Algérie et du Maroc) (Caudullo et Durrant, 2016).

Fraxinus angustifolia est une espéce de la famille des Oléacées commune dans les régions

humides de tout Ie nord algérien. Ces feuilles sont opposées au nombre impaire et comportent
de5al3folioles(Younisetal ., 2016).
On compte plus de 65 espéces de genre Fraxinus dans le monde (Wallander, 2008) dont

Fraxinus angustifolia a été placée dans |a position taxonomique suivante :

Régne : Végétal

Sous-régne : Eucaryotes

Ordre: Oléales
Famille: Oléacées

Embranchement : Spermaphytes

Sous-famille : Oléoidées

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Astérides

Genre: Fraxinus

Espece : Fraxinus angustifolia
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|-4-1-Effets phar macol ogiques et composes phénoliques de F.angustifolia

Différentes parties de la plante F. angustifolia ont été utilisées en médecine traditionnelle.
Les feuilles sont employées comme remede anti-rumatismal, fébrifuge, (Goodmann et
Hobbs, 1988), hypotensif et antiseptique (Belakhdar et al., 1991). Elles sont aussi utilisées
comme analgésique (Came o-Rodregues et al., 2003), hypocholestérolémiant (Falé et al.,
2013) et anti-hémorroides (Baba-Aissa, 1999). Des investigations scientifiques ont appuyé
ces usages par lamise en évidence de plusieurs bioactivités des extraits de cette plante. Elle a
montré des effets antioxydant (Atmani et al., 2009), anti-inflammatoire et antidiabétique
importants (Medjahed et al., 2016). Ces activités biologiques ont été attribuées par ces
auteurs aux métabolites secondaires de cette plante, notamment son contenu en composes

phénoliques.

Le tableau Il illustre quelques exemples de composés phénoliques de Fraxinus

angustifolia.



Chapitre | Synthese Bibliographique
Tableau 111 : Quelques exemples de composés phénolique de F. angustifolia
i Quelques
Composés
) Structures exemplesde Références
phénoliques )
COMpOsés
6-O-caffeolyl-f-
Phénolssimple D-
P @‘0’* _ (Bravo, 1998)
glucopyranoside
Fraxine
. N % Fraxitine (Kostova et lossifova,
Coumarins )
Fraxinol 2007)
HO O 0 0
Esculine
Fraxicarboside A
Fraxicarboside B (Wallander etal.,
2008)
Secoiridoids _
Fraxicarboside C  (Kostova et lossifova,
2007)

Oleuropeine

Phenyléthanoides

Verbascoside

Cadlceolariosides

(Kostova et lossifova,
2007)
(Bravo, 1998)

Quercétine
Rutine (Faléet al., 2013)
; Kostova et l1ossifova,
Flavonoides gpagenine (
Astragaline 2007)
OH O nicotiflorine
R'{
OR2
° _ . (Bravo, 1998)
. O_7 . 3 Pinoresinol .

Lignanes 1 OMe (Kostova et | ossifova,

2007)

Le but de notre travail consiste a éudier le pouvoir anti-hémolytiques et anti-peroxydant

de deux extraits éthanolique et aqueux de I’ extrait de feuilles de Fraxinus angustifolia.

10
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II-1- Matériel

[1-1-1-Matériel végétal

Cette éude a été réalisée sur les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia, identifiée
préalablement aux niveaux de laboratoire Biochimie Appliquée récoltées en mois de juillet
2016 dans laforét d’ Akfadou région de Chemini localisée a 70 km Ouest de laville de Bgjaia,
dans un endroit naturel loin de perturbations humains. Les photographies de cet arbre est ces

feuilles sont montrés dans lafigure suivante :

Figure 1 : Photographiesde |’ arbre et des feuilles de Fraxinus angustifolia (Originales)

I1-1-2-L es érythrocytes

Pour évaluer les activités antioxydantes et anti-hémolytiques, in vitro, des extraits de
feuilles de Fraxinus angustifolia sur un modéle membranaire des érythrocytes, cing
échantillons du sang humains ont éé utilises pour la préparation des suspensions
érythrocytaires. Les poches de sangs ont été fournies par le Centre de Transfusions Sanguins
delaWilayade Bgaa

Pour effectuer cette étude la préparation des suspensions érythrocytaire a été nécessaire,
elle a ééfaite par remplissage des tubes héparinés avec le sang a tester, puis centrifugation a
1500 rpm/ 10 min, éimination de surnageant, par la suite lavage trois fois du culot globulaire
avec le tampon phosphate (Banerjee et al., 2008). Au final, le surnageant est jeté et puis
prélévement de 500ul du culot globulaire pour préparer une suspension érythrocytaire a

hématocrite de 10%.
11
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I1-1-3-Equipement, verrerie et produits chimiques
La manipulation de ces échantillons sanguins a été réalisée au niveau du méme centre,
divers matériel et produits chimiques ont été utilisés durant la période d’ expérimentation, ils

sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 1V : Equipements, verreries et produits chimiques

Equipement et verreries

Produits chimiques

Balance analytique (RADWAG), agitateurs
électromagnétique (VELP), bain marie
(MAMMERT), tamiseur électrique (RETSH)
avec un tamis (63um), broyeur éectrique
(KIKA-WERK), vortex (VELP), centrifugeuse
(SIGMA), congélateur -80°C (TELSTAR),
pH-métre (HANNA), Rota vapeur
(HEIDOLPH), spectrophotometre
(SHIMADZU), lyophilisateur(CHRIST), laine
de verre, Micropipettes (05uL-100ul, 100ul-
1000ul), Ependorffs (1ml) ,Eprouvettes,
barreau magnétique, ballons afond plat,
entonnoir, erlenmeyers, béchers, tubes a
hémolyse tubes a essais, tubes falcons, tubes

héparinés.

Folin-Ciocalteux (1N), Rutine, Acide
Tannique, acide gallique. Chlorure

d’ aluminium (AICls),Chlorure de Sodium
(NaCl), Hydrogéno Phosfate de Sodium
NaHPO,4, KH2PO, di-hydrogéno Phosphate de
Potassium, Azide de Sodium (NsNa), Chlorure
Ferrique (FeCl3), Carbonate de Sodium
(NaCOs), Acide thiobarbiturique (TBA),
Trichloro-Acétique(TCA), Sodium Dodecy!
sulfate (SDS), Triéthanolamine (TEA) ,
Albumine du sérum bovin (BSA), peroxyde
d hydrogéne (H20,), acide acétique
(CH3sCOOH), Hydroxyde de sodium
(NaOH),HCI (chlorure d' hydrogéne)
Méthanol absolu , Ethanol (96%).

* Les réactifs sont mgjoritairement de marque
Sigma.

*Lessolvants et les acides sont de marque
Biochem, Prolab.

*L"eau distillée a été récupéré utilisant un
distillateur (GFL 2104) au sein du laboratoire
Biochimie Appliquée

12



Chapitre I Matériel et méthodes

[1-2-Méthodes
[1-2-1- Préparation des extraits a partir desfeuillesde F. angustifolia

Les feuilles utilisées dans cette éude ont été soigneusement mises a secher al’ abri de la
lumiére solaire et de la poussiere. Elles ont été ensuite finement broyées al’aide d’ un broyeur
électrique, le broyat obtenue a été tamisé par une tamiseuse éectrique pour obtenir au final
une poudre fine et homogeéne de diameétre inférieur a 63um. Cette derniére a été conservee a
I’abri de lalumiere et de I’humidité afin de réaliser deux types d’ extraction a base de solvant

organique (éthanol) et une décoction al’ eau ditillée.

Figure 2 : Photographies de feuilles seches et de poudre de F. angustifolia (Originales).

|1-2-1-1- Procédure d’ extraction éthanolique

Dans ce travail I’ extraction éthanolique a été réalisée par épuisement (macération 3 fois)
selon la procédure décrite dans Ayouni et al. (2016). Elle consiste en une macération de la
poudre fine obtenue dans I’ é&hanol avec un rapport de 1:4 (m/v) pendant 24 heures sous
agitation continue a température ambiante.
Le macérét a été laissé décanter pendant 12 heures, puis centrifugé et le surnageant a été seché
au rotavapeur. L’ extrait a été stocké a 4°C jusqu’ a son utilisation.
L’ extrait d’' éhanol a été pesé pour calculer le rendement d’ extraction comme suit :

Poids de l'extrait sec(mg)

Rend t d'extraction (%) = x 100
endement d extraction (%) Poids de la poudre initial (mg)

13
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|1-2-1-2 Procédure de préparation de la décoction

Dans un ballon en verre contenant 500 ml d’eau distillée bouillante, 50 g de poudre ont été
progressivement gjoutés sous agitation continue et e mélange a éé maintenu a 100°C. Par la
suite, |’échantillon a été décanté pendant deux heures et le surnageant récupéré a été
centrifugé filtré a travers la laine de verre puis surgelé a -80°C pendant une semaine, puis
lyophilisé. Lelyophilisat est conservé dans un flacon en verre fermé atempérature ambiante.

[1-2-2- Dosages des contenus phénoliques des extraits éthanolique et aqueux

defeuillesde F. angustifolia
L’estimation de la quantité des composés phénoliques a savoir les phénols totaux, les
flavonoides et |es tanins présents dans les deux extraits éhanolique et agueux de feuilles de

F. angustifolia a été réalise par des méthodes col orimétriques.

I1-2-2-1- Le dosage des phénolstotaux

Le dosage des phénols totaux a été réalisé selon le protocole de Kahkonen et al. (1999),
le réactif utilisé est celui de Folin Ciocalteu, constitué de polyhétérocycles qui seront réduits
lors d’ oxydation des phénols, ceci se traduit par la coloration bleu violacée et |’ absorbance
correspondante, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
testés. Expérimentalement les phénols totaux des deux extraits é&hanolique et agueux (dissous

dans le DM SO) ont été quantifiés, selon la procédure décrite dans lafigure suivante :

1ml Folin-Ciocal ateu

+ 200p! solution d extrait Incuber 30 m|n a
+ 800p! carbonate sodium I’ obscurité
(7,5%)

Centrifuger a
1500 rpm/ 15 min

Lirel’ absorbance
au spectrophotometre
a765nm

Figure 3: Procédure expérimental e de dosage des phénols totaux dans les extraits
éthanoliques et agueux de feuilles de F. angustifolia.

Les tests ont été répéteés trois fois contre un blanc, ou la solution d’ extrait a été remplacée

par du méthanol pour |’extrait éhanolique et par I’eau distillée pour |’ extrait aqueux. Une

14
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courbe d éaonnage (Annexel) a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide galique comme phénol de référence a différentes concentrations. Les
résultats sont exprimeés en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’ extrait sec

mg Eq.GA./g d’extrait.

|1-2-2-2- Le dosage desflavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalise par colorimétrie selon le protocole de Maksimovic
et al. (2005), baseé sur la formation d’un complexe a une coloration jaunétre tres stable entre le
chlorure d’auminium (AICI3) et les groupements hydroxydes OH des flavonoides. L’ intensité
delacoloration est proportionnelle ala quantité des flavonoides présents dans |’ extrait.
Expérimentalement, la teneur en flavonoides des deux extraits éthanolique et aqueux a été

guantifié comme récapitulé dans lafigure 04 :

2ml d'extrait de feuilles+ Incuber 15mina | abri
1 ml de chlorure d’aluminium delalumiére

Centrifugation1500rpm
pendant 10 min

Lirel” absorbance
au spectrophotometre
a430 nm

Figure 4: Procédure expérimental e de dosage des flavonoides dans | es extraits éthanoliques et
aqueux de feuilles de F. angustifolia.

La concentration des flavonoides dans les deux extraits a été calculée a partir de la courbe
d étalonnage (Annexe 2) établie dans les mémes demarches expérimentales par différentes
concentrations d’'un flavonoide de référence, la rutine. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent rutine par gramme d’ extrait sec mg Eq.Rut./g d’extrait.
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I1-2-2-3- L e dosage des tanins

Le dosage des tannins a été réalisé selon le protocole de Hagerman et Butler, (1978)
L e principe de cette méthode consiste a faire precipiter I’ Albumine du Sérum de Bovin (BSA)
par les tannins présents dans I’ extrait. La teneur du précipité en complexe tannins-proténes a
été déterminée par spectrophotométrie, apres hydrolyse alcaline (SDS/TEA) et réaction de
I"hydrolysat avec le chlorure ferrique qui favorise I'apparition dune couleur violette.
Expérimentalement, le taux des tanins présents dans les deux extraits ethanolique et agueux

de feuilles de F. angustifolia a éé quantifié par la procédure décrite dans le schéma ci-

dessous :
[N
[
""""" e N AN
Iml d’ extrait defeuillesde~. <---------------- o
S N N T T T T -
F. angustifolia RN . Y
9 N Incuber 24h a4°C > ~~.
+2 ml de BSA (Img/ml de i
‘7 . TE=a
tampan A, pH=4,9 STTTITITI I L P
P P ) I K e Centrifuger N
------------------- ’ .
R 50009 /15 min .
s e ST TToTo-==7 g -7
" Dissoudre le précipitédans - -7 -
- Ve 4 -7 -7
QPP ¢ 4ml de SDS/TEA par ez I
oA LN agitation et vortexer N
Pz - \ N ~
// /”‘ \\ r _____________________
/ -7 AN
I /// N |
[} . |
n Ajouter Iml FeCls
I\
e
N 4 . < \
N N ' Incuber 15 minutesa
\ ~ 1 AN
N ‘\‘N N I , . . |
. EEE RN | température ambiante Lire
> o !
el . ' |"absorbance a2 510nm !
/’ \ ,

Figure 5: Procédure expérimental e de dosage des tanins dans les extraits éthanoliques et
aqueux de feuilles de F. angustifolia

La courbe d' étalonnage (Annexe 3) a été réalisée en utilisant I’acide tannique comme
référence. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide tannique par gramme

del’extrait sec mg Eq AT/g d’ extrait.
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[1-2-3-Activités biologiques des extraits de feuilles de F.angustifolia
[1-2-3-1-Testsd’hémolyse

L’ effet hémolytique des extraits bruts éthanolique et aqueux de feuilles de Fraxinus
angustifolia a éé réalisé, in vitro, sur des suspensions érythrocytaires de différents sangs
humains, diluées dans un tampon phosphate salin (150mM de NaCl, 0,58mM de KH2PO, et
3,4mM de NaxHPO4 apH 7,4).

L’induction de I’'hémolyse et la peroxydation lipidiqgue a été induit par différentes
concentrations de H2O2 (ImM - 100mM) qui ont éé préparées par la solution mére de
(100mM) avec du tampon phosphate salin (Wlodek et Kusior, 2006).

|1-2-3-2-Traitement des érythrocytes par le H20:2

Letest d effet hémolytique de H20- a été réalisé selon le protocole de Rafat et al. ( 2009)
décrit par Sundaram et al. (2011), effectué sur des suspensions érythrocytaires a hématocrite
de 10%. Dans des tubes a hémolyse, 500l de H20. a différentes concentrations (1 mM, 2
mM, 4 mM, 6 mM,8 mM,10 mM, 12 mM,14 mM, 16 mM, 18 mM, 20 mM ,40 mM, 60 mM,
80 mM, 100 mM )ont été ajoutés a 250ul de la suspension érythrocytaire puis incubés au bain
marie a 37°C durant 3h. Les tubes ont été homogénéisé délicatement chaque 30 minutes et a
la fin de I’incubation le volume totale a été gusté a 4,5ml avec le tampon phosphate, puis
directement centrifugé les tubes a 300rpm /10 minutes. Les absorbances des surnageants ont
été enregistrées a 540 nm a |I'aide d' un spectrophotométre UV- Visible contre un blanc
contenant du tampon phosphate au lieu de H>O2. Un autre tube a été préparé ou le H20O, a été

remplaceé par I’ eau distillée afin d’induire une " hémolyse maximale par osmose.

I1-2-3-3- Evaluation des effets hémolytiques des extraits de feuilles de F. angustifolia
sur les érythrocytes

L’ évaluation du probable effet hémolytique des extraits de feuilles a été étudié selon le
protocole de Rafat et al. (2009) décrit par Sundaram et al., (2011), par la méme démarche
expérimental e citée précédemment. Les témoins ont été préparés, une hémolyse totale induite
par I'eau distillée et une hémolyse optimale avec le H2O2 (8mM). Le volume du H20- a été
remplaceé par les différentes concentrations des deux extraits ou une gamme alant de 10ug/ml
a2000ug/ml a été testée.
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|1-2-3-4- Evaluation des effets anti-hémolytiques des extraits de feuilles de F.
angustifolia sur les érythrocytes

Suite a la rédisation de test hémolytique des extraits aqueux et éthanoliques, les
concentrations n’ayant montré de toxicité significative, ont é&é séectionnées pour des tests
anti hémolytique et anti peroxydation lipidique par le H202 (8mM), par la méme méthode de
Rafat et al., (2009) décrite par Sundaram et al. (2011). Sauf que le traitement des
erythrocytes par le H2O. s effectue aprés 30 minutes de préincubation de la suspension
érythrocytaire avec les différentes concentrations des deux extraits n’ ayant pas exercé un effet

hémolytique considérables.

|1-2-3-5- Estimation de la peroxydation lipidique par la mesure des MDA

En parallée atous les tests d’ hémolyse réalisés, |a peroxydation lipidique a éé suivie par
le dosage des MDA en utilisant la méthode de Okoko et Ere, (2012). La détermination de la
peroxydation lipidique se fait par la mesure de ces dérivés malondialdéhyde (MDA), donc une
révélation colorimétrique a été réalisée par I’ gout de TBA, qui forme en présence des MDA
un complexe qui se traduit par une coloration rose claire.

Le contrdle positif consiste a mélanger 250ul de la suspension érythrocytaire, et 500l
d eau distillée. Quant au controle négatif, 500ul de la solution tampon phosphate sont
additionnées a 250l de la suspension érythrocytaire.

Afin d’induire la peroxydation lipidique 250ul de suspension érythrocytaire, et 500ul de
H202 (8mM) le peroxyde d' hydrogéne a été introduit dans des tubes a essais. Le contenu a été
incubé pendant 1h a 37°C. La réaction a été interrompue par |I’addition de 2ml de réactif
d’ acide thiobarbiturique contenant de I’ acide trichloracétique et du HCI (TBA 0,375%, TCA
15%, HCL 0.2M), la solution a été incubée au bain marie a 95°C pendant 1h. Apres
refroidissement, la solution a éé centrifugée a 3000 rpm/10minutes. L’absorbance du
surnageant a été mesuré a deux langueurs d’ ondes différentes a 532 nm et 600 nm.

L’ estimation de la peroxydation lipidique pour le test hémolytique et anti-hémolytique a

été réalisée dans les mémes démarches expérimental es citées précédemment.
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[11-1-Résultats et inter prétations

[11-1-1-Taux d’extraction

Les feuilles de Fraxinus angustifolia ont été récoltées en été, c’'est la péiode durant
laquelle la teneur en composés actifs est optimae. Deux méthodes d’ extraction de composes
phénoliques ont été utilisées, une extraction a |’ éhanol choisie pour extraire le maximum de
composés phénoliques, et une décoction al’ eau distillée pour imiter I’ utilisation traditionnelle

de cette partie de plante.

Les taux d'extraction ont éé calculés par rapport a la poudre initide, que ce soit pour
I’extrait éthanolique ou bien I’extrait agueux, ils varient en fonction des solvants et la
procédure utilisés, les pourcentages d'extraction obtenus sont de 19,45 % pour |’ extrait
éthanolique et 9,7 % pour |’extrait agueux, on constate que le rendement de I’ extraction
éthanolique a atteint une valeur deux fois supérieure a celui obtenu par I’ extraction aqueuse,
témoignant d’une extraction plus efficace a I’ éhanol comparativement a la décoction par

I’eau distill ée.

[11-1-1-1- Teneursen composeés phénoliques

L’ éude phytochimique réalisee a permis de mettre en évidence quaitativement la
présence de quelques types de métabolites secondaires au niveau des feuilles de
F.angustifolia. Les quantités des phénols totaux, flavonoides et tannins ont été déterminées
graphiquement par des méthodes colorimétriques et exprimeées par référence aux molécules
standards, acide gallique, rutine et acide tannique, respectivement. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau (V) :

Tableau V : Lesteneurs en phénols totaux, flavonoides et tanins dans | es extraits éthanolique
et agueux des feuilles de F. angustifolia. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type. ext:
extrait sec. mg.Eq.AG/g d’ext. : Milligramme équivalents acide gallique par gramme d’extrait sec.
mg.Eq.Rut/g d’'ext. : Milligramme équivalents acide gallique par gramme d'extrait sec. mg.Eq.AT/g
d’ext. : Milligramme équival ents acide gallique par gramme d’ extrait sec.

Extrait Phénolstotaux Flavonoides Tanins
(mgEq.A.G/gd’ext.) (mgEg.Rut/gd’ext) (mg Eq.A.T./g d’ext.)

Ethanolique 47,86 £ 0,05 77,00 £ 0,007 581,49 £ 0,04

Aqueux 24,73+ 0,13 9,26 + 0,0019 22,22 + 0,006
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D’ aprésletableau VI lateneur en phénols totaux dans I’ extrait éthanolique (47,86 + 0,05)
est presque deux fois plus élevée comparativement a celle obtenue dans I extrait aqueux
(24,73 + 0,13), de méme une concentration largement plus élevée des flavonoides a été
enregistrée pour |'extrait éthanolique (77,00 + 0,007) par rapport a I’extrait aqueux
(9,26+0,0019). Les teneurs en tannins de I’ extrait agueux (22,22 + 0,006) sont relativement
trop faibles par rapport a I’ extrait éthanolique (581,49 + 0,04), ceci indique qu’ a partir de la
méme matrice végétale les rendements des extractions ainsi que les teneurs des extraits en
phénols totaux, flavonoides et tanins varient en fonction du solvant et la procédure

d’ extraction adoptée.

[11-1-2-Traitement des érythrocytes par le peroxyde d’ hydrogene

La méthode utilisée pour induire I"hémolyse des érythrocytes est basée sur |’ oxydation
des membranes érythrocytaires par le H20», les résultats sont exprimés en pourcentage (%)

montrés dans lafigure (6) :
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Figure 6: Effet hémolytique de H-O. sur des érythrocytes humains a différentes concentrations.
Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM. (n=4), P <0,001 indique une différence
significative par rapport au contrdle ED: eau distillée, par un test one way ANOVA avec le post-test
Dunnett du logicie Graph Pad Prism 5.3. (1) :[1-2mM],(2) :[4-12mM], (3) :[14-20mM], (4) :[40-
100mM].

Cette étude a démontré que le traitement des érythrocytes par le H2O. a fables
concentrations (ImM et 2mM) n’induit gu'une faible hémolyse de 0,96% et 6%,
respectivement (Figure 6 (1)), contrairement a celle observée a 4mM ou il a atteint un
pourcentage tres élevé de 41,31%, a partir de laquelle on remargue un plateau presque stable
jusque a 12mM (Figure 6 (2)) avec des pourcentages ne dépassant pas les 40,23%
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d’ hémolyse. A des concentrations supérieures (14 mM-20mM) une légére diminution du
pourcentage d’hémolyse a éé observé (Figure 6 (3)). Enfin, pour de plus fortes
concentrations (40mM a 100mM), une diminution importante d’ hémolyse a é&é remarquée,
elle varie entre 10,39% a 14,29% (Figure 6 (4)), ceci indique que le traitement des
érythrocytes par le H20O, a entrainé des dommages cellulaires avec une hémolyse maximale
de 41,31%. Tous les taux d hémolyse obtenus par les différentes concentrations du H20-

restent significativement inférieurs a celle induite par I’ eau distillée (*#P <0,001).

111-1-2-1- Mesure des dérivés dela peroxydation lipidique (MDA)

Les marqueurs de la peroxydation lipidique dérivent de I'attaque de I'ensemble des acides
gras polyinsaturés, le plus connu est un aldéhyde, e malondialdéhyde (MDA). Le dosage de
ce dernier a été réalisé dans tous les tests des différentes concentrations H2O. pour leurs
pouvoir hémolytique et peroxydant. Les résultats sont exprimés en umol/ml de suspension

erythrocytaire, et représenté dans lafigure (7) :
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Figure7: Taux de MDA marqueur de la peroxydation lipidique induite par le H,O, sur des
érythrocytes humains a différentes concentrations. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.E.M.
(n=4), P <0,001 indique une différence significative par rapport au controle ED : eau distillée, par un
test one way ANOVA, avec le post-test Dunnett du logiciel Graph Pad prism 5.3.

D’ aprés I’ histogramme, on constate une nette augmentation des taux de MDA en fonction
de la concentration de H>O», ceci est un indice d'une augmentation de la peroxydation
lipidigue. On remargue une augmentation proportionnelle de la concentration de H20-,

notamment dans la gamme de concentrations alant de 1 a 10 mM, suivi d’une stabilité des
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taux de MDA entre 10 mM a 18 mM, puis une augmentation importante au dela de 20mM
jusqu’a 100 mM .

Aprés |’analyse de ces résultats la concentration de H202 (8 mM) a été sélectionnée pour les
tests anti-hémolytiques. C’'est une concentration moyenne ayant donnée les mémes résultats
d hémolyse avec la gamme de concentration 4 mM al2 mM. De plus, a cette concentration
I’effet de H2O, s'est exprimé par un taux considérable de MDA. Ce taux de MDA est
considérable pour les prochains tests d'inhibition.

[11-1-3-Test detoxicité desdeux extraitssur les érythrocytes en suspensions
Pour évaluer |’ activité hémolytique, in vitro, des extraits éthanollique et agueux des
feuilles de F .angustifolia, différentes concentrations ont été testées sur des suspensions

érythrocytaires a hématocrite de 10%. Les taux d’ hémolyse sont indiqués dans lafigure (8) :

A 100 =

% d'hémolyse

é)\?\gﬁ@q‘? & & L L ’\@\,59\259,,;&9
Concentrations d'extrait éthanolique (ug/ml)

Figure 8(A): Test de toxicité de I'extrait éthanolique de feuilles de F. angustifolia sur les
érythrocytes humaines. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.E.M.(n=4), ***P <0,001 indique
une différence significative par rapport au controle (H202) et P <0,001 indique une différence
significative par rapport au controle (ED : eau distillée), par un test one way ANOVA, avec le post-
test Dunnett du logiciel Graph Pad Prism.5.3.
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Figure 8 (B) : Test de toxicité de I’ extrait agueux de feuilles de F. angustifolia sur les érythrocytes
humaines. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.E.M.(n=4), ***P <0,001 indique une
différence sgnificative par rapport au contréle (H.O;) et *P <0,001 indique une différence
significative par rapport au controle (ED : eau distillée), par un test one way ANOVA, avec le post-
test Dunnett du logiciel Graph Pad Prism.5.3.

D’ apres les résultats obtenus, |’ extrait éthanolique ne présente pas de toxicité hémolytique
significative (*#P <0,001 et ***P <0,001) par rapport a celle présentées par les témoins eau
distillée et H2Oz, respectivement. L’ analyse statistique a révélée que I’ activité hémolytique de
I’ extrait éthanolique (A) est significativement (***P <0,001) réduite comparativement a celle
induite par le H20», avec une hémolyse negligeable pour la gamme de 10pg/ml-500ug/ml. A
partir de la concentration de 750ug/ml jusgu’a 2000ug/ml, on constate une augmentation de
I’ effet hémolytique pour atteindre une hémolyse maximale a 2000ug/ml, comparable a celle
del’eau distillée.

A partir de ces constatations la gamme de concentration de 10ug/ml a 500pug/ml a éé
retenue pour les tests anti-hémolytiques de I’ extrait éthanoligue contre I’ hémolyse induite par
le H202 (8 mM).

Lafigure (9 B), montre clairement que I’ extrait aqueux a présenté de tres faibles activités
hémolytiques, voire négligeables comparativement a celle induite par le H20O2, méme ala plus
forte concentration testée (2000pg/ml). De ce faite, toutes ces concentrations ont été reprises

dans les tests anti-hémol ytiques.
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[11-1-3-1-Estimation des taux de MDA aprés traitement par I'extrait éthanolique et
aqueux de F. angustifolia

Dans le but d’ évaluer la peroxydation lipidique de I’ extrait de feuilles de F .angustifolia sur
les érythrocytes humains. Le malondialdéhyde, qui est un marqueur clé du phénomene de la

peroxydation lipidique, a été dosé et |es résultats sont résumeés dans lafigure (9) :
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Figure 9 : Taux des MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, obtenue par les traitements des
érythrocytes humains par différentes concentrations |’ extrait éthanolique (A) et extrait aqueux (B) de
feuilles de F. angustifolia. Les valeurs sont exprimées en moyennes + S.E.M. (n=4). Les résultats sont
considérés significatifs a (* P< 0,001) comparativement au contrdle eau distillée et (*P< 0,001)

comparativement au traitement H.O, (8mM), par un test one way ANOV A, avec post-test Dunnett du
logiciel Graph Pad prism.5.3.

25



Chapitrell| Résultats et discussion

D’apres I'histogramme, les taux de MDA induits par les différentes concentrations
d’ extrait éthanoliqgue (A) présentent une alure comparable a celle représentée dans
la figure 8 (A). En effet, de 10ug/ml a 100ug/ml aucune production de MDA n'a été
observée, et de faibles taux de MDA on éé remarqués a 250ug/ml et 500pg/ml, pour
augmenter ensuite de facon dose dépendante a partir de 750ug/ml jusqu’ a 2000ug/ml, avec un

taux statistiquement non significatif comparativement au traitement par le H20-,

D’ autres parts, les MDA aobtenus par les différentes concentrations de |’ extrait agueux (B)
sont significativement (*P< 0,001), (*P< 0,001) inférieurs au taux des MDA obtenus au

niveau des témoins eau distillée et H20..

[11-1-4- Effet anti-hémolytique et anti-per oxydant de deux extraits

[11-1-4-1- Evaluation des effets anti-hémolytiqgues des extraits de feuilles de F.
angustifolia sur les érythrocytes
La capacité des extraits éthanolique et aqueux F .angustifolia a protéger les érythrocytes

humains de la lyse cellulaire induite par le H202 (8mM), a été étudiée par préincubation, des
érythrocytes avec ces extraits avant leur traitement par le H2O». Les résultats sont exprimés
en pourcentage d’ hémolyse, illustrés dans les histogrammes (A) et (B) de lafigure (10), et en
pourcentages d’inhibitions relatifs montrés dansle Tableau VI.
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Figure 10 (A): L’effet anti-hémolytique de différentes concentrations d extrait éthanolique de
feuilles de F. angudtifolia sur I"hémolyse induite par H-O, (8mM) sur les érythrocytes humains. Les
valeurs sont exprimées en moyennes + S.E.M. (n=4), ***P <0,001 indique une différence significative
par rapport au contréle H>O», par un test one way ANOV A, avec le post-test Dunnett du logiciel Graph
Pad Prism5.3.
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Figure 10 (B): L’effet anti-hémolytique de différentes concentrations d’ extraitt agueux (B) de
feuilles de F. angudtifolia sur I"hémolyse induite par H-O, (8mM) sur les érythrocytes humains. Les
valeurs sont exprimées en moyennes £ S.E.M. (n=4), ***P <0,001 indique une différence significative
par rapport au contréle H>O», par un test one way ANOV A, avec le post-test Dunnett du logiciel Graph
Pad Prism5.3.

L’ analyse des effets anti-hémolytiques de différentes concentrations des extraits a révélé
que I’extrait éthanolique a induit une diminution significative d’hémolyse (***P <0,001) par
rapport a celle présentée par le témoin H2O.. Cette diminution indique un effet anti-
hémolytique dépendant de la concentration d’extrait éthanolique (Figure 10 (A)) L’effet
maximale a été obtenu a 500ug/ml avec un pourcentage d’hémolyse de 3,61% a une
concentration de 500pg/ml. A cette concentration (500pg/ml), I’ extrait éthanolique S est avéré
plus efficace comparativement al’ extrait aqueux (Figure 10 (B)) qui présente un pourcentage
d'hémolyse considérable de (22,82%). L’effet anti-hémolytique de I'extrait agueux s est
exprimé par de diminutions progressives en fonction de la concentration.

Les pourcentages d'inhibitions d’hémolyse érythrocytaire par les deux extraits sont

illustrés dans letableau VI:
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Tableau VI : Pourcentages d'inhibition d’hémolyse induite par le H,O, aprés traitement par les
deux extraits de feuilles de F .angustifolia

Concentration d’extrait %d’inhibition d’hémolyse %d’inhibition d’hémolyse
(ug /ml) des érythrocytes par I’ extrait des érythrocytes par |’ extrait
éthanolique agqueux
10 44,49 + 1,30 26,81 + 3,55
25 63,21 + 1,44 -NT-
50 70,99 + 1,73 35,19 16,15
75 72,06 £ 1,79 -NT-
100 77,86 £ 1,65 37,63 £5,61
250 84,11+ 3,49 41,31 +4,83
500 91,25 £ 2,67 44,43 +3,17
1000 -NT- 50,98 +2,99
2000 -NT- 59,88 +1,826

MDA : Malondialdéhyde. NT: non testés

D’ apres le tableau ci-dessus, il est a noter que I’ extrait éhanolique a présenté une gamme
d’inhibition (44,49-91,25%) avec les concentration alants de 10 a 500ug/ml,
comparativement a I’extrait aqueux qui présente des pourcentages d’inhibition de 26,81 a
59,88% avec une gamme de concentration allants de 10 a 2000ug/ml,, induisant une efficacité
anti-hémolytique plus importante en faveur de I’ extrait agueux.

Les pourcentages d’ hémolyse en présence des extraits a toutes les concentrations testées sont

significativement inférieurs (*"P<0,001) aux % induit par e H20; (8mM).

[11-1-4-2- Mesure del’ effet anti-peroxydant de deux extraits par le dosage des MDA

Les taux des MDA produits dans les tests hémolytiques du H>O2 (8mM) en présence des
extraits ethanolique et aqueux a différents concentrations ont révélé des effets anti-
peroxydants, illustrés dans les figures 11(A) et 11(B). Une analyse statistique comparative des
taux de MDA produits dans les tests anti-hémolytiques en présence de différentes
concentrations des extraits de feuilles de F. angustifolia par rapport a celle du H20. (8mM) a

été realisee, lesrésultats sont présentés danslafigure (11) :
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Figure 11: Taux des MDA, marqueurs de la peroxydation lipidique traiter par |’ extrait éhanolique
(A) et extrait agueux (B) de feuilles de F. angustifolia sur les érythrocytes humains. Les valeurs sont
exprimées en moyennes + S.E.M. (n=4). Les résultats sont considérées significatifs a (* P< 0,001)
comparativement au contréle eau distillée et (¥*P< 0,001) comparativement au traitement par le H2O,
par un test one way ANOV A, avec |e post-test Dunnett du logiciel Graph Pad prism5.3.

L’ anal yse statistiques des résultats représentés sur |es histogrammes ci-dessus arévélé une
diminution significative pour les taux des MDA produits par I’extrait éthanolique (A) et
I’ extrait aqueux (B) comparés al’ eau distillée (**p <0,001) et le H202 (8mM) (***p<0,001).

Les concentrations des MDA induits en présence de toutes les concentrations des deux
extraits agueux ont été presgue semblables dans toutes les concentrations testées, aussi bien

pour I’ extrait é&hanolique (A) ou bien I’ extrait aqueux (B). Néanmoins, on remarque pour les
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deux extraits que les fortes concentrations (500pg/ml et 2000ug/ml) ont donné les plus faibles
taux des MDA, indiquant des effets anti peroxydant intéressants exprimeés en % d'inhibition
illustrés dans |e tableau suivant :

Tableau VII : Pourcentages d'inhibition de taux de MDA produits aprés traitement par H-O. en
présence des deux extraits de feuilles de F .angustifolia

Concentration d’ extrait % d’inhibition de M DA % d’inhibition de MDA

(ug /ml) pour I'extrait éthanolique pour I'extrait agueux

10 67,76 £ 2,95 77,41+5,88

25 76,60 = 6,15 -NT-

50 78,48 + 572 77,05 +3,79

75 80,53 + 6,08 -NT-

100 80,62 + 5,31 78,21+ 2,74

250 82,76 + 7,41 78,39 +1,34

500 8491 = 7,15 79,82+ 1,98
1000 -NT- 82,49 + 4,05
2000 -NT- 83,66 + 7,23

MDA : Malondialdéhyde. NT: non testés

Le traitement par les extraits de feuilles de F. angustifolia ainverse partiellement latoxicité
causée par le H20z. En effet, toutes |es concentrations ont garanti une bonne protection contre
les altérations des membranes cellulaires induites par le H20», d’ ou leurs fortes inhibitions par
les deux extraits. L’ extrait éthanolique et aqueux ont présentés une meilleure activité anti-
hémolytique, et anti peroxydation lipidique.
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[11-2- Discussion

Plusieurs expérimentations ont déterminé que le taux de métabolites secondaires tels que
les composeés phénoliques sont extraits des plantes médicinales, qui contiennent un pouvoir
antioxydant gréace a leurs groupements hydroxyles, protegent contre les radicaux responsables

de diverses pathologies.

Deux différentes extractions a partir des feuilles de F.angustifolia ont été réalisées, le taux
de I'extraction éthanolique obtenue a éé plus élevé par rapport a celui de I’ extraction
aqueuse. La différence dans les teneurs obtenues peut étre expliquée par la nature des
compose actifs extraits, la granulométrie de la poudre végétale qui peut augmenter la surface
d’ échanges entre le solvant et la poudre ainsi que les conditions d’ extractions (Bonnaillie et
al., 2012). On peut suggérer aussi que cette différence revient a la durée de la macération, au
nombre d’ épuisements effectués sur chague échantillon, mais aussi 1a chaleur appliquée pour

la préparation de la décoction.

De méme des éudes ont montré que les taux d extraction sont influencés par le type de
solvant, ainsi il a éé prouvé que I’ éthanol est le meilleur solvant pour extraire le maximum de
composes phénoliques (Cowan, 1999), il est connu pour sa capacité a extraire les composés
polaires mais aussi apolaires, contrairement a |’ eau distillée qui extraits que les substances
fortement polaires (Bonnaillie et al., 2012).

Les composés phénoliques tel's que les phénols totaux, flavonoides et tannins, forment les
groupes de composes phytochimiques le plus important des plantes. Les résultats de dosage
montrent que la teneur en tannins est plus élevée dans |’ extrait éhanolique, cela peut étre
expligué par larichesse de ces derniers en groupements hydroxyles OH (Bravo, 1998), ce qui
favorisent leur solubilité dans les acools td que I'éhanol, néanmoins c'est une classe de
compose a structure complexe vue leurs poids moléculaire élevée et le degré de leur
polymérisation, ce qui limiterait leurs solubilité dans les phases aqueuses (Mahmoudi et al.,
2013). Une éude menée par Medjahed et al. (2016) sur laméme partie de plante a prouvé sa
richesse en flavonoides (100,29 mg Eq rut./g E.) un taux comparable a celui obtenu pour

I’ extrait éthanolique (77 mg Eq rut/g E.) dans ce présent travail.

Une autre étude menée par Berboucha et al. (2009) sur |la méme plante présente une |égere
similitude dans les taux des composés phénoliques comparants avec les teneurs obtenues

actuellement, essentiellement les phénols totaux, alors que pour les teneurs en flavonoides et
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tannins elles sont est bien supérieures par rapport ala leur, ces différences peuvent étre dues
au reflet des facteurs climatiques et les régions de la récolte. Ces métabolites sont largement
rapportés pour leurs activités biologiques, notamment anti-oxydantes par différents protocoles

et modéles expérimentaux.

Le globule rouge, reste un modele d’ étude cellulaire intéressant car sa structure est smple
et sa fonction de transport de I’oxygene et d’hémoglobine |'expose particulierement aux
attaques radicalaires (Antonelou et al., 2010). Il est ainsi vulnérable a I’ oxydation a cause de
son contenu riche en acides gras polyinsaturés, son environnement saturé en oxygene
moléculaire, ainsi que la présence de métaux de transition tels que le fer et le cuivre (Rocha et
al., 2009).

Le H2O- est I'une des ERO:s les plus puissantes, elle exerce un effet sur les érythrocytes
favorisant leur peroxydation lipidique, par conséquent la mort cellulaire (Edwards et Fuller,
1996). Selon les résultats obtenus, on a constaté que le H2O2 a exercé un pouvoir hémolytique
a des concentrations considérables, ces résultats sont en accord avec ceux de Clemens et
Waller, (1987). Cette hémolyse est due a I’ oxydation des érythrocytes par le H2Oz suite a sa
diffusion a travers les membranes érythrocytaires, ce phénomeéne peut s expliquer par la
réaction de Fenton ou I'’oxygeéne se lie avec le peroxyde d hydrogene dans le milieu
intracellulaire qui favorise I'oxydation de I’hémoglobine a fer ferreux (Fe?*) en
méthémoglobine a fer ferrique (Fe*), puis formation du radical hydroxyle -OH, qui agit sur
les lipides membranaires érythrocytaires, provoquant ainsi une lyse des membranes
érythrocytaires, puis la libération de I’hémoglobine (luchi, 2012), exprimant des taux

d’hémolyse induit par le stress oxydatif.

L’intensité de la coloration rouge est proportionnelle au taux d’hémolyse. La diminution
de taux d hémolyse trouvé a des concentrations plus élevées de H>O2, peut se justifier par
I’action de polymeérisation des globules rouges et donc la précipitation des hématies et la
transformation du globule rouge en agrégats, mais aussi par I’ oxydation de I’ hémoglobine en
méthémoglobine et en sous-produits radicalaires. L’hémoglobine dénaturée est due a la
formation de liaisons transversales disulfures entre les chaines des globines formant des
corpuscules appelés corps de Heinz (Chiu et Lubin, 1989), puis la précipitation de ces
derniers. Cette dénaturation de |I” hémoglobine s accompagne par |a perte de sa configuration
spatiae et du détachement de I’ heme des globines (Rother et al., 2005).
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L’ héme libre s'intercale dans les lipides des membranes cellulaires et induit par peroxydation
I’altération membranaire avec comme consequence |'augmentation de la perméabilité
membranaire (Battacharia et al., 1997). Par ailleurs, I’augmentation du taux de MDA est le
résultat de I'augmentation de I'attaque du peroxyde d hydrogene sur des acides gras
polyinsaturés de la membrane cellulaire, provoquant la peroxydation lipidique (Battacharia
etal., 1997) .

Il est admis par |’ ensemble des recherches que les activités biologiques sont dépendantes
de la dose, ceci est de méme pour la bioactivité et la toxicité d une substance. Dans cette
étude les doses utilisées pour les activités anti-hémolytiques ont été déterminées apres une
étude de toxicité des extraits étudiés, qui consiste a évaluer I’hémolyse et la peroxydation
induites par les extraits eux mémes.

Dans ce contexte les deux extraits ; éhanolique et aqueux de Fraxinus angustifolia ont été
testés sur des érythrocytes humains. Les résultats indiquent que I’ extrait éthanolique a de
fortes doses (1000pg/ml -2000pg/ml) induit une hémolyse de (79-91%), respectivement, et
ceci est en concordance avec la notion que toute substance biologiquement active est
susceptible de produire des effets indésirables, voire nocifs a de fortes doses. La toxicité de
cet extrait de feuilles de F.angustifolia a une concentration trés élevée sur les globules rouges
est probablement due a la richesse de cette plante en flavonoides qui se comporte comme pro-
oxydant a de fortes doses (Deker, 1997).

L’ extrait agueux, par contre, n'a pas provoqué une hémolyse significative méme a des doses
élevées (1500pg/ml-2000ug/ml) est ceci peut étre due a la nature des polyphénols extraits, a
I’effet de la température qui favoriserait |’hydrolyse de substances a structures complexes
impliguée dans cette toxicité, tel est le cas des tanins qui sont connus pour leurs toxicités a de

fortes doses par des interactions non spécifiques (Furlan et al., 2014).

Cette hémolyse est accompagnée d une peroxydation lipidique de la membrane des
érythrocytes. Le marqueur de la peroxydation lipidique utilisé généralement en biologie est le
malondialdéhyde (MDA), produit lors de la rupture des AGPI possédant au moins trois
doubles liaisons. La réaction de son dosage repose sur laformation au milieu acide et a chaud
d’ un pigment rose entre les MDA et |’ acide thiobarbiturique. Cette réaction colorée mesure
non seulement les MDA dérivés de la réaction mais aussi ceux pré-existants, formés par la
décomposition thermique. D’ autres produits d’ oxydation des acides gras et d’ autres molécules

réagissent eégalement avec le TBA dans un milieu acide et a chaud (L efévre et al., 1998).
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Le résultat obtenu indigue une augmentation proportionnelle de taux de MDA avec les

concentrations d’extrait qui se traduit par la capacité de ce dernier, a de fortes doses, de
former des radicaux libres qui peuvent induire une peroxydation lipidique.
Les gammes de concentrations non toxiques des deux extraits ont été testées pour leurs effets
anti-hémol ytiques dans les marges de concentrations sélectionnées en présence d'inducteur de
I’hémolyse (H20. 8mM). D’ apres Les résultats obtenus, une diminution proportionnelle de
taux d'hémolyse induit par H-O> en présence des différentes concentrations des extraits a été
notée, ce qui indique que les extraits ont pu protéger les érythrocytes contre les dommages
induits par le H20,. La forte activité des extraits serait attribuée a leur contenu phénolique et
teneurs en flavonoides qui caractérisent F. angustifolia (Kostova et lossifova, 2007).

Il en ressort que les polyphénols tels que les flavonoides des extraits de feuilles de
F .angustifolia pourraient agir par le méme mécanisme que les antioxydants pour assurer la
stabilité membranaire des érythrocytes. L’ efficacité des antioxydants a piéger les radicaux
libres est hautement liée aux interactions électrostatiques, interactions hydrophobiques avec
les chaines d'acides gras, a la formation des ponts hydrogéne avec les groupements polaires
des phospholipides, a la géométrie moléculaire des phospholipides, et a la localisation
subcellulaire des ligands a proximité des sites de production des EROs (Tsuchiya et al.,
2001; Sanchez-Gallego et al., 2011).

Les antioxydants les plus apolaires sinserent plus profondément dans la partie
hydrophobe de |a bicouche lipidique de la membrane, tandis que les antioxydants de moyenne
polarité se situent principalement plus prés de la phase aqueuse polaire de la membrane
(Hendrich, 2006). Ces composés peuvent par conséquence s accumuler a la surface
membranaire du coté extra et intra cellulaire quand une association a polarité variable est
obtenue. Par cette interaction ces polyphénols pourraient agir sur le maintien de I’intégrité
membranaire en réduisent |’ accés aux molécules dél éteres ala double région hydrophobe.

Les acides phénoliques simples a savoir P-coumarique, caféique ont été étudiés pour leurs
interactions avec un modéle de lipides membranaires, ceci dans le but de mieux comprendre
leurs biodisponibilités et leurs activités biologiques obtenues par des tests in vivo. Les
résultats ont montré que I’ acide P-coumarique, étant le moins polaire, présente I’ effet e plus
élevé sur la structure de la membrane lipidique, cependant les acides caféique ont moins

d effets sur larigidité et la dynamique des chaines phospholipidiques (Ota et al., 2011).
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Le verbascoside, un dérivé de |’ acide caféique, est un phenylpropanoide glucoside soluble
dans |’ eau et mgjoritaire dans les extraits de Fraxinus angustifolia (Ayouni et al., 2016). C' est
un puissant antioxydant qui montre de fortes affinités aux membranes, assurant ains leurs
protections contre |'oxydation et le maintien de leurs fluidités. Malgré son caractére
hydrophile, le radica caffeoyl de verbascoside sinsere profondément dans le core
hydrophobe de lamembrane (Liu et al., 2003 ; Funés et al., 2010)

Une étude menée par Whang et al., (2005) ont montré I’ effet préventif de la fraxine qui
est une coumarine caractéristique des especes Fraxinus et ce par sa capacité de réduire la

peroxydation des lipides et |e niveau des especes réactives de I’ oxygene.

Une étude menée par Asgary et al., (2005) a affirmé les propriétés antioxydantes de la
quercitrine, présente parmi les flavonoides de Fraxinus angustifolia (Ayouni et al., 2016), qui
a inhibé 1'hémolyse de 35,5% a la plus forte concentration (10 pg /ml), la quercitrine diminue
I'hémolyse de maniere dose-dépendante. Une autre étude menée par le méme auteur sur autre
flavonoide, le kaempférol a inhibé la peroxydation lipidique et I'némolyse de 26,9% a la
concentration maximale (10 pg /ml). Ceci expliquerait les effets anti-hémolytiques exhibés
par les extraits de F. angustifolia. Dans la méme étude, la diminution des concentrations de
kaempferol a entrainé des taux plus faibles d'inhibition de I'némolyse, ainsi que I’ inhibition de
la peroxydation lipidique induite par H202, ce pouvoir antioxydant a éé lié aux composés
phénolique des extraits (Asgary et al., (2005).

Furlan et al. (2014) ont étudié I’ efficacité anti-oxydante des tannins du vin rouge sur un
modele membranaire contenant des phospholipides doubles insaturés. Une corrélation
positive a éé trouvée entre I'activité anti-oxydante et la localisation de ces tannins a
I'interface de la membrane, inséré au niveau du sguelette glycérol, une position clé pour
prévenir les chaines d’ oxydation qui puissent se produire dans le core de la bicouche
lipidique. Donc I’ efficacité antioxydante des polyphénols ne peut pas étre liée uniquement a
leur activité scavenging de radicaux attribué a leurs fonctions hydroxyles, mais auss a leur

capacité de former une couche protective au niveau de la surface membranaire.

Cet ensemble de données bibliographiques constituent des arguments expérimentaux qui
justifieraient les effets antioxydants et anti-hémolytiques obtenus par les deux extraits de
feuilles de Fraxinus angustifolia.
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Annexes

Annexe 1. Courbe d' étalonnage d’ acide gallique pour dosage des phénols totaux.
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Annexe 2 : Courbe d’ étalonnage de la rutine pour dosage des flavonoides.
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Annexes

Annexe 3 : Courbe d' étalonnage de I’ acide tannique pour dosage des tannins.
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Conclusion

L'utilisation d'une plante en toute sécurité nécessite une connaissance non seulement de ces effets
bénéfiques mais aussi des complications graves que peut engendrer son utilisation non control ée.

Le présent travail, consiste a réaiser une éude phytochimique, une recherche d' effet anti-
hémolytique et évaluation de I’ activité anti-peroxydant d’ une plante connue traditionnellement pour
ses valeurs et propriétés médicinales ; Fraxinus angustifolia.

L es tests phytochimiques effectués sur ses extraits éthanoliques et agueux ont révéle la présence
en quantités relativement importantes de métabolites secondaires d‘intérét biologique et
thérapeutique : les phénols totaux, flavonoides et les tanins. En effet, |’ extrait éthanolique montre
des teneurs de |'ordre de 47,86 mg.EQ.AG/g dextrait, 77,00 mg.Eq.rut/g dextrait et
581,49mg.Eq.AT/g d extrait, respectivement, et |’ extrait issu par décoction a montré des teneurs de
24,73 mg.EqQ.AG/g dextrait, 9,26 mg.Eq.rut/g dextrait, et 22,22 mg.Eq.AT/g d extrait,
respectivement.

Il est retenu de I’ analyse biologique in vitro effectuée sur les érythrocytes isolés a partir de sang
humain traités par les différentes concentrations de I’extrait éthanolique que les feuilles de
F.angustifolia sont toxiques a une concentration de 2000 pg/ml avec un taux dhémolyse de
91,14%, contrairement al’ extrait agueux qui présente un taux trop faible d’ hémolyse 1,37%.

L’activité anti-hémolytiqgue des concentrations non toxiques des différents extraits de F.
angustifolia vis-a-vis du traitement des érythrocytes par le H20. a été évaluée. L’ extrait éthanolique
possede une activité anti-hémolytique la plus éevée (91,25 %) par rapport al’ extrait agueux (44,44
%). La mesure de |'activité anti-peroxydante a été évauée vis-avis du dosage des MDA, un
pourcentage d’inhibition de taux des MDA était de 84,91 % pour |’ extrait éthanolique, une valeur
supérieure a celle obtenue par I’ extrait agueux 79,82%.

D’ apres les résultats on peut suggérer que cette espece peut constituer une source de composes
naturels a usage hiologique et thérapeutique intéressants dans la prévention de différentes
pathologies hémolytiques, pour cela, la réalisation d'autres éudes complémentaires seraient
nécessaires, des investigations mériteraient d’ étre développées et approfondies en faisant appel a
des méthodes d’ études de caractérisation qualitatives et quantitatives de ces métabolites bioactifs.
Faire des études de fractionnement des extraits pour I’identification des molécules responsables du
pouvoir anti-hémolytique et anti-peroxydant, en utilisant des techniques d'identification
performantes.

Il serait également judicieux de confirmer le potentiel anti-hémolytique obtenu par les extraits
aqueux et ethanoliques de feuilles de F.angustifolia par sa caractérisation par d’ autres méthodes

biochimiques et de I’ optimiser en termes de parameétres expérimentaux.
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Résumeé

Fraxinus angustifolia est une plante médicinale appartenant & la famille des Oléacées, elle et trés
répandue dans le bassin méditerranéen et largement utilisée comme anti-inflammatoire et antioxydant.
Notre travail repose sur le dosage des composés phénoliques des extraits éthanoliques et aqueux de
feuilles de F. angustifolia, ainsi que I’évaluation in vitro de leur activité anti-hémolytique et anti-
peroxydante, en présence du peroxyde d hydrogene (8mM). L'analyse phytochimique a révélé la
présence des teneurs en phénols totaux, flavonoides et surtout les tannins dans I'extrait éthanolique une
teneur bien supérieure a celle obtenue dans I’ extrait agueux. La recherche de I'effet hémolytique a
différentes concentrations des deux extraits a montré que I'extrait agueux a des concentrations trop
élevées (2000 pg/ml) présente un effet hémolytique négligeable de 1,37%. Pour le test de I activité
anti-hémolytique, I’extrait éhanolique a présenté un pourcentage d'inhibition de 91,25 % de
I”hémolyse induite par le H.O, par rapport a I’extrait agueux 44,44 %, alors que le pouvoir anti-
peroxydant a démontré un pourcentage d’ inhibition des taux de MDA produit de 84,91 % et 79,82%,
respectivement. Les résultats obtenus prouvent le potentiel bénéfique de feuilles de Fraxinus
angustifolia dans la prévention des pathol ogies hémolytiques associées a un stress oxydant

Mots clés. Fraxinus angustifolia, effet hémolytique, effet anti-hémolytique, effet anti-peroxydant,
peroxyde d’' hydrogene.

Summary

Fraxinus angustifolia is a medicinal plant belonging to the family of Oleaceag, it is widespread in
the Mediterranean basin and widely used as anti-inflammatory and antioxidant. Our work is based on
the determination of the phenolic contents of the ethanolic and agueous extracts of F. angustifolia
leaves, as well as the in vitro evaluation of their anti-hemolytic and anti-peroxidant activities in the
presence of hydrogen peroxide (8 mM). Phytochemical analysis revealed the presence of phenals,
flavonoids and mainly tannins with higher levels in the ethanolic extract than in the aqueous one. The
investigation of the hemolytic effect at different concentrations of the extracts showed that the aqueous
extract at higher tested concentrations (2000 png / ml) showed no significant hemolytic effect of 1.37%.
Anti-hemolytic activity test, the ethanolic extract showed an inhibition rate of 91.25% of the optimal
hemolysis induced by H,O, compared to a moderate activity of the aqueous extract (44.44%), while
the anti-peroxidant power demonstrated an inhibition percentage of produced MDA 84.91% and
79.82%, respectively. The results obtained show the beneficial potential of leaves of Fraxinus
angustifolia in the prevention of oxidative stress associated hymolysis pathol ogies.

Key words: Fraxinus angustifolia, hemolytic effect, anti-hemolytic, anti-peroxidant, hydrogen

peroxide.
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