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INTRODUCTION

L'estomac est un organe digestif qui joue un role important dans la physiologie
humaine et la pathophysiologie (Menche, 2009; Wells et McCracken, 2017). Dans des
conditions normales, l'intégrité de la muqueuse est maintenue par des mécanismes de défense
(Laine et al., 2008).

L'ulcére gastroduodénal est défini comme une rupture dans la continuité de la
muqueuse de l'estomac ou duodénum (Kumar et al., 2012). Divers agents nuisibles sont
impliqués dans la pathogenese des lésions de la muqueuse gastrique, y compris la
consommation d'alcool, l'acide chlorhydrique gastrique, les radicaux libres d'oxygene
(Amirchahrokhi et Khalili, 2015). L ulcére représente une menace majeure pour la population
mondiale au cours des deux derniers siécles, affectant chaque année 4 millions de personnes

dans le monde (Vandraminicosta et al., 2014).

De nombreux médicaments sont utilisés pour le traitement des ulcéres gastriques, tels
que les antiacides, les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) ou les agents antihistaminiques
(Jaikumar et al., 2009). Les IPP agissent principalement pour supprimer la sécrétion d'acide
gastrique dans les cellules pariétales de I'estomac, par I’inhibition de pompe H */ K * ATPase,
(Yanajihara et al., 2015), et peuvent protéger la muqueuse gastrique par des mécanismes liés a
la réduction des dommages oxydatifs tissulaires (Blandizzi et al., 2011).

L’oméprazole est un inhibiteur de la pompe a proton, qui exerce un effet antioxydant,
anti inflammatoire, et connu pour son effet protecteur contre les lésions de la muqueuse

gastrique induites par divers agent ulcérogenes (Ohta et al., 2002).

A cet effet, I’objectif de notre étude est d’évaluer I’activé gastro protectrice de
I’oméprazole, sur un modele des souris traitées avec I’agent ulcérogéne I’éthanol, en mesurant

I’activité enzymatique de la catalase en présence et en absence de I’oméprazole.
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PARTIE THEORIQUE

1.1. ESTOMAC

1.1.1. Anatomie et histologie de I’estomac

L’estomac est la partie la plus dilatée du tractus gastro-intestinal (Vandamme et al.,
2010), il présente une forme en J situé entre I’cesophage et I’intestin gréle (Sherwood, 2015).
L’estomac comprend quatre régions : le cardia, une zone de 2 a 3 cm de large entourant
I’orifice cesophagien. Le fundus, s’étendant a gauche de I’orifice cesophagien. Le corps, une
région centrale étendue et I’antre pylorique, se terminant au niveau de I’orifice gastroduodénal
(figurel) (Kierszenbaum, 2006).

Cardia

Figure 1 : Anatomie macroscopique interne de I’estomac (Marieb et Hohen, 2010).

La paroi de I’estomac comprend les mémes quatre grandes couches tissulaires que
les autres régions de tube digestif (muqueuse, sous-muqueuse, musculeuse et séreuse)
(Tortora et Derrickson, 2017). La muqueuse gastrique présente au niveau d’un estomac vide,
des plis longitudinaux allongés qui se dirigent ensemble vers le pylore. La surface de
muqueuse gastrique est constituée d’un épithélium prismatique simple. Cet épithélium
possede des replis profonds (cryptes) ou siégent plusieurs glandes tubulaires qui produisent le
suc gastrique (Menche, 2009). Les glandes gastriques sont constituées de differentes types de
cellules dont I’importance en nombre varie d’une région a une autre, produisant des secrétions
différentes (Gilles et Anctil, 2006). A savoir, les cellules & mucus du collet produisent un type
de mucus acide (Marieb et Hoehn, 2010), les cellules principales secrétent les pepsinogenes et

lipase gastrique (Lacour et Belon, 2015), les autres cellules a savoir, les cellules pariétales
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(oxyntiques) secrétent de I’acide chlorhydrique (HCI) et le facteur intrinséque nécessaire a
I’absorption de la vitamines B12 (Marieb et Hoeh, 2010),et les endocrines en contact avec la
lumiére gastrique riches en cellules D (secretant la somatostatine), et en cellules G (secrétant
de la gastrine) présentes uniquement dans les glandes pylorique (figure 2) ( Ader et Carré,
2006).

La sous muqueuse est constituée de tissus conjonctif aréolaire contenant de
nombreux vaisseaux sanguins, des lymphatiques, et des nerfs, la musculeuse qui possédent
trois couches de tissu musculaire, la séreuse est la couche de protection la plus externe,

constituée de tissu conjonctif fibreux et d’une membrane séreuse (figure 1) (Brooker, 2000).

Figure 2 : Vue transversale de mucus gastrique, avec ses glandes gastriques et les types des
cellules qui la compose (Tortora et Derrikson, 2009).

1.1.2. Mécanisme de la sécrétion de I’acide gastrique

Les cellules pariétales secrétent acide chlorhydrique HCI dans la cavité des cryptes
qui se vident dans la cavité gastriqgue (Sherwood, 2006), sous la dépendance de trois
stimulus : I’histamine, I’acétylcholine et la gastrine (Bourin et al., 1993).
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L’ion CI" du plasma est transféré activement dans la lumiére gastrique contre un
gradient de concentration et un gradient électrochimique alors que le transfert de I’ion H* se
fait activement contre un fort gradient de concentration, qui provient a partir la dissociation de
I’acide carbonique H>COsz en H* et HCOs par une enzyme intracellulaire, I’anhydrase
carbonique. Les bicarbonates ainsi formés passent dans le sang veineux, élevant
transitoirement le pH sanguin aprés les repas. L’ion H* est excrété grace a I’énergie prévenant
de clivage de I’ATP au niveau de la membrane sécrétoire par une H*/K* ATPase, il est
échangé contre un ion K* issu de la lumiéres gastrique (Guénard et al., 1991). Les ions HCO3"
et CI sont transportés dans des directions opposées par des antiporteurs CI/HCO3" situés dans
la membrane basolatérale. C’est ainsi que les ions CI pénétrent dans la cellule pour ensuite
passer dans la lumiére de I’estomac, ou ils contribuent & la formation du HCI (figure 3)
(Marieb et Hoehn, 2010).

Figure 3 : Mécanisme de sécrétion de HCI par les cellules pariétales (Marieb et Hoehn,
2010).

1.1.3. Régulation de la sécrétion gastrique

La régulation des cellules pariétales sécrétrices de HCI présente de nombreuses
facettes, la sécrétion de HCI est stimulée par trois substances chimiques qui agissent toutes
par I'intermédiaire de systéemes de seconds messagers. L’acétylcholine libérée par les
neurofibres parasympathiques et la gastrine secrétée par les cellules G agissent toutes les deux
en faisant augmenter le taux intracellulaire de Ca®* (Marieb et Hoehn, 2010).
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L’histamine qui est libérée par des cellules semblables aux cellules
entérochromaffines en réponse a la présence de gastrine, agit par I’intermédiaire de I’AMP
cycligue (AMPc). Quand une seule des trois substances chimiques se lie a la membrane
plasmatique des cellules pariétales, la sécrétion de HCI est peu abondante, mais lorsque les
trois se fixent simultanément aux récepteurs correspondants, la quantité de HCI déversée
augmente (Marieb et Hoehn, 2010).

En plus de ces facteurs stimulants, la somatostatine, qui est libérée des cellules D du
tractus gastro-intestinal, inhibe la section de H* de trois maniéres : soit, la somatostatine
inhibe directement la sécrétion de H+ par les cellules pariétales via une protéine Gi ; soit elle
inhibe la libération de gastrine & partir de cellules G, ce qui diminue I’effet stimulant de la
gastrine ;ou bien elle inhibe la libération d’histamine a partir de cellules de type
enterochromaffine, diminuant ainsi I’effet stimulant de I’histamine. Les prostaglandines

inhibent également la sécrétion de H* par une protéine Gi (figure 4) (Costanzo, 2012).

Vagus G cells ECL cells
ACh Gastrin Histamine Somatostatin  Prostaglandins

l l

: M5 : I CCKg Ha y—L
¢ receptor receptor receptor 1 |
) Gastric

. / § u
o
i parictal
PCa® CAMP .
N4
L T T T T T T T T T T T

Lumen

H* secretion

Figure 4 : La régulation de la sécrétion gastrique (Costanzo, 2012).

Les stimulus qui ont pour effet d’accroitre ou d’inhiber la sécrétion gastrique
provient de trois sites, I’encéphale, I’estomac et I’intestin gréle. D’ou le nom des trois phases
de la sécrétion gastrique, phases céphalique, gastrique et intestinale (Marieb et hoehn,2010).
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La phase céphalique, correspond a I’augmentation de la sécrétion gastrique de HCI et
de pepsinogéne qui a lieu par rétroaction positive avant méme qu’il y ait des aliments dans
I’estomac (Sherwood, 2006). La phase gastrique, est déclenchée en présence de la nourriture
dans I’estomac. La phase intestinale est la phase de vidange de I’estomac en direction de
duodénum, ou la sécrétion gastrique est stimulée, ensuite inhibée par I’hormone sécrétine
(Menche, 2006).

1.2. ULCERE

1.2.1. Définition

L’ulcére gastroduodénal (UGD) est une perte de substance de la paroi gastrique ou
duodénale avec atteinte en profondeur de musculeuse. L’UGD chronique est caractérisé par
I’existence d’un socle sclero-inflammatoire contenant des névromes (croissance de fibres
nerveuses) et des lésions d’endarterite (inflammation de la tunique artérielle) (Lacour et
Belon, 2015).

1.2.2. Physiopathologie

La physiologie de la lésion de la muqueuse gastrique résulte d’un déséquilibre entre
les facteurs de protection et les facteurs agressifs. Différents agents nocifs sont impliqués dans
la pathogenese des Iésions de la muqueuse gastrique, y compris la consommation de I’alcool
(éthanol), I’acide chlorhydrique gastrique, les radicaux libres d’oxygeénes, les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), le stress et I’infection par Helicobacter pylori (figure
5) (Amirshahrokhi et Khalili, 2015).

1.2.2.1. Facteurs agressifs du la muqueuse gastrique

1.2.2.1.1. Infection par Helicobacter pylori

H. pylori est un bacille spiralé microaérophile non invasif Gram-négatif qui a la
capacité de coloniser et aussi de provoquer une inflammation chronique dans la muqueuse
gastrique (Chali, 2011).
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1.2.2.1.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Un autre facteur important directement lié a la lésion gastrique provoquée par une
altération de la défense de la muqueuse est l'utilisation accrue des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) qui provoquent des ulceres et des complications gastro-intestinales par
I’inhibition de la cyclooxygénase (COX), une enzyme clé dans la biosynthése des
prostaglandines (Chai, 2011).

1.2.1.3. Stress oxydatif

Au cours du stress oxydatif gastrique, le déséquilibre des facteurs agressifs et
protecteurs de I’estomac joue un rdle essentiel dans I’hémorragie gastrique et la formation
d’ulcére (Figure 5). La surproduction des especes réactives de I’oxygene (ERO) a été
considérée comme I’'un des principaux facteurs pathogénes qui entraine directement des
dommages oxydatifs, y compris la peroxydation des lipides, I’oxydation des protéines et des
Iésions de I’ADN, qui peuvent conduire a la mort cellulaire (Chai, 2011).

H* Pepsin i Pepsin H* Pepsin
\ ’;’ \ ‘f \ f Lumen
HCDE' Mucus CO;~  Mucus HCO;~  Mucus Protective barrier
Y _|_ . N Y T Gastroduodenal
- | ] | mucosa
Protective factors | Damaging factors
* HCCy™ and mucus * H* and pepsin
Prostaglandins H. pylori
Mucosal blood flow MNSAIDs
Growth factors Stress
Smoking
Alcohol

Figure 5 : Les facteurs protecteurs et agressifs de la mucus gastrique (Costanzo, 2012).
1.2.1.4. Ethanol

L’éthanol est largement utilisé pour induire I'ulcére gastrique expérimental a cause
de sa reproductible facile et sa capacité a pénétrer rapidement dans la muqueuse gastrique. Il
agit également en réduisant la sécrétion de bicarbonate et la production de mucus, ce qui
entraine un débit accru de Na* et K*, une augmentation de la sécrétion de la pepsine et une
perte d’ions H* dans la lumiére, conduisant ainsi a la nécrose cellulaire et a la formation
d’ulcére (Pellizzon, 2013).
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Par ailleurs une ingestion excessive d'éthanol prédispose a la formation de l'ulcere
gastrique aigu par l'infiltration des neutrophiles, la surexpression du facteur nucléaire-kB (NF-
kB) et la libération de cytokines pro-inflammatoires. En outre, les réponses inflammatoires
accompagnées par la production d'especes réactives d'oxygéne (ERO) sont responsables
également des dommages cellulaires et de la mort. Les ERO provoquent des altérations
oxydantes des constituants cellulaires essentiels a savoir les protéines, les lipides et les acides
nucléiques, qui amplifient encore les signaux inflammatoires, entrainant une Iésion tissulaire
(Zheng et al., 2016).

1.2.3. Systemes de défenses antioxydants
L’organisme est équipé de tout un systeme complexe de défenses antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire.
(Berger, 2006).

1.2.3.1. Antioxydants non enzymatiques

Les systémes antioxydants non enzymatiques sont composés principalement de
substances de faibles poids moléculaire montrant des fonctions réductrices ou capables de piéger les
radicaux libres. A savoir, les composés phénoliques apportés par I’alimentation, le glutathion qui, sous
sa forme réduite est considéré comme le détoxifiant major. Il agit comme un donneur d’électrons

capable d’inactiver certains types des ERO (Amiard et Amiard-Triquet, 2006).

Les vitamines liposolubles, E et A sont capables de capter certains ERO tels que I’anion
superoxyde ou le radical hydroxyle dés leur formation et ainsi éviter les effets du stress oxydant
(Amiard et Amiard-Triquet, 2006).

1.2.3.2. Antioxydants enzymatiques

Le systéme antioxydant enzymatique présente la premiére ligne de défense de la
cellule, il comprend la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion

peroxydase (GPx) (Hwang et al., 2006).

1.2.3.2.1. Catalase

La catalase est une enzyme qui joue un réle important dans la protection des cellules

contre les effets toxiques du peroxyde d'hydrogene (Goyal et Bansak, 2010).
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1.2.3.2.2. Structure

La catalase est une enzyme tétraédrique, composée de quatre sous unités identiques
de 60 kDa, elle contient un groupe ferriprotoporphyrine unique par sous unité et a une masse
moléculaire d’environ 240 kDa (figure 6) (Matés et al., 1999).

Figure 6: Structure tétraédrique de la catalase (Goyal et Bansak, 2010).

1.2.3.2.3. Localisation

La catalase est une enzyme intracellulaire présente dans la plupart des cellules
aérobies. Le gene codant pour la catalase est constitué de 13 exons et se trouve sur le
chromosome 11p13 (Bartostz, 2005). Cette enzyme est largement distribuée dans notre corps,
avec une forte concentration dans le foie, les reins et les érythrocytes et son expression est
régulée aux différents niveaux a savoir le niveau transcriptionnel, post-traductionnel et
traductionnel) (Nishikawa et al., 2009).

1.2.3.2.4. Mécanisme d’action

Le cycle de réaction de la catalase commence par I’état ferrique élevé (Fe Il1), qui
réagit avec la molécule de peroxyde pour former un composé | intermédiaire, un radical
cationique de porphyrine contenant du Fe(IV). L’un des protons de la molécule de peroxyde
d’hydrogéne est enlevé d’une extrémité de la molécule et placé a I’autre extrémité. Le proton
est transféré via un résidu d’histidine dans le site actif. Cette action polarise et brise la liaison
0O-0 dans le peroxyde d’hydrogéne. Dans I’étape suivante, une seconde molécule de peroxyde
d’hydrogéne est utilisée comme réducteur pour régénérer I’enzyme, produisant de I’eau et de

I’oxygene. L’oxydation d’un donneur d’électrons (ici H202) renvoie le composeé | une espéce
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de Fe (IV) hautement oxydant, a I’état de repos natif Fe (l11) (figure 7) (Goyal et Bansak,
2010).

H,0, + Fe(lll)-enzyme —H,O + O = Fe (IV)-enzyvme

com pmmd

4,7

r LHII[I“ chEy mme

HOOH H,O

Q//&&

O }]L: HOOH

H,O + Fe(lll}-enzyme ==—— H,0, + O = Fe(lV)-enzyme

Figure 7 : Etapes du mécanisme d’action de la catalase (Goyal et Bansak, 2010).

1.3. TRAITEMENT D’ULCERE GASTRIQUE

1.3.1. Traitements médicamenteux

Le traitement médical vise a calmer les douleurs, a cicatriser I’ulcération en agissant
sur la réduction du pouvoir agressif de la sécrétion acide et le renforcement de la défense de la
mugueuse (Calop et al., 2008) a savoir ; les pansements gastriques qui agissent localement sur
I’ulcération par un effet protecteur et topique en renforcant les défenses de la muqueuse ; les
antiacides qui agissent localement grace a la présence d’aluminium, de magnésium et/ou de
calcium qui diminuent I’acidité gastrique par capacité tampon et neutralisation de HCI.
L’éradication d’H.pylori repose actuellement sur une thérapie associant un antisécrétoire et
deux antibiotiques (Calop et al., 2008). En outre les antisécrétoires qui sont représentés par
les anti-H2 (cimétidine, ranitidine, famotidine, nizitidine), et les inhibiteurs de la pompe a

protons (IPP) tel que I’oméprazole sont plus utilisés (Gotrand et Turk, 2016).
1.3.1.1. Oméprazole

L’oméprazole appartient a la famille des binimidazoles substituées. Sa structure
chimique (Souquet,1988) comporte un centre de chiralité (atome de soufre) avec deux

isomeres R et S et le mélange racemique (figure 8) (Kirkiacharian, 2010).
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OCHx
H=zC CH OCH
3 / 3 N 3
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N7y, =N
o H

Figure 8 : Structure de I’omeprazole (Souquet, 1988).
1.3.1.2. Mécanisme d’action :

L’oméprazole est un inhibiteur spécifique de I’'H*/K* ATPase de la cellule pariétale
(Souquet, 1988).

L’oméprazole étant un médicament de base, est concentré dans I’environnement des
canalicules des glandes oxyntiques. Ce médicament est converti a sulfinamide (forme active
du médicament) en pH acide et inhibe H”K* ATPase a la membrane apicale des cellules
pariétales irréversiblement. Il inhibe ainsi la voie finale commune de secrétions de H* en
réponse a I’histamine, a la gastrine ou a I’acétylcholine, et supprime également toutes les

phases de secrétions gastriques (céphalique, gastrique, intestinale) (Montal, 2010).
1.3.2. Traitement non médicamenteux :

De nombreux composés chimiques ont été isolés a partir de plantes médicinales
ayant une activité anti-ulcereuse (Seleymen et al.,2007 ; Singh et al.,2012 ; Kumar et
al.,2012). Parmi ces composés bioactifs chimiques capables d’offrir une gastro-protection
figurent les alcaloides, les saponines, les xanthones, les triterpenes et les tanins (Martins et al.,
2001).

Ainsi, I’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet gastro-protecteur de I’omeéprazole
in vivo en mesurant I’activité enzymatique de la catalase des estomacs des souris ulcérées

avec I’éthanol absolu.
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MATERIEL ET METHODES

11.1. MATERIEL
11.1.1 Réactifs et appareillages

> Réactifs
Eau physiologie (NaCl 0.9 %), eau distillée, chloroforme, oméprazole (gélules de
20mg), solution de peroxyde d’hydrogene (H202), éthanol (90 %), carbométhyl cellulose
(CMC) 0,8%, Hydrogénophosphate de potassium (K:HPO4), phosphate de potassium
monobasique (KH2PQOs), acide phosphorique (HsPOs), solution de Bradford.

» Appareillages
Plague chauffant et agitatrice (VELP), balance de précision (RADWAG),
homogénéisateur (Heidolph) vortex (VELP), centrifugeuse (SEGMA2-16 PK), loupe
binoculaire (CARL ZEISS 0.8 x 10), appareil photos (CANON X 16 pixels), sonde de gavage,
Kit de dissection, spectrophotométre (SHIMADZU), pH métre (HANNA).

11.1.2. Animaux
Des souris males albinos de type MNRI, provenant de I’institut pasteur d’Alger, d’un
poids de 25-30g, ont été utilisées pour I’évaluation de [I’activité gastro-protectrice de
I’oméprazole.
Les animaux ont été éleves au niveau de I’animalerie de I’université de Bejaia A. Mira dans
des conditions favorables a leur croissance et leur développement (figure 9) : température 25-
27 C°, un cycle de lumiére 12h/12h avec un acces libre a la nourriture (aliment bouchon) et a

I’eau de robinet et I’aération par ventilation.

Figure 9 : Photographie originale de I’élevage des souris.
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11.2. METHODES

11.2.1. Modele d’ulcération

Dans le but d’étudier I’activité gastro-protectrice de I’oméprazole, un modele d’ulcération

a été appliqué chez les souris, celui des Iésions induites par I’éthanol absolu.

11.2.2. Protocole d’induction de I’ulcere par I’éthanol
L’ulcération a été induite par I’éthanol absolu selon le protocole décrit par Robert et al

(1979). Ce test consiste a administrer I’éthanol absolu aux souris par voie intra-gastrique.

Des souris males marquées dont le poids entre 25-30g, ont été réparties en trois lots de cing
souris d’une fagon aléatoire, et ont été privées de la nourriture 14 heures précédant chaque test

et de I’eau 1 heure avant I’expérimentation.
Les étapes suivies dans le protocole d’ulcération sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau | : La Répartition des lots selon le traitement.

Lots Traitement
Groupe de souris témoin. Traité avec le CMC 0,8%.
Groupe de souris traité avec I’éthanol. traité avec le CMC 0.8%, apres 1h avec

I’éthanol absolu .

Groupe de souris prétraité avec | Prétraité avec I’'oméprazole (20mg/kg), aprés

I’oméprazole. 1h avec I’éthanol absolu.

Aprés 30 min de traitement des différents groupes de souris, les souris ont été sacrifiées
par dislocation cervicale sous anesthésie au vapeur de chloroforme (Figure 10).

Les estomacs ont été prélevés, et ouverts le long de la grande courbure et rincés avec de
I’eau physiologique froide et chaque estomac a été bien étalé sur une lame puis observé sous

une loupe binoculaire au grossissement (0,8x10).

13



MATERIEL ET METHODES

Les photographies ont été prises par un appareil photo numérique et les estomacs ont été
ensuite conservés a -80°C jusqu’a I’utilisation.

Figure 10 : Photographies originales montrant les différentes étapes de I’étude anti ulcére (a :
gavage intra-gastrique; b : anesthésie a la vapeur de chloroforme ; c : la dislocation cervicale ;

d : prélevement de I’estomac ; e : estomac ulcéré ; f : observation a la loupe de I’estomac).

11.3. Evaluation de I’activité anti-ulcére

Les photos des échantillons d’estomacs ont été enregistrées sur ordinateur pour étre
analysées par le logiciel ImageJ. Ce dernier permet d’évaluer I’action protective de
I’oméprazole sur I'ulcere induit par I’éthanol, en mesurant les surfaces des zones lésées et la

surface totale de chaque estomac. Ainsi deux pourcentages ont été calculés :

% d’ulcération= surface totales des lésions/ surface totale de I’estomac x 100 ]

E’/o inhibition d’ulceration = (USc-USt) / UScx100

USc : surface ulcérée du contréle.

USt: surface ulcérée du test.

14



MATERIEL ET METHODES

11.3.1. Dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

% Préparation de I’homogénat

Les estomacs ont été broyés dans un tampon phosphate (0.1M, pH=7.4) froid dans un
rapport 1 :10 (v : v), puis homogénéisés a I’aide d’un homogénéisateur électrique.

Les homogénats ont été centrifugés a 10000g/min pendant 10 min a 4°C, les surnagents

ont été récupérés puis conservés a -80°C jusqu’a I’utilisation. (Aebi, 1983).

% Principe
Le dosage de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) a été appliqué selon la
méthode de d’Aebi (1983) avec quelques modifications.
Cette enzyme dégrade le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne, selon la réaction
suivante (Orban, 2008) :

2H0;, — 2H,0+ 0
L’activité de la CAT est calculée en terme d’unité internationale par minute et par

milligramme de protéine (U/min/mg de protéines)
¢+ Procédure :

L’activité de CAT a été mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotometre, par la
variation de la densité optique consécutive a la dismutation du H2O. a une température
d’incubation de 25°C pendant 1 minute (Tableau I1).

Tableau 11 : Procédure appliquée pour le dosage de I’activité de la catalase.

Reactif Blanc pl Essai pl
Tampon phosphate 0.1 M ; | 400 380
pH=6.8

H20> 1600 1600
Surnagent 0 20

La catalase étant une enzyme a cinétique non Michaélienne, donc non saturable, l'activité
catalase sera estimée en calculant la constante de vitesse de premier ordre de disparition de
H>0- (Aebi H, 1983). La constante de vitesse de disparition de H.O> (K) est définie telle que :
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_ 2303

Al
K= — X log—

A2

T: intervalle de temps en minute ;
Al : absorbance au temps zéro ;

A2 : absorbance aprés une minute.

11.3.2. Evaluation de la teneur des protéines dans I’homogénat d’estomac

» Dosage des proteines

% Principe

La mesure de la quantité de protéine dans I’homogénat a été réalisée par un dosage
spectrophotométrique selon la méthode de Bradford et al (1976) en utilisant le bleu de
Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagie avec les groupements amines (-NH2)
d’arginine et dans une moindre mesure histamine, lysine et les acides aminés aromatiques pour

former un complexe qui absorbe dans le bleu (Bradford et al., 1976).

%+ Mode opératoire
Dans des épandrons on préléve 5 pl du surnagent a I’aide d’une micropipette, ensuit on
ajoute 95 ul d’eau distillée, puis 1000 pl de solution de Bradford ont été additionnés au
mélange, qui sera vortexé. Apreés incubation pendant 10 min a I’obscurité les absorbances sont
mesurées a une longueur d’onde de 595 nm, contre le blanc, pour mesurer la quantité totale de

protéines dans le surnageant.

11.4. Analyse statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne (M) + SEM, avec n=5, pour chaque groupe. Les
données ont été statistiquement analysées par le logiciel GRAPH PAD prisme version 5, en
effectuant le test one way ANOVA, suivi par le test Dunette pour une comparaison entres les
valeurs de groupe oméprazole et celles du groupe témoin, avec des significations statistiques

de **p<0.01 et ***p<0.001,
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I11. 1. Résultats

111.1.1. Observation macroscopique des estomacs

Dans le but d’évaluer I’effet gastro-protecteur de I’oméprazole sur la muqueuse gastrique

des souris de différents groupes testés, des observations macroscopiques ont été réalisées.

Les résultats obtenus montrent que les estomacs de groupe de souris témoin traités avec

le CMC (0,8%), ne présentent aucune ulcération. (Figure 11 : a;b).

Alors que, I’administration intra-gastrique de I’éthanol absolu a des souris traitées avec
I’éthanol absolu a engendré des Iésions gastriques, nécrotiques caractéristiques avec cedemes,

rougeur et érosion des muqueuses (Figure 11 : c;d).

Par ailleurs I’administration de I’oméprazole a induit une protection des estomacs des
souris prétraitées avec I’oméprazole (20mg/Kg) avec une réduction significative des lésions

gastriques induites pas I’éthanol absolu (Figure 11 : e;f).
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Figure 11 : Photographies originales des estomacs de différents échantillons ;(a-b estomacs
de souris groupe témoin ; c-d estomacs de souris groupe éthanol ; e-f estomacs de souris

groupe omeéprazole).
111.1.2. Evaluation des lésions par le calcule de surface

L’évaluation de I’effet gastro protecteur de I'oméprazole a été également réalisé en
estiment la surface des Iésions induites par I’administration gastrique de I’éthanol au niveau

des estomacs en utilisant le logiciel imageJ.

Tableau 11l : Le pourcentage d’ulcération et d’inhibition au niveau des estomacs de

différents groupes.

Groupes/Traitement % d’ulcération %inhibition
Témoin CMC (0,8%). 0.008+0.006 *** -

Groupe positive (éthanol 27.721+2.506 ### -

absolu)

Test (Oméprazole 20 mg/Kg) | 3.990+0.844 *** 85.604

Les valeurs du tableau pour chaque groupe (n=5) correspondent & la moyenne + SEM;
*** P<0,001 différence tres hautement significative par rapport au groupe éthanol.
##Pp<0,001 différence trés hautement significative par rapport au groupe témoin.
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D’aprés le tableau I, les résultats obtenus montrent d’une part un pourcentage
d’ulcération hautement significative (P<0.001) au niveau des estomacs de souris de groupe
traité par éthanol absolu avec une valeur de 27.721+2.506 % ; d’autre part une réduction trés
hautement significative (P<0.001) des surfaces lésées, a été observée chez le groupe prétraité
avec I'oméprazole (20mg/kg) avec un pourcentage d’ulcération de 3,990+0,844%
comparativement au pourcentage noté au niveau des estomacs des souris de groupe d’éthanol.
Ainsi le groupe de souris prétraité avec I’oméprazole (20mg/kg) exhibe un pourcentage

d’inhibition d’ulcération trés hautement significatif (p<0.001) avec une valeur de 85.604 %

Il est a noter qu’aucune différence significative n’a été enregistrée entre le pourcentage
d’ulcération, noté au niveau des estomacs de souris de groupe prétraité avec I’oméprazole,

avec celui exhibé par le groupe témoin traité par le CMC (0,8%) (0.008+0.006 %).

Alors qu’une différence trés hautement significative (p <0,001) a été enregistrée entre le
pourcentage d’ulcération exhibé par le groupe de souris traité avec I’éthanol absolu par

rapport a celui de groupe de souris témoin.
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Figure 12 : Représentation en histogramme de I’effet de I’'oméprazole sur le pourcentage
d’ulcération. Les données sont représentées en moyenne + SEM pour n=5 ; ***P<0,001
différence trés hautement significative par rapport au groupe éthanol. ** P<0,001
différence tres hautement significative par rapport au groupe témoin.
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I11.1.3. Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase

Un dosage d’une enzyme antioxydante, la catalase (CAT) a été effectué dans le but
d’évaluer I’effet gastro-protecteur d’un médicament, oméprazole sur des souris ulcérées avec

I’éthanol absolu.

Les résultats de la figure suivante représentent I’effet de I’oméprazole sur I’activité de la

catalase.
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Figure 13 : Représentation graphique de I’effet de I’oméprazole sur I’activité de la
catalase. Les données sont représentées en moyenne = SEM pour n=5; ** P<0, 01 différence
hautement significative par rapport a I’éthanol.

Les résultats du dosage de la catalase (CAT), montrent que I’activité de cette enzyme est
non significative dans la muqueuse gastrique des souris traitées par I’éthanol absolu avec une
valeur de 0.064+0.004 U/min/mg de protéine, par rapport & la valeur correspondante au

groupe témoin traité par le CMC (0.8%) 0.088+0.006 U/min/mg de protéine (Figure 13).
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De méme, aucune différence significative n’a été notée entre I’activité enzymatique de la
catalase entre le groupe de souris prétraité avec I’oméprazole (20mg/Kg) et celui de groupe

témoin.

Cependant, I’administration de ce médicament (20mg/Kg) a des souris, une heure avant
I’induction d’ulcération par I’éthanol absolu, a induit une amélioration d’une maniére
hautement significative p<0,01 de I’activité enzymatique avec une valeur de 0.123+0.017
U/min/mg de protéine par rapport a I’activité enregistrée au niveau des estomacs de souris
ayant recu une dose unique de I’éthanol absolu. Marquant, de ce fait une surexpression de

cette enzyme.
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111.2. Discussion

La muqueuse gastrique est constamment exposée a des stimuli potentiellement nocifs
d’origine endogenes (acide, pepsine, bile) et exogenes (alcool, drogues) (Chanda et al., 2011).
Plusieurs facteurs exogenes sont utilisés dans I’expérimentation pour induire les dommages
gastriques a savoir, le stress (Banerjee et al., 1998), I’infection par I’Helicobacter pylori
(Sanogo, 2014), I’alcool (Abdulla et al., 2013) etc.

Dans cette étude, I’éthanol absolu, a été choisi comme inducteur de cette pathologie,
vu son effet néfaste sur I’estomac, le foie, pancréas et le taux élevé de mortalité causé dans le
monde (Stermer, 2002).

L administration intra-gastrique d’une seule dose de I’éthanol absolu a des souris de
groupe éthanol, a induit au bout d’une demi-heure I’apparition des lésions gastriques
caractérisées par des cedemes, d’érosion et une muqueuse rouge (Figure 11), tous étant des
signes d’ulcération. Ces lésions décrites précédemment ont été rapportées par Abdulla et ses
collaborateurs (2013). En plus, ce groupe de chercheurs ont montré que I’éthanol absolu a
considérablement endommagé la muqueuse gastrique, entrainant une augmentation de
I’infiltration de neutrophiles dans la muqueuse gastrique, signes d’affection inflammatoire
(Abdulla et al., 2013).

Les observations macroscopiques notées au niveau des estomacs de souris prétraitées
avec I’oméprazole (20mg/Kg), une heure avant I’induction de I'ulcération par I’éthanol, ont
réduit d’une maniere trés hautement significative (p<0,001) des lésions observées au niveau

des estomacs de souris de groupe éthanol.

Dans le modele expérimental de I'ulcére induit par I’éthanol, un médicament trés
utilisé dans le traitement des maladies ulcéreuses, I’'oméprazole a été utilisé. Ce dernier
présent une protection contre les lésions de la muqueuse a des doses qui n’inhibent pas la

sécrétion de mucus (Salama et al., 2014).

Ainsi, les observations macroscopiques précédentes, ont été confirmées par les
résultats des pourcentages d’ulcération et d’inhibition obtenus (Tableau I11). Ou I’oméprazole
a significativement (p<0.01) réduit le pourcentage d’ulcération (3.990 %) exprimant de ce fait

un pourcentage d’inhibition de 85.604%.
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Ce résultat montre I’effet protecteur de I’oméprazole sur la muqueuse gastrique contre
I’agent exogene I’éthanol. Kim et ses collaborateurs (2011) ont rapporté des résultats
similaires a celles obtenus dans cette présente étude.

La tolérance de la muqueuse gastrique provient de plusieurs mécanismes de défense
via la sécrétion de mucus, de bicarbonate, la différence de potentiel de muqueuse gastrique et
le flux sanguin de la muqueuse (Chanda et al., 2011). Le déséquilibre entre les mécanismes
protecteurs et agressifs de la muqueuse est la principale cause de I’ulcére peptique (Abdulla et
al., 2013). Dans ce cas pathologique, la réduction de sécrétion de mucus induit I’activation
des enzymes génératrices des ERO tel que : nitriqgue oxyde synthase (NOS), la xanthine
oxydase (XO), myolepyroxidase(MPO), créant ainsi un stress oxydatif (Banergee et al.,
2013).

Pour faire face a cette situation, le corps humain dispose d’un systéme antioxydant
exogéne (vitamine E et C, les flavonoides) et endogéne, Ce dernier est représenté par des
enzymes a savoir, la super-oxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la
catalase (CAT) (Abdulla et al., 2010).

Les résultats de I’activité enzymatique de la catalase (figurel3) obtenus montrent des
activités de 0.064+0.004 U/min/mg de protéines et 0.088+0.006 U/min/mg de protéines chez
des souris traitées avec I’éthanol absolu et chez le groupe de souris témoin ayant regu le CMC
(0,8%), respectivement, sans aucune différence significative. Ce résultat peut étre expliqué
d’une part par la résistance des estomacs de souris a I’éthanol, d’autre part, par I’implication
rapide et active du potentiel antioxydant enzymatique autre que la catalase. En effet, Valko et
al., 2007, ont rapporteé que la glutathion peroxydase est en compétition avec la catalase pour le
substrat H>O> et c’est la source majeure de protection contre les faibles niveaux de stress
oxydant (Valko et al., 2007).

La chute de I’activité de catalase peut conduire a I’accumulation de peroxyde
d’hydrogéne et, par conséquent, provoquer I’oxydation des composants les plus importants
des cellules (Giergiel et al., 2015).
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Une étude a montré que les ERO sont parmi les facteurs importants de la
pathogenese des lésions de la muqueuse gastrique induite par I’éthanol (Kanter et al., 2005).
En effet, les lésions tissulaires commencent par la formation de I’anion superoxyde (O™), le
peroxyde d’hydrogéne (H203) et le radical hydroxyle ((OH") en augmentant la peroxydation
des lipides de la membrane cellulaire (Suleyman et al., 2007, Singh et al., 2012). Les produits
toxiques finaux de la peroxydation induisant une atteinte de I’intégrité structurale et
fonctionnelle de la membrane cellulaire, brisent les brins d’ADN et dénaturant les protéines
cellulaires (Singh et al., 2012).

Par ailleurs, I’éthanol est capable de se diffuser dans la muqueuse gastrique et léser a
la fois les cellules épithéliales et endothéliales. Ainsi, les cellules inflammatoires accumulées
autour de la muqueuse endommagée (Xu et al., 2015), libérent un grand nombre de cytokines
inflammatoires telles que le TNF-a et I’IL-6 a une concentration important. 1l est suggéré que
les cytokines pro-inflammatoires du TNF-a et I’IL-6 sont importantes pour réguler la gravite
des ulcéres gastriques, ce qui peut améliorer les effets du stress oxydatif en induisant une

génération et une cytotoxicité mitochondriales (Hwang et al., 2015).

L’ analyse statistique montre une différence significatives (p<0.01) entre les résultats
de I'activité enzymatique de la catalase notées chez des souris prétraitées avec I’oméprazole
(0.123+£0.017 U/min/mg de protéines) par rapport a celle notée chez les souris de groupe
éthanol (0.064 = 0.004 U/min/mg de protéines), ou une amélioration de statut antioxydant
enzymatique a été exhibé avec une surexpression de cette enzyme antioxydant (CAT).
L’implication de cette enzyme antioxydant endogene, dans les Iésions gastriques causées par
I’éthanol est interprétée par Salama et ses collaborateurs par la conversion du peroxyde
d’hydrogéne en eau (Salama et al., 2014).

Ce résultat peut étre également expliqué par la capacité de I’oméprazole a augmenter
I’activité des enzymes endogenes : la superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase
(GPx) et la catalase (CAT) chez les animaux (Xu et al.,2015).

En effet, ’'oméprazole, est connu pour son réle non seulement comme un inhibiteur
de la pompe a protons, mais aussi comme un agent anti-inflammatoire, un antioxydant ou un

stimulateur de la sécrétion de mucus gastrique (Ohta et al., 2002).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Ce médicament peut empécher la perte de perméabilité a la membrane et le
disfonctionnement des protéines cellulaires, assurant ainsi la survie cellulaires (Banerjee et
al., 2003). Par ailleurs, Tander et ces collaborateurs (2005), ont démontré que I’oméprazole
réduit également la chimiotaxie des leucocytes polymomorphonucléaires (PMNL) et la
production d’ERO.
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Conclusion et perspectives



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’utilisation de I’oméprazole comme médicament dans le traitement d’ulcere

gastrique est trés répondu dans le monde grace a ses propriétés gastro-protectrice.

Le but de cette présente étude est d’évaluer I’effet gastro-protecteur et antioxydant de
I’omeéprazole sur I'ulcere gastrique, en mesurant I’activité enzymatique de la catalase en

présence et en absence de ce médicament.

Notre procédure expérimentale a été réalisée en appliquant un modele d’ulcération en
utilisant I’éthanol absolue, I’agent ulcérogene le plus utilisé pour tester le pouvoir anti-ulcére

de ’'omeéprazole.

Le prétraitement des souris avec une seule dose d’oméprazole a réduit I'ulcére
gastrique induit par I’administration intra-gastrique de [I’éthanol, avec un pourcentage
d’inhibition d’ulcération de 85,604%, d’autre part, une activité enzymatique de la catalase
hautement significative a été enregistrée (0.123+0.017 U/min/mg de protéines) au niveau des
estomacs de souris traitées avec I’oméprazole par rapport au groupe de souris éthanol ayant
une valeur de 0.064 + 0.004 U /min/mg de protéines avec une surexpression de cette enzyme

anti-oxydante.

Les résultats obtenus montrent un bon effet gastro-protecteur de I’oméprazole via
I’lamélioration de statut antioxydant par la surexpression de I’activité enzymatique de la

catalase

Cette étude n’est qu’une étude préliminaire, d’autres études complémentaires sont

nécessaires pour :

- Etudier I’effet curatif de I’'omeprazole en évaluant son effet sur la sécrétion acide.

- Compléter I’étude par des etudes histologiques.

- ldentifier le processus moléculaire de I’effet de I’omeéprazole sur I’activité
enzymatique de la catalase.

- Evaluer I'effet de I’omeprazole sur les autres activités enzymatique anti-
oxydantes a savoir, superoxyde dismutase et glutathion peroxydase.

- Etudier I’effet gastro-protecteur de quelques plantes médicinales en appliquant le

modeéle d’ulcération de cette étude.
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Glossaire

Anhydrase carbonique : enzyme qui catalyse la réaction de la formation de
bicarbonate.

Cellule ECL: c’est la premiére cellule endocrine identifie dans le systeme
endocrinien.

Cellule D : sont des cellules productrices de somatostatine. On les trouve dans
I'estomac, l'intestin et les Tlots pancréatiques.

Cellule G : un type de cellule dans I'estomac et le duodénum qui sécréte de la gastrine,
située dans les glandes pyloriques.

Cellules endothéliales : Les cellules endothéliales sont celles qui tapissent la face
interne des vaisseaux. Ce sont donc des cellules qui sont en contact direct avec le sang
et qui assure l'intégrité des vaisseaux. Ces cellules sont capables de s'adapter a de
fortes pressions.

Cellules épithéliales: Les cellules épithéliales sont les cellules qui forment
I'épithelium. 1l s'agit d'un tissu organique dit de "revétement™ car il recouvre la surface
externe ou interne de divers organes.

Erosion : lésion élémentaire, correspond a une perte de substance de la couche
superficielle de la muqueuse.

Gastrine : est une hormone secrétée par les cellules de la muqueuse antrale (partie
inférieure de l'estomac), elle stimule la sécrétion d'acide (HCI) dans le fundus
gastrique.

Hémorragie : écoulement du sang en dehors de la circulation sanguine.

Infiltration de neutrophiles : diffusion ou accumulation de neutrophile dans un tissu en
réponse a une variété de cellule libéré au niveau du site inflammatoire.

Lésion : modification de la structure d’un tissu vivant sous I’influence d’une cause
morbide.La chimiotaxie : est le mouvement d'un organisme en réponse a un stimulus
chimique .

Nécrose : mort anormale et non programmeé d’une cellule ou tissu.

Edeme : infiltration du tissu conjonctif ou cavité séreuse, d’un liquide appelé exsudat
prévenant du sang.

Pepsine : enzyme naturellement présent dans I’organisme, plus particuliérement dans

le suc.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Estomac

Protéine Gi : protéines G inhibitrice sont une des familles principales des protéines
G associées a un récepteur. Il s'agit entre autres du récepteur muscarinique a
I'acétylcholine, situé au niveau des muscles cardiaques.

Socle Scléro-inflammation

System parasympathique : responsable des fonctions automatiques de I’organisme, il
est associe a acétylcholine.

Endarterite : inflammation de la tunique interne d’une artere


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ines_G
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ines_G

Résumeé :

L’oméprazole est un médicament inhibiteur de la pompe & proton utilisé dans le
traitement de I"ulcere gastrique. Cette étude a pour objectif d’évaluer I’effet gastro-protecteur
de ce médicament in vivo en mesurant I’activité enzymatique de la catalase. L’administration
de I’'oméprazole pour des souris par voie intra-gastrique a réduit significativement (p<0.001)
I’ulcére gastrique induit par I’éthanol avec un pourcentage d’inhibition d’ulcération 85.604%.
L’activité enzymatique de la catalase en présence de ce médicament a hautement augmenté
d’une valeur de 0.0123+0.017 U/min/mg de protéine par rapport a celle notée chez des souris
de groupe éthanol (0.064+0.004 U/mg de protéine). Les résultats de cette étude ont montré
que I’oméprazole exerce un effet gastro-protecteur efficace dans le traitement de I'ulcére

gastrigue et provogue une surexpression de la catalase.
Mots clés : Oméprazole, ulcére, éthanol, catalase, souris.

Abstract:

Omeprazole is a drug proton pump inhibitor used in the treatment of gastric ulcer. The
purpose of this study is to evaluate the effect of this drug on the enzymatic activity of catalase
in vivo. Administration of omeprazole for mice intragastrically significantly reduced the
gastric ulcer induced by ethanol with a percentage inhibition of ulceration 85.604%. The
enzymatic activity of catalase in the presence of this drug has significantly increased by
0.0123 £ 0.017 U / min / mg of protein compared with control group mice (0.088 + 0.005 U /
mg of protein). The results of this study demonstrated that omeprazole Effective

gastroprotective effect in the treatment of gastric ulcer and causes overexpression of catalase.

Key words: Omeprazole, ulcer, ethanol, catalase, mice.
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	De nombreux médicaments sont utilisés pour le traitement des ulcères gastriques, tels que les antiacides, les inhibiteurs de la pompe à protons (IPP) ou les agents antihistaminiques (Jaikumar et al., 2009). Les IPP agissent principalement pour supprimer la sécrétion d'acide gastrique dans les cellules pariétales de l'estomac, par l’inhibition de pompe H +/ K + ATPase, (Yanajihara et al., 2015), et peuvent protéger la muqueuse gastrique par des mécanismes liés à la réduction des dommages oxydatifs tissulaires (Blandizzi et al., 2011).
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