UNIVERSITE DE YAOUNDE I THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |

CENTRE DE RECHERCHE ET DE G CENTRE FOR RESEARCH AND
FORMATION DOCRORALE EN SCIENCES % 7/: URAUNINEADNEATRITSIIE SUBIDLSSTL
DE LA VIE, SANTE ET ENVIRONNEMENT LIFE, HEALTH AND ENVIRONMENTAL
SCIENCES

N,

Y
1&;

UNITE DE RECHERCHE ET DE ,
FORMATION DOCTORALE EN SCIENCES W\ RESEARCH AND DOCTORATE
DE LA VIE N TRAINING UNIT IN LIFE SCIENCES

L 4
N

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE R DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

LABORATOIRE DE PHARMACOLOGIE ET DE TOXICOLOGIE
LABORATORY OF PHARMACOLOGY AND TOXICOLOGY

4 Propriétes anti-hépatotoxiques et antivirales N
(virus de ’hepatite C) de Pextrait aqueux de
Desmodium adscendens (Fabaceae) et son effet sur
la différenciation des cellules souches en

hépatocytes
\_

)

THESE
Présentée et soutenue comme requis partiel en vue de l'obtention du Doctorat/PhD
en Biochimie
Spécialité: Pharmacologie Moléculaire / Toxicologie

Par
CHUISSEU DJAMEN Dieudonné Pascal

Matricule 92R888
Doctorat 3°™ Cycle

Devant le Jury composé de

Président : FEKAM BOYOM Fabrice, Professeur, Université de Yaounde |

Rapporteur : MOUNDIPA FEWOU Paul, Professeur, Université de Yaoundé |

Membres : MBACHAM FON Wilfred, Professeur, Université de Yaoundé |
AGBOR Gabriel AGBOR, Directeur de Recherche, IMPM, Yaoundé
NJAYOU Frédéric Nico, Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

Année Académique : 2019-2020



hp
Tampon 


)

CENTRE DE RECHERCHE ET DE S CENTRE FOR RESEARCH AND
FORMATION DOCRORALE EN SCIENCES zl={s TRAINING IN GRADUATE STUDIES IN

DE LA VIE, SANTE ET ENVIRONNEMENT ' : LIFE, HEALTH AND ENVIRONMENTAL
‘ ; SCIENCES

UNITE DE RECHERCHE ET DE

FORMATION DOCTORALE ENSCIENCES g a1 32 RESEARCH AND DOCTORATE
DE LA VIE S TRAINING UNIT IN LIFE SCIENCES

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

LABORATOIRE DE PHARMACOLOGIE ET DE TOXICOLOGIE
LABORATORY OF PHARMACOLOGY AND TOXICOLOGY

| Propriétes anti-hépatotoxiques et antivirales |
(virus de I’hepatite C) de Pextrait aqueux de
Desmodium adscendens (Fabaceae) et son effet sur
la différenciation des cellules souches en
hépatocytes

~—

THESE
Présentée et soutenue comme requis partiel en vue de l'obtention du Doctorat/PhD
en Biochimie
Spécialité: Pharmacologie Moléculaire / Toxicologie

Par

CHUISSEU DJAMEN Dieudonné Pascal

Matricule 92R888
Doctorat 3°™ Cycle

Devant le Jury composé de

Président : FEKAM BOYOM Fabrice, Professeur, Université de Yaoundé |

Rapporteur : MOUNDIPA FEWOU Paul, Professeur, Université de Yaoundé |

Membres : MBACHAM FON Wilfred, Professeur, Université de Yaoundé |
AGBOR Gabriel AGBOR, Directeur de Recherche, IMPM, Yaoundé
NJAYOU Frédéric Nico, Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

Année Académique : 2019-2020




UNIVERSITE DE YAOUNDE I

FORMATION DOCTORALE EN SCIENCE DE
LA VIE, SANTE ET ENVIRONEMENT

UNITE DE RECHERCHE ET DE FORMATION
DOCTORALE EN SCIENCE DE LA VIE

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I

CENTRE FOR RESEARCH AND TRAINING
IN GRADUATE STUDIES IN LIFE, HEALTH
AND ENVIRONMENTAL SCIENCES

RESEARCH DOCTORATE TRAINING UNIT
IN LIFE SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

ATTESTATION DE CORRECTION

Nous soussignés, Pr. FEKAM BOYOM Fabrice et Dr AGBOR Gabriel AGBOR

respectivement Président et Examinateur du jury de Thése de Doctorat/PhD en Biochimie,

spécialité Pharmacologie Moléculaire / Toxicologie, soutenue par Dr CHUISSEU DJAMEN

Dieudonné Pascal (Matricule: 92R888) le 17 décembre 2020 a 10h dans la salle S01/02

Extension de la Faculté de Sciences de I’Université de Yaoundé I sur le théme intitulée

«Propriétés anti-hépatotoxiques et antivirales (virus de I’hepatite C) de I’extrait aqueux

de Desmodium adscendens (Fabaceae) et son effet sur la différenciation des cellules

souches en hépatocytes» attestons que la candidate a effectué les corrections conformément

aux exigences du jury.

En foi de quoi la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce que de

droit.

Examinateur

Directeur de Recherche

Fait a Yaoundé, | 2 SMARS ?[121 .....

Le Chef de Département




LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS DE LA FACULTE DES SCIENCES

DE L’UNIVERSITE DE YAOUNDE I
ANNEE ACADEMIQUE 2019/2020

(Par Département et par Grade)

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex, Professeur

VICE-DOYEN / DSSE : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef de Division Administrative et Financiéere : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de

Conférences

Chef de Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :

MBAZE MEVA’A Luc Léonard, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38)

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DIAGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
7 | NINTCHOM PENLAP V. épse BENG Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9 | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10 | ATOGHO Barbara Mma Maitre de Conférences En poste
11 | AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences En poste
12 | BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. | Maitre de Conférences Chef DAF / FS
13 | BOUDJEKO Thaddee Maitre de Conférences En poste




14 | DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de Conférences En poste
15 | EFFA NNOMO Pierre Maitre de Conférences En poste
16 | NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences En poste
17 | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
18 | NGUEFACK Julienne Maitre de Conférences En poste
19 | NJAYOQOU Freédéric Nico Maitre de Conférences En poste

Inspecteur de Service

20 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences
MINESUP

21 | TCHANA KOUATCHOUA Angéle Maitre de Conférences En poste
22 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
23 | BEBOY EDZENGUELE Sara Nathalie Chargée de Cours En poste
24 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
25 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
26 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
27 | EWANE Cécile Anne Chargée de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
30 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
31 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
32 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
33 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
35 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste

MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
36 | Joélle
37 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
38 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (48)

AJEAGAH Gideon AGHAINDUM

Professeur

VICE-DOYEN / DSSE

BILONG BILONG Charles-Félix

Professeur

Chef de Departement




3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
5 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI
6 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
7 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
8 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
9 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
10 | NOLA Moise Professeur En poste
11 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Tnspecteur de service
12 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr/MINSANTE
13 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
14 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
15 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
16 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Maitre de Conférences En poste
17 JATSA BOUKENG Hermine epse Maitre de Conférences En Poste
MEGAPTCHE
18 | KEKEUNOU Sévilor Maitre de Conférences En poste
19 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
20 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
21 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
22 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
23 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
26 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
27 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
28 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
29 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
30 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline Chargée de Cours En poste
31 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
32 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Chargé de Cours En poste
33 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
34 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
35 | MOUNGANG LucianeMarlyse Chargeée de Cours En poste




36 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours En poste
37 | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
38 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
39 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
40 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
41 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
42 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
43 | YEDE Chargé de Cours En poste
44 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
45 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
46 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
47 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
48 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYI
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste
4 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
Chef de
. YOUMBI Emmanuel Professeur Département
6 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
7 | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences En poste
8 | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences En poste
9 | KENGNE NOUMSI Ives Magloire Maitre de Conférences En poste
10 | MALA Armand William Maitre de Conférences En poste
11 | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences CT/ MINESUP
12 | MBOLO Marie Maitre de Conférences En poste
13 | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences CE / MINRESI
14 | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences En poste
15 | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences En poste




16 | TSOATA Esaie Maitre de Conférences En poste
17 | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences En poste
18 | DJEUANI Astride Carole Charge de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
21 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Charge de Cours En poste
22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargeé de Cours En poste
25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargeé de Cours En poste
26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 | GODSWILL NTSOMBAH Assistant

En poste

NTSEFONG

28 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant

En poste

Roger
29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
33 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (35)
Vice Recteur Univ,

1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur

Bamenda
2 | ELIMBI Antoine Professeur En poste

Recteur
3 | Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur )

Univ.Ngaoundere
Ministre Chargé
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur )
deMiss.PR

5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste




CT MINRESI/Chef

6 | NDIFON Peter TEKE Professeur
deDepartement
7 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ
Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 | NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | BABALE nee DJAM DOUDOU Maitre de Conférences Chargie;\/lission
11 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Maitre de Conférences En poste
23 | EMADACK Alphonse Maitre de Conférences En poste
12 | KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences En poste
13 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences En poste
14 | KONG SAKEO Maitre de Conférences En poste
15 | NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences En poste
17 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de Conférences En poste
18 | NJOYA Dayirou Maitre de Conférences En poste
19 | YOUNANG Elie Maitre de Conférences En poste
20 | ACAYANKA Elie Chargé de Cours En poste
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
24 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
25 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
26 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
27 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
28 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
29 | NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE Chargée de Cours CT/ MINFEM
30 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
31 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
32 | TCHAKOUTE KOUAMO Herve Charge de Cours En poste
33 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste
34 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
35 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

Vi




5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (35)

_ Vice-Doyen /
DONGO Etienne Professeur
1 PSAA
2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA
) ) Chef de
NGOUELA Silvére Augustin Professeur
3 Departement UDS
) Chef de
NKENGFACK Augustin Ephrem Professeur )
4 Département
5 | NYASSE Barthelemy Professeur En poste
_ Directeur/
PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur
6 MINESUP
7 | WANDJI Jean Professeur En poste
DEPE/
8 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Conférences
Rectorat/UY|
Chef Service
9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences Programme &
Diplomes
10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de Conférences En poste
11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13 | KEUMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
14 | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de Conférences En poste
16 | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
o ) Chef
17 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences _
Service/MINESUP
_ R ) Sous/Direct.
18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences
MINERESI
19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences En poste
20 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
21 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
22 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI

vii




23 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie Maitre de Conférences En poste
24 | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
25 | AMBASSA Pantaléon Chargé de Cours En poste
26 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
27 | MVOT AKAK CARINE Chargé de Cours En poste
28 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
29 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
30 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste
31 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
32 | TAGATSING FOTSING Maurice Chargé de Cours En poste
33 | ZONDENDEGOUMBA Ernestine Chargée de Cours En poste
34 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
35 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste
6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (27)
1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef
5 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGAMINESUP
3 | NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4 | AMINOU Halidou Chargé de Cours En poste
5 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
6 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
7 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste
8 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
9 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste
10 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
11 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste
12 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
13 | OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours C/D Enset. Ebolowa
14 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
15 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste

viii




16 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
17 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
18 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane Gaél Raymond Assistant En poste
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE. S. Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (31)
1 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur CD Infof Inspecteur
MINESUP
2 | AYISSI Raoult Domingo Maitre de Conférences | Chef de Département
3 | NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de Conférences En poste
4 | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences En poste
5 | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences En poste
Directeur/AIMS
6 TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Rwanda
AGHOUKENG JIOFACK Jean Chef Cellule
7 | Gérard Charge de Cours MINPLAMAT
8 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
9 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
10 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
11 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
12 | KIANPI Maurice Chargé de Cours En poste
13 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
14 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
15 | MBANG Joseph Chargé de Cours En poste
16 | MBELE BIDIMA Martin Ledoux Chargé de Cours En poste




17 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
18 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
19 | NIMPA PEFOUNKEU Romain Chargée de Cours En poste
20 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
21 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
22 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
23 | TCHOUNDJA Edgar Landry Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargée de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
26 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
27 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
28 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
29 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
30 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
31 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste
8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)
1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur DRV/IMPM
2 | BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
3 | NWAGA Dieudonné M. Maitre de Conférences En poste
4 | NYEGUE Maximilienne Ascension Maitre de Conférences En poste
5 | RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
6 | SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences En poste
7 | ASSAM ASSAM Jean Paul Chargé de Cours En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Charge de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste




15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste

16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste

17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste

18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE (PHY) (40)

1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste

2 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Chef Division. UN

3 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste

4 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste

5 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste

6 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département

7 | NOUAYOU Robert Professeur En poste

8 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur Sous Directeur’
MINRESI

9 | PEMHA Elkana Professeur En poste

10 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen Univ/Bda

11 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste

12 | WOAFO Paul Professeur En poste

13 | BIYAMOTTO Frédéric Maitre de Conférences | DG/HYDRO Mekin

14 | BODO Bertrand Maitre de Conférences En poste

15 DIVIDJE KENMOE epouse Maitre de Conférences En poste

ALOYEM

16 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences En poste

17 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences En poste

18 | HONA Jacques Maitre de Conférences En poste

19 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences En poste

20 | NANA NBENDJO Blaise Maitre de Conférences En poste

21 | NDOP Joseph Maitre de Conférences En poste

22 | SAIDOU Maitre de Conférences MINERESI

23 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences En poste

Xi




24

SIMO Elie

Maitre de Conférences

En poste

25

VONDOU Derbetini Appolinaire

Maitre de Conférences

En poste

26 ) Sous Directeur/
WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences
MINESUP

27 | ZEKENG Serge Sylvain Maitre de Conférences En poste
28 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
29 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
30 | ENYEGUE A NYAM épse )

Chargée de Cours En poste

BELINGA

31 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER

32 | MBINACK Clément Chargé de Cours En poste

33 | MBONO SAMBA Yves Christian U. Chargé de Cours En poste

34 | MELTI’I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste

35 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste

36 DA/Univ Inter
OBOUNOU Marcel Chargé de Cours

Etat/Sangmalima

37 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
38 | AYISSI EYEBE Guy Francois Valérie Assistant En poste
39 | CHAMANI Roméo Assistant En poste
40 | TEYOU NGOUPOU Ariel Assistant En poste
10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)
1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
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RESUME

Desmodium adscendens (DA) est une plante herbacée trouvée en Afrique et en
Ameérique du Sud, et utilisée en médecine traditionnelle contre les maladies liees au foie. Le
but de ce travail a été d’évaluer in vitro et/ou in vivo les propriétés anti-hépatotoxiques et anti-
Virus de I'Hépatite C (VHC) de I’extrait aqueux de D. adscendens et son effet sur la
différenciation des cellules souches en hépatocytes. S’agissant de ’activité anti-hépatotoxique
des extraits, le modele d’hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone (CCly) sur des
hépatocytes de rats en culture primaire a été utilisé. Les tests de viabilité cellulaire au bromure
de 3-(4.5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT), d’intégrit¢é membranaire en
mesurant I’activité de I’alanine aminotransférase (ALAT) libérée dans le milieu d’incubation
et la teneur en malondialdéhyde (MDA) ont été réalises. Les effets inhibiteurs sur le virus de
I'népatite C (VHC) ont été réalisés en utilisant des systemes de réplicons subgénomiques de
génotype 1b et des particules de VHC dérivees de cultures cellulaires (VHCcc). Les taux
d’infection et de réplication ont été évalués en mesurant respectivement l'activité de la
luciférase et I'immunofluorescence indirecte. L’effet hépatoprotecteur de I’extrait aqueux de
D. adscendens chez des rats Wistar albinos vis-a-vis des hépatopathies induites par le CCl, ou
le paracétamol et le suivi dans le temps de son impact sur I’expression des marqueurs de la
différenciation des cellules souches en hépatocytes ont par la suite été réalisés. Concernant
I’activité hépatoprotectrice, les tests d’intégrité membranaire via I’activité des transaminases
(ALAT, ASAT), de la phosphatase alcaline (PAL) et la teneur en MDA, des tests du systeme
antioxydant via des activités des enzymes antioxydants (CAT, SOD) et du glutathion réduit
(GSH) ont été réalisés. Quant au suivi dans le temps de son impact sur le processus de
production des hépatocytes, le facteur de transcription Sox-17 a été mis en évidence par un
anticorps polyclonal de lapin dans une région interne de Sox-17 d'origine humaine et la
révélation a été faite a la fluorescéine (FITC). Comme résultats, I’extrait aqueux de D.
adscendens a démontré un effet cytoprotecteur en préservant les hépatocytes primaires chez
les rats, des conséquences hépatotoxiques du CCl, principalement en inhibant les dommages
oxydatifs, en augmentant le pourcentage de viabilité cellulaire, en réduisant la libération
d'’ALAT et en diminuant la formation de MDA. L’extrait aqueux de D. adscendens a inhibé
significativement I'expression de I'ARN du VHC dans des réplicons subgénomiques 1b et ne
présentait aucune cytotoxicité pour les cellules LucUbiNeo-ET, ce jusqu’a la concentration de
500 pg/mL. D. adscendens a modulé de maniére significative les activités circulantes de
CAT, GSH, ASAT, ALAT et PAL lors d’une atteinte aigué par le CCly ou le paracétamol,
traduisant son potentiel anti-hépatotoxique et 1’identifiant comme antioxydant ou piégeur de
radicaux libres a travers d’une part ’augmentation de I’activité de la CAT et du taux de GSH ;
et d’autre part la diminution des activités des transaminases et de la PAL et du taux de
TBARS . L’extrait aqueux de D. adscendens augmente I’expression de la protéine Sox17 dans
le foie des rats intoxiqués préalablement au CCl, ou au paracétamol, ce qui stipule que cet
extrait stimulerait la maturation des cellules de I’endoderme définitif, principales cellules de
la voie de différenciation des cellules souches en hépatocytes. L’extrait aqueux de D.
adscendens a un potentiel hépatoprotecteur et hépatocurateur contre les dommages
multiformes qui peuvent étre induits par des toxiques (CCl,), des médicaments (paracétamol)
ou des virus (VHC). Ces résultats contribuent a la valorisation de D. adscendens comme
potentiel source de métabolites secondaires pour le traitement de diverses formes d’hépatites.

Mots clés : D. adscendens, CCl, anti-hépatotoxique, Virus de I’hépatite C, Sox-17
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ABSTRACT

Desmodium adscendens (DA) is an herbaceous plant found in Africa and South America, and
is used in traditional medicine against liver diseases. The aim of this work was to evaluate in
vitro and/or in vivo anti-hepatotoxic and anti-Hepatitis C Virus (HCV) properties of the
aqueous extract of DA and its effect on the differentiation of stem cells into hepatocytes. For
the anti-hepatotoxic activity of the extract, a model of hepatotoxicity induced by carbon
tetrachloride (CCl,) in rat hepatocytes in primary culture was used. Cell viability tests with 3-
(4.5-Dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium (MTT) bromide, membrane integrity by
measuring the activity of alanine aminotransferase released in the incubation medium and
content of malondialdehyde (MDA) were carried out. Inhibitory effects on HCV were
achieved using genotype 1b sub-genomic replicon systems and cell culture-derived HCV
particles (HCVcc). Infection and replication rates were assessed by measuring luciferase
activity and indirect immunofluorescence, respectively. Hepatoprotective effect of DA
aqueous extract in albino Wistar rats with liver diseases induced by CCl, or paracetamol and
the monitoring over time of its impact on the expression of markers of stem cells
differentiation into hepatocytes were subsequently performed. Regarding hepatoprotective
activity, membrane integrity tests via alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP) activities and MDA level,
antioxidant tests via activities of antioxidant enzymes (CAT, SOD) and reduced glutathione
level (GSH) were made. As for the monitoring over time of its impact on hepatocyte
production process, the Sox-17 transcription factor was detected by a polyclonal rabbit
antibody in an internal region of Sox-17 of human origin and the revelation being made to
fluorescein (FITC). Results showed that, DA aqueous extract exhibited cytoprotective effect
by protecting rat primary hepatocytes against CCls-induced hepatotoxicity mainly by
inhibiting oxidative damage, increasing the percentage of cell viability, reducing the release
of ALT and decreasing the formation of MDA. DA aqueous extract significantly inhibited
expression of HCV RNA in sub-genomic 1b replicons and this extract did not induced
cytotoxicity for LucUbiNeo-ET cells, up to a concentration of 500 pug / mL. DA significantly
modulated the circulating activities of CAT, GSH, AST, ALT and PAL during acute CCl, or
paracetamol damage, thus, reflecting its anti-hepatotoxic potential and identifying it as an
antioxidant or scavenger of free radicals through the increase of CAT activity and GSH on
one hand; and the decrease of transaminases and ALP activities and TBARS levels on the
other hand. The aqueous extract of DA increased the expression of the Sox17 protein in the
liver of rats exposed to CCl, or paracetamol, implying that this extract can stimulate the
maturation of cells of the final endoderm (the major cells of the stem cell differentiation
pathway into hepatocytes). The aqueous extract of DA has hepatoprotective and
hepatocurative potential against the multifaceted damage that can be induced by toxins
(CCly), drugs (paracetamol) or viruses (HCV). These results contribute to the promotion of
DA as a potential source of secondary metabolites for the treatment of various forms of
hepatitis.

Keywords: D. adscendens, CCl4, anti-hepatotoxic, Hepatitis C, Sox-17
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INTRODUCTION GENERALE




1. Introduction

Le foie est l'un des organes les plus importants de I'organisme et est principalement
impliqué dans le métabolisme des agents endogénes et exogenes. Il joue un réle important
dans I'élimination et la détoxication des substances nocives pour le corps. Au cours de la
détoxification des xénobiotiques, des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) sont générés, et
ces derniers déclenchent une série de réactions de peroxydations lipidiques dans les
hépatocytes, et provoquent par la suite un stress oxydatif, la mort cellulaire et des maladies
hépatiques, telles que le carcinome hépatocellulaire, I'népatite virale et alcoolique et bien
d’autres (Kohen & Nyska, 2002; Vitaglione et al., 2004). La maladie du foie est un
probléme de santé majeur dans le monde, avec une forte endémicité dans les pays en

développement (Adewusi & Afolayan, 2010)

Les lésions hépatiques induites par les polluants environnementaux tels que les métaux
lourds, les solvants industriels, les mycotoxines ; des produits chimiques, des médicaments tel
le paracétamol, et des virus dont celui de I’hépatite C, constituent un probléme toxicologique
bien connu. La pathogenese des dommages est multifactorielle, allant de I'inflammation et du
stress oxydatif aux réactions immunologiques et apoptotiques (Gao et al., 2012; Ivanov et
al., 2013; el halawany et al., 2014). Le tétrachlorure de carbone (CCly) et le paracétamol
encore appelé N-acétyl-para-aminophénol (APAP) via leur biotransformation respective en
radicaux libres [trichloromethyl (CCI3°) ou trichloromethyl péroxyl (CCI302°)] et en
métabolites réactifs (N-acétyl-para-benzo-quinone-imine), sont des puissants hépatotoxines
ayant servi de composés modeéles pour l'étude de I'hépatotoxicité et des mécanismes
cellulaires a l'origine des dommages oxydatifs (Basu, 2003; Jaeschke et al., 2002). lls ont
également été utilisés pour évaluer le potentiel thérapeutique des médicaments et des
antioxydants alimentaires (Basu, 2003). Les hépatocytes isolés en culture primaire permettent

d'évaluer les effets par interactions directes des composés étudiés (el halawany et al., 2014).

Le taux de la population mondiale porteurs chroniques du virus de 1’hépatite C est
estimé a environ 3%, avec chaque année prés de 4 millions de nouvelles infections déclarées.
Depuis son identification en 1989, le virus de I’hépatite C (VHC) s’est singularisée comme
devenu la principale cause du développement du cancer de foie, avec plus de 500 000 déces
annuellement (Averhoff et al., 2012; Choo et al., 1989). Au cameroun, la prévalence du
VHC est estimé a un taux de 1,1% (Galani et al., 2016).



Bien gu'il y ait un grand progres dans la compréhension de la pathologie moléculaire
des lésions hépatiques, il existe encore peu de médicaments capables de stimuler la fonction
hépatique, offrant une protection hépatique contre les dommages ou contribuant a la

régeénération des cellules hépatiques.

Dans la perspective de recherche de nouveaux agents antihépatotoxiques, la
phytothérapie émerge comme une alternative et est devenue une solution d'importance locale,
régionale et mondiale. C’est dans ce cadre que s’inscrit Desmodium adscendens (Fabaceae),
plante herbacée trouvée en Afrique et en Amérique du Sud, et utilisée en médecine
traditionnelle pour diverses indications, y compris la gestion de I'asthme et des maladies liées
au foie (Magielse et al., 2013a). Plusieurs autres études ont été conduites sur cette plante.
Dans la région de la forét tropicale, les préparations de D. adscendens (DA) sont utilisées
pour traiter les troubles du systeme digestif ou les douleurs abdominales et dorsales (Sanz-
Biset et al., 2009). L'extrait hydroalcoolique de DA présente en outre une sécurité contre la
lignée cellulaire de carcinome hépatocellulaire du foie humain (HepG2) et la protege d'une
éventuelle lésion (Francois et al., 2015).

Il a été indiqué que les principaux métabolites secondaires de D. adscendens
comprennent les flavonoides (rutine, vitexine et isovitexine), les saponines triterpéniques, les
amines et les alcaloides (Magielse et al., 2013b; Pothier et al., 2006a; Rastogi et al., 2011).
Les saponines se trouvent principalement dans les feuilles, les flavonoides - les fleurs et les
alcaloides dans les feuilles et les tiges. La composition qualitative de D. adscendens dépend
du lieu de sa culture (N’gouemo et al., 1996a; Pothier et al., 2006b)

On note par ailleurs que malgré ses utilisations multiples dans la médecine
traditionnelle, aucun travail scientifique n'avait été mené jusqu'ici sur les propriétés de D.
adscendens contre I’infection au virus de I'hépatite C, surtout dans un pays comme le
Cameroun ou la prévalence de cette infection reste importante (7,6%) chez les personnes
agées (Galani et al., 2016) et I'accessibilité a la thérapie moderne encore faible. Par ailleurs,
les travaux conduits sur les effets de certains composés isolés de D. adscendens sur la
fonction hépatique lors d’une intoxication ont montré son caractére hépatoprotecteur
(Magielse et al., 2013b). 1l est connu que le remplacement des hépatocytes détruits lors des
intoxications peut se faire par régénération, mais 1’on ignore par quel mécanisme ce processus
se deroule. Aussi, la presente etude vise a apporter une contribution significative sur ces
questionnements de preuve scientifique de I’effet de D. adscendens dans 1’hépatopathie liée

au virus de I’hépatite C et du mécanisme de remplacement des cellules hépatiques détruites.



2. Hypothese de Recherche
Les effets hépatoprotecteurs de Desmodium adscendens s'exercent a travers l'inhibition
des mécanismes de générations d’espeéces réactives a I’oxygeéne (ERO) et du cycle infectieux
du VHC d’une part et le repeuplement cellulaire par différenciation des cellules souches en
hépatocytes d’autre part.
3. Objectifs
3.1.0Dbjectif général
L'objectif général du présent travail a viseé a évaluer in vitro et/ou in vivo les propriétes
anti-hépatotoxiques et antivirales de 1’extrait aqueux de Desmodium adscendens sur le VHC
et son effet sur la différenciation des cellules souches en hépatocytes.
3.2. Objectifs Spécifiques

Plus spécifiquement, il s'agissait pour 1’extrait aqueux de D. adscendens :

— d'évaluer in vitro son effet sur les lésions aigués induites par le CCl, sur des
hépatocytes de rats fraichement isolés ;

— de déterminer in vitro son effet sur des réplicons subgénomiques de génotype 1b du
VHC et sur le cycle infectieux du VHC;

— d’¢tudier son impact sur I’expression des marqueurs de la différenciation et de la

maturation hépatocytaire chez les rats intoxiqués au paracétamol et au CCly,,
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1.1. Genéralites sur le foie

Le foie est I’organe le plus volumineux du corps apres la peau. Il est considéré, du fait
de son réle majeur dans I’homéostasie tissulaire, comme un des organes les plus complexes de
I’organisme. Le foie et la vésicule biliaire assurent un certain nombre de fonctions essentielles
de I’organisme parmi lesquelles la fonction de désintoxication (Marieb, 1999). Du fait de

I’importance de cet organe, les maladies qui I’affectent sont préoccupantes.
1.1.1. Anatomie et histologie du foie

1.1.1.1. Anatomie et vascularisation du foie

Le foie est situé dans I’abdomen. Sa forme générale est triangulaire ; sa face
supérieure, convexe, suit les contours du diaphragme ; sa face inférieure est parcourue par
trois sillons, I’'un d’eux est le hile du foie, ou convergent les organes qui arrivent au foie ou en
partent. Le foie est formé de deux lobes principaux (Figure 1A), le droit et le gauche, séparés
par un ligament rond et falciforme, et de deux petits lobes, le lobe caudé ou lobe de Spiegel
situé a la face postérieure et le lobe carré situe a la face inférieure (Marieb, 1999).

Le foie est tres richement vascularisé, ce qui lui confere une couleur rouge foncé ; pas
moins d’un litre et demi de sang traverse cet organe chaque minute. L apport sanguin au foie
est double : d’une part, la veine porte apporte au foie le sang de la rate et du tube digestif (plus
de 75% du débit sanguin total) ; d’autre part, I’artére hépatique, apporte au foie du sang
artériel oxygéné (25% restant). Aux cotés de ces deux vaisseaux circule le canal hépatique,
qui draine hors du foie la bile secrétée par ce dernier.

Du point de vue microscopique, le foie est constitué dune myriade d’unités

fonctionnelles individuelles appelées lobules (Marieb, 1999).. (Figure 1B).
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Figure 1: Représentation schématique du foie et du lobule hépatique (Marieb, 1999)
A: Foie; B: Lobule hépatique; C: Ultrastructure du lobule hépatique.



1.1.1.2. Histologie du foie

Le foie est formé de deux catégories principales de cellules : les hépatocytes ou
cellules parenchymateuses et les cellules de la paroi des capillaires sinusoides ou cellules non
parenchymateuses, elles méme comprenant 5 types cellulaires. Les différentes cellules du foie

interagissent entres elles pour un fonctionnement optimal du foie (Figure 2).

1.1.1.2.1. Les hépatocytes ou cellules parenchymateuses

Les hépatocytes constituent la plus grande partie du foie et occupent environ 70% du
volume du foie (Guillouzo, 1988). Ce sont de volumineuses cellules polyédriques dont la
taille (20 a 30um) varie en fonction de 1’activité métabolique. Les hépatocytes possedent un
grand noyau (8 & 10 um) entouré d’un cytoplasme riche en organites cellulaires, t¢émoignant

de leurs multiples fonctions. Parmi les organites cellulaires, on distingue :

- Les mitochondries qui participent a la phosphorylation oxydative et a 1’oxydation des
acides gras. La forme et le nombre des mitochondries varient en fonction de 1’activité de
I’hépatocyte et de sa localisation dans la cellule (Guillouzo, 1988) ;

- Le réticulum endoplasmique (RE): Il occupe 20% du volume hépatocytaire. On
distingue :

o le réticulum endoplasmique granuleux (REG) ou qui joue un rdle important dans la
synthése des protéines plasmiques fabriquées par le foie, notamment 1’albumine, la
fibrinogéne et d’autres protéines de I’inflammation et de la coagulation (Amar-Costesec,
1989) ;

o le réticulum endoplasmique lisse (REL) ou microsomes. Il contient les enzymes
d’hydroxylation et de conjugaison qui jouent un rdle important dans le métabolisme de la
bilirubine. Il intervient dans ’estérification des acides gras, la glycogénolyse, la synthese du
cholesterol et des acides biliaires. 1l est le siége principal du systéme microsomal oxydatif qui
intervient dans le métabolisme des lipides, des xénobiotiques et des stéroides (Amar-
Costesec, 1989) ;

- L’appareil de golgi : il représente le systeme vésiculaire a travers lequel transitent les
protéines fabriquées par le REG et secrétées dans le plasma ;

- Les lysosomes : ils ont une activité phosphatasique acide et catabolisent les corps
étrangers, les organites vieillis et ils participent au stockage du fer ;

- Les ribosomes libres : ils jouent un rdle important dans la synthése des hépatocytes

eux-mémes ;



- Les grains de glycogene : ils jouent un réle de stockage ;

- Les péroxysomes : Leurs fonctions ne sont pas clairement elucidées. Toutefois, on
pense qu’ils interviendraient dans le devenir du peroxyde d’hydrogene, le métabolisme des
purines, des lipides, des alcools et de la gluconéogenese. lls sont spécialisés dans la B-

oxydation des acides gras a longue chaine (Amar-Costesec, 1989).
1.1.1.2.2. Les cellules non parenchymateuses

1.1.1.2.2.1. Les cellules endothéliales de la sinusoide

Elles représentent 3% de la masse du parenchyme. Elles different de celles des autres
endothéliums vasculaires de 1’organisme en ce qu’elles n’ont pas de membrane basale et sont
fenétrées, assurant aux hépatocytes un acces facile aux nutriments et aux macromolécules du
plasma. Les cellules endothéliales interviennent aussi dans I’endocytose de molécules
(phagocytose) et de particules (pinocytose) (Amar-Costesec, 1989) et dans le métabolisme
des lipoprotéines. Les cellules endothéliales contribuent au transport, la coagulation, la
fibrinolyse, I’inflammation, la réponse immune, la régulation de la pression Sanguine,
I’angiogénese, le métabolisme des lipides.
1.1.1.2.2.2. Les cellules de Kupffer

Elles représentent 2% de la masse du parenchyme. Elles sont fusiformes et elles sont
des macrophages (Amar-Costesec, 1989) (Smedsrod et al., 1994). Parmi leurs principales
fonctions se trouvent la phagocytose de particules étrangeres, 1’élimination d’endotoxines et
d’autres substances nocives. Elles secrétent, aprés activation, différents produits comme des
protéases et des cytokines qui auront une influence sur les cellules parenchymateuses et
sinusoidales. Elles participent a la modulation de la réponse immunitaire par la libération de

médiateurs et d’agents cytotoxiques.

1.1.1.2.2.3. Les cellules périsinusoidales ou cellules étoilées (cellules de I1to)

Elles représentent environ 1,5% de la masse du parenchyme. Elles ont trois fonctions
principales a savoir un role de soutien car formeraient I’armature du sinusoide, un réle de
stockage des graisses (Blaner et al., 2009) et de la vitamine A et enfin un réle dans la

synthese du collagene.



1.1.1.2.2.4. Les cellules a granulation ou « pit cells »

Ce sont des lymphocytes résidents possédant des activités antitumorales de type
natural killer (Peng et al., 2016). Ils sont visibles dans la lumiere capillaire mais peuvent
avoir des prolongements pénétrant la barriére endothéliale.
1.1.1.2.2.5. Les cellules épithéliales : les cholangiocytes

Ce sont des cellules épithéliales qui tapissent les canaux biliaires extra- et
intrahépatiques ainsi que la vésicule biliaire. Les cholangiocytes représentent 3 a 5% de la
masse hépatique. Par I’expression de diverses protéines (transporteurs, canaux ioniques ou
échangeurs), ils contrdlent notamment la composition, le pH ainsi que le transport de la bile a
I’extérieur du foie. Contrairement a d’autres cellules épithéliales, les cholangiocytes sont
morphologiquement et fonctionnellement hétérogénes. On distingue les petits cholangiocytes
aux capacités prolifératives et les grands impliqués dans la sécrétion de la bile (Marzioni et
al., 2002)
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Figure 2: Les différentes populations cellulaires hépatiques (Gordillo, 2015)

1.1.2. Les fonctions du foie
Le foie est ’organe principal de métabolisme et d’excrétion. Diverses fonctions lui

sont ainsi dévolues, notamment :

la biosynthese, le stockage et la sécrétion des glucides, lipides, vitamines et oligo-
éléments ;

- la biosynthese des protéines plasmatiques ;

- la captation, la dégradation et la détoxication des hormones et xénobiotiques ;

- la synthése et I’excrétion de la bile ;

- la défense anti-tumorale et antivirale



1.2. Developpement du foie
1.2.1. Développement embryonnaire du foie

Au total trois feuillets embryonnaires sont issus de la gastrulation a savoir

I’ectoderme, 1’endoderme et le mésoderme. De ces trois feuillets, le foie dérive

majoritairement de I'endoderme a l'origine de toutes les cellules épithéliales des systemes
respiratoire et digestif donc des hépatocytes et des cholangiocytes. Il est aussi a I’origine des
cellules souches. Les autres types cellulaires (cellules endothéliales, de Kippfer et de Ito)

dérivent du mésoderme par I’intermédiaire du septum transverse (Figures 3 et 4).
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Figure 3: La lignée de cellules hépatiques (Zorn, 2008a)

La lignée cellulaire évolue au cours du développement hépatique (rouge) de I'endoderme non engagé aux
hépatocytes adultes fonctionnels et biliaires épithélium.
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Figure 4: Développement des lignages hépatiques (Zorn, 2008a).

Le développement du foie est un processus par étapes qui comprend des événements
biologiques distincts.

Le foie se développe a partir de I’endoderme sous I’influence de signaux provenant
des tissus voisins (Lemaigre, 2009; Si-Tayeb et al., 2010a). La couche germinale de
I'endoderme est établie pendant la gastrulation et forme un tube intestinal primitif qui est
subdivisé en régions de l'intestin antérieur, de l'intestin moyen et de l'intestin postérieur. Ce
développement du foie se caractérise a ces stades par la formation d’un bourgeon cellulaire
constitué d’une population en apparence homogene de cellules progénitrices hépatiques
précoces, également appelées hépatoblastes. Ces derniéres expriment l'albumine et I'alpha-
fétoprotéine (AFP) et ont le potentiel de se différencier en cellules épithéliales des
hépatocytes et des voies biliaires (cholangiocytes) (Banales et al., 2019). Par ailleurs, il est a
noter que 1’un des membres du groupe a haute mobilité lié a Sry (Sry-HMG) appelé Sox 17,
est un des facteurs de transcription qui est nécessaire pour la formation endodermique et le
développement du foie chez plusieurs especes (Ayatollah et al., 2012). L'expression du géne
Sox17 est requise pour la formation d'un endoderme définitif qui donne naissance a divers
tissus, dont le foie (Ayatollah et al., 2012). Les cellules progénitrices proliférent tout au long
du développement fcetal et atteignent une maturation fonctionnelle a différents stades en se
différenciant en hépatocytes ou en cholangiocytes.

En cas d’atteinte du foie, les hépatocytes et cholangiocytes se régenerent par

prolifération ou par différenciation a partir des cellules souches.

1.2.2. Différenciation des hépatocytes et des cellules épithéliales biliaires
Les hépatocytes et les cellules des voies biliaires proviennent d'un précurseur
commun, I'hépatoblaste (Germain et al., 1988a). Au départ de cette différenciation, les

hépatoblastes expriment des génes associes a la fois aux hépatocytes adultes (facteur nucléaire
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alpha 4 des hépatocytes-Hnf4a, albumine) et aux cellules épithéliales biliaires (cytokératine-
19), ainsi qu'aux génes du foie feetal tels que 1'a-foetoprotéine (Afp). Les hépatoblastes en
contact avec la veine porte forment une monocouche, puis une double couche, de précurseurs
biliaires cuboides qui augmentent I'expression de la cytokératine-19 (CK-19) et régulent a la
baisse les genes hépatiques. Les hépatoblastes du parenchyme hépatique qui ne sont pas en
contact avec les veines portes se différencient progressivement en hépatocytes matures qui
acquiérent leur morphologie épithéliale caractéristique disposée en accords hépatiques avec
des canalicules biliaires sur les surfaces apicales.
1.2.2.1. Différenciation hépatocytaire
Au milieu de la gestation, les cellules hématopoiétiques du foie sécrétent la cytokine
Oncostatin M (OSM), qui en combinaison avec les hormones glucocorticoides, facteur de
croissance hépatocytaire (HGF) et le géne wingless (Wnt) favorise la différenciation des
hépatocytes (Kamiya et al., 2001; Matsui et al., 2002; Suzuki et al., 2003; Tan et al.,
2008). Certaines preuves suggerent que l'activité du HGF et de I'OSM est équilibrée par le
TNFa, qui inhibe la maturation et maintient la capacité de prolifération des hépatocytes
feetaux, permettant au foie de croitre a la taille appropriée avant de se différencier (Akihide

Kamiya et Gonzalez, 2004).

Ces facteurs sécrétés agissent en partie en régulant un certain nombre de facteurs de
transcription enrichis du foie, y compris, entre autres, les récepteurs des hormones nucléaires
et le HNF4a (Figure 5), qui fonctionnent dans un réseau inter-régulateur complexe pour
contréler I'expression des génes des hépatocytes (Cheng et al., 2006; Odom et al., 2004).
HNF4o est d'abord exprimé dans les hépatoblastes et les hépatocytes feetaux Hnf4a - / - ne
parviennent pas a exprimer de nombreuses enzymes hépatiques matures et manquent de
morphologie hépatocytaire normale (Asumda et al., 2018; Hou et al., 2018; Mathapati et
al., 2016).

1.2.2.2. Différenciation des cellules épithéliales biliaires (CEB)
Parallelement a la différenciation hépatocytaire, certains hépatoblastes vont se
différencier en cellules biliaires, les cholangiocytes.
Des signaux candidats du mésenchyme périportal favorisent le développement des
cellules épithéliales biliaires (CEB) (Figure 5). En effet, un gradient de signalisation TGFf
émanant de la région porte favorise la différenciation biliaire dans les hépatoblastes adjacents

(Weinstein et al., 2001; Clotman & Lemaigre, 2006). La signalisation Wnt / B-caténine
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favorise également le développement de la CEB (Cotoi et al., 2012; Chan & Werb, 2015), et
peut agir en partie en stimulant I'expression de EGF, qui avec le HGF peut induire la
formation de structures biliaires dans les hépatocytes en culture (Wu et al., 2017; Vallée
2018; Huang et al., 2019). Par ailleurs, I’activation de Notch-2 dans I'hépatoblaste adjacent
est nécessaire pour maintenir (mais pas initier) la différenciation CEB et pour une
morphogenese appropriée des voies biliaires (Yu et al., 2015; Zou et al., 2016; Rallis et al.,
2019).

OSM, Dex
HGF, Wnt

Afp/Alb
HNF4
CK19

0OC1/0C2

TGFB Jagged/Notch
Wnt /= = = = = =) EGF, HGF

(O hepatoblast () immature hepatocyte  {f) hepatocyte

portal mesenchyme (] immature BEC ) BEC
Figure 5: Hépatocytes et ségrégation de la lignée de I'épithélium biliaire (Zorn, 2008a)

Le schéma illustre un modéle de différenciation des hépatoblastes en hépatocytes ou cellules épithéliales biliaires
(CEB). Les hépatoblastes bi-potentiels expriment les génes du foie feetal (Afp) ainsi que les marqueurs des
hépatocytes (albumine) et des BEC (CK19). Les preuves suggérent que les signaux (éventuellement TGFp et
Whnts) du mésenchyme périportal améliorent I'expression des facteurs de transcription favorisant la CEB (OCL1,
OC2, HNF1p) dans les hépatoblastes adjacents, tandis qu'en méme temps, ces signaux répriment l'expression des
facteurs de transcription hépatogénes (HNF4 et C / EBP). En revanche, les hépatoblastes du parenchyme (qui ne
subissent pas les signaux du mésenchyme périportal) régulent a la hausse I'expression des facteurs hépatogenes.
On pense que l'antagonisme mutuel entre les deux groupes de facteurs de transcription renforce cette ségrégation
de la lignée. La signalisation continue (Notch, EGF et HGF) du mésenchyme périportal est essentielle pour le
remodelage de la plaque canalaire, tandis que d'autres facteurs (OSM, Dex, HGF et Wnt) favorisent la
maturation des hépatocyte

1.3. Cellules souches
Les cellules souches sont des types cellulaires qui assurent le renouvellement
physiologique des cellules et qui participent a la régénération tissulaire aprés une agression.
Elles ont pour fonction essentielle de permettre, a 1’¢tat normal, le renouvellement
physiologique des cellules différenciées d’un tissu parvenues au terme de leur durée de vie
normale (Loeffler & Roeder, 2002; Shah & Allegrucci, 2013). Elles permettent également,

apres une agression, la régénération et le repeuplement du tissu lésé.
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La plupart des tissus de 1’organisme étant constitués par la coexistence de plusieurs
lignées cellulaires, les cellules souches doivent étre capables de donner naissance aux
progéniteurs de ces différentes lignées, ces progéniteurs se différenciant ensuite
progressivement en cellules matures, le plus souvent en plusieurs étapes successives.

Plusieurs propriétés caractérisent les cellules souches. En effet, elles doivent avoir en
plus de I’aptitude a I’autorenouvélement, elles doivent avoir la capacité de différenciation,
d’existence sous forme quiescente, de se diviser de fagon asymétrique pour donner les cellules
filles dont 1’une restant au stade cellule souche et I’autre se différenciant. On distingue :

- Les cellules souches multipotentes qui peuvent donner naissance a plusieurs
types de cellules matures ;

- Les cellules souches pluripotentes qui peuvent donner naissance a tous les
types de cellules tissulaires adultes et de tissus extra-embryonnaires: les cellules qui
soutiennent le développement embryonnaire ;

- Les cellules souches totipotentes qui peuvent donner naissance a un nouveau
type cellulaire bénéficiant d'un soutien maternel approprié ;

- Les cellules souches Unipotentes qui ne peuvent former qu’une seule sorte de
cellules différenciée.

1.3.1. Cellules souches embryonnaires du foie

Le foie adulte est un organe complexe qui contient deux populations principales de
cellules épithéliales, les hépatocytes et les cellules biliaires intrahépatiques, associées a de
nombreuses populations de cellules mésenchymateuses (fibroblastes, cellules endothéliales,
...), dont certaines sont hautement spécialisées.

C’est au cours de la vie embryonnaire que se différencient les diverses populations de
cellules présentes dans le foie adulte.

Le processus de différenciation le mieux étudié est celui des deux lignées de cellules

épithéliales présentes dans le foie adulte : les hépatocytes et les cellules biliaires.

1.3.2. Régénération et cellules souches hépatiques adules
Dans un organisme adulte, on oppose habituellement les tissus a renouvellement
permanent, comme le tissu hématopoiétique, la peau, la muqueuse digestive ou la muqueuse
urothéliale, tous pourvus d’un compartiment de cellules souches, et les tissus statiques,
comme le muscle, incapables de se renouveler et dépourvus de cellules souches. Et c’est dans

ce contexte, que le foie occupe une position particuliére.
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Le foie adulte a une capacité de régénération remarquable et peut repousser
completement lorsque jusqu'a 70% de sa masse est éliminée. Le foie se régénere
principalement par la prolifération d'hépatocytes matures ( Pu et al., 2016; Ibis et al., 2017;
Oh et al., 2018) . En effet, les hépatocytes ont une durée de vie longue, estimée a 200 jours
chez le rat et a 400 jours chez ’homme. Ces hépatocytes, contrairement a la plupart des autres
cellules épithéliales différenciées, conservent leurs capacités de division cellulaire et sont
capables de se multiplier, sans perdre leur différenciation, en réponse a des facteurs de
croissance. Leur taux de renouvellement est extrémement faible. Ainsi, a 1’état normal, dans
le foie humain, le pourcentage d’hépatocytes en cycle cellulaire a un instant donné serait de
I’ordre de 4 pour 1 000.

Cependant, le foie adulte contient également des cellules progeénitrices hépatiques qui
sont activées lorsque la prolifération des hépatocytes est inhibée, comme dans la cirrhose
sévere (Kordes et al., 2014; Shang et al., 2016). Les progéniteurs hépatiques semblent
résider dans les petits canaux biliaires terminaux et lorsqu'ils sont activés, ils proliferent et
donnent naissance a une population cellulaire appelée «cellules ovales», qui peut se
différencier a la fois en hépatocytes et en cellules biliaires (Zhang et al., 2013; Gissen &
Arias, 2015). Le fait que les cellules ovales soient bipotentielles suggére qu'elles proviennent
d'hépatoblastes feetaux qui restent indifférenciés dans une niche de cellules souches a
I'intérieur des canaux. Un certain nombre des voies de développement qui régulent
I'népatogenése dans I'embryon, comme HGF, FGF, OSM, TNFa et Wnt semblent contrdler
l'activation des cellules ovales ainsi que la prolifération des hépatocytes pendant la

régénération (Chen et al., 2018; Gudjonsson et al., 2010).

1.3.3. Fabrication du foie a partir de cellules souches embryonnaires (CSE)

Les cellules souches embryonnaires (CSE) sont capables d'un auto-renouvellement
illimité et peuvent se différencier en n'importe quel type de cellule chez I'adulte. Une avancée
considérable a été faite dans le processus de la récapitulation des voies contr6lant le
développement hépatique normal dans les CSE.

Les CSE traitées a l'activine expriment les génes du mésendoderme d'une maniére
temporelle presque identique a la gastrulation des mammiferes. Aprés quelques jours, la
plupart des cellules expriment des genes endodermiques définitifs (Sox17 et Foxa2) (Figure
6), tandis que le mésoderme, la pluripotence (par exemple Oct4) et les genes endodermiques
embryonnaires supplémentaires sont régulés a la baisse (Schroeder et al., 2012; Wang et al.,
2018; Brokhman et al., 2019).
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Une compréhension détaillée des genes spécifiques au stade exprimés au cours du
développement normal du foie permet de suivre les progrés de la différenciation hépatique in
vitro.

En utilisant ces protocoles de développement sur des CSE de souris et humaines, on
réussit a générer des cultures ou jusqu'a 70% des cellules présentent un phénotype semblable
a un hépatocyte. Ces cellules présentent de nombreuses caractéristiques des hépatocytes, telles
I’expression des enzymes hépatiques, la morphologie des hépatocytes, le stockage du

glycogene, I’absorption et le métabolisme des médicaments et la sécrétion d'albumine.

Cellule Endoderme

Es définitive Hépatoblaste Hépatocyte-like
g Afp Albumin
. Oct4 | Albumin hepatic
/ Hnf4o function,
L Il Il |
Induction d’endoderme Induction hépatiaue  Maturation hépatiaue
3-5 days 4-6 days 5-10 days
Activin FGF+BMP HGF+OSM+Dex

Figure 6: Différenciation heépatique in vitro a partir des cellules souches embryonnaires
(Zorn, 2008b)

Le diagramme illustre un protocole généralisé résumé des travaux de plusieurs laboratoires qui ont appliqué des
paradigmes de développement aux cellules ES de souris et humaines pour diriger la différenciation des cellules
de type hépatique in vitro. Les facteurs ajoutés aux cultures, les durées d'exposition et I'étape de développement
que ces traitements sont censés imiter sont indiqués. Les types de cellules et les génes marqueurs spécifiques de
lignée clés exprimés dans ces cellules sont indiqués.

1.4. Anomalies fonctionnelles et maladies du foie
1.4.1. Les anomalies fonctionnelles du foie
Ces anomalies peuvent étre regroupées en quatre syndromes: le syndrome de
cholestase, le syndrome de cytolyse, le syndrome d’insuffisance hépatocellulaire et le

syndrome inflammatoire.

1.4.1.1. Le syndrome de cholestase
La cholestase est un flux biliaire réduit dans les voies biliaires. La cause de la
cholestase peut étre a l'intérieur (intrahépatique) ou a l'extérieur du foie dans le canal
cholédoqgue (extrahépatique) (Ananth, 2018; Squires & McKiernan, 2018)
En raison de la grande capacité de réserve du systeme hépatobiliaire, les signes
cliniques de cholestase (par exemple, l'ictere) ne se développent que lorsque le foie entier est
affecté de maniére diffuse (Rothuizen, 2009).
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Biochimiquement, la cholestase entraine une concentration accrue de tous les
constituants biliaires, tels que le cholestérol, les acides biliaires et la bilirubine, ainsi que des
enzymes qui sont trés actives dans les cellules épithéliales biliaires ou la partie biliaire
spécialisée de la membrane des hépatocytes : il n'est pas possible de différencier entre la

cholestase extra et intrahépatique avec la biochimie (Rothuizen, 2009).

1.4.1.2. Les lésions hépatocytaires

Le syndrome de cytolyse est I’ensemble des signes liés a une Iésion, voire une nécrose
hépatocytaire (Bedossa, 2017; Trout et al., 2018). La lyse cellulaire hépatique est précédée
de Iésions biochimiques qui entrainent précocement une libération dans le sang de substances
normalement stockées dans le cytoplasme (enzymes cellulaires, fer, vit B12) dont 1’apparition
ou I’augmentation dans le sang permettent de définir le syndrome de cytolyse hépatique. Les
causes peuvent étre traumatiques, alcoolique, virale, toxique ou immunologique. La cytolyse
se caractérise par :

- Une élévation dans le sérum, d’enzymes normalement contenues dans la cellule
hépatique, notamment les transaminases (ALAT, ASAT), la lactate déshydrogénase (LDH), la

gamma glutamyltranspeptidase, I’ornithine-carbamyl-transférase (Gissen & Arias, 2015).

1.4.1.3. Le syndrome hépatoprive ou syndrome d’insuffisance hépatocellulaire
L’insuffisance hépatocellulaire (IHC) est I’ensemble des manifestations en rapport avec
une diminution ou un arrét des fonctions des hépatocytes (Grippon et al., 1988). C’est la
conséquence des lésions de la machinerie de synthése de 1I’hépatocyte dues aux hépatites
aigués (virales, médicamenteuses ou toxiques), des hépatites chroniques actives, de 1’hépatite

alcoolique et des cirrhoses (EASL et al., 2017).

1.4.1.4. Le syndrome inflammatoire
Il s’agit de I’expression biologique de la réaction inflammatoire, processus non
spécifique de défense de 1’organisme contre les agressions diverses (infections, traumatismes,

nécroses tissulaires, vascularites, processus tumoraux ...).

1.4.2. Les maladies du foie
Elles sont désignées par le terme général d’hépatites. Les hépatites sont des
inflammations du foie dont les causes peuvent étre multiples. Suivant leur étiologie, on peut

distinguer les hépatites virales, médicamenteuses et toxiques.
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1.4.2.1. Les hépatites virales
1.4.2.1.1. Généralités sur les hépatites virales
Elles sont dues a I’infection des virus. Il existe au moins cinq types d’hépatites virales,

liees chacune a un virus différent. On peut citer :

- L’hépatite A, due au virus de type A, transmise par les selles, la consommation d’eau

ou d’aliments souillés.

- L’hépatite B, due au virus de type B, transmise par contact avec le sang ou d’autres

liquides organiques d’une personne infectée.

- L’hépatite C, due au virus de type C, autrefois appelé virus non-A non-B, transmise

par contact direct avec le sang d’un sujet infecté.

- L’hépatite D, due au virus de type D. Cette forme est rare et atteint le plus souvent des
personnes qui ont fait usage de drogues intraveineuses et sont parallelement porteuses du

virus de I’hépatite B.

- L’hépatite E, due au virus de type E, est transmise et évolue généralement comme

I’hépatite A.

- L’hépatite G dont le virus a ét¢ identifiée tres récemment. Ce virus ainsi que [’hépatite

qu’il occasionne reste trés mal connu.

Alors que les hépatites A et E sont uniquement des hépatites aigués, les hépatites B, C,
D et E quant a elles sont aigués ou chroniques.

1.4.2.1.2. Cas specifique du Virus de I’hépatite virale C (HVC)
1.4.2.1.2.1. Généralités sur le VHC
Le virus de I'népatite C (VHC) appartient a la famille des Flaviviridae et a été
découvert en 1989. 1l s’agit d’un virus enveloppé a ARN qui sur le plan structural est de petite
taille (50 a 60 nm de diametre) et composé de I’extérieur vers I’intérieur (figure 7) :
— d’une enveloppe lipidique constituée d’apolipoprotéines et des glycoprotéines E1 et
E2 transmembranaires;
— de la capside icosaédrique formee par la polymérisation de la protéine C ou core; et
— du génome a ARN monocaténaire positif (Adams et al., 2017).
Il possede une variété génomique importante. En effet, il existe six génotypes
principaux et de nombreux sous-types qui n'influent pas dans I'évolution de la maladie mais

jouent notamment sur la réponse au traitement.
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Selon 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), I’infection par le VHC touche
environ 170 millions d’individus qui sont des porteurs chroniques, représentant environ 3% de
la population mondiale. Au départ, Il'infection est asymptomatique mais les infections
chroniques finissent par provoquer des fibroses et des cirrhoses pouvant déboucher sur des
carcinomes hépatocellulaires chez les patients (Shepard et al., 2005). Chaque année, 3 a 4
millions de personnes sont nouvellement infectées. et plus de 500 000 décés suite a des
pathologies liées au VHC sont enregistrés (OMS hepatite, 2020).

apolipoprotéines

enveloppe virale

nucléocapside

ARN simple brin
de polarité positive

glycoprotéines d’'enveloppe
E1etE2

A
A 4

60 nm

Figure 7: Représentation schématique d’une particule de VHC (Calland et al., 2012)

1.4.2.1.2.2. Génome du VHC et principales fonctions de ses protéines

Le génome du VHC est un ARN monocaténaire de polarité positive constitué
d’environ 9,6 kilobases. Ce génome est composé d’un cadre de lecture ouvert (Open Reading
Frame ou ORF) encadré par les régions no-codantes (Un-Translated Region ou UTR) aux
extrémités 3’ et 5’ fortement structurées et relativement bien conservées. L’ORF code pour la
synthése d’une polyprotéine (environ 3000 acides aminés) clivée pendant et apres la
traduction par les protéases virales et celles de la cellule hote, ceci en 10 protéines finales
(Chew et al., 2009). Ces proteines qui en résultent sont classées en 2 catégories a savoir d’une
part les protéines structurales au nombre de 4 (la protéine de capside, les deux glycoprotéines
d'enveloppe (E1 et E2) et la protéine p7) et d'autre part les protéines non structurales (NS) au
nombre de 6, assurant les fonctions enzymatiques nécessaires au cycle viral (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) (Figure 8). Les protéines structurales sont clivées par les
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protéases cellulaires tandis que les protéines NS le sont par les protéases virales (Calland et
al., 2012).

2
v
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glycoprotéine de protéases protéases phosphoprotéines
Assemblage de reorganisation d
la membrane

IRFS Assemblage du module Réplication du module
Figure 8: Organisation du génome viral du VHC (Lohmann & Bartenschlager, 2014).

Les protéines du VHC regroupées en protéines structurales et non structurales (NS)
remplissent des fonctions précises dans le cycle viral. En effet, la protéine de capsideforme,
avec I'ARN viral, l'intérieur du virus, enveloppé par les glycoprotéines E1 et E2, toutes
impliquées dans le processus dentrée du VHC. La NS2 et la p7 interviennent dans
I’assemblage complet du virus, tandis que la NS4A active la NS3 et cette derni¢re est
impliquée dans la réplication du génome viral. La NS4B quant a elle induit le remodelage
membranaire du réticulum endoplasmique de la cellule infectée.La NS5A est nécessaire a la
réplication et a lI'assemblage du virus alors que la NS5B est la polymérase virale ARN-

dépendante (Lohmann & Bartenschlager, 2014).

1.4.2.1.2.3. Cycle viral du VHC
Les hépatocytes sont les cellules préférentiellement infectées par le VHC (Lerat et al.,
1996). La multiplication du VHC dans ces hépatocytes inclut 3 principales étapes (Figure 9):

(1) L'entrée du virus (I'attachement, I'endocytose et la fusion) :
Apreés fusion des membranes de la vésicule d'endocytose et du VHC, la nucléocapside
(qui contient I'ARN viral) est libéree dans le cytoplasme de la cellule.

(2) La réplication (implique la traduction et la synthése des protéines virales puisla

réplication de I'ARN génomique):
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Le génome viral est alors traduit dans le réticulum endoplasmique rugueux et la
polyprotéine formée est alors modifiée. En effet, cette poly-protéine est ensuite clivée sous
I'action des protéases virales et cellulaires, en 10 protéines. Sous l'action de NS4B se forme le
"membranous web" constituée de vésicules a double couche de membrane contenant les
protéines non structurales et I'ARN du VHC, ainsi que des membranes du réticulum
endoplasmique et des gouttelettes lipidiques 57C'est dans ce réseau qu'a lieu la réplication du
génome viral médiée par NS5B qui produit un ARN intermédiaire a brin négatif, nécessaire
pour produire de nouveaux ARN a brin positif. Ces derniers peuvent étre a nouveau traduits
pour former de nouvelles protéines virales ou servir de base a un nouveau cycle de réplication

ou encore étre intégrés dans les particules infectieuses nouvellement assemblées.

(1) La morphogenése (I’assemblage, la maturation ou la sécrétion des virions et le

relargage ou transmission cellule a cellule des virions néo-synthétises) :

A la fin de la maturation post-traductionnelle, les protéines de la capside vont
s'accumuler autour des goutelettes lipidiques (LD) et les glycoprotéines E1 et E2 vont
s'enchésser dans la membrane du reticulum endoplasmique (RE) du fait de leur hydrophobie
(Sarkar et al., 2014). La co-localisation des protéines de I'enveloppe et des protéines du
complexe de réplication et la proximité avec la protéine C vont favoriser le bourgeonnement

et la formation des virions dans la lumiére du RE
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Figure 9: Cycle du virus de I'hépatite C (Pereira & Jacobson, 2009)
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Le VHC se lie a différents récepteurs membranaires (1) qui vont entrainer son endocytose (2). Les membranes
de la vésicule d'endocytose et du VHC vont fusionner libérant ainsi le virus dans la cellule (3). L&, il va étre
traduit une premiére fois et les protéines virales vont remodeler le réticulum endoplasmique (4) pour
promouvoir sa réplication (5). Le virus va ensuite s'assembler dans la cellule (6) avant d'étre maturé via les
gouttelettes lipidiques (7) puis sécrété (8).

1.4.2.2. Les hépatites toxiques

11 s’agit des 1ésions de types variés provoquées par des produits dits hépatotoxiques et
survenant dans des circonstances bien particulieres.

Les hépatites toxiques sont dues pour la plupart & un certain nombre de substances
telles que le tétrachlorure de carbone et d’autres solvants chimiques dits industriels (Ortega-
Alonso & Andrade, 2018), des antalgiques (le paracétamol), des champignons (I’amanite
phalloide), le phosphore blanc, les herbicides (le paraquat), certains végétaux (le gin, le
charbon a glu en Algérie), I’isoniazide, I’alcool et les aflatoxines. Ces diverses substances

déterminent une hépatite cytolytique, pouvant entrainer la mort par insuffisance
hépatocellulaire grave (Lata, 2010).

Dans la plupart des cas, ces composes sont biotransformés au niveau du foie en
métabolites réactifs. Ces derniers endommagent les hépatocytes, entrainant ainsi 1’hépatite

dite toxique.

En cas d’hépatite toxique, les tests hépatiques montrent une augmentation des taux des
aminotransférases et/ou des phosphates alcalines, et/ou du gamma glutamyltranspeptidase
(Bilgic et al., 2017; Hernandez Marcos et al., 2016).

1.5. Mécanismes généraux de dommage cellulaire
La lésion cellulaire est causée par les molécules réactives formées au cours du
métabolisme. Ces métabolites toxiques réagissent avec les biomolécules avec pour
conséquences la formation :

- soit des interactions non covalentes telles que la peroxydation lipidique, la génération
des radicaux d’oxygenes réactifs (toxiques), des réactions causant la déplétion du glutathion et
la modification des groupements sulfudryls.

- soit des interactions covalentes dont les cibles peuvent étre I’ADN, les protéines, les
peptides, les lipides et les glucides (Chao et al., 2018; Rocco et al., 2014).

Les systémes biologiques sont le siege de production d’especes réactives oxygenés tels

que : 0,°, °OH, ROO°, H,0; et d’autres composés. Ces especes réactives d’oxygeéne peuvent
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créer au niveau des cellules des dommages pouvant conduire a la mort de la cellule (Cavalieri
et al., 2002).

Outre la production issue du métabolisme, le nombre de ces espéces réactives, dont les
demi-vies sont bréves, augmente suite a des irradiations diverses ou alors des facteurs
environnementaux. Parmi ces especes, on peut citer (Thomson & Arthur, 1999):

- le péroxyde d’hydrogene (H,O5), le radical hydroperoxyl (HO,°) avec des demi-vies
de I’ordre de la minute.

- le radical péroxyl (ROO°®) et I’oxyde nitrique (NO®) avec des demi-vies de 1’ordre de
la seconde.

- le peroxynitrite (ONOO") avec une demi-vie de I’ordre de la milliseconde

- T’anion superoxyde (O, ), oxygene singulet (‘O;) et de radical alkoxyl (RO°) avec
des demi-vies de I’ordre de la microseconde.

- leradical hydroxyl (HO®) avec une demi-vie de I’ordre de la nanoseconde.

L’augmentation de la formation de O, et des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)

dérivées de O, a été appelé stress oxydatif (Wang et al., 2018).

Le stress oxydatif peut étre initié dans les hépatocytes par de nombreux xénobiotiques
capables d’un cycle redox. Cependant, le radical O," est un produit dérivé normal des
processus consommant de 1’oxygeéne dans divers compartiments cellulaires
(0,+ &8 —— 0O,"). L’anion superoxyde formé (O, ) est rapidement converti en H,O, sous
I’action de la superoxyde dismutase (Figure 10).

Dans les mitochondries, sources les plus importantes de production (in vivo) des ERO
(Boveris & Cadenas, 1975; Chance et al., 1979; Loschen et al., 1971), la réduction de
I’oxygéne en eau avec quatre électrons, qui a lieu au niveau des cytochromes oxydases, ne
permet pas la sortie d’O," et la formation ultérieure du peroxyde d’hydrogéne (H,O,).
Cependant, une sortie de H,O, survient au site ubiquinone/cytochrome b (Johnson et al.,
1986) (Figure 10).

Dans le cytosol, les enzymes a flavoprotéines présentes sont capables d’une réduction
univalente de I’oxygene. L’une d’entre elles, la xanthine oxydase, jouerait un role critique
dans la Iésion hépatique (Figure 10).

Dans le réticulum endoplasmique, de I’O," fait a partir du cycle du cytochrome Psg et

est sous D’action de flavoprotéines impliquées dans la réaction a mono-0Xygénase
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(Gustafsson, 1980) (Figure 10). Les substrats de mono-oxygénase peuvent accélérer la
vitesse de base de formation de H,O, dans les microsomes hépatiques.

Dans les peroxysomes, certaines enzymes permettent la production de H,O, sans

passer par O,” (X.-F. Chen et al., 2018; D. van der Vlies et al., 2003) (Figure 10).
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Figure 10: Formation des espéces réactives d’oxygene (ERO) et mécanisme de défense
contre les dommages dues aux ERO (Van der Vlies et al., 2003)

CAT = catalase, GPx = glutathion peroxydase, GR = glutathion réductase, SOD =
superoxyde dismutase, GSH = glutathion réduit, GSSG = glutathion oxydé.

Ni le radical O," , ni H,O, n’altérent fortement I’intégrité cellulaire. Cependant, en
présence de métaux de transition réduits (Fe?*, Cu®"), le radical hydroxyl HO®°, hautement

réactif, est formé a partir de H,O, et de O, par la réaction d’Haber-Weiss (Kehrer, 2000).

Fe®* + O —— Fe* +0,
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Fe** + H,0, ——> Fe®" + OH + OHP® (Réaction de Fenton)
Bilan: O;" + H,O, —> O,+ "OH + OH?® (Réaction d’Haber-Weiss)

Le radical HO® attaquera virtuellement toutes les molécules de son voisinage et peut
conduire soit & une peroxydation, soit a une perturbation fonctionnelle des protéines. Lorsque
H,0, envahit le noyau et atteint un endroit ou le fer ferreux est présent pres de I’ADN, une
l1ésion du matériel génétique peut aussi survenir, a I’origine d’une cassure des brins.

Les différentes 1ésions de la cellule peuvent conduire, s’il n’y a pas réparation, a la
mort de celle-ci. Cette mort peut survenir par deux meécanismes distincts : la nécrose et
I’apoptose. En plus, certains composés chimiques et mémes certaines cellules du "soi" sont

dites cytotoxiques pour la cellule car conduisant a la mort de celle-ci.

1.6. Méthodes expérimentales d’induction des hépatites toxiques

Plusieurs composés sont utilisés au laboratoire pour induire chez I’animal, in vitro
et/ou in vivo, une hépatite ou d’autres hépatopathies. Les animaux d’expérience couramment
utilisés sont le rat et/ou la souris dans le cas d’une étude in vivo et les hépatocytes primaires
humain, de rat ou de souris et certaines lignées cellulaires d’hépatocyte humain sont utilisés
pour les études in vitro.

Compte tenu de la panoplie d’agents toxiques pouvant induire ces maladies, seulement
les agents dont les mécanismes d’action sont bien connus et couramment utilisés sont
exploités. C’est ainsi que pour induire au laboratoire une hépatite toxique in vitro ou in vivo,
le tétrachlorure de carbone (CCly) ou le paracétamol ou acétaminophene ou N-acétyl-p-
aminophénol (APAP) sont généralement utilises. Ces deux toxiques induisent les hépatites par

les mécanismes différents.

1.6.1. Mécanisme moléculaire d’hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de

carbone

Lorsque le CCly est ingéré ou inhalé par accident, il subit un métabolisme activateur
par clivage sous 1’action de 1’isoforme 2E1 du cytochrome P450(CYP2E1) et aboutit au radical
libre trichlorométhyl (°CCls) (Figure 11). Le radical °CCl; formé, réagit avec 1’oxygene
moléculaire (O;) pour former un autre radical, le trichorométhylperoxyl (°CCI30;) qui est le
métabolite reactif responsable de la toxicité du CCl,. Ce métabolite provoque la déplétion du
glutathion et I’inhibition des enzymes antioxydants avec pour conséquence une surproduction

d’espéces réactives a I’oxygeéne (ERO). L’exceés d’EOR et de °CCl30; initient par la suite le
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processus de péroxydation lipidique entrainant la perturbation de la permeabilité membranaire
et donc la destruction de la membrane plasmique et la mort des hépatocytes par nécrose (Han
et al., 2019; Otrubova et al., 2018)
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Figure 11: Biotransformation hépatique du tétrachlorure de carbone et initiation des
dommages cellulaires (Recknagel et al., 1989)

1.6.2. Mécanisme moléculaire d’hépatotoxicité induite par le paracétamol

Le paracétamol ou N-acétyl-para-aminophénol (APAP) est 1’analgésique et
I’antipyrétique de référence le plus utilisé a travers le monde. Il est recommandé a la dose
thérapeutique de 4 g par jour par kilogramme de masse corporelle et est bien supporté par
I’organisme a cette dose (Nourjah et al., 2006). Ingéré a de fortes doses, il constitue un
risque important de dommages pour le foie. Dans les cas séveres, ces surdoses peuvent
entrainer la mort (Breitbach et al., 2015). Une fois ingéré, I’APAP est largement métabolisé
au niveau du foiepar les enzymes de la phase Il des réactions de biotransformations (Figure
12). Environ 60 % sont transformés en conjugués glucuronides, 35 % en dérivés sulfates et 5

% pris en charge par les enzymes du cytochrome P450 CYP2EL et bio-transformes en N-
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acetyl-para-benzoquinone-imine (NAPBQI), le métabolite réactif responsable de la toxicité de
I’APAP (Chao et al., 2018).

Lorsqu’une dose élevée de paracétamol est ingérée, les voies de conjugaison en
dérivés glucuronides et sulfates deviennent saturées et celle du cytochrome P450
majoritairement utilisée. Dés lors, la "mixed function oxydase (MFO)" convertit le
paracétamol en N-acétyl para benzoquinone imine (NAPBQI) qui est le principal métabolite
réactif. L’excés de NAPBQI qui en résulte fixe les réserves de glutathion cellulaire (pouvant
entrainer la déplétion du glutathion), se lie de maniere covalente aux protéines spécialement
celles de la membrane mitochondriale, causant le dysfonctionnement mitochondriale et le
stress oxydatif (Jaeschke et al., 2003a). Ce stress oxydatif provoque la peroxydation des
lipides membranaires avec pour conséquence la perte de 1’intégrité membranaire.
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Figure 12: Métabolisme hépatique du paracétamol (Mégarbane, 2017)
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1.6.3. Protocoles expérimentaux

Les protocoles d’utilisation de chacun des toxiques sont diversifiés.

Le CCl, est généralement dissout dans 1’huile de mais ou d’olive dans les proportions
1:3 v/v et est administré in vivoest par voie intra péritonéale (i.p.) ou sous cutané (s.c.) aux
doses d’intoxication variant de 0,3 a 0,7 ml/Kg et, de 0,05 a 0,07 ml/Kg de masse corporelle
respectivement chez le rat et la souris. Le modéle d’hépatite induite par I’APAP quant a lui est
induit per os (p.o.) aux doses de 300 mg/Kg et, 1 a 3 g/Kg de masse corporelle respectivement
chez la souris et le rat.

Dans le cas de l’intoxication au CCly, I’hépatite est effective 24 heures apres
intoxication et est marquée par une élévation du taux sérique de 1’enzyme ALAT de
localisation principalement hépatique (Jaeschke, 2015). Dans le cas du paracétamol,
I’hépatite s’installe généralement 6 a 12 h chez la souris et 24 a 48 h chez le rat apres
intoxication et est caractérisé par une élévation du taux sérique de I’enzyme ALAT une
déplétion en glutathion, une modification chimique des macromolécules et un stress oxydatif.

In vitro, les meilleurs modéeles cellulaires d’étude d’hépatite toxique en laboratoire
sont les cultures d’hépatocytes primaires humains ou de souris car elles reproduisent quasi
totalement la pathophysiologie in vivo de la plupart des toxiques utilisés pour I’induction de
I’hépatite, parmi lesquels I’APAP et le CCl; (Ramachandran & Jaeschke, 2018).
Cependant, les doses utilisées aprés culture d’hépatocytes sont variées. Nous pouvons

mentionner les doses de 15 mM (Tsuji et al., 1994) et de 4 mM pour le CCla.

Toutefois, quelles que soient les modeéles cellulaires, une étude dose-réponse du toxique
utilisé pour I’induction de 1’hépatite en fonction de la densité des cellules doit étrefaite afin
d’établir les conditions expérimentales adéquates permettant d’étudier les mécanismes de
toxicité dudit toxique. L’hépatotoxicité de ces composés est généralement mise en évidence
par une élévation du taux de transaminases sériques et une formation massive du
malondialdéhyde (MDA), un produit terminal de la peroxydation des lipides membranaires
(Jaeschke, 2015).

1.7. Modeles expérimentaux d’étude du virus de I’hépatite C
Plusieurs modeles d’exploration des différents aspects de I’infection virale in vitro et
in vivo ont été mis sur pied de modeéles.
Dans le cas des modéles d'étude in vitro, différents systéemes ont éte développes,

I’objectif étant d'explorer efficacement lesétapes du cycle viral que sont: l'entrée, la
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réplication, l'assemblage et la libération des virions. Il s'agit entre autres des réplicons

subgénomiques et des particules virales infectieuses produites en culture cellulaire (HCVcc).
Ces deux systémes représentent des outils importants pour I'identification de nouveaux

agents inhibiteurs du VHC, mais limités par le type cellulaire et les souches virales qui

peuvent étre étudiées.

1.7.1. Les réplicons subgénomiques

Les réplicons subgénomiques sont par définition des molécules d'’ARN capables
d'auto-amplification. Dans le cas du VHC, il s'agit d’ARN chimériques capables de répliquer
une partie du génome viral. Ils ont été développés pour la premiere fois par (Lohmann &
Bartenschlager, 2014) a partir d'un isolat viral du VHC de génotype 1b (isolat Conl).

Les réplicons subgénomiques du VHC sont construits en enlevant du génome viral, les
génes structuraux, p7 et parfois NS2; puis en insérant a l'extrémité 5 non codante, un
marqueur de sélection qui est un géne de résistance a la néomycine (antibiotique encore
appelé G418). Ce gene qui est celui de la néomycine phosphotransférase ou neo est sous la
dépendance de I'lRES (Séquence de I'ARNm sur laquelle se fixe le ribosome pour initier la
traduction) du VHC. A [l'extrémité 3' du géne neo, on insere I''RES du virus de
I'encéphalomyocardite (EMCV) qui contréle I'expression des génes non structuraux du VHC
(NS3-NS5B). Une fois les réplicons construits, on les introduit dans les cellules Huh-7
(lignées humaines d'hépatocytes cancéreux, hautement permissives au VHC) par transfection.
On obtient alors 3 types de cellules: des cellules sans réplicons, des cellules avec des
réplicons incapables de s'auto-amplifier et des cellules avec des réplicons capables d'auto-
amplification. Seules les cellules Huh-7 capables de supporter la réplication des ARN
subgénomiques transfectés vont se multiplier sur milieu G418 et pourront ainsi étre utilisées
(Figure 13) (Steinmann & Pietschmann, 2013).
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Figure 13: Le systeme réplicon subgénomique du VHC (Steinmann & Pietschmann,
2013)

Aprés Dintroduction des systémes réplicons en 1999, d’autres réplicons
subgénomiques ont été développés. On peut citer entre autres :

- des réplicons subgénomiques contenant des genes rapporteurs qui ont facilité
I’exploration des mécanismes de réplication du VHC comme le géne de la luciférase (Frese et
al., 2002), des protéines fluorescentes comme la green fluorescent protein (GFP) ou de la R-
lactamase (Steinmann & Pietschmann, 2013) ;

- Des réplicons subgénomiques générés a partir d'autres isolats du VHC qui ont pu étre
construits avec des souches virales de génotype 1, 2, 3 et 4.

1.7.2. Systeme HCVcc ou particules virales infectieuses produites en culture
cellulaire
Malgré les progres réalisés avec les systemes réplicons, le manque de production de
virions en culture cellulaire était un inconvénient majeur. Ceci a cause des mutations
adaptatives qui bloquent l'assemblage viral. Cet inconvénient va étre dépassé avec
I'identification d'un isolat viral d'origine asiatique capable de générer des virions infectieux.
En effet, en 2001, une souche du VHC de génotype 2a a été isolée chez un patient japonais
atteint d’'hépatite fulminante. Cette souche a été baptisée clone Japanese fulminant hepatitis-1
(JFH-1) et utilisée pour la construction d'un ARN subgénomique (Kato et al., 2015). Des
essais en culture cellulaire vont montrer que cet ARN subgénomique de JFH-1 se réplique
efficacement dans les cellules de la lignée Huh-7. En 2005, trois équipes de chercheurs ont
tenté directement d'électroporer les cellules Huh-7 avec de I'ARN génomique du clone JFH-1.

Les résultats de leurs travaux ont montré que cette électroporation entrainait la production de
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particules virales infectieuses capables de coloniser des hépatocytes naifs, d'ou la naissance
du modele VHCcc (Xu & Zhong, 2016).

Des améliorations ont été opérées par la suite sur ce modéle afin daugmenter
laproduction des particules VHCcc. C'est ainsi que des ARN chimériques intra- et inter-
génotypiques ont été développés (Figure 14). Ces chimeéres ont été concues en remplacant
lessequences core a NS2 de JFH-1 par celles d'autres isolats de mémes génotypes ou de
génotypes différents. De plus, afin de faciliter la détection des cellules infectées et de
quantifier le niveau d'infection, des clones JFH-1 exprimant un gene rapporteur comme la
GFP ou la luciférase ont eté développés (Vieyres & Pietschmann, 2013). L'avantage de
cemodele est qu'il permet désormais d'étudier chaque étape du cycle viral complet du VHC. II
a permis de réaliser des progres dans la compréhension des étapes d'assemblage et de
sécretion,de compléter et/ou confirmer les résultats obtenus avec les autres systémes d'étude

sur I'étaped'entrée et le réle des récepteurs cellulaires impliqués dans cette étape.
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Figure 14: structure de quelques génomes dérivés de JFH-1(Woerz et al., 2009)

(@) Structure d'un génome chimérique inter-génotypique formé entre les séquences NS3-5B de JFH-1 (génotype
2a) et les séquences core a la portion transmembranaire de NS2 des isolats H77 (génotype 1a) ou Conl
(génotype 1b). (b) Structure d'un génome chimérique intragénotypique formé entre les séquences core a NS2 de
I'isolat J6 (génotype 2a) et les séquences NS3-5B de I'isolat JFH-1. Ce génome est aussi appelé Jcl. (c)
Structure d'un réplicon génomique bicistronique rapporteur de JFH-1. La région 5'NTR dirige la traduction du
géne de la luciférase (Luc) pendant que les genes viraux sont sous la dépendance de I'IRES de I'ECMV (E-I). (d)
Structure d'un génome monacistronique rapporteur de JFH-1.Tous les génes du VHC ainsi que le géne de la
luciferase Renilla (Rluc) sont tous sous la dépendance de la région 5'NTR du VHC. (e) Structure d'un génome
monocistronique rapporteur de Jcl. Les génes du VHC ainsi que ceux de la proteine fluorescente verte (green

31



fluorescent protein ou GFP) sont controlés par la région 5'NTR du VHC.

Par ailleurs, il est important de noter que plusieurs modéles d’étude in vivo utilisant
des animaux sont aujourd'hui utilisés. Ces types vont du model chimpanzé aux souris

humanisées, plus accessibles.

1.8. Mécanismes de défense contre les oxydations et traitement des
hépatopathies
1.8.1. Mécanisme généraux de défense contre les oxydations

La lutte contre les oxydations peut étre résumée de facon générale par la défense

endogene par des enzymes et 1’utilisation des antioxydants.

1.8.1.1. Défense par I’intermédiaire des enzymes
Certaines enzymes se comportent comme antioxydants en agissant de trois manieres
(Dalton et al., 1993):

e Par consommation de l’oxygene

Les enzymes de la classe des oxydases utilisent I’oxygéne comme accepteur d’électrons.
On peut citer entre autres la glucose oxydase, la xanthine oxydase, la thiol oxydase, la
galactose oxydase,

e Par destruction des especes réactives oxygénés

Il s’agit de I’ceuvre des enzymes telles que la superoxyde dismutase et la catalase. Les

réactions qu’elles catalysent sont les suivantes :

20y +2H' —Swrewde , pro 4 Q,

Dismutase

2H,0, —%dee s 2HO + O,

e Par catalyse de la destruction des peroxydes lipidiques
La glutathion peroxydase peut catalyser la réduction des hydropéroxydes couplés a

I’oxydation du glutathion suivant I’équation :

ROOH + 2GSH Guutathion perowydase ,  GSSG + H,O + ROH

Peroxyde Glutathion réduit Glutathion oxydé

Le glutathion, qui est un tripeptide synthétis¢ a partir de I’acide glutamique, la

cystéine et la glycine, participe au mécanisme de défense des systemes biologiques (Figure
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15) contre les radicaux libres et les métabolites toxiques (Reed, 1990; Nagalakshmi &
Prasad, 2001;).

L-glutamate
+
L-cystéine

v-GCS

\
v-glutamylcystéine

Gsl— L-glycine

\

H0 GSH NADPH
GPx GR
CAT
O, + H,O HyO; GSSG NADP"
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a-tocophérol

a-tocophérol®

ascorbate ascoybate”

GSSG GSH

Figure 15: Relations entre les enzymes-oxydants et le glutathion (Van der Vlies et al.,
2003).

v-GCS = y-glutamylcystéine synthétase, GS = gluthation synthétase, GPx =
glutathion peroxydase, GR = glutathion réductase, SOD = superoxyde dismutase,

CAT = catalase.
En cas de déplétion du taux de glutathion cellulaire d’environ 20 a 30%, il s’installe un
déséquilibre entre prooxydants et antioxydants en faveur des premiers (Nagalakshmi &
Prasad, 2001). Ce déséquilibre definit le stress oxydatif (Sies, 2000; Storz & Imlayt, 1999).
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Pour protéger les biomolécules contre les oxydations favorisées par ce phénomeéne, le

glutathion réduit est régénéré par la glutathion réductase suivant I’équation :

GSSG + NADPH + H' —Guathionréductase 9 GSH  + NADP!

Glutathion oxydé Glutathion réduit

Dans tous les cas, on note une relation claire entre les enzymes - oxydants et le

glutathion (Figure 15).

1.8.1.2. Les antioxydants
L’utilisation des antioxydants permet de minimiser ou de limiter les phénoménes
d’oxydation (Sies, 1993).
Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories, selon les meécanismes
spécifiques de lutte contre 1’oxydation. C’est ainsi qu’on distingue :

- Les antioxydants primaires ou antiradicalaires : ils sont capables d’interrompre la
chaine autocatalytique en bloquant les radicaux libres par transfert d’un radical (Ahmadipour
etal., 2015) ;

- Les antioxydants secondaires dits préventifs : ils sont capables de retarder 1’oxydation
par des procédés autres que I’interruption de la chaine d’autooxydation ou tout simplement
d’empécher la production des radicaux libres, a I’origine des réactions d’oxydation. Dans ce
groupe, il existe des facteurs endogénes majeurs utilisant divers mécanismes : ce sont les
réducteurs et les chélateurs de métaux (Van der Vlies et al., 2003).

- Les antioxydants d’origine naturelle: ils sont tres abondants dans le monde végétal
(Chalchat et al., 1997). A cause de leur absence ou de leur faible toxicité pour la plupart, ils
sont recommandés pour la lutte contre les phénomeénes d’oxydation (Aruoma et al., 2002).
On peut les regrouper en cing grandes familles & savoir Les composés phénoliques, les dérivés
dicétoniques actifs par la présence conjointe des fonctions cétone et phénol, 1’acide
ascorbique ou vitamine C agissant principalement comme réducteur de 1’oxygene, les
caroténoides dont I’activité antioxydante peut s’expliquer par leur capacité a désactiver
I’oxygene singulet et les composés azotés, parmi lesquels les alcaloides, certains acides
aminés (méthionine, proline, arginine, cystéine et thréonine) et ’ADN dont les propriétés

antioxydantes sont synergistes a celle de la vitamine E.
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1.8.2. Traitement des hépatites et des autres hépatopathies
Les traitements curatifs proposés aux patients atteints d’hépatites ou d’autres
hépatopathies sont de deux ordres ; ceux proposés par la médicine moderne, et les traitements

a base de plantes médicinales.

1.8.2.1. Médecine moderne
1.8.2.1.1. Traitement de quelques syndromes

En cas du déficit albuminique, les perfusions d’albumine humaine sont sollicitées,
mais ce traitement est temporaire et présente également des inconvénients (réactions fébriles,
surcharge volumique avec cedémes pulmonaires, ....).

Le traitement du syndrome de I’insuffisance hépatocellulaire fait souvent appel a
I’administration de la vitamine K, le tolbutamide qui a montré une amélioration a court terme
et le glutathion qui semble avoir plus d’effet. L azotioprine est utilisé contre les syndromes
inflammatoires des cirrhoses. Les cholérétiques sont par ailleurs utilisés et permettent de

capter les sels biliaires dans le tube digestif, évitant ainsi leur réabsorption.

1.8.2.1.2. Traitement des hépatites toxiques

En général, s’agissant des hépatites médicamenteuses ou toxiques, le traitement peut
consister en I’arrét de la prise du médicament ou de I’exposition au toxique en cause. Cet arrét
entraine une amélioration progressive en ce qui concerne les formes mineures. Pour les
formes majeures, de nombreuses tentatives thérapeutiques sont entreprises en fonction des
symptdmes. Ainsi, les corticoides sont administrés a la dose journaliére de 20 a 30 mg et
réduite de 5 mg tous les 8 & 15 jours, jusqu’a la dose minimale nécessaire pour obtenir une
normalisation des transaminases sériques. L utilisation de 1’azathioprine a la dose de 50 a 100
mg par jour permet aussi de renforcer 1’efficacité des corticoides et d’en réduire la posologie.
L’usage des diurétiques comme le fucosémide isolément ou en association est parfois
nécessaire.

Dans les cas d’intoxications séveres au paracétamol ou au tétrachlorure de carbone, le
N-acétyl-cystéine, un précurseur du glutathion cellulaire est généralement administré par voie
orale ou intraveineuse. Cependant, il présente I’inconvénient qu’il doit étre administré dans
les 8 h qui suivent I’intoxication (Bebarta et al., 2010). En somme, le traitement consiste en
une administration des produits ayant une action généralement détoxiquante.

Ainsi, les corticoides sont administrés a la dose journaliere de 20 a 30 mg et réduite de
5mg tous les 8 a 15 jours, jusqu’a la dose minimale nécessaire pour obtenir un état géneral
satisfaisant, une normalisation des transaminases et du chiffre des gamma globulines.

35



Cas spécifique de la silymarine

La silymarine est extraite des fruits de Silypbum marianum (Compositae) et est utilisée
en thérapeutique comme agent hépatoprotecteur de référence grace a ses activités
antihépatotoxiques. En effet, la silymarine s’est avérée efficace lors de son utilisation dans le
traitement des pathologies trés proches du dommage hépatique, incluant la cirrhose,
I’hépatite, les nécroses et les maladies médicamenteuses et alcooliques. Elle agit par son
habileté a inhiber les facteurs responsables de dommage hépatique couplée a I’action des
facteurs stimulant la production de nouvelles cellules hépatiques, en remplacement de celles
usées.

En somme, la silymarine est d’une part un agent protecteur effectif du foie, son
hépatoprotection étant attribuée a son habileté a induire une augmentation de la concentration
intracellulaire du glutathion, substance requise pour les réactions de détoxification des

cellules hépatiques ; d’autre part, elle est un agent de régénération cellulaire.

1.8.2.1.3. Traitement de I’hépatite virale C

En ce qui concerne les hépatites virales, les interférons sont utilisés en clinique pour
leurs traitements. C’est ainsi que les interférons o sont utilisés pour le traitement de 1’hépatite
B alors que la forme a-21 est utilisée pour le traitement de 1’hépatite C. L'un des problémes
liés a l'utilisation I'lFNa. est sa faible stabilité dans le sang qui nécessite une administration
réguliére. Par ailleurs, il n’est efficace que chez moins de 40 % des patients traités et ils
présentent des effets secondaires indésirables tels que la fievre, les maux de téte, la fatigue,
etc... (Sarrazin et al., 2010; Sarrazin & Zeuzem, 2010; Schaefer & Mauss, 2008).

Une autre thérapie consiste a utiliser des agents antiviraux a action directes (DAAS).
En effet et par définition, les DAAs ou Direct-acting antiviral agents sont des agents
antiviraux qui ont une cible directe sur le virus. Aujourd'hui, la recherche pharmacologique
contre I'népatite C est de plus en plus tournée vers ces DAAs. Ces agents ciblant pour la
plupart les protéines non-structurales du complexe de réplication, plus efficaces et mieux
tolérés par les patients (Pawlotsky, 2013; Polyak et al., 2013). On distingue en effet: des
inhibiteurs de protéase virale NS3/NS4A, des inhibiteurs de la protéine NS5A, des inhibiteurs

de polymérase virale NS5B.

En somme, le traitement médicamenteux consiste en une administration des produits
ayant une action soit detoxiquant, soit a visée hépatobiliaire, soit antivirale ou alors des

produits qui peuvent rompre les ponts disulfures des protéines et du glutathion.
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1.8.2.2. Médecine traditionnelle

L'utilisation de la phytothérapie dans la gestion des affections hépatiques aussi bien
toxiques que virales est un fait en medicine traditionnelle, mais reste un probleme dans le
domaine médical a cause :

- du manque ou d’insuffisance de recherches démontrant l'efficacité réelle des plantes
médicinales et rapportant leurs effets toxiques ;

- I’inexploitation des résultats des recherches menées qui restent pour la plupart au
niveau des connaissances théoriques, mais non utilisés dans les systemes de santé.

Plusieurs travaux ont rapporté 1’effet des extraits deplantes sur le VHC. C’est ainsi que
des extraits éthanoliques des feuilles de Toona sureni (Méliaceae), Melicope latifolia
(Rutaceae), Ficus Fistulosa (Moraceae) et des tiges de Melanopelis multiglandulosa
(Euphorbiaceae) ont été criblés sur des cellules de la lignéeHuh-7.5 et des souches virales du
VHC de 9 génotypes différents (1a-7a, 1b et 2b) et, ont montré une activité anti-VHC avec
des concentrations inhibitrices 50 (CI50) de 13,9; 3,5; 15 et 17 pg/mL respectivement
(Wahyuni et al., 2013). De méme, sur le modéle HCVce, I’activité des extraits de Trichilia
drageana (Meliaceae), Detarium microcarpum (Caesalpinaceae), Phragmanthera capita
(Loranthaceae) et Khaya grandifoliola (Meliaceae) avec des Clsgrespectifs de 16,16; 1,42; 13,
17 et 2,33 pg/mL a été démontrée (Galani et al., 2015; Galani et al., 2016).

Toutes ces études et bien d'autres qui décrivent les activités des plantes médicinales

ont permis de cribler celles ayant un fort potentiel anti-VHC.

Les tableaux | et Il ci-aprés nous présentent respectivement les plantes et les composés
ayant un fort potentiel anti-VHC.
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Tableau I: Plantes médicinales ayant un fort potentiel anti VHC

Modéles

Parametres

Espéces Familles expérimentaux Toxiques modulés Références
Lveium CYP2E1, (Xiao et al.,
y Solanaceae | Souris (in vivo) CCly ALAT, SOD, | 2012)
barbarum
CAT
CYP2E1L, (Liu et al.,
Rosa N ALAT, 2011)
laevigata Rosaceae Souris (in vivo) APAP ASAT. GSH,
SOD
APAP ALAT, (Vargas-
Sylibum Asteraceae Rat et souris (in ccl " | ASAT, LDH, | Mendoza,
marianum Vivo) cis Iat4i’ne GSH, MDA, | 2014)
P CAT, SOD
Rhinacanthus : Rat et souris (in i ALAT, (Shyamal
nasuta Leguminosae Vivo) AFB -1 ASAT, GSH | etal., 2010)
Nrf2, ALAT, | (Njayou et
Khaya Meliaceae Rat et souris (in |  APAP, | ASAT, LDH, | al.,, 2013,
grandifoliola vivo et in vitro) | CCls, H20, | GSH, MDA, | 2015, 2016)
CAT, SOD
Ent_anda Mimosaceae | Cellules HCO4
africana
ALAT: alanine aminotransférase; ASAT: Aspartate aminotransférase; APAP: acétaminophéne;

CCl,:tétrachlorure de carbone; GSH: glutathion; CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase; LDH:lactate
déshydrogénase; MDA: malonedialdehyde; Nrf2: Nuclear factor erythroid-2 related factor-2 ;CYP2EL:
Cytochrome P450 2E1
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Tableau Il : Composés chimiques ayant un potentiel anti VHC

Groupes Toxques, Parameétres | _ ...
chimiques Noms Structures ,m'odeles modulés Réferences
expéerimentaux
oH (Madrigal-
A .. | ALAT, Santillan
Silibinine | Ay g A B s CClusourts (N 1 ASAT, 50D, | etal,
' _ Vivo) CAT, GSH, | 2014)
Ho Ho' MDA, LDH
0 OH
Flavonoides
et . . Omar et
COMPOsEs | Tangeretin Cisplatine, rats, | N AT |
phénoliques (in vivo) MDA
9 APAP, cellule | CYP2E1, | (Panget
Acide 7 COH | L-02 (invitro) | Nrf2, ALAT, | al., 2015)
caféique HO souris (in ASAT, SOD,
Vivo) CAT, MDA,
Bax, Cyt c, .
Lupeol APAP, rats, (in | capase 3 et gjl}ggs&;r
Vivo) 9, ALAT, 2012) '
ASAT, GSH
Terpénoides | 7- . ~ ]o
oxogedunin J Je | D- ALAT, (Ninomiya
o N ~o galactosamine, | ASAT, etal.,
— souris, (in MDA, SOD, | 2016)
7- Y Vivo) CAT
deacetoxy-
7- ) X{ |.{;,_ {.O
oxogedunin S O
-
Acide oyl | Nrf2, ALAT, .
Saponine glycyrrhi- \.ﬂ»”r \C/:IS(;; souris (in SOD, CAT, g(glrg;abln,
zique Al MDA, GSH

ALAT: alanine aminotransférase; ASAT: Aspartate aminotransférase; APAP: acétaminophéne;
CCI4: tétrachlorure de carbone; GSH: glutathion; CAT: catalase; SOD: superoxide dismutase;
LDH: lactate déshydrogénase; MDA: malonedialdehyde; Nrf2: Nuclear factor erythroid-2 related
factor-2; CYP2E1: Cytochrome P450 2E1; Bax: Bcl-2 associated X protein; Cyt ¢: Cytochrome C;

JNK: c-Jun N-terminal kinase.
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1.9. Présentation de la plante médicinale investiguée (Desmodium adscendens) et des
travaux antérieurs

L’origine du nom du Desmodium adscendens provient du grec "desmos", qui signifie
«lien» ou «faisceau», en allusion aux étamines qui se réunissent en tube a leurs extrémités, et
de "adscendens”, qui représente les propriétés des parties aériennes a ascensionner les troncs
des palmiers a huile. Cette plante médicinale est bien connue dans les lieux humides et
ombragés des régions tropicales et subtropicales d’Amérique, d’Afrique et d’Inde, ou elle est
utilisée de maniére intensive en médecine traditionnelle.

Ses tiges minces, recouvertes de poils fins, sont longues et rampantes. Les feuilles
alternes sont composées de trois folioles obovales ; la foliole centrale est plus développée que
les deux autres folioles latérales. Les fleurs, de petite taille et de couleur blanche a violet clair,
donnent naissance a des fruits, des gousses articulées de couleur verte (Tubéry et al., 2015).

Le Desmodium adscendensest une plante herbacée bisannuelle de la famille des
Fabacées. Les parties employées sont les parties aériennes (tiges et feuilles). En Afrique et
dans le monde, le Desmodium adscendens est utilisé par les tradipraticiens pour diverses
affections hépatiques (Tableau I11).

Photographie 1 : Desmodium adscendens (Tubéry et al., 2015)

L'analyse des principes actifs révéle une concentration de saponines, d'anthocyanes et
de flavonoides. La plante est aussi riche en polyphénols, en tanins et en terpenoides ; les
acides gras insaturés y sont présents dans une concentration maximale de 3%.

L’action du Desmodium adscendens, spécialement dans 1’hépatoprotection, reléve de la
synergie entre plusieurs molécules. Celles qui sont les plus actives sont: Les flavonoides
(vitexine et isovitexine), les saponosides triterpénoidiques : soyasaponines (soyasaponines | et
111, dehydrosoyasaponine 1) et les dérives de la tryptamine (Magielse et al., 2013b).
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L’usage traditionnel du Desmodium adscendens contre 1’épilepsic a suscité une
recherche a 'INSERM, CNRS de Montpellier. DA supprime la phase tonique de convulsion

ainsi que la mortalité induite selon un mode dose-dépendant sur des souris intoxiquées au

Pentylene-Tétrazole (PTZ).

L’étude menée a 1’Université de Metz a montré I’absence de toxicité du Desmodium

adscendens (CIT, 1990). Les tests effectués au Centre International de Toxicologie (Evreux,

France) ont montré :

— La négativité du test du micronoyau sur la souris (Desmodium Adscendens — « Test du

micronoyau chez la souris » (CIT, 1990).

— La négativité du test d’Ames (Desmodium Adscendens — « Essai de mutation reverse
par le test d’Ames » (CIT, 1990).

Ces deux derniers tests éliminant la possibilité de cancérogenese.

Tableau I11: Utilisation de Desmodium adscendens en Afrique et dans le monde

Localité Noms Utilisations ethnobotaniques et méthode Reférence
vernaculaires d’administration
Région du Antidote général contre la morsure de serpent. .
. . . Noumi,
Centre Owondo bekon Le jus de feuilles est appliqué sur la morsure de 2004
(Cameroun) serpent élargie
Aide a la formation de pot pour les enfants.
Sud de Infusion de jeunes feuiﬁes F()200 ml) est Ssegawa &
I'Ouganda MutasukkaKkubo S . - . Kasenene,
administrée par voie orale une fois par jour 2007
La décoction se boit pour éliminer les sorts
Les feuilles sont utilisées pour ne pas attraper
Cameroun Tombolombo froid )
Soulage les douleurs abdominales et dorsales;
arréte les douleurs abdominales post-partum;
soulage les troubles digestifs (flatulence, Sandberg et
bralures d'estomac et mal estomac); et contre al., 2005
_ESt du Strong back Ie§ mfe_ctlons \_/agln_ales. _
Nicaragua Décoction ou infusion des feuilles,
la plante entiére et les racines sont administrées
par voie orale
La décoction ou la perfusion est administrée
par voie orale a traiter les effets secondaires
causés par les morsures de serpent
Au Ghana, la décoction de plantes sert a
traiter I'asthme et d'autres maladies .
Est du o - (N’gouemo
. associée a un muscle lisse
Nicaragua Burbur, Strang- : etal.,
: contraction.
Afrique centrale | back - - 1996b)
: Au Congo, les guérisseurs l'utilisent dans la
occidentale ; : . .
gestion de plusieurs maladies, y compris la
fievre, la douleur et épilepsie.
Au Mato Grosso, la plante est utilisée
uniquement dans le traitement de
I’inflammation de 1'ovaire
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2.1.  Matériel
2.1.1. Le matériel végétal

Les feuilles de Desmodium adscendens ont été fraichement récoltées a Sa’ a
(Département de la Lekié, Région du Centre-Cameroun) avant la floraison (novembre 2012)
et apres la floraison (mai 2013). L'identification botanique des plantes a été effectuée a
I'nerbier national du Cameroun (IRAD, Yaoundé), ou les spécimens de référence sont
conservés sous le numéro 10259 / SRF Cam.

2.1.2. Les animaux d’expériences

Les expérimentations in vitro et in vivo ont été conduites en utilisant comme animaux
d’expériences des rats males albinos adultes de souche Wistar. Ces animaux logés dans des
cages en plastique provienent de I’animalerie du Département de Biochimie, de 1"Université
de Yaoundé | et nourris avec une alimentation standard dont la composition est indiguée en
annexe. L’eau et la nourriture étaient données ad libitum.

2.1.3. Lalignée cellulaire Huh-7

C'est une lignée cellulaire d’hépatomes humains qui a été isolée pour la premiere fois
en 1982 chez un patient japonais de 57 ans atteint d'une tumeur de foie (Nakabayashi et al.,
1982). Elle est hautement permissive au VHCet utilisée pour les tests antiviraux.

Les cellules Huh-7 ont été cultivées sur milieu DMEM supplémenté avec du
glutamax-l et 10% de sérum de veau feetal inactivé, tous fournis par Invitrogen, Life
Technologies, Darmstadt, Allemagne. Elles se multiplient en monocouche dans des plaques
de culture ou sur boites de pétri. Les passages ont été effectués tous les 3 a 4 jours apres
I'obtention de cultures confluentes.

2.1.4. Les systémes réplicons subgénomiques LucUbiNeo-ET

Ces systemes réplicons sont des cellules issues de la lignée Huh-7 et qui ont été
transfectées de maniére stable avec un réplicon subgénomique de souche Conl (génotype 1b)
du VHC. Ce réplicon porte au total 3 mutations adaptatives (2 dans la région NS3 et 1 dans la
région NS4B) qui sont destinées a accroitre son potentiel réplicatif en culture cellulaire. Ce
sont des systemes non-infectieux qui ont été utilisés ici pour cribler I'effet des extraits de
plantes sur I'étape de réplication du VHC. Dans ce cas, il s’est agit des cellules LucUbiNeo-
ET dont la carte genétique est présentee a la figure 16 ci-dessous.

En effet, la lignée LucUbiNeo-ET dérive de Huh-7 et contient un réplicon du VHC
Conl modifié (Lohmann et al., 1999). Le géne de la luciférase de la luciole Photinus pyralis,
géne rapporteur qui a été inclus, se retrouve en plus vers I'extrémité 5', (Krieger et al., 2001).

Ceci permet la detection de la réplication virale par dosage de l'activité de luciférase. Les
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cellules LucUbiNeo-ET ont été cultivées dans du DMEM contenant 10% de SVF, 1% de
pénicilline / streptomycine et G418 0,25 mg / mL.

5= Lluc |5 Neof=— 3 [448] 5A | 5B |3 LucUbiNeo-ET

¢ I I
2 E1202G
Core 342-389 T1280 K1846l

Figure 16: Carte du réplicon subgénomique LucUbiNeo-ET (Frese et al., 2002)

Le réplicon LucUbiNeo-ETest un réplicon subgénomique, bicistronique 1389/NS3-3"' dérivé du réplicon Conl-
ET et qui est composé d'une région 5'NTR, plus les nucléotides 342-389 de la région codant le core, le géne Luc
(codant pour la luciferase de Photinus pyralis), le géne de l'ubiquitine, le géne neo, codant la neomycine
phosphotransferase qui est un marqueur de sélection, I'IRES de I'ECMV qui dirige la traduction des protéines
non structurales du VHC, NS3-5B et la région 3'NTR. Les fleches indiquent les positions des MAR.

2.1.5. Les particules virales : les HCVcc (virus infectieux produits en culture cellulaire)

Le systeme utilisé est constitué d'un virus chimérique de souche JFH-1 dans lequel
I'épitope A4 de la glycoprotéine E1 de génotype 1a a été reconstitué (Goueslain et al., 2010).
Cet épitope facilite la détection du virus dans la celluleinfectée par immunofluorescence
indirecte comme décrite par (Rouillé et al., 2006).
2.2. Méthodes
2.2.1. Préparation des extraits

Des feuilles fraiches de Desmodium adscendens ont été soigneusement lavées, rincées
a l'eau distillée, séchées a température ambiante et broyées. La poudre obtenue (100 g) a été
extraite par décoction avec 3 L d'eau distillée pendant 1 h. Aprés refroidissement, le mélange
a été filtré avec du papier filtre Whatman grade 1 et le filtrat a été séché par lyophilisation
pour obtenir des résidus de couleur vert foncé qui constituent les extraits aqueux de D.
adscendens, nommés DAL et DA2 respectivement pour les feuilles récoltées avant et apres la
floraison.
2.2.2. Evaluation in vitro des propriétés antioxydantes des extraits de D. adscendens
2.2.2.1.  Activités antiradicalaires des extraits de plantes par les tests de piégeage des

radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et hydroxyles (HO");

2.2.2.1.1. Piégeage du radical DPPH°® (Zengin et al., 2010)
Principe

Le principe est basé sur la capacité de piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-I-
picrylhydrazyl (DPPH®) d’une solution) en présence d’un antioxydant (AH) ou d’une entité

radicalaire (R°) suivant les équations de réactions :
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NO, Q NO, Q
O,N N-N + AH O,N NN + A
H
NO, NO,

radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine
NO, Q NO, Q
O,N N—N + Re O,N II\T—N
R
NO, NO,
radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle 2,2-diphényl-1-alkyl-1-picrylhydrazine

Ce piégeage entraine la disparition de la couleur pourpre de la solution de DPPH qui
est matérialisée par la décroissance de la DO a 517 nm et traduisant 1’activité de la substance
ajoutee.

Mode opératoire

Trois mille cent microlitres d’une solution méthanolique de DPPH 40 pg/ml, 50 pl
d’extrait ou de vitamine C (témoin positif) ont été introduits dans les tubes a essai. Le
mélange a ¢été gardé a I’obscurit¢ pendant 30 minutes a température ambiante, puis
I’absorbance a été mesurée a 517nm. La contribution de la coloration due a 1’extrait de plante
a été ensuite soustraite en utilisant 3100 ul d’une solution de méthanol additionnée a 50 pl de
la solution.

Les différents pourcentages de piégeage ont été calculés selon I’équation 1 suivante

[(Dotémoin - (Doessai - Doblanc)] x 100
Dotémoin

%P =

DO «moin = Absorbance en absence d’échantillon a tester (témoin négatif)
DO ¢ss0i = Absorbance en présence d’échantillon a tester

% P = Pourcentage de piégeage
DO pjanc = Absorbance en présence d’échantillon a tester mais sans DPPH
2.2.2.1.2. Activite de piégeage du radical OH° (Su et al., 2009)
Principe
En présence du FeSO,4 et du H,0, il se forme les radicaux hydroxyles (OH"). Ces

derniers, couplés au salicylate de sodium forment un complexe violet qui absorbe a 562 nm.
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L’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la quantité d’anti radicalaire
dans le milieu.
Mode opératoire

Dans chaque tube a essai ont ét¢ ajoutés successivement: 50 pl d’une solution d’extrait
brut, ou de la vitamine C, 0,7 ml de FeS0; (3 mM), 1ml de H,O; (1 mM), 1 ml d’ecau
distillée et 0,4 ml de salicylate de sodium (10 mM). Le mélange a été incubé a 37°C pendant
60 minutes et 1’absorbance lue a 562 nm. La contribution de la coloration due a I’extrait de
plantes a été soustraite en utilisant tous les réactifs sauf le salicylate de sodium qui a été
remplacé par son solvant (eau distillée). Les différents pourcentages de piégeage ont été
calculés suivant I’équation précédente.
2.2.2.2.  Activités réductrices des extraits de plantes par les tests de réduction du

ferricynature de potassium et molybdate
2.2.2.2.1. Réduction du ferricyanure de potassium (Varshney et al., 2012)
Principe :

Il est base sur la reduction du ferricyanure de potassium Ks [Fe(CN) ] en ferrocyanure
de potassium K, [Fe(CN)g] par un antioxydant suivant 1’équation ci-dessous. Cette réduction
se traduit par la disparition de la coloration jaune de la solution qui passe au vert en présence
du chlorure ferrique (FeCl3). L’absorbance de la solution est lue a 700 nm.

Antioxydant
Ks [Fe (CN)¢] + FeClsKf —0 e — [Fe (CN)¢] + FeCl,
Mode opératoire

Dans chaque tube a essai ont été ajoutés successivement 50 pl d’une solution soit
d’extrait, soit de la vitamine C ou de DMSO (controle négatif), 1100 pl de tampon phosphate
(0,2 M; pH 6,6), 1 ml d’une solution de ferricyanure de potassium 0,25%. Le mélange a été
incubé a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement dans un courant d’eau, 1 ml d’acide
trichloroacétique (TCA) 10% a été additionné. Le mélange a ensuite été centrifugé (3000
trs/min, 10 min, 4°C) et 1 ml du surnageant a été prélevé, additionné a 200 ul de FeCl;
(0,02%) et I’absorbance de la solution verte obtenue a été lue aprés 10 minutes a 700 nm. La
contribution de la coloration due a I’extrait de plante a été soustraite en ajoutant 200 pl du
tampon phosphate a la place du FeCls dans les tubes servant de blanc.
2.2.2.2.2. Réduction du molybdate (BlaZekovié¢ et al., 2010)

Principe :
En milieu acide, I’anion phosphore du phosphate de sodium réagit avec le molybdate

d’ammonium pour former I’acide phosphomolybdique. Ce dernier est réduit par un
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antioxydant en bleu de molybdéne. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration en ions phosphores présents dans le milieu. L’absorbance est lue a 695 nm.
Mode opératoire :

Dans chaque tube a essai ont été ajoutés successivement 50 ul d’une solution d’extrait
ou de la vitamine C, puis 1000 pl de la solution d’acide sulfurique (0,6 M), 1050 pl de la
solution de phosphate de sodium (28 mM) et 1050 pl de la solution de molybdate
d’ammonium (4 mM). Le mélange a ensuite été incubé a 95°C pendant 90 minutes. Apres
refroidissement a température ambiante, les absorbances ont été lues a 695 nm. La capacité
antioxydante a été estimée en mg équivalent acide ascorbique par g d’extrait (mg EAA/g
d’extrait) en utilisant la courbe d’étalonnage de la vitamine C.
2.2.2.3.  Activité d’inhibition de la péroxydation lipidique
2.2.2.3.1. Préparation de ’homogénat

Apres sacrifice par dislocation cervicale et dissection d’un rat, le foie a été rapidement
isolé et bien rincé dans I’eau physiologique (NaCl 0,9%) puis essoré a I’aide d’un papier
filtre. 1l a été ensuite pesé, découpé en petits morceaux et homogénéisé pour enfin aboutir a
un homogénat a 10 % (p/v) avec une solution de KCI 1,15% dans la glace, ceci a 1’aide d’un
homogénéisateur de Potter. Les mélanges obtenus ont été centrifugés (3000 trs/min, 10 min,
4°C) afin d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été récupéré dans les tubes en
polypropylene de 15 ml et conservé a -20°C jusqu’a utilisation.
2.2.2.3.2. Test d’inhibition de la péroxydation lipidique dans I’homogénat de foie de rats
(Su et al., 2009)

Principe :

En présence du FeCl; et du H,O,, les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont oxydés en
substances réactives a I’acide thiobarturique (TBARs) dont le MDA. Ce dernier, en milieu
acide et a chaud réagit avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour donner un
complexe coloré rose qui absorbe a 532 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a
la quantité de produit formé dans le milieu.

H,0,+Fe** ——  HO°+HO +Fe*

AGPI + HO® MDA + Autres carbonyles insaturés

—
MDA + 2TBA MDA-TBA;

H,0, + Fe** + AGPI + 2TBA — > MDA-(TBA) + HO™ + Fe** + Carbonyles insaturés

47



Mode opératoire

Daﬁs chaque tube a essai ont été ajoutés successivement 50 pl d’une solution soit
d’extrait, soit de la vitamine C (témoin positif), 1ml d’homogénat 10%, 50 ul de FeCl, (0,5
mM) et 50ul H,0; (0,5 mM). Le mélange a ensuite été incubé a 37°C pendant 60 minutes
puis, 1 ml d’acide trichloroacétique (15%) et 1 ml d’acide thiobarbiturique (0,67%) ont été
ajoutés. Pour éliminer les produits de la peroxydation existant dans I’homogénat avant
incubation, 1 ml d’homogénat a été ajouté dans un tube apres ajout de TCA et TBA. Les tubes
ont été incubés a 100°C pendant 15 minutes, puis refroidis dans un courant d’cau et
centrifugés (3000 trs/min, 5 min, 4°C). Dans les tubes témoins négatifs, I’extrait a été
remplacée par de 1’eau distillée et 1’absorbance du surnageant a été lue a 532nm. Les

différents pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule suivante:

ol = DOtémoin — DOessai 100
o= DOtémoin

2.2.3. Evaluation in vitro des propriétés antihépatotoxiques des extraits aqueux de D.

adscendens
2.2.3.1. Isolement des hépatocytes primaires et test de viabilité
2.2.3.1.1. Isolement des hépatocytes de rat

Les rats ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de la kétamine a la dose de
87,5 mg/kg de poids corporel, puis les hépatocytes ont été isolés in situ par perfusion
hépatique avec de la collagénase selon le protocole décrit par Gandin et al. (2009). Les
hépatocytes ont été lavés et mis en suspension dans le milieu DMEM supplémenté en L-
glutamine (2 mM), NaHCO;3 (0,5 g/L), pénicilline (100 Ul / mL), streptomycine (100 ug /
mL), fungizone (5 ng/ mL) et 10% de sérum feetal bovin.
2.2.3.1.2. Test de viabilité cellulaire au Bleu Trypan (Strober, 2001)
Principe

En présence du Bleu Trypan, les cellules vivantes déclenchent un mécanisme
d’exclusion du colorant qui empéche son internalisation. Elles apparaitront brillantes au

microscope optique contrairement aux cellules mortes qui seront colorées en bleue.

Mode opératoire

Une solution de Bleu Trypan a 0,4% préparée dans le tampon phosphate salin
(PBS) a eteé utilisee pour ce test. Dans un tube eppendorf de 1,5 mL, 100 pl de la
suspension cellulaire fraichement préparée ont été introduits, puis 400 pl de la solution de
Bleu Trypan 0,4%. L'ensemble a été mélangé 3 a 4 fois a l'aide d'une micropipette, puis

10 pl de la suspension obtenue ont été préleveés et déposés dans la chambre de Neuebauer
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(Figure 17). La préparation a éeté ensuite observée au microscope optique et les cellules

vivantes et mortes ont été comptées a l'aide d'un hémocytometre.
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Figure 17: Chambre de Neuebauer
Les cellules ont été comptées dans les quatre carrés qui ont chacun pour superficie S=
1mm x 1mm soit Imm? et pour volume: V= 1mm?*0,1 mm= 0,1 mm®= 1 x 10™*mL.

Le calcul de la concentration de la suspension cellulaire de départ a été effectué en

utilisant la formule suivante:
Cellules  Nombre total de cellules dans les 4 carrés x 100 x fd x10000

mL Nombre de carrés comptés(4)
Avec: fd = facteur de dilution = 500/100 = 5

Le pourcentage de viabilité a été ensuite déterminé par la formule ci-dessous.

Nombre de cellules brillantes x 100

%de viabilité cellulaire = Nombre total de cellules

2.2.3.2. Effet du temps sur la viabilité des cellules

Cet effet s’est fait en utilisant le test au MTT qui est une détection quantitative et
sensible pour évaluer la viabilité et la prolifération des cellules en cultures.

Les cellules (200 000 cellules /ml) ont été réparties dans des tubes Eppendorf 1,5 ml
stériles et incubées dans le milieu DMEM contenant le sérum de veau feetal (10%), de
pénicilline / streptomycine (1%) et de fungizone (Spug/ml). L’incubation des hépatocytes s’est
faite en atmospheére (air : CO, 95/5 v/v) dans un incubateur de série BPN-80CH. Toutes les 2
heures pendant 12h, une série de tubes a été retirée de D’incubateur et centrifugée
(2000trs/min, 4°C, 5min). Le surnageant a eté collecté pour le dosage de I’ALAT tandis que
le culot récupéreé, lavé avec du PBS puis soumis au test de viabilité au MTT (Kasugai et al.,
1991).
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2.2.3.3. Effets des extraits de D. adscendens sur la viabilité des hépatocytes

Quatre cent cinquante microlitres de suspension cellulaire (200 000 cellules/ml) ont
été introduits dans chaque tube, puis, traités par 50 pl d’extraits aux concentrations finales de
1, 10, 100 et 1000 pg /ml. Les tubes témoins ont été incubés avec 50 pl de milieu DMEM.
Les tubes ont été ensuite homogénéisés et incubés a 37°C en atmosphére CO2 comme
précédemment décrit pendant 6h, temps d’incubation retenu apres 1’expérience précédente.
Apreés incubation, les tubes ont été centrifugés (2000 trs/min, 5min, 4°C). Le surnageant a été
collecté pour le dosage de I’ALAT et le culot lavé avec 100ul de PBS pH 7.4 ; puis soumis
au test de viabilité au MTT. Les pourcentages de viabilite ont été calculés par rapport au
témoin.
2.2.3.4. Recherche de la dose cytotoxique médiane du CCl, a utiliser

Plusieurs concentrations de tétrachlorure de carbone (100 ; 200 ; 400 ; 600 ; 800 ; 1000 ;
1200 ; 1500 et 2000 mM) ont été préparées par dilution successive dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO). La suspension cellulaire a été répartie dans les tubes Eppendorf a raison de 990pl,
puis un volume de 10ul de toxique a ensuite été ajouté dans chaque tube pour des
concentrations finales de CClyde 1; 2;4; 6; 8; 10; 12; 15et 20 mM. Dans les tubes
Eppendorf témoins, 10ul de DMSO ont été ajoutés.

Le contenu des tubes a été mélangé et incubé a 37°C dans I’incubateur a CO, 5% pendant
6 heures. A la fin de I’incubation, les tubes ont été centrifugés (2000trs/min, Smin, 4°C), le
surnageant collecté pour le dosage de I’ALAT, le culot lavé avec 500ul de PBS (0,1M; pH
7,4) puis soumis au test de viabilité. Les pourcentages de viabilité ont été calculés par rapport
au témoin DMSO. La concentration cytotoxique médiane (CL50).
2.2.3.5. Evaluation de I’effet des extraits de D. adscendens contre I’hépatotoxicité induite
par le carbone tétrachlorure (CCly)

Les propriétés antihépatotoxiques des extraits de D. adscendens ont été étudiées sur le
modéle d’hépatite toxique induit au CCls. Dans chacun des cas, ces propriétés ont été
évaluées de facon préventive et curative.

- En traitement hépatoprotecteur, les hépatocytes ont été pré-incubés pendant 30 minutes
en présence des extraits de plantes, puis le CCl, a été ajouté.
- En traitement hépatocurateur, les hépatocytes ont été incubés en présence du CCl,

pendant 30 minutes puis les extraits de plante ajoutes.
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2.2.3.5.1. Etude dose-réponse des activités hépatoprotecteurs et hépatocurateurs des
extraits de D. adscendens
2.2.3.5.1.1. Tests hépatoprotecteurs

Les hépatocytes ont été ensemencés dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml a raison de
200 000 cellules/ml. Ces tubes ont été répartis en trois lots ayant chacun des essais en triple
comme suit :

e Traitement A ou lot témoin négatif : les cellules ont été traitées avec 10 pl de milieu
dans le DMSO ;

e Traitement B ou lot essai : les cellules ont été traitées par ajout de 10ul d’extrait pour
une concentration d’incubation de 0,01 ; 0,1; 1;10; 100 pg/ml dissouts dans de le
milieu.

e Traitement C ou lot témoin positif ou control: les hépatocytes ont été traités avec la

silymarine, dans les mémes conditions de volume et de concentration que les extraits.

Les tubes ont été ensuite mélangés et incubés pendant 30 min a 37 °C en atmosphere
5% CO,. Par la suite, 10 pl de CCl, a la concentration finale de 5 mM ont été ajoutés dans
les lots B et C. Le témoin négatif (lot A) quant a lui a recu 10 pul de DMSO utilisé pour la
dissolution de I’agent toxique. L’ensemble a été mélangé, puis ré-incubés a 37°C sous
atmosphere 5% CO; pendant 6 heures. A la fin de I’incubation, les tubes ont été
mélangés et 500 pl de suspension cellulaire ont été prélevés pour évaluer le taux de
malondialdéhyde. Les 500 pl restants ont été centrifugés (2000 trs/min, 5 min, 4°C). Le
surnageant a été recueilli pour le dosage de I’ALAT et le culot cellulaire lavé dans du PBS
et utilisé pour le test de viabilité au MTT.
2.2.3.5.1.2. Tests hépatocurateurs
Les traitements ont été effectués comme précédemment, a la différence que dans les
tests hépatocurateurs, le toxique (CCly) a été ajouté 30 minutes avant les extraits de plantes.
2.2.3.6. Analyses biochimiques
Les analyses biochimiques ont été réalisées sur les suspensions cellulaires, les
surnageant et culot cellulaires post centrifugation : il s’agit du test de viabilité au MTT-
formazan sur culot cellulaire, le dosage de 1’alanine aminotransférase (ALAT) du surnageant

et celui du malonedialdehyde (MDA) des suspensions cellulaires.
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2.2.3.6.1. Test de viabilité des hépatocytes au MTT (Kasugai et al., 1991)
Principe :

Le 3(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphényltétrazolium ou MTT est un réactif utilisé pour
évaluer I’activité¢ de I’enzyme mitochondriale: la succinate déshydrogénase. Cette enzyme est
capable de réduire le sel de tétrazolium de couleur jaune en un produit formazan bleu violet
qui absorbe avec un maximum compris entre 550 et 570nm. Seules les cellules avec une

mitochondrie viable (fonctionnelle) peuvent réduire le MTT.

T
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MTT Formazan

Mode opératoire

Le culot cellulaire issu des différentes incubations, est repris dans 500 pl d’une
solution de MTT (1mg/ml dans le PBS). Le mélange est incubé a 37°C pendant 90 min puis
centrifugé a 2000 tours/min, 4°C pendant 5min), le surnageant éliminé et les tubes égouttés.
Un ml de DMSO est ajouté dans chaque tube pour dissoudre les cristaux de formazan formes
et la densité optique (DO) de la solution violette obtenue lue a 560 nm contre la solution de

DMSO. Le pourcentage de viabilité cellulaire a été ensuite calculé par la formule suivante :

. .1-.» Absorbance échantillon
% viabilité = x 100

Absorbance témoin

Echantillon : cellules traitées par les différents extraits
Témoin : cellules issues des incubations d’eau distillée/DMSO 50%
2.2.3.6.2. Détermination de I’activité de 1’alanine aminotransférase (ALAT) (Reitman-
Frankel, 1957)
Principe

L’ALAT (EC 2.6.1.2) catalyse le transfert du groupement aminé de 1’alanine sur 1’a-
cetoglutarate pour former le pyruvate et le glutamate. Le pyruvate ainsi forme, réagit avec le
2,4-dinitrophénylhydrazine (2,4-DNPH) pour donner un complexe hydrazone de couleur

marron en présence de la soude NaOH), qui absorbe avec un maximum d’intensité a 505 nm.
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L’intensité de la coloration développée est proportionnelle a 1’activité de 1’enzyme présente

dans le milieu.
O
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Dans deux tubes a essai marqués blanc et test, ont été introduit 360 pL de substrat
ALAT (Alanine 0,2M, a-cétoglutarate 2mM dans le tampon phosphate 0,1M, pH 7,4)
qui ont été pré-incubés pendant 5 min a 37°C au bain marie. Ensuite, 40 pL de
surnageant et 40 uL de milieu de culture ont été ajoutés respectivement dans les tubes
test et blanc. Les tubes ont été mélangés, puis incubé pendant 30 min a 37°C au bain
marie. Deux cent microlitres de 2,4-DNPH ont été ajoutés dans tous les tubes, qui ont été
mélangés et incubés a température ambiante pendant 20 min, puis 2 mL de NaOH 0,4 M
y ont été ajoutés pour developper la coloration. Les tubes ont une fois de plus été
mélangés et incubés a température ambiante pendant 30 min. Enfin, I’absorbance de la
solution marronne formée a été lue contre le blanc a 505 nm au spectrophotomeétre
(SHIMADZU-UV-120-01). Les activités de ’ALAT dans le milieu ont été calculées a
partir de la droite d’étalonnage (Figure 18) obtenue a partir de la solution de pyruvate de
sodium a 0,22¢/1.
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Tableau IV: Etalonnage du pyruvate de sodium

Tubes

_ 1 2 3 4 5
Solutions
Pyruvate de sodium (0,22mg/ml) (ul) 0 20 40 60 80
Substrat ALAT (ul) 400 360 320 280 240
Solution de 2,4-DNPH (ul) 200 200 200 200 200

Homogénéiser et attendre 20 minutes a la température ambiante

NaOH 0,4N (ul) 2000 2000 2000 2000 2000

Mélanger et attendre 30 minutes a la température ambiante et lire la densité optique (DO)

contre le blanc (tube 1) a 505 nm

Activité de PALAT (U/L) 0 23 50 83 125
DO a 505 nm 0,000 0,090 0,160 0,214 0,260
Droite d'étalonnage de I'ALAT
0,35
0,3 y =0,0024x

T R2=0

£0,25

So1s —

§ 0,1

8 0,05 //
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Figure 18: Droite d’étalonnage du pyruvate de sodium

2.2.3.6.3. Détermination du taux de dialdéhyde malonique (MDA) (Wilbur et al., 1949)

Principe :

En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100°C), une molécule de MDA se condense avec

deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose qui a

un maximum d’absorption a 532 nm. L’intensité de la coloration étant proportionnelle a la

quantité de MDA formée.
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Mode opératoire

Dans tous les tubes essais et blanc, nous avons introduit 500ul de suspensions
cellulaires et 100ul de solution de Triton X-100 a 0,2% dans le PBS pour lyser les
membranes. Puis dans chacun de ces tubes, 125ul d’acide trichloroacétique (TCA 20% P/v) et
500ul d’acide thiobarbiturique (TBA 0,67% P/v) ont été ajoutés. Le mélange obtenu a été
homogénéisé, bouché a I’aide des billes de verre et chauffé dans de 1’eau bouillante pendant
20min, puis refroidi dans la glace pendant 5min. La suspension a été ensuite centrifugée
(3000trs/min, 15min, 4°C), puis le surnageant collecté et la densité optique lue a 532nm
contre le blanc. Les concentrations en MDA ont été calculées par la formule suivante.

DO X Vi X 10°
empa X Vsp X 1

[MDA](uM /500000 hépatocytes) =
Avec:
- DO = densité optique
- Vg =volume total du surnageant dans les tubes (ul)
- gvpa= coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56)(105M'1.Cm'1
- V= volume de surnageant prélevé pour le dosage (pl)
- |=trajet optique (1cm)
2.2.4. Evaluation in vitro des extraits de D. adscendens sur les réplicons subgénomiques
de génotype 1b du Virus de I’hépatite C (VHC)
2.24.1. Traitement
Les cellules réplicons LucUbiNeo-ET (Heidelberg, Allemagne) ont été ensemencées
dans les plaques de 24 puits & raison de 1 x 10° cellules/mL/puits dans le DMEM complet.
Aprés avoir été incubées a 37°C, pendant 24h en atmosphére humide, 5% CO,, les cellules
ont été mises en présence des extraits aqueux de Desmodium adscendens a 250, 500 et 1000
pg/mL pendant 24h et 72h ou en présence du Telaprevir (Janssen-Cilag International, Beerse,

Belgique), a 1uM pendant 24h. Pour toutes les expériences, les contrdles ont été incubés a la
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méme concentration de DMSO utilisée dans les groupes tests. Aucun effet du DMSO sur la
viabilité cellulaire et la réplication du VHC n'a été observé jusqu'a une concentration de 1%.
2.2.4.2.  Test du gene rapporteur de la luciférase du VHC

Les rapporteurs génétiques sont des outils importants en biologie cellulaire pour
I'étude de I'expression des genes et des évenements cellulaires associés tels que la
transduction du signal intracellulaire, le reploiement des protéines, les interactions protéines-
protéines. La luciférase de la luciole est largement utilisée comme rapporteur pour cause de
rapidité et de sensibilité de son dosage. Du fait que la protéine une fois exprimée ne nécessite
aucune modification post-traductionnelle, I'activité rapporteuse est immédiatement disponible.

Le kit de dosage Promega (Mannheim, Allemagne), utilisé ici contient la luciférase de
la luciole isolée de Photinus pyralis. Les cellules réplicons LucUbiNeo-ET ont été
transfectées avec un plasmide contenant les génes non-structuraux du VHC fusionnés avec le
gene de la luciférase sous le contr6le de I'IRES du VHC. L'expression de ce rapporteur est
directement corrélée a la réplication virale.
Principe

Les luciférases sont une classe d'enzymes oxydatives, qui permettent aux organismes
vivants d'étre bioluminescents, c’est-a-dire d'émettre de la lumiére. Elles catalysent
I'oxydation de la luciférine, en présence d'ATP et d'O, en oxyluciférine, AMP, pyrophosphate
(PPi) et CO; avec production de lumiére, selon I'équation ci-dessous:

HO - COOH O _~_s o
YOS — T
AN s N S
s _ Luciférase e .
Luciférine + O, + ATP =y (O xyluciférine + AMP 4+ PPi + CO, + Lumiére
Mg 2*

Cette lumiére ou bioluminescence peut étre détectée et quantifiée a l'aide d'un
luminométre. L'intensité de la lumiere émise est proportionnelle a la quantité de luciférase
présente dans I'échantillon et directement corrélée a la réplication virale. Plus cette intensité
est faible, plus il y a inhibition de la réplication du VHC (de Wet et al., 1987).

Mode opératoire :

La quantification de la réplication virale dans les cellules LucUbiNeo-ET a été realisée
en utilisant un kit de dosage de Proméga.

Les cellules LucUbiNeo-ET ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits a raison
de 10°cellules/puits, puis incubées pendant 24h en atmosphére humide 5%CO,. Le surnageant

de culture a été ensuite débarrassé et les cellules ont été incubees en présence de différentes
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concentrations d'extraits de D. adscendens (250, 500, 1000 pg/mL), ou du Telaprevir (1 uM)
(Janssen-Cilag Pharma GmbH, Vienne, Autriche), pendant 24 h a 37°C sous atmosphere
humide 5%CO,. Aprés incubation, les surnageants ont été a nouveau éliminés et les cellules
lavées une fois avec 500 ul de PBS. Les cellules ont été ensuite lysées avec 120 pl du réactif
de lyse cellulaire (CCLR) dilué 5 fois. Aprés une premiére incubation de 10 minutes a 37°C,
les lysats ont été transférés dans des micro-tubes de 1,5 mL puis centrifugés pendant 1 min a
14 000 trs/min a 4°C. Apres centrifugation, les tubes ont été transférés sur la glace et les
surnageants progressivement collectés dans de nouveaux tubes eppendorfs sur glace. Pour la
détection de la bioluminescence, cette opération nécessite le transfert de 70 pl de chaque
échantillon dans une plaque blanche de 96-puits et I'ajout rapide de 50 ul du réactif de dosage
de la luciférase (LAR). La bioluminescence est instantanément mesurée au luminometre
(Tecan® infinite M200). Pour I'analyse, les valeurs ont été normalisées au contenu en protéine
de chaque échantillon pour obtenir I'activité relative de la luciférase exprimée en RLU/ug de
protéine. Cette expression rend compte du % de réplication calculé a l'aide de la formule
suivante:
% Réplication = (RLU du puits test x 100) / (RLU du puits DMSO)

2.2.4.3. Détermination du taux de protéines dans les lysats cellulaires (Bradford, 1976)
Principe :

La méthode de Bradford est un test colorimétrique qui permet de quantifier les
protéines dans un échantillon. Le bleu de Coomassie G-250, en milieu acide, se fixe aux
protéines et prend une couleur bleue. Cette fixation entraine un déplacement du maximum
d'absorption de 465 a 595 nm due a la réaction du Bleu brillant G-250 avec les chaines
latérales non-polaires et cationiques des protéines. L'intensité de cette couleur est

proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans I'échantillon

Mode opératoire

Le protocole de dosage Bio-Rad (Laboratoires Biorad, Munich, Allemagne) a été
utilisé pour la détermination de la concentration en protéines. Le réactif a été dilué au 1/5 avec
de I'eau distillée et 198 pl de la solution de Bradford obtenue ont été mélangés avec 2 ul de
I’échantillon de lysat ou de tampon de lyse. L'absorbance (Abs.) a été mesurée a 595 nm apres
10 min d'incubation a température ambiante en utilisant un spectrophotometre de marque

Tecan® infinite M200. La concentration en protéine a été calculée avec la formule:

(Abs Echantillon — Abs blanc) x 20
Profondeur du puits (0,59cm) X Volume échantillon (uL)

Protéine (ug/uL) =
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2.2.5. Evaluation de l'activité antivirale des extraits de D. adscendenssur le cycle

infectieux du VHC.
2.2.5.1.  Culture des cellules Huh7 et ensemencement en plaque de criblage a haut

débit (HCS) de 96 puits

Les cellules Huh-7 ont été mises en culture dans le milieu DMEM supplémenté avec
10% du sérum de veau foetal inactivé. Les cellules ont été cultivées dans des boites de pétri
en plastique de 10 cm de diamétre a raison de 3 x 10° & 6 x10° cellules/boite sous atmosphére
humide 5%CO, jusqu'a confluence totale. Ensuite, elles ont été passées dans de nouvelles
boites de pétri pour de nouvelles cultures. Pour réaliser ce passage, les cellules ont d'abord été
lavées 1 fois avec 2 mL de tryspine-EDTA 0.25% (Gibco Life Technologies) pour débarrasser
les cellules mortes puis elles ont été incubées en présence de cette solution pendant 5 min a
37°C, a l'incubateur 5%C0O2, pour faciliter leur détachement. Apres avoir décollé les cellules,
8 mL de DMEM complet (Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt, Allemagne) ont été
ajoutés et les cellules collectées plusieurs fois a l'aide d'une pipette. Une fraction de la
suspension cellulaire obtenue a été ensuite diluée 10 fois pour obtenir une suspension,
d'environ 6 x 10 cellules/mL, qui a été ensuite utilisée pour les expériences. Cent microlitres
(100 pL) de cette suspension cellulaire diluée ont été ajoutés par puits dans une plaque de 96-
puits a fond transparent et les cellules incubées toute la nuit en atmosphére humide 5%C0O2
pour favoriser leur attachement.
2.2.5.2.  Préparation de la suspension virale

La suspension virale a été préparée en diluant 10 fois la solution stock de HCVcc de
souche JFH1-CSN6-A4 (génotype 2a, gracieusement offertes par T.Wakita) dans le milieu
DMEM complet de maniére & obtenir une concentration de 6 x 10° unités infectieuses
(FFU)/mL.
2.2.5.3. Tests antiviraux :
2.2.5.3.1. Effet sur le cycle viral complet

Pour évaluer le potentiel antiviral d’extraits de DA sur le modéle infectieux HCVcc,
nous avons procédé a une série de criblage afin d’évaluer l'effet des extraits de DA sur le
cycle viral complet.

Les cellules Huh-7 ont été ensemencées dans les plagues HCS de 96 puits a raison de
6000 cellules/puits et incubées a 37°C pendant 24h, dans le milieu DMEM complet, sous
atmosphére humide 5% CO2. Aprés ce temps d'incubation, le surnageant de culture a été

aspiré et les traitements effectués ainsi qu'il suit:
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Groupe | (Témoin negatif) : Les cellules Huh7 ont été incubées pendant 2h en présence de
100 pl de I'inoculum HCVcc contenant du DMSO (concentration finale < 1%).

Groupe Il (Témoin positif) : Les cellules Huh-7 ont été inoculées simultanément avec du
HCVcc et des anttiviraux de référence: le Boceprévir (0,5 pM) ou I'EGCG (50 uM). Le
Bocéprevir fourni par Philippe Halfon (Hopital Européen, Laboratoire Alphabio, Marseille,
France) est une molécule approuvée dans le traitement de I'népatite C qui inhibe la protéase
virale NS3/4A du VHC et donc I'étape de réplication. L'EGCG en provenance de Calbiochem
(Merck Chemicals, Darmstadt, Allemagne) est un inhibiteur d'entrée du VHC et plus
spécifiqguement de I'attachement viral.

Groupe 111 (Test des extraits de DA) : Les cellules Huh-7 ont été incubées pendant 2h
simultanément en présence du HCVcc et de I’extrait de DA a la concentration finale de 25
pg/mL.

A l'issue de ces 2h d'incubation, durée correspondant au temps d'infection, le
surnageant de culture a été¢ remplacé par du milieu DMEM contenant uniquement 1’extrait de
plante (DA)/antiviraux de référence aux mémes concentrations que précédemment. Les
cellules ont été ensuite incubées pendant 28h. Soit une durée totale d'incubation de 30h
(2h+28h) représentant le cycle viral complet, sans qu'il y ait réinfection des cellules par des
virions sécrétés dans le milieu. Dans le groupe | ou témoin négatif, du milieu contenant du
DMSO<1% a été ajouté. La figure 19 ci-dessous présente un schéma simplifié de cette

procédure de criblage.

Inoculation Post=inoculation
@ 2h 28h
o SN
a s Immuncflucrescence Identification des
(2a) St _) % infection ] extraits actifs

+ Extraits de D. adsendgns

Figure 19: Schéma simplifié du criblage sur le systtme HCVcc

2.2.5.3.2. Quantification de I'infection par immunofluorescence indirecte

Principe

L'immunofluorescence indirecte est une technique d'immuno-marquage qui consiste a
détecter un antigéne viral grace a un anticorps monoclonal spécifique de cet antigéne, puis a
réveler cette reconnaissance par une antiglobuline (anticorps secondaire) marquée qui se fixe

a l'anticorps monoclonal. Cette antiglobuline peut étre marquée par un fluorophore comme la
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fluoroscéine ou le fluorochrome CY3. Une lecture en microscopie a fluorescence permet de
visualiser les cellules fluorescentes et de préciser la localisation subcellulaire de I'antigéne
viral.

La technique utilisée ici nous permet de visualiser par fluorescence les cellules
infectées par les particules virales HCVcc et de quantifier le taux d'infection. Elle repose sur
I'utilisation d'un anticorps monoclonal de souris qui reconnait spécifiqguement I'épitope A4 de
la glycoprotéine E1 de I'enveloppe virale du VHC dans les cellules infectées: C'est I'anticorps
primaire. Cet anticorps est lui-méme reconnu par un anticorps polyclonal de chevre anti-
souris, couplé au fluorochrome CY3. Ainsi, les cellules infectées fluoresceront en jaune
lorsqu'elles sont observées sous lumiére UV. Parallélement & ce marquage, les cellules sont
également marquées au diamidino-2-phenylindole (DAPI) qui se fixe aux noyaux et les
fluoresce en bleu. Ce marquage au DAPI permet de quantifier le nombre total de cellules
présentes dans les puits. Par ailleurs, il nous donne une indication sur la toxicité des
composes. Si on observe une baisse du nombre de cellules infectées et aucune baisse du
nombre total de cellules, on conclura a un effet inhibiteur de la substance testée sur le VHC
(Rouillé et al., 2006).

Mode opératoire

Les cellules Huh-7 préalablement fixées a -20°C dans du méthanol, ont été
décongelées pendant quelques minutes a température ambiante puis le méthanol a été évacué.
Cinquante pl du sérum de chévre 1% ont été ensuite ajoutés afin de saturer chaque puits de la
plaque et éviter les fixations non spécifiques, et les cellules incubées pendant 10 min a
température ambiante. Apres ce temps d'incubation, 50 pl d'anticorps monoclonal A4 (anti-
E1) (Produite in vitro par I'équipe de J. Dubuisson, Lille, France) dilué au 1/500°™ dans du
sérum de chevre 1% ont été ajoutés et les cellules incubées a nouveau a température ambiante
pendant 30 min. Apres ce temps d'incubation, les cellules ont été lavées 3 fois par ajout de
100 pl de PBS pendant 5 min. Puis 50 pl du mélange (25ul de DAPI (1pug/mL) de Molecular
Probes (Life Technologies) et 25 pl d'anticorps secondaire de chévre anti-souris marqué au
Cy3 (CY3GAM) de Jackson Immunoresearch (West grove, PA, USA) dilué au 1/500°™ dans
du sérum de chévre 1%) ont été ajoutés. Les cellules ont été incubées a I'obscurité pendant 25
a 30 min suivies de 3 lavages au PBS. Les cellules au 3°™ lavage ont été laissées dans le
tampon PBS et acheminées a la plateforme d'imagerie du centre d'infection et d'immunité de
Lille ou la fluorescence a été quantifiée. Les images ont été prises dans chaque puits a l'aide

d'un microscope a fluorescence automatisée IN Cell Analyser 6000 (GE Healthcare Life
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Sciences), a l'objectif x 20 avec des parametres d'exposition 405/450 nm et 561/610 nm. Six
images ont été enregistrées par puits. Chaque image a été ensuite traitée a l'aide du logiciel
d'analyse d'image Columbus (Perkin Elmer). Les quantités de cellules par puits et les taux
d'infection ont été calculés afin d'obtenir au maximum 40% de cellules infectées par puits et
de permettre la quantification automatisée. Les données ont été ensuite normalisées a 100%
d'infection par rapport au témoin négatif.
2.2.6. Evaluation in vivo de Deffet hépatoprotecteur de I’extrait aqueux de D.
adscendens vis-a-vis de I’hépatite induite par le tétrachlorure de carbone et le

paracétamol.

Afin d’évaluer in vivo et en fonction du temps I’effet de D. adscendens dans le
processus de réparation hépatique, deux expérimentations ont été conduites chez des rats
adultes pendant 5 jours en induisant I’hépatite chez ces animaux par un toxique
environnemental dans un cas, le tétrachlorure de carbone et un médicament dans un autre cas,

le paracétamol.

2.2.6.1.  Protocoles expérimentaux
2.2.6.1.1. Cas du tétrachlorure de carbone (CCly)

Quarante huit rats males albinos adultes de souche Wistar pesant entre 170 et 240 ¢
ont été répartis en 12 groupes de 4 rats chacun et acclimatés pendant 7 jours. Les groupes ont

été numérotés de 1 a 12.

Le jour 0 (J0). Les rats des groupes 2 a 9 ont recu par voie intrapéritonéale, du CCl, dissous

dans I’huile de mais (v/v) a la dose de 0,3 mL CCl4/kg de poids corporel solubilisé dans
I’huile de mais & raison de 7mL/kg. Les rats du groupe 1 ont recu de I’huile de mais (HM),
vehicule du CCl,. Une heure de temps apres la premiére administration, les rats ont recu en
plus par gavage de 1’eau distillée (ED) pour ceux des groupes 1 a 4, du D. adscendens a la
dose de 50 mg/kg (DES1) pour ceux des groupes 5 et 6, du D. adscendens a la dose de 200
mg/kg (DES2) pour ceux des groupes 7 et 8 et de la silymarine, composé hépatoprotecteur de
référence, a la dose de 100 mg/kg (Si) pour ceux du groupe 9.

Les rats des groupes 10, 11 et 12 ont recu par gavage DES2.

Les jours 1 a 3 (J1-3). Les rats des groupes 2 et 10 sont sacrifiés et les autres regoivent

quotidiennement de I’ED pour les rats des groupes 1, 3 et 4 ; DES1 pour ceux des groupes 5

et 6 ; DES2 pour ceux des groupes 7, 8, 11 et 12 et enfin Si pour ceux du groupe 9.
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Le jour 4 (J4).Les rats des groupes 3, 5, 7 et 11 sont sacrifiés et les autres recoivent

quotidiennement de I’ED pour les rats des groupes 1 et 4 ; DES1 pour ceux du groupe 6,
DES2 pour ceux des groupe 8 et 12 et Si pour les animaux du groupe 9.

Le jour 5 (J5). Les rats des groupes 1, 4, 6, 8, 9 et 12sont sacrifiés.

Pendant la phase d’acclimatation et durant I’expérimentation, les animaux ont été
maintenus a un cycle lumiere/obscurité (12/12 heures) a la température du laboratoire et ont
recu a volonté durant toute cette période de I’eau du robinet et de 1’aliment. Douze heures

avant le sacrifice, les rats sont laissés a jeun et seule I’eau du robinet leur est fournie.
2.2.6.1.2. Cas du paracétamol

Quarante huit rats males albinos adultes de souche Wistar pesant entre 170 et 240 g
ont été répartis en 12 groupes de 4 rats chacun et acclimatés pendant 7 jours. Les groupes ont
été numérotés de 1 a 12.

Le jour 0 (JO). Les rats des groupes 2 a 9 ont recu par gavage du paracétamol a la dose de

500 mg/kg dissous dans le carboxyméthyl cellulose (CMC) 1%, et ceux du groupe 1 du CMC
1%, véhicule du paracétamol. Une heure de temps apres la premiere administration, les rats
ont recu en plus par gavage de ’eau distillée (ED) pour ceux des groupes 1 a 4, du D.
adscendens a la dose de 50 mg/kg (DES1) pour ceux des groupes 5 et 6, du D. adscendens a
la dose de 200 mg/kg (DES2) pour ceux des groupes 7 et 8 et de la silymarine, composé
hépatoprotecteur de référence, a la dose de 100 mg/kg (Si) pour ceux du groupe 9. Les rats

des groupes 10, 11 et 12 ont recu par gavage DES2.

Les jours 1 a 3 (J1-3). Les rats des groupes 2 et 10 sont sacrifiés et les autres recoivent

quotidiennement de I’ED pour les rats des groupes 1, 3 et 4 ; DES1 pour ceux des groupes 5
et 6 ; DES2 pour ceux des groupe 7, 8, 11 et 12 et enfin Si pour ceux du groupe 9.

Le jour 4 (J4). Les rats des groupes 3, 5, 7 et 11 sont sacrifiés et les autres recoivent

quotidiennement de I’ED pour les rats des groupes 1 et 4 ; DES1 pour ceux du groupe 6,

DES2 pour ceux des groupe 8 et 12 et Si pour les animaux du groupe 9.

Le jour 5 (J5). Les rats des groupes 1, 4, 6, 8, 9 et 12 sont sacrifiés.

Pendant la phase d’acclimatation et durant 1’expérimentation, les animaux ont été
maintenus a un cycle lumiére/obscurité (12/12 heures) a la température du laboratoire et ont
recu a volonté durant toute cette période de 1’eau du robinet et de 1’aliment. Douze heures

avant le sacrifice, les rats sont laissés a jeun et seule 1’eau du robinet leur est fournie.
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2.2.6.2.  Sacrifice des animaux

Les rats sont pesés, puis sacrifiés par décapitation. Le sang de chaque rat est recueilli
dans les tubes & essai de verre secs ; leur foie est également prélevé, lavé dans un tampon
Tris-HCI 50 mM, puis séché sur du papier filtre. Le lobe gauche de chaque foie a été excisé et
conservé dans une solution de formol 10% pour I'immunohistochimie. Le reste est pesé et
utilisé pour la préparation de ’homogénat 10%.
2.2.6.3.  Préparation du serum

Le sang collecté dans les différents tubes a été laissé au repos a température ambiante
pendant trente minutes puis centrifugé a 3000 trs/min a 4°C pendant 15 min. Le surnageant
obtenu, représentant le sérum, a été récupéré a ’aide d’une pipette pasteur, réparti en
aliquotes qui sont conservés au congélateur a -40°C pour les analyses biochimiques (ALAT,
ASAT, PAL, MDA).
2.2.6.4. Préparation de I’homogénat hépatique

Les foies préleves apres sacrifice des animaux ont été pesés et des homogénats a 10%
ont été préparés. Les homogénats obtenus ont été centrifugés a 3500 trs / min pendant 25
minutes a 4 ° C apreés broyage dans un mortier sur un bac a glace. Le surnageant collecté a été
conservé congelé a -20 ° C pour la détermination des paramétres biochimiques (GSH, SOD,
CAT, MDA et protéines totales).
2.2.7. Dosage de quelques marqgueurs biochimiques sériques de la fonction hépatique

2.2.7.1.  Dosage colorimétrique des transaminases (ALAT et de ASAT) (Reitman-
Frankel, 1957)

Le dosage des transaminases s’est fait selon la méthose décrite par Reitman et Frankel

(1957) décrite précédemment.

2.2.7.2. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)
Principe

En milieu alcalin, la phosphatase alcaline (PAL) catalyse 1’hydrolyse du para
nitrophénylphosphate (PNPP) en paranitrophénol (PNP) et phosphate inorganique. Le PNP
formé, de couleur jaune, présente un maximum d’absorption a 405 nm.

L’augmentation de I’absorbance est directement proportionnelle a 1’activit¢ PAL de

I’échantillon.

63



NO, NO,

. H,0 milieu alcalin + phosphate inorganique.
0 OH
|
O=P=0 paranitrophénol
6H (jaune)

paranitrophénylphosphate

Mode opératoire

Dans une cuve spectrophotométrique de 2,5 mL, on introduit 1ml de réactif PAL
constitué de PNPP 16mM, les ions magnésium 4mM, le mannitol 274mM, tous dissous dans
un tampon pH 10,2. On ajoute 0,02 ml de sérum et on déclenche le chronomeétre. Le contenu
de la cuve est mélangé¢ par inversion et I’absorbance a 405 nm est notée trente secondes apres,
puis deux minutes apres la premiére lecture.

L’activité de la PAL est calculée a partir de la formule :

o -
AA =A -A,
Ai Absorbance apres 2 minutes 2 = Coefficient de conversion en 1 minute
Ao Absorbance aprés 30 secondes| = trajet optique (1cm)
Vo Volume total (1,02 ml) Ve Volume de I’échantillon (0,02 ml)

1000 = conversion des unités par ml en unités par litre (U/l)

€= Coefficient d’absorption millimolaire du para nitrophénol (18,45)

2.2.7.3. Dosage du malonedialdéhyde (MDA) (Wilbur et al., 1949)
Le dosage du malonedialdéhyde s’est fait selon la méthose décrite Wilbur et al.

(1949) décrite précedemment.

2.2.7.4. Dosage des protéines sériques et hépatiques (Gornall et al., 1949)
Principe

En milieu basique, le tartrate double de sodium et de potassium forme avec le sel
cuivrique un complexe soluble. L’addition d’une protéine déplace le cuivre du complexe avec
le tartrate pour former un nouveau complexe cupro-protéique, de couleur bleu-violette qui
absorbe avec un maximum a 550 nm.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines de la solution
a doser.
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H-N H—N -7 T "N—H
/Eo e) O
R—C-H R=CH HER

Complexe bleu-violet

Mode opératoire

Dans un tube a essai, 0,03 ml de surnageant 10 000 x g de foie (0,03 ml de solution
mitochondriale ou 0,03 ml de sérum) et 2,97 ml de NaCl 0,9% et 3 ml de réactif du biuret sont
introduits. Apres agitation au vortex, on laisse la coloration se développer pendant 20 min a la
température ambiante.

La densité optique est lue & 550 nm contre le blanc constitué de 3 ml de NaCl 0,9% et
3 ml de réactif du biuret.

La concentration en protéines est calculée a I’aide d’une courbe d’étalonnage
(annexe) réalisée a partir des résultats obtenus avec une gamme de sérum albumine bovin
SAB (5mg/ml) (annexe)

2.2.8. Dosages de quelques marqueurs enzymatiques du statut oxydant au
niveau hépatique
2.2.8.1.Activité de la catalase (CAT) (Sinha, 1972)
Principle :

Le péroxyde d'hydrogéne est rompu en présence de la catalase. Ce peroxyde détruit
se lie au dichromate de potassium pour former un précipité bleu d’acide perchlorique instable
qui sera ensuite décompose par la chaleur et formera un complexe vert qui absorbe a 570 nm.
L'activité de la catalase qui est proportionnelle a la densité optique est déterminée a l'aide
d'une courbe d'étalonnage.

Catalase
2 H,0, » 2 H,O+ O,

Mode opératoire

Dans les cuves spectrophotométriques blanc et tests, nous avons introduit
respectivement 12,5 pLL d’eau distillée et 12,5 pL. d’homogénat de foie 10%, puis 750 pL de
tampon phosphate (0,1M ; pH 7,5), puis 50 uL de solution de H,O, (50 mM). Une minute
apres, la réaction est stoppée par I’introduction dans chaque tube de 500 puL de solution

dichromate 5% / acide acétique glacial (v/v).
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Les tubes sont portés a ébullition (100°C) dans un bain marie pendant 10 minutes,
puis refroidis a la température ambiante. L.’absorbance du mélange obtenu a été lu a 570 nm
contre le blanc.

L’activité de la catalase a été déterminée dans divers tubes a essai a lI'aide d'une courbe

d'étalonnage formée a partir d’une solution étalon d H,O, 50 mM.

Tableau V: Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage de la catalase

Tubes 0 1 2 3 4
Peroxyde d’hydrogéne (H202) 50 mM (uL) 0 20 40 80 160
chhromate de potassium / acide acétique 2000 2000 2000 2000 2000
glacial (uL)

Chauffer les tubes dans un bain marie a 100° C pendant 10 minutes et on obtient une
coloration verte. Les tubes sont refroidis a température ambiante, puis de 1’eau distillée est
ajouté a chacun des tubes.

Eau distillée (uL) 1000 980 960 920 840
Absorbances 0 0,028 | 0,048 | 0,095 | 0,186
Activité de la catalase (umoles
H,0,/min/mg de proteins) 0 2 4 8 16
0,2 - y =0,0117x
0 R2=0,9988
8 0,15 -
C
o
2 01 -
2
é:: 0,05 -
O Ll T T T 1
0 5 10 15 20

Activités de la catalase
(umoles H202/minute/mg de protéine)

Figure 20: Courbe d’étalonnage pour le dosage de la catalase
(y: absorbance; x: activité de la catalase (pumoles H,O,/minute/mg de protéine); R?:
coefficient de corrélation)
2.2.8.2.Activité de la Superoxyde Dismutase (SOD) (Paoletti et al., 1986)

Principe

La présence de superoxyde dismutase (SOD) dans un échantillon inhibe I'oxydation de
I'adrénaline dans I'adrénochrome. L'augmentation de l'absorbance qui est proportionnelle a
I'activité de la SOD est notée entre 20 a 80 secondes a 480 nm.
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Mode opératoire

Dans les cuves a spectrophotomeétre blanc et tests, on introduit respectivement 134 pL
d’eau distillée et 134 pL. d’homogénat de foie 10%, puis 1666 pL. de tampon carbonate (0,05
M; pH 10,2) dans toutes les cuves. La réaction est déclenchée en ajoutant 200 pL
d’adrénaline (0,03 mM) dans chaque tube. Le mélange est homogénéisé et la densité optique
lue a 480 nM contre le blanc aprés 20 et 80 secondes.

L’activité de la SOD dans les différentes cuves a été définie en unité de SOD nécessaire
pour causer une inhibition de 50% de I’oxydation de 1'adrénaline en adrénochrome pendant
une minute. Cette activité en unité de SOD/mg de proteine a été déterminée par la formule :
Activité SOD = Nombre d’unité SOD/mg de protéine x facteur de dilution
avec:

— Nombred'unité SOD/mg = 100 — [(ADOdel'Aé;gZ?;:éon)xwo]

— ADO = DO ato 20 secondes — DO a 80 secondes
2.2.8.3.Détermination du taux du dialdéhyde malonique (MDA)

(Wilbur et al., 1949)
Le dosage du malonedialdéhyde s’est fait selon la méthose de Wilbur et al. (1949)
décrite précédemment.
2.2.8.4.Détermination du taux de du Glutathion (Ellman, 1959)
Principe
L’acide dinitro-2,2’-dithio-5,5’-dibenzoique (DTNB) réagit avec les groupements
thiols (-SH) du glutathion et forme 1’acide thionitrobenzoique (TNB), un complexe de

coloration jaune qui absorbe avec un maximum a 412 nm.

NO2
COOH
NO
SH
COOE
7 _COOH
| .
DTNB T + GsH #@————— + |
= | N
= |
/ | J) NO:2
|
| G TNE
\\ TcooH absorbant
Acide glutathnonyl-dithio-nitrobenzoique
O

Mode opératoire
On introduit dans un tube a essai 20ul d’échantillon (homogénat 10%) et 3ml de

réactif d’Ellman. Aprés agitation, on laisse la coloration se développer pendant 60 min a la
température ambiante. Les densités optiques sont lues a 412nm contre le blanc constitué de
20ul de tampon Tris-HCI 50mM, pH 7,4 et 3ml de réactif d’Ellman.
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La concentration en glutathion est calculée a I’aide du coefficient d’extinction molaire
& = 13600 mole™.cm™.

DO X Vs x 103

gglutathion X Vsp X X Qprotéine

[Glutathion](mM /mg protéines) =

Avec :
- DO = densité optique
- Vg =volume total du surnageant (ul)
- ggutathion = coefficient d’extinction molaire du glutathion = 13 600 Mt.cem?
- Vs = volume de surnageant prelevé pour le dosage (pl)
- Qproweine = quantité totale de protéines dans le surnageant (mg)
- I=trajet optique (1cm)
2.2.9. Detection des marqueurs de la différenciation des cellules souches en
hépatocytes : technique d’immunohistochimie/immunofluorescence
L’ immunofluorescence permet la détection et la localisation d’une ou de plusieurs
protéines tissulaires grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques. Cette technique peut aussi
étre réalisée sur lames ou coupes flottantes (Mohan et al., 2008).
La réalisation d’un marquage passe par plusieurs étapes, allant du prétraitement du tissu a la
pertinence du choix du fluochrome en passant par la sélection de I’anticorps primaire et
détermination de sa dilution, la sélection de I’anticorps secondaire spécifique (Tsunoda et al.,
2003).
Certaines substances possédent la particularité d’émettre une lumiére d’une certaine couleur
lorsqu’elles sont illuminées par une source lumineuse d’une autre couleur : on dit qu’elles
sont luminescentes (on parlera de fluorecences si la lumiere émise est générée dans le
millionieme de seconde).

Le principe général de I'immunofluorescence est basé sur une réaction antigéne-
anticorps (AG-Ac) qui est visualisée grace a une molécule fluorescente (fluorochrome ou
fluorophore). Cet immuno-marquage peut étre direct (anticorps primaire spécifique de
I’antigene recherché) ou indirecte (anticorps secondaire spécifique de 1’anticorps primaire
utilisé pour détecter 1I’antigéne) (Mohan et al., 2008).

But de la manipulation

Le but de la manipulation est de reveler 1’expression de marqueurs qui concourent au

processus de I’évolution des cellules souches en hépatocytes.

Principe
Certaines protéines de 1’organisme telle que Sox 17 peuvent étre mises en évidence par

des anticorps spécifiques couplés a des traceurs. L’expression de chaque marqueur se traduit
par une coloration spécifique visible au microscope a fluorescence.
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Afin de mettre en évidence le processus de maturation hépatocytaire via I’endoderme
définitif sur des coupes de foie, le facteur de transcription Sox-17 a été mis en évidence par un
un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les acides aminés 171-300 cartographiant dans
une région interne de Sox-17 d'origine humaine.

La réveélation a été faite a la fluorescéine (FITC) par liaison a un anticorps secondaire
de chévre anti-lapin IgG (sc-2012).

Plus I’intensité de la fluorescence est ¢levée, plus le marqueur spécifique est exprimée,
traduisant un recrutement vers la formation de 1’organe dont il est spédifique. C’est donc la
détection dans ce cas précis de la I’apparition de Sox-17 qui permet de quantifier la
différenciation cellulaire sur les coupes/préparartions.

Mode opératoire

Les lames portant des coupes de 5 um de foie incluent en paraffine ont séjourné dans
les bains 1 & 9 durant la période consignée dans le tableau VI puis ont été recouvertes des
différentes solutions des bains 10 a 20 dans une chambre humidifiée. A partir du bain 18, la
chambre humidifiée a été mise dans une chambre noire.

Tableau VI: Procédure d’immunofluorescence

Ordredes | Nombre . T_emps de
bains de bains Bains sejour (par
bain)
/ / Chauffer les lames a 60 °C 1h
1 2 Xyléne 5 min
2 2 Ethanol 100 ° 5 min
3 1 Ethanol 90 ° 5 min
4 1 Ethanol 80 ° 5 min
5 1 Ethanol 70 ° 5 min
6 1 Ethanol 50 ° 5 min
7 1 Ethanol 30 ° 5 min
8 2 PBS 5 min
9 1 Tampon citrate 10 Mm ; pH 6 2 80 °C 20 min
/ / Equilibration a température ambiante 30 min
10 1 Phosphate Buffered Saline (PBS)/ 0,2 %Triton X 10 min
11 1 PBS 5 min
12 1 peroxyde d’hydrogene 0,5 % en méthanol 20 min
13 2 PBS 5 min
14 1 Normal Goat Serum 10 % (NGS) 20 min
15 1 Anticorps primaire Sosé;(H—lso) 1/200en 1% 44 °C overnight
16 1 PBS/ 0,2 %Triton X 20 min
17 2 PBS 20 min
18* 1 Anticorps secondaire chevre anti-lapin IgG-FITC 30 min
19 1 PBS/ 0,2 %Triton X 20 min
20 2 PBS 20 min

Apres avoir subi les bains suscités, les lames ont été montées sous milieu non aqueux.
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2.2.9.1.L.e montage
Le montage permet de protéger les coupes et de les conserver. Pour se faire, les coupes
colorées ont été couvertes par une fine lamelle de verre qui emprisonne un milieu de montage
dont I’indice de réfraction est similaire a celui du verre.
Les milieux de montage utilisés sont des résines synthétiques (eukit ou pertex) qui ne sont pas
miscibles a 1’eau. Les coupes ont été¢ déshydratées avant d’étre montées selon le protocole

consigné dans le tableau VI ci-dessous.

Tableau VII: Proceédure de déshydratation avant le montage

Orgl;i]ges NOE:;:Z de Bains Temps de séjour (par bain)
1 1 Eau distillée 5 min
2 1 Ethanol a 70 ° 5 min
3 1 Ethanol 95 ° 5 min
4 3 Ethanol 100 ° 5 min
5 3 Xyléne 5 min

2.2.9.2.Mesure de la fluorescence cellulaire en utilisant le logiciel image J
La quantification de la fluorescence s’est faite en utilisant le logiciel Image J En effet,
le niveau de fluorescence cellulaire issu d’un microscope a fluorescence Le test a été
déterminé au moyen du logiciel imageJ. Le logiciel image]J a été téléchargé
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) et utilisé dans le cadre de ce travail. La cellule
d’intérét est sélectionnée en utilisant ’onglet de sélection (rectangle, polygone ou cercle).
Dans le menu, nous avons sélectionné “set measurements” en s’assurant de sélectionner au
préalable les options ‘area integrated intensity’ et ‘mean grey value’. Par la suite et dans le
menu analyse, nous avons sélectionné “measure”. Il est a noter qu’une région proche de la
cellule d’intérét et ne présentant pas de fluorescence a été sélectionnée et utilisée comme
background. Cette étape a été répétée pour les autres cellules dans le champ visuel utilisé pour
la mesure de la fluorescence. Les résultats a la fin de I’analyse sont copiés dans une page
Excel et la fluorescence est calculée en utilisant la formule suivante:
CTCF: corrected total cell fluorescence (CTCF).

Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF) = Integrated Density — (Area of selected cell x

Mean fluorescence of background readings)
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2.2.10. Analyses statistiques
Les résultats sont exprimés en moyenne = ESM. Les données ont été analysées par une
analyse de variance a sens unique (ANOVA) suivie d'un test de comparaisons multiples
Dunnett, en utilisant le logiciel GraphPad prism 5.0. Une différence a été considérée comme

statistiquement significative a p <0,05.
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3.1. RESULTATS

Les résultats obtenus ont été répartis en deux sections.

Dans la premiére section, il sera question d’une part de présenter le pouvoir
antioxydant des extraits de D. adscendens et ses propriétés antihépatotoxiques sur les
hépatocytes de rats fraichement isolés et d’autre part de présenter I’effet de D. adscendenssur
les réplicons subgénomiques de génotype 1b du virus de I’hépatite C (VHC) et sur son cycle

infectieux (VHC).

Dans la deuxiéme section, il sera présenté les potentialités hépatoprotectrices de
I’extrait aqueux de D. adscendens sur des modeles d’hépatopathies induits
expérimentalementsuivi de I’effet de cet extrait sur I’expression de quelques marqueurs du

processus de différenciation et de la maturation hépatocytaire.

3.1.1. Le rendement d’extraction

Le tableau VII présente les rendements d’extraction a 1’eau de Desmodium

adscendens obtenus avant et apres floraison de la plante.

Tableau VI1I: Rendement d’extraction des plantes étudiées

DA avant floraison DA aprés floraison
Masse de la plante utilisée (g) 100 100
Quantité d’extrait sec obtenu (g) 12,48 9,30
Rendement d’extraction (%) 12,48 9,30

3.1.2. Propriétés antioxydantes des extraits et leurs effets anti-hépatotoxiques in vitro sur
le modele de toxicité induit sur des hépatocytes primaires de rats par le CCly

3.1.2.1. Propriétés antioxydantes

Le pouvoir antioxydant des extraits de D. adscendensa été évalué par leur capacité a
piéger les radicaux libres, a réduire les ions ferriques, a réduire le molybdate et a inhiber la

peroxydation lipidique.
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3.1.2.1.1. Activites antiradicalaires
3.1.2.1.2. Test de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

L’effet antioxydant des extraits de DA sur le radical DPPH est illustré a la figure 21.

E 100, CE50 = 4,90 :I:'(.).,IO Hg / mL D 0101 pg;’mL
© 7
T o % Il 0,1 pg/mL
QS % B 1 pg/mL
B E % [ 10 pg/mL
% G 50 - % 100 pg/mL
5% .
2o %
D c %
o c 7
- 5 i
R > 1l
E % dededk a AEE iy
— O - % w hkk

Vitamine C DA1 DA2

Figure 21: Comparaison des activités de piégeage du DPPH par les extraits de plantes
(DA1 et DA2) et I’'acide ascorbique (vitamine C), appelés piégeurs de radicaux DPPH

Les valeurs sont la moyenne £ ESM de deux expériences indépendantes en triple. Les comparaisons ont été
faites entre les différentes doses pour un méme groupe** p<0,01 et *** p<0,001 par rapport au groupe 0,01 ug
/ mL. DAL et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et apres la
floraison.

Les résultats indiquent que la vitamine C, utilisée comme contrble positif, piege le
radical DPPH de facon dose dépendante avec environ 98% d'inhibition & 100 pg / mL. Une
activité similaire a également été trouvée avec DAL et DA2 dans une moindre mesure. Les
deux extraits ont entrainé une inhibition d'environ 8% (7,59% pour DA avant la floraison
(DA1) et 8,69% pour DA apreés la floraison (DA2)) lorsqu'ils ont été testés a 100 pg / mL. La
CES5O0 de la vitamine C était de 4,90 £+ 0,10 pg / mL tandis que celles des extraits avaient une

CE50> 100 pg / mL.
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3.1.2.1.3. Test de piégeage du radical hydroxyle (HO")

Les effets des extraits de DA sur le radical HO® sont présentés a la figure 22.

T E 100- [] 0,01 pg/mL
Cg Il 0.1 ug/mL
g3 B 1 pg/mL
-c  —
E 3 ? [ 10 pg/mL
9 s0- 100 pg/mL
D ¥
o 2
o C
‘O ©
22
E.Q E » -

- 0- m B o

Vitamine C DA1 DA2

Figure 22: Activités de piégeage des radicaux hydroxyles (OH®) des extraits de plantes
(DAl et DA2) et de la vitamine C

Les valeurs sont la moyenne £ ESM de deux expériences indépendantes en triple. Les comparaisons ont été
faites entre les différentes doses pour un méme groupe*p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 par rapport au groupe
0,01 pug / mL. DAL et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et
apreés la floraison.

Comme le montre cette figure, I'activité de piégeage de OH® par les extraits de DA
était significativement inférieure a celle de la vitamine C. DAL et DA2 présentaient une
activité concentration-dépendante avec une meilleure activité observée a la dose de 100 pg /
mL. La CE5O0 des extraits était > 100 pug / mL.
3.1.2.2. Activités réductrices

3.1.2.2.1. Réduction du ferricyanure de potassium

Les pouvoirs réducteurs des ions ferriques par des extraits aqueux de D. adscendens

sont présentés a la figure 23.
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Figure 23: Reéduction de la capacité des ions ferriques par DA1l, DA2 et I'acide
ascorbique

Les valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple. Les comparaisons ont été
faites entre les différentes doses pour un méme groupe : *** p<0,001 par rapport au groupe 0,01 pug / mL. DAl
et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et apreés la floraison.

A la concentration de 100 ug / mL, DAL et DA2 ont montré une capacité de réduction
significativement plus éleveée (p<0,001) que dans le groupe témoin de 0,55 et 0,28
respectivement. Un effet concentration-dépendante a été observé avec DAL a 10 et 100 pg /
mL tandis que DA2 ne présentait qu'un effet significatif a 100 pug / mL. La vitamine C
présente une inhibition dépendante de la concentration avec une CI50 <10 pg / mL, ce qui
suggere que le composeé de référence s'est réveélé plus actif que les échantillons de plantes.

3.1.2.2.2. Réduction du molybdate

La capacité antioxydante totale des extraits de DA exprimée en meq / g de l'extrait est

présentée dans la figure 24.
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Figure 24: Capacité antioxydante totale (réduction du molybdate) des extraits de plantes
(DAL et DA2) et de la vitamine C

Les valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple.Les comparaisons ont été faites
entre les différentes doses pour un méme groupe *** P < 0,001 par rapport au groupe 100 pug / mL. DAL et DA2
représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et apres la floraison.

Selon cette figure, tous ces extraits ont une capacité antioxydante notable sur la
réduction du molybdate. La vitamine C, DAL ont respectivement une IC50 de 1,11 + 0,09 pg /
mL et 47,32 + 12,38 ug / mL tandis que I'lC50 de DA2 est > 100 pg / mL.

3.1.2.2.3. Activité d’inhibition de la péroxydation lipidique

La figure 25 présente les effets des extraits de D. adscendens sur I'inhibition in vitro de

la péroxydation lipidique induite dans les homogénats de foie de rat.
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Figure 25: Inhibition de la péroxydation lipidique par DAL, DA2 et I'acide ascorbique

Les valeurs sont la moyenne + ESMde deux expériences indépendantes en triple.Les comparaisons ont été faites
entre les différentes doses pour un méme groupe.**p<0,01 et ***p<0,001 par rapport au groupe 0,01 pg/mL.
DAl et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et apres la
floraison.
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A 100 pg/mL, DAL et DA2 présentaient respectivement une inhibition de 14,66 et
11,28%. Par rapport a la vitamine C (IC50 13,28 + 0,55 pg/mL), les deux extraits ont une
inhibition modérée de la peroxydation lipidique (IC50>100 pg/mL) comme indiqué sur la
figure 25.

3.1.3. Effet anti-hépatotoxique des extraits aqueux de D. adscendenscontre la
toxicité induite par le CClssur des hépatocytes de rats fraichement isolés

3.1.3.1. Rendement d’isolement et pourcentage de viabilité cellulaire

Quatre isolements consécutifs d’hépatocytes ont permis d’obtenir un rendement
d’isolement et un pourcentage moyen de viabilit¢ cellulaire. Les valeurs obtenues sont

consignées dans le tableau IX ci-dessous.

Tableau IX: Rendement d’isolement et pourcentage de viabilité cellulaire

Isolement N° 1 2 3 4
Nombre d’hépatocytes/g de foie (millions) 4,51 4,07 3,56 4,5
Viabilité au bleu trypan (%o) 90 92 91 89

Il en résulte que pour 1 g de foie, on obtient un rendement moyen d’isolement de 4,16

+ 0,44millions de cellules et une viabilité moyenne de 90,5 + 1,29%.

3.1.3.2. Effet du temps sur la viabilité des hépatocytes
La viabilité¢ des hépatocytes d’une part et ’intégrité des membranes d’autre part ont
été déterminés toutes les 2 heures pendant 12 heures de temps. Les figures 26 et 27 présentent

respectivement les pourcentages de viabilité cellulaire et les activités de 1’alanine

aminotransférase (ALAT) obtenues en fonction du temps.
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Figure 26: Viabilité des hépatocytes en fonction du temps

Les valeurs sont les moyennes + ESM de 2 essais différents en triple. Valeurs statistiquement différentes au
témoin (temps 0) & ~p<0,05 ;" p<0,01.
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Figure 27: Variation de ’activité de PALAT en fonction du temps
Les valeurs sont les moyennes £ ESM de 2 essais différents en triple. Valeurs statistiqguement
différentes au témoin (temps 0) a **p < 0,01.

On note de ces résultats que la viabilité des cellulesest élevée pendant les douze heures
d’incubation. L’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale par le test au MTT
(Figure 26) des hépatocytes est maximale aprés six heures d’incubation, traduisant une forte
viabilité cellulaire. Parallélement, on note aprés cette méme période une activité basse de
I’ALAT dans le milieu de culture (Figure 27), traduisant un maintien de I’intégrité des
membranes. De ces deux observations, il en découle que 6 heures est la durée d’incubation

qui sera utilisée dans les expérimentations qui suivront.
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3.1.3.3. Effet des extraits sur la viabilité des hépatocytes
La viabilité des cellules et 1’intégrit¢ de leur membrane ont été¢ déterminées en

présence des extraits de D. adscendens et les résultats présentées aux figures 28a et 28b.

-
9
e

3 [] DA1
l DA2

100{ (= B T

o
<

o

0 1 10 100 1000
Concentration (ug/ml)

Viabilité +/- erreur standard (%)

b = m []DA1
T Hl DA2

Activite de I'ALAT
+/- erreur standard (%)

0 T T T T T
0 1 10 100 1000

Concentration (ug/ml)

Figure 28: Effet d'extraits de plantes (DAL et DA2) sur la viabilité cellulaire (a) et la
libération d'ALAT (b)

Les valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple ***p<0,001 ; par rapport au

contrdle (0 mM). DAL et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et
apreés la floraison.
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Il en ressort que la viabilité des hépatocytes dans le prétraitement avec des extraits de
plantes (figure 28a) n'est pas affectée par des concentrations croissantes d'extraits de DAL,
contrairement & DA2 qui diminue de maniére significative la viabilité des hépatocytes a partir
de 100 pg/mL. Par ailleurs, de faibles concentrations (1 et 10 pug/mL) de DAL et DA2
diminuent significativement la libération d'ALAT dans le milieu de culture (figure 28b).
Cependant, a des concentrations élevées (1000 pg / ml), tous les extraits affectent
négativement l'intégrité de la membrane caractérisée par l'augmentation de l'activité de
I'ALAT.

3.1.3.4. Effet des concentrations variables du tétrachlorure de carbone sur la
viabilité des hépatocytes : détermination de la concentrationlétale 50

Les hépatocytes suspendus dans le milieu de culture ont été incubés en présence du
tétrachlorure de carbone a différentes concentrations pendant 6 heures. Le test de viabilité et
la mesure de D’activit¢ de I’ALAT ont été réalisés. Les figures 29a et 29b présentent
respectivement les courbes de viabilité des cellules dans le milieu et celles de 1’activité de

I’ALAT lors de I’intoxication par le CCla.
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Figure 29: Baisse de la viabilité cellulaire (a) et augmentation de I’activité extracellulaire
de PALAT (b) des hépatocytes intoxiqués au CCl4

Les valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple. Valeur statistiquement
(***p<0,001) par rapport au contrdle (0 mM).

3.1.3.5. Effets du pré-traitement avecD. adscendens avant induction de la

toxicité par le CCly sur la viabilité hépatocytaire, I’activité de PALAT et le

taux de MDA.

Les figures 30a, 30b et 30c représentent respectivement la mesure de la viabilité

cellulaire, I’activité de I’ALAT et le taux de MDA lorsque les hépatocytes sont prétraités par
les extraits de D. adscendens avant intoxication par le CCly.
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Figure 30: Effet des extraits de DAl et DA2 en prétraitement sur la viabilité des
hépatocytes (a), la libération de ’ALAT (b) et I'oxydation de la membrane lipidique (c)

Les valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple. 7+ p<0,01 et#++ P<0,001 par
rapport au groupe témoin; * p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001 par rapport au groupe intoxiqué par CCl,. DA1
et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et aprés la floraison.
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L'incubation de cellules avec le CCl, (5 mM) pendant 6 h a entrainé une diminution
significative de la viabilité cellulaire (p<0,01) (Figure 30a), une augmentation des fuites
d'ALAT (p<0,001) (Figure 30b) et la formation de MDA (p<0,001) (Figure 10c) dans le
groupe toxique.

Le prétraitement des hépatocytes avec les extraits de plantes (DAl et DA2) ou la
silymarine avant l'intoxication induit un effet protecteur et inhibiteur concentration-
dépendante sur la viabilité cellulaire, les fuites d'ALAT et la production de MDA.En effet, les
hépatocytes prétraités avec les extraits DAL et DA2 (Figure 30a) montrent une meilleure
signification (p<0,05) de l'augmentation de la viabilité cellulaire a une concentration de
lpg/mL, par rapport au groupe CCly. Les effets sur l'activité ALAT (Figure 30b) corroborent
ces observations. En effet, DAL et DA2 induisent une meilleure réduction (p<0,001) de
I’activité de I’ALAT a cette concentration. Par ailleurs, a cette méme concentration, DAL et
DAZ2 diminuent significativement (p<0,001) le niveau de MDA (Figure 30c).

La silymarine, un composé hépatoprotecteur de référence, présente une augmentation
significative (p<0,05) de la viabilité¢ cellulaire a partir de la dose de 1 pg/mL et une
diminution significative (p<0,001) de la libération et de la production d'ALAT et de MDA
respectivement.
3.1.3.6. Effets hépatocurateurs des extraits apres induction de la toxicité par
le CClasur la viabilité hépatocytaire, I’activité de ’ALAT et le taux de MDA

Les figures 31a, 31b et 31creprésentent respectivement le pourcentage de viabilité

cellulaire, 1’activité de I’ALAT et la concentration de MDA lorsque les hépatocytes sont

intoxiqués avec le CCl, avant I’administration des extraits de D. adscendens.
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Figure 31: Effet d'extraits de plantes (DAL et DA2) en post-traitement sur la viabilité
des hépatocytes (a), la libération de ’ALAT (b) et I'oxydation de la membrane lipidique

Les valeurs sont la moyenne £ ESM de deux expériences indépendantes en triple. # p<0,05 et ##++# p<0,001 par
rapport au groupe témoin; * p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001 par rapport au groupe intoxiqué par CCl,. DAl
et DA2 représentent les extraits aqueux de D. adscendens récoltés respectivement avant et apres la floraison.
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Les figures 3la et 31b représentent respectivement le pourcentage de viabilité
cellulaire et de I'activité ALAT lorsque les hépatocytes sont préincubés en présence de CCly,
puis traités avec des extraits de plantes.

Dans le traitement hépatocuratif, la silymarine (standard) et les extraits de DA1 et
DA2 augmentent significativement (p<0,001) et de facon dose-dépendante, la viabilité des
hépatocytes (Figure 31a). Ce résultat corrobore leur effet sur I'activité de 'ALAT qui diminue
significativement (p <0,001) en fonction des concentrations croissantes de ces extraits et de la
silymarine (Figure 31b), avec une meilleure activité observée a la concentration de 100
ug/mL. Cependant, les extraits (DA1 et DA2) et la Silymarine diminuent significativement (p
<001) et de facon dose-dépendante, le taux de MDA (Figure 31c).

3.1.4. Evaluations in vitro des effets de I’extrait aqueuxde D. adscendens sur les

répliconssubgénomiques de génotype 1b du Virus de I’hépatite C (VHC) et sur

I"activité antivirale son cycle infectieux

3.1.4.1. Effets de DPextrait aqueuxde D. adscendens  sur les réplicons

subgénomiques de génotype 1b du VHC

Les propriétés inhibitrices de D. adscendens ont été d'abord examinées sur
laréplication virale en utilisant des cellules LucUbiNeo-ET, qui sont des systéemesarborant un
réplicon subgénomique bicistronique de génotype 1b du VHC.

Les agents antiviraux comme par exemple un inhibiteur des protéines non structurales
NS3, le Telaprevir, est aujourd'hui une des molécules de choixdans le traitement de I'hépatite
C chronique.

La figure 32a presente le pourcentage de viabilité des cellules aux différentes
concentrations de notre extrait et la figure 32b présente 1’effet comparé de l'activité de notre
extrait a celle de cet inhibiteur qui cible une protéine précise sur le complexe de réplication du
VHC.
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Figure 32: Pourcentage de viabilité des cellules (a) et inhibition de la réplication du VHC
par I'extrait aqueux de D. adscendens dans les cellules LucUbiNeo-ET (b)

Les cellules LucUbiNeo-ET ont été traitées avec différentes concentrations d'extrait de DAL ou de télaprévir 1
UM ou 0,1% de DMSO et analysées pour les activités relatives de luciférase aprés une incubation de 24 h. Les
valeurs sont la moyenne + ESM de deux expériences indépendantes en triple. Les résultats sont présentés en
pourcentage de viabilité calculé par rapport aux cellules non traitées (* p<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001).

DA1 représente les extraits aqueux de D. adscendens récoltés avant la floraison.
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Pour évaluer I'effet de I'extrait de DAL sur la réplication du VHC, nous avons utilisé
des cellules LucUbiNeo-ET qui contiennent un réplicon d'ARN sous-génomique du VHC et
expriment l'enzyme luciférase comme systéme rapporteur. Nous notons une réduction
significative (p<0,01 et p<0,001) des valeurs de luciférase aux différentes concentrations
testées de DAL, comparativement au groupe traité au DMSO, indiquant par conséquent une
inhibition efficace de la réplication du VHC. Cependant, cette diminution était inférieure a
celles du Télaprévir 1 uM utilisé ici comme contréle positif.

3.1.4.2. Effets de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I'activité antivirale du

cycle infectieuxVHC

Compte tenu des activités hépatoprotectrices de D. adscendens sur le stress oxydatif,
nous avons émis I'hypothese de ses effets sur I'infection par le VHC. Pour confirmer cette
hypothése, nous avons testé l'effet de 1’extrait aqueux de D. adscendens (DA1) sur le cycle
viral complet qui a été évalué par immunofluorescence indirecte en utilisant des particules
virales de type HCVcc. Il sagit de particules de VHC de génotype 2a (JFH-1) capables
d'infecter des hépatocytes en culture, de se répliquer et de produire des virions infectieux. Les
cellules Huh7 ont été inoculées avec du HCVcc en présence D. adscendens (DAL) pendant
une période de 30h, puis le taux d'infection a été évalué. Dans le témoin DMSO, les
traitements ont été effectués de maniere a obtenir environ 30% de cellules infectées. Le taux
d'infection a été analysée en comptant les cellules positives (expression) a la glycoprotéine E1
(marqueur viral) et le nombre de noyaux positifs au test d'immunofluorescence indirecte

(DAPI), caractéristique des cellules viables.

La figure 33a présente les résultats obtenus avec DAI1. La figue 33b présente 1’effet
des différentes substances sur le nombre de noyau cellulaire, matérialisant 1’évaluation de la

cytotoxicité de I’extrait.
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Figure 33: L'extrait de D. adscendens (DA) inhibe I'infection par HCVcc (a) et ne
modifie pas le nombre relatif de noyaux cellulaires (b)

(a) Les cellules Huh-7 ont été inoculées avec HCVcc en présence d'EGCG 50 uM ou d'extrait DA & 25 pug / ml et
incubées pendant 2 h. L'inoculum a été retiré et remplacé par un milieu frais contenant de I'extrait de DAL et
incubé pendant 28 h. Le DMSO a été utilisé comme témoin normal. Le Bocéprévir a 0,5 pM a été ajouté
uniquement pendant I'étape post-infection pour leur effet sur la réplication. Les données ont été normalisées par
rapport au contréle DMSO, qui est exprimé comme une infection a 100%. Les valeurs sont la moyenne + ESM
de deux expériences indépendantes en triple. Les résultats sont présentés en pourcentage de viabilité calculé par

rapport aux cellules non traitées (** p<0,01 et *** p<0,001). DAL représente les extraits aqueux de D.
adscendens récoltés avant la floraison.
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Il en ressort que 1’évaluation de la cytotoxicité des cellules, matérialisée par le nombre
relatif de noyaux cellulaires en présence des différentes substances aux concentrations
utilisées n'est pas affectée (33b). Par ailleurs, comme le montre la figure 33a, I'extrait de DA a
25 pg/mL a significativement (p<0,01) réduit l'infection par le VHC dans les systémes de
HCVcc par rapport au groupe traité au DMSO. Une réponse plus prononcée a été trouvée

avec le Bocépreévir et I'EGCG utilisés comme composeés standards.

Les cellules Huh-7 ont été inoculées avec HCVcc en présence d'EGCG 50 uM ou
d'extrait DA a 25 pg/mL et incubées pendant 2 h. L'inoculum a été retiré et remplacé par un
milieu frais contenant de l'extrait de DAL et incubé pendant 28 h. Le DMSO a été utilisé
comme témoin normal. Le Bocéprévir a 0,5 UM a été ajouté au contrdle positif uniqguement
pendant I'étape post-infection pour leur effet sur la réplication. Les données ont été

normalisées par rapport au contréle DMSO, qui est exprimé comme une infection a 100%.

3.1.4.3. Conclusion partielle 1

Au terme de cette premiére partie de notre travail dont I’objectif était d'évaluer in vitro
I’effet de I’extrait aqueux de D. adscendens sur les Iésions aigués induites par le CCl, sur des
hépatocytes de rats fraichement isolés et sur des réplicons subgénomiques de génotype 1b du
VHC et le cycle infectieux du VHC, il resort que les extraits aqueux de D. adscendens ne sont
pas toxiques pour les hépatocytes aux concentrations de 0,01 a 1000 pg/ml (avant floraison)
et de 0,01 a 100 pg/ml (aprés floraison) et sont hépatoprotecteur et hépatocurateuraux
concentrations de 0,01 ; 0,1 et 1 pg/ml. Par ailleurs, cet extrait agueux de D. adscendens
inhibe significativement I'expression de I'ARN du VHC dans des réplicons subgénomiques

1b.

Il se dégage donc clairement que D. adscendens protége le foie des dommages qu’ils

soient toxique (tétrachlorure de carbone) ou virale (virus de I’hépatite C).
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3.1.5. Evaluation de I’effet hépatoprotecteurin vivo de P’extrait aqueux de D.
adscendens vis-a-vis de I’hépatite induite par le tétrachlorure de carbonesur
quelques parameétres de la fonction hépatique
3.1.5.1. Au niveau sérique
3.1.5.1.1. Effet de I’extrait de D. adscendens sur P’activité des transaminases
(ALAT et ASAT)
La figure 34 montre les effets de D. adscendens sur I’activit¢é de I’alanine

aminotransférase (ALAT) un, quatre et cing jours apres exposition au CCly.
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Figure 34: Effets de I’extrait de D. adscendens sur ’activité de ’ALAT un, quatre et cing jours
aprés administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes £ ESM ; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001 ; ** : différence significative a p<0,01.
Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DESL : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCIl,+DES2: rats ayant recus le CCly et l’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant recus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Le traitement des animaux au CCl, a entrainé une augmentation significative
(p<0,001) de I'ALAT dans le témoin négatif (CCI,+ED) comparé au témoin normal (Ctrl-
(HM+ED).Cette augmentation était de I’ordre de 159,56% au jour 5. Toutefois, une baisse jour-
dependante a été notée dans ce groupe (témoin négatif). Par contre lI'administration aux

groupes intoxiqués au CCl,des extraits aqueux aux differentes doses (DES1 et DES2) a
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montré une baisse significative (p<0,001) sur cette activité au jour 5, ceci de I’ordre de 56,37
et 58,23% respectivement contre une diminution de 43,94% pour la silymarine. Une
diminution significative de cette activité a par ailleurs été observée entre les jours 4 et 5.

La figure 35 montre les effets de D. adscendens sur I’activité de 1’aspartate

aminotransférase (ASAT) un, quatre et cing jours apres exposition au CCly.
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Figure 35: Effets de ’extrait de D. adscendens sur P’activité de ’ASAT un, quatre et cinq
jours apres administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes £ ESM ; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. *** : différence significative a p<0,001: * : différence significative a p<0,05.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant recus le CCly et ’eau distillée, CCl,+DES1 : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
recus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Le traitement des animaux au CCl; a entrainé une augmentation significative
(p<0,001) de I'ASAT dans le témoin négatif (CCl4,+ED) comparé au témoin normal (Ctrl-
(HM+ED)). Toutefois, une baisse jour-dépendante a été notée dans ce groupe (témoin négatif).
Par contre I'administration des différentes doses de I’extrait aqueux de D. adscendens (DES1

et DES2) n'a pas montré une baisse significative sur cette activité quelque soit le jour traité.
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3.1.5.1.2. Effet de D’extrait de D. adscendens sur P’activité de la phosphatase
alcaline (PAL)
La figure 36 montre les effets de D. adscendens sur ’activité de la PAL un, quatre et

cing jours apres exposition au CCl,.
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Figure 36: Effets de ’extrait de D. adscendens sur I’activité de la phosphatase alcaline
(PAL) un, quatre et cing jours apres administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes £ ESM ; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. **: différence significative a p<0,01: * : différence significative a p<0,05.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCI,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DES1 : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

L'administration du CCl, a entrainé une augmentation significative (p<0,01) de la PAL
dans le témoin négatif (CCl4+ED) contrairement au témoin normal (Ctrl-(HM+ED)). Toutefois,
une baisse significative (p<0,05) de Il'activité de la PAL a été notée entre les jours 1 et 5 dans
ce groupe d'animaux. L'administration de D. adscendens a ces groupes intoxiqués a permis de
maniére générale de réduire significativement l'activité de cette enzyme. En effet, I’ajout de
I’extrait a la dose de 50 mg/kg de poids corporel (DESL1) a entrainé une baisse significative

(p<0,01) entre les jours 4 et 5 alors avec I’ajout de 1’extrait a la dose de 200 mg/kg (DES2),
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c'est le contraire qui a été observé. L'activité inhibitrice de la silymarine sur cette activité reste

plus prononcée qu'avec nos différentes doses de 1’extrait.

3.1.5.1.3. Effet de I’extrait de D. adscendens sur le taux malondialdéhyde (MDA)
La figure 37 présente les effets de D. adscendens sur le taux de MDA un, quatre et

cing jours apres exposition au CCl,.
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Figure 37: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de malondialdéhyde un, quatre et cing

jours aprés administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. **: différence significative a p<0,01.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DES1 : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Les effets de DES1 et DES2 sur le MDA sérique ne sont réellement appréciable qu'au
jour 5 ou une diminution significative (p<0,001) a été observée comparativement au groupe
CCly. En effet, il a été observé par rapport aux rats normaux ayant recus de 1’eau distillée une
augmentation significative (p<0,001) du taux de MDA. Cette augmentation était de I’ordre de
72,43 % chez les animaux ayant recgus le CCly et I’eau distillée. L’extrait (DES1) ainsi que la

silymarine associée au CCl, ont diminué de maniere significative ces taux de 61,34%(p <
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0,01) et de 74,12 (p<0,001) respectivement par rapport aux animaux ayant recus le CCl, et

I’eau distillée.

3.1.5.2. Au niveau hépatique
3.1.5.2.1. Effet de I’extrait de D. adscendens sur ’activité de la superoxyde
dismutase (SOD)
La figure 38 montre les effets de D. adscendens sur ’activité de la superoxyde
dismmutase (SOD) un, quatre et cing jours apres exposition au CCl,.
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Figure 38: Effets de I’extrait de D. adscendens sur P’activité de la superoxyde dismutase (SOD)

un, quatre et cing jours aprés administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DESL : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCIl,+DES2: rats ayant recus le CCly et l’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant recus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
recus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

De maniére générale, le CCl, n'affecte pas I'activité de la SOD et le traitement par les

différentes doses de I’extrait de D. adscenden (DES1 et DES2) n'a pas montré une
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modification de l'activité de cette enzyme entre les différents groupes d'animaux quelque soit

le jour.

3.1.5.2.2. Effet de I’extrait de D. adscendens sur P’activité de la catalase
(CAT)
La figure 39 montre les effets de D. adscendens sur ’activité de la catalase (CAT) un,

quatre et cing jours apres exposition au CCl,.
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Figure 39: Effets de ’extrait de D. adscendens sur I’activité de la catalase (CAT) un, quatre et
cing jours apres administration du CCl,

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001.*: différence significative a p<0,05 ;

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCI,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DES1 : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant recus le CCly et I’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

De maniére générale, l'activité de la catalase ne varie pas significativement entre les
jours 1 a 5 dans les différents groupes d'animaux. Par contre, elle baisse significativement

dans le témoin négatif (CCl, + ED) (p<0.05) comparativement au témoin normal (Ctrl-
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(HM+ED)). Le traitement par DES1 a permis d'augmenter significativement (p<0.001) cette

activité comparativement au témoin négatif.

3.1.5.2.3. Effet de I’extrait de D. adscendens sur le taux de glutathion
(GSH)
La figure 40 montre les effets de D. adscendens sur le taux de glutathion un, quatre et

cing jours apres exposition au CCly.
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Figure 40: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de glutathion (GSH) un,
guatre et cing jours aprés administration du CCl4

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant recus le CCly et I’eau distillée, CCl,+DESL : rats ayant recus le CCly et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant recus le CCly et l’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
recus l’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

En présence du CCl4, les niveaux de GSH hépatiques chutent de maniére non
significative comparativement au témoin normal. Contrairement a DES2, DES1 a entrainé

une augmentation non significative du taux de GSH dans les groupes intoxiques au
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paracétamol, mais cette augmentation reste faible comparée a celle de la silymarine. De
maniere genérale, on ne note pas une variation significative des niveaux de GSH entre les

jours 1 a5 dans les différents groupes d'animaux.

3.1.5.2.4. Effet de D’extrait de D. adscendens sur le taux de malone
dialdéhyde (MDA) hépatique
La figure 41 montre les effets de D. adscendens sur le taux de malonedialdéhyde

(MDA) un, quatre et cing jours apres exposition au CCly.
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Figure 41: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de malonedialdéhyde (MDA)
un, quatre et cing jours apres administration du CCl4

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. **: différence significative a p<0,01 ; *: différence significative a p<0,05 ;

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les vehicule (huile de mais et eau distillée) ; CCl,+ED : rats
ayant regus le CCly et I’eau distillée, CCI,+DESL : rats ayant regus le CCly, et ’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCl,+DES2: rats ayant regus le CCly et ’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

L'effet de D. adscendens sur la diminution des niveaux de MDA n'est vraiment
perceptible qu'au jour 5, avec DES1 (CCl, + DES1) comparativement au témoin CCI4(CCl, +

ED), le meme jour. Par ailleurs, DES1 a montre une baisse significative (p<0,01) des taux de
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MDA entre les jours 4 et 5 contrairement & DES2 ou aucune variation n'a éte notée entre ces
différents jours. De maniére étonnante, I'administration du CCl, a entrainé une baisse

significative des taux de MDA entre les jours 1 et 4.

3.1.6. Evaluation de I’effet hépatoprotecteur in vivo de I’extrait aqueux de D.
adscendens vis-a-vis de I’hépatite induite par le paracétamolsur quelques
paramétres de la fonction hépatique
3.1.6.1. Au niveau sérigue
3.1.6.1.1. Effet de I’extrait de D. adscendens sur P’activité des transaminases
(ALAT et ASAT)
La figure 42 montre les effets de D. adscendens sur I’activit¢é de 1’alanine
aminotransférase (ALAT) un, quatre et cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 42: Effets de I’extrait de D. adscendens sur ’activité de ’ALAT un, quatre et
cing jours apres administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001 ; ** : différence significative a p<0,01:
Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant regus le Para et [’eau distillée, Para+DESL : rats ayant regus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES2: rats ayant recus le Para et [’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES2 : rats ayant regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.
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Le traitement des animaux au paracétamol a entrainé une augmentation significative
(p<0,001) de I'ALAT dans le témoin négatif (Para+ED) comparé au témoin normal (Ctrl-
(CMC+ED)). Cette augmentation est de 1’ordre de 132,81% au jour 5. Toutefois, une baisse
jour-dependante a été notée dans ce groupe (témoin négatif) entre les jours let 5. Par contre
I'administration aux groupes intoxiqués au paracétamol des extraits aqueux aux différentes
doses (DES1 et DES2) n'a pas montré une baisse significative sur cette activité quelque soit

le jour traité comparativement au témoin négatif.

La figure 43 montre les effets de D. adscendens sur I’activité de I’aspartate
aminotransférase (ASAT) un, quatre et cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 43: Effets de ’extrait de D. adscendens sur P’activité de ’ASAT un, quatre et cinq
jours apres administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001.

Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant recus le Para et l’eau distillée, Para+DESI : rats ayant regus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES?2: rats ayant re¢us le Para et [’extrait da la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES2 : rats ayant regus I’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Le traitement des animaux au paracétamol a entrainé une augmentation significative

(p<0,001) de I'ASAT dans le témoin négatif négatif (Para+ED) comparé au témoin normal
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(ctrl-(cMc+ED)). Toutefois, une baisse non significative a été notée dans ce groupe entre les
jours 4 et 5. Par contre l'administration des différentes doses de 1’extrait aqueux de D.
adscendens (DES1 et DES2) a montré une baisse significative sur cette activité au jour 4

mais pas au jour 5.

3.1.6.1.2. Effet de D’extrait de D. adscendens sur P’activité de la phosphatase
alcaline (PAL)
La figure 44 montre les effets de D. adscendens sur ’activité de la PAL un, quatre et

cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 44: Effets de ’extrait de D. adscendens sur P’activité de la phosphatase alcaline
(PAL) un, quatre et cing jours apres administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001.

Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant regus le Para et l’eau distillée, Para+DESI : rats ayant regus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES?2: rats ayant recus le Para et l’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES2 : rats ayant regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

L'administration du paracétamol a entrainé une augmentation significative (p<0,001)
de l'activité de la PAL dans le témoin négatif (Para+ED) contrairement au témoin normal
(ctrl-(cMc+ED)). Toutefois, une baisse significative de I'activité de la PAL a été notée entre les
jours 1, 4et 5 dans ce groupe d'animaux (témoin négatif). L'administration de D. adscendens a

ces groupes intoxiqués a permis de réduire significativement de maniére générale I'activité de
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cette enzyme comparée aux rats traités uniqguement au Paracétamol (Para+ED). Avec les
deux doses de I’extrait (DES1 et DES2), aucune variation significative n'a été notée entre les
jours 4 et 5. L'activité inhibitrice de la silymarine sur cette activité reste plus prononcée
qu'avec les différentes doses de 1’extrait.
3.1.6.1.3. Effet de I’extrait de D. adscendens sur le taux malondialdéhyde (MDA)
La figure 45 présente les effets de D. adscendens sur le taux de MDA un, quatre et

cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 45: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de malondialdéhyde un,
guatre et cing jours aprés administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les
différents jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001.

Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant recus le Para et l’eau distillée, Para+DESI : rats ayant recus le para et I’extrait a
la dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES2: rats ayant regus le Para et ’extrait a la dose 200
mg/kg de poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids
corporel ; DES2 : rats ayant regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Le traitement des animaux au paracétamol a entrainé une augmentation non
significative du MDA dans le témoin négatif (Para+ED) comparé au témoin normal (Ctrl-
(CMC+ED). Toutefois, une baisse jour-dependante a été notée dans ce groupe (témoin
négatif). Par ailleurs, lI'administration de 1’extrait de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de
poids corporel (DES2)aux rats intoxiqués a montré une baisse significative (p<0,001) du taux

de MDA au 5 contrairement a 'administration de 1’extrait de D. adscendens a la dose de 200

100



mg/kg de poids corporel (DES2) qui n'a montré variation de taux de MDA lorsqu’on passe du

jour 4 au jour 5.

3.1.6.2. Au niveau hépatique
3.1.4.2.1. Effet de I’extrait de D. adscendens sur ’activité de la superoxyde
dismutase (SOD)
La figure 46 montre les effets de D. adscendens sur 1’activité de la superoxyde
dismmutase (SOD) un, quatre et cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 46: Effets de I’extrait de D. adscendens sur P’activité de la superoxyde dismutase
(SOD) un, quatre et cing jours apres administration du CCl4

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe.

Ctrl-(HM+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (huile de mais et eau distillée) ; CCI,+ED : rats
ayant regus le CCly et I’eau distillée, CCI,+DESL : rats ayant regus le CCly, et ’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; CCIl,+DES2: rats ayant regus le CCly et ’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel ;
CCl,+Si : rats ayant regus le CCl, et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ; DES2 : rats ayant
regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.
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De maniére générale, le paracétamol n'affecte pas I'activité de la SOD et le traitement
par les différentes doses de I’extrait de D. adscenden (DES1 et DES2) n'a pas montré une
modification de I'activité de cette enzyme entre les différents groupes d'animaux quelque soit

le jour.

3.1.6.2.2. Effet de I’extrait de D. adscendens sur ’activité de la catalase
(CAT)
La figure 47 montre les effets de D. adscendens sur ’activité de la catalase (CAT) un,

quatre et cinq jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 47: Effets de I’extrait de D. adscendens sur I’activité de la catalase (CAT) un,
guatre et cing jours aprés administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001.

Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant recus le Para et l’eau distillée, Para+DESI : rats ayant regus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES?2: rats ayant re¢us le Para et [’extrait da la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES2 : rats ayant regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.
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L'administration du paracétamol a entrainé une baisse significative (p<0,001) de
I'activité de la catalase dans le témoin négatif (Para+ED) au jour 5 comparativement au
témoin normal (Ctrl-(CMC+ED). L'administration de 1’extrait de D. adscendens aux doses
respectives de 50 mg/kg de poids corporel (DES1) 200 mg/kg de poids corporel (DES2) aux
rats intoxiqués a montré une baisse non significative de cette activité de la catalase au jour 4
et une hausse non significative de cette activité au jour 5 comparativement au groupe témoin
négatif (Para+ED).

3.1.6.2.3. Effet de I’extrait de D. adscendens sur le taux de glutathion
(GSH)
La figure 48 montre les effets de D. adscendens sur le taux de glutathion un, quatre et

cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 48: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de glutathion (GSH) un,
quatre et cing jours apres administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001 ; *: différence significative a p<0,05.

Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant recus le Para et I’eau distillée, Para+DES] : rats ayant recus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES2: rats ayant regus le Para et ’extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES?2 : rats ayant regus [/ ’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

103



En présence de paracétamol, les niveaux de GSH hépatiques chutent dans le groupe
témoin négatif (Para+ED) de maniere non significative et comparativement au témoin normal
(ctri-(cMc+ED)) quelque soit le jour considéré. Seulement une augmentation significative
(p<0,05) est enregistrée au jour 5 dans le groupe témoin négatif (Para+ED). Contrairement au
grpoue Para+DES, I’adiministration de I’extrait a la dose de 200 mg/kg de poids
corporel (DES2) a entrainé une augmentation du taux de GSH qui devient significative
(p<0,001) au jour 5.

3.1.6.2.4. Effet de I’extrait de D. adscendens sur le taux malondialdéhyde
(MDA)

La figure 49 présente les effets de D. adscendens sur le taux de MDA un, quatre et

cing jours apres exposition au paracétamol.
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Figure 49: Effets de I’extrait de D. adscendens sur le taux de malondialdéhyde un,
guatre et cing jours apres administration du paracétamol

Les histogrammes représentent les moyennes + ESM; n = 4 ; Les comparaisons ont été faites entre les différents
jours pour un méme groupe. ***: différence significative a p<0,001 ; **: différence significative a p<0,01.
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Ctrl-(CMC+ED) : rats control normal ayant recu les véhicule (carboxyméthyl cellulose et eau distillée) ;
Para+ED : rats ayant regus le Para et l’eau distillée, Para+DESI : rats ayant regus le para et [’extrait a la
dose 200 mg/kg de poids corporel ; Para+DES2: rats ayant regus le Para et l'extrait a la dose 200 mg/kg de
poids corporel ; Para+Si : rats ayant recus le Para et la silymarine a la dose 100 mg/kg de poids corporel ;
DES2 : rats ayant regus [’extrait a la dose 200 mg/kg de poids corporel.

Le traitement des animaux au paracétamol a entrainé une augmentation non
significative du MDA dans le témoin négatif (Para+ED) comparé au témoin normal (Ctrl-
(CMC+ED). Toutefois, une baisse jour-dependante a été notée dans ce groupe. Par ailleurs,
I'administration de I’extrait de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel
(DES2) aux rats intoxiqués a montré une baisse significative (p<0,001) sur cette activité aux
jours 4 et 5 contrairement a lI'administration de 1’extrait de D. adscendens a la dose de 50

mg/kg de poids corporel (DES1) qui a montré d’activité intéressante (p<0,001) qu’au jour 4.

3.1.7. Effets de I’extrait aqueux de D. adscendenssur I’expression des protéines du
processus de différenciation et/ou de maturation hépatiques des rats intoxiqués

au CCl, ou au paracétamol: cas le la protéine SOX 17 (SOX17)

Les genes Sox comprennent une famille de génes qui sont liés au géne SRY de
détermination du sexe des mammiféres. Ces genes contiennent de maniere similaire des
séquences qui codent pour le domaine de la boite HMG, qui est responsable de I'activité de
liaison a I'ADN spécifique a la séquence. Les genes Sox codent pour des régulateurs
transcriptionnels putatifs impliqués dans la décision du destin des cellules au cours du
développement et dans le contrdle de divers processus de développement. Actuellement, 30

génes Sox ont été identifiés.

Sox 17 intervient a la fois dans la différenciation et la maturation hépatique. En effet,

Sox17 est un composant clé de la formation d'endoderme lors de la gastrulation des vertébrés.
Au stade de I'endoderme définitif, les cellules expriment Sox17 qui est nécessaire a la
formation du foie chez plusieurs especes.

La figure 50 illustre au jour 5 les effets de 1’administration de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur I’expression de la protéine SOX 17 dans le foie des rats

intoxiqués au tétrachlorure de carbone (CCl,).
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Figure 50: Effets de I’administration de D’extrait aqueux de D. adscendens sur
I’expression de la protéine SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au tétrachlorure de
carbone (CCl4) au jour 5

Les signes + matérialisent l'intensité visuelle de la fluorescence.

Témoin sain = lot des animaux ayant regu [’huile de mais (7 mL/KQ) et de [’eau distillée (10 mL/kg); CCl, + ED
= lot des animaux ayant recu le CClyet de I’eau distillée ; CCl4 + DES1, CCl, + DES2 = lots des animaux ayant
recu le CCly et I’extrait aqueux de D. adscendens aux doses respectives de 50 mg/kg et 200 mg/kg ; CCl, + Si =
lot des animaux ayant recu le CCl, et la silymarine a la dose de 100 mg/kg ; DES2= lot des animaux ayant recu

I’extrait aqueux de D. adscendens & la dose de200 mg/kg.
Le CCl, est administré a la dose de 0,3 mL/kg de poids corporel.

L’administration intrapéritonéale du CCl, pendant cinq jours a réduit 1’expression de
la protéine SOX 17 dans le foie des rats ayant recu de 1’eau distillée par comparaison au lot
témoin n’ayant pas re¢u du CCly. Cette diminution s’observe sur les microphotographies par
une fluorescence plus faible chez le lot CCI4+ED par comparaison au lot témoin sain. Le
traitement concomitant des animaux avec le CCl, et I’extrait aqueux de Desmodium
adscendens ou la silymarine s’est traduit par une fluorescence plus accrue par rapport au
témoin non traité, ce qui traduirait ainsi une augmentation de I’expression du géne Sox 17,
composant clé de la formation d'endoderme lors de la gastrulation des vertébrés, étape qui
précéde le processus de différenciation et de maturation hépatique. L’administration exclusive
de I’extrait de Desmodium adscendens aux animaux sains n’a pas induit une fluorescence
accentuée par rapport au témoin non traité.

La figure 51 illustre au jour 5 les effets de I’administration de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur I’expression de la protéine SOX 17 dans le foie des rats

intoxiqués au paracétamol.
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Figure 51: Effets de I’administration de D’extrait aqueux de D. adscendens sur
I’expression de la protéine SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au paracétamol au
jour 5.

Les signes + matérialisent l'intensité visuelle de la fluorescence.

Témoin sain = lot des animaux ayant recu le carboxyméthylcellulose (CMC) (1%) et de l’eau distillée (10
mL/kg); Para + ED = lot des animaux ayant recu le paracétamol et de I’eau distillée ; Para + DES1, Para +
DES2 = lots des animaux ayant recu le paracétamol et [’extrait aqueux de D. adscendensaux doses respectives
de 50 mg/kg et 200 mg/kg ; Para + Si = lot des animaux ayant recu le paracétamol et la silymarine a la dose de
100 mg/kg ; DES2 = lot des animaux ayant re¢u [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de200 mg/kg.

Le paracétamol est administré & la dose de 500 mg/kg de poids corporel.

Tout comme observe précédemment, I’administration orale du paracétamol pendant
cing jours a réduit I’expression de la protéine SOX 17 dans le foie des rats ayant recu de du
paracétamol et de I’eau distillée par comparaison au lot témoin n’ayant pas regu du
paracétamol. Cette diminution s’observe sur les microphotographies par une fluorescence plus
faible chez le lot Para + ED par comparaison au lot témoin sain. Le traitement concomitant
des animaux avec le paracétamol et I’extrait aqueux de Desmodium adscendens ou
lasilymarine s’est traduit par une fluorescence plus importante par rapport au témoin non
traité ; indiquant ainsi une augmentation de I’expression du géne Sox 17.

L’administration exclusive de I’extrait de Desmodium adscendens aux animaux sains
présente ici une induction de Sox 17 matérialisée par une fluorescence accentuée par rapport

au témoin non traité.
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3.1.8. Effets de I’extrait aqueux de D. adscendenssur I’expression des protéines du
processus de différenciation et/ou de maturation hépatique via I’expression en
fonction du temps du facteur Sox 17par des rats intoxiqués au CCl,

L’évolution en fonction du temps de 1’expression de la protéine Sox 17 dans le foie
des rats au cours de cette expérimentation a été déterminée a travers la quantification de
I’intensité de la fluorescence obtenue sur les microphotographies de la figure 50.

Plus I’intensité de fluorescence cellulaire est grande, plus grande est 1’expression de la
protéine Sox17.

La figure 52 illustre au jour 4, les intensités des fluorescences cellulaires résultantes des
microphotographies obtenues des effets de I’administration quotidienne de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur 1’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats

préalablement intoxiqués au tétrachlorure de carbone (CCly).
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Figure 52: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude de D’effet de
I’administration de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la protéine
SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au tétrachlorure de carbone (CCly) au jour 4

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

CCL4+ED = lots des animaux ayant regu une dose unique de CCly et de l’eau distillée quotidiennement et
sacrifiés au jou 4; CCL,+DES1 = lots des animaux ayant recu une dose unique de CCl, et quotidiennement
lextrait aqueux de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids corpore, puis sacrifiés le jour 4 ;CCL,+DES2
= lots des animaux ayant recu une dose unique de CCly et quotidiennement [’extrait aqueux de D. adscendens a
la dose de 200 mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le jour 4 ; DES2 = lots des animaux ayant recu
quotidiennement de [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel et sacrifiésle
jour 4.

Le traitement quotidien avec I’extrait de D. adscendens aux doses respectives de 50 et

200 mg/kg (DES1, DES2) de poids corporel chez les animaux préalablement intoxiqués
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entraine au jour 4 une augmentation de I’expression de Sox 17. Cette méme augmentation
d’intensité de fluorescence (augmentation de 1’expression de Sox 17) est notée chez les
animaux recevant quotidiennement de I’extrait de D. adscendens & la dose de 200 mg/kg de
poids corporel (DES2).

La figure 53 illustre au jour 5, les intensités des fluorescences cellulaires résultantes des
microphotographies obtenues des effets de I’administration quotidienne de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur I’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats

préalablement intoxiqués au tétrachlorure de carbone (CCly).
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Figure 53: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude de D’effet de
I’administration de ’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la protéine
SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au tétrachlorure de carbone (CCl,) au jour 5

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

Control-(HM+ED) = lots des animaux ayant recu une dose unique de véhicule du CCl, (huile de mais) et de
I’eau distillée quotidiennement et sacrifiés au jou 5;CCL4+ED = lots des animaux ayant regu une dose unique
de CCly et de l’eau distillée quotidiennement et sacrifiés au jou 5; CCL,+DES1 = lots des animaux ayant recu
une dose unique de CCly et quotidiennement [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids
corpore, puis sacrifiés le jour 5;CCL,+DES2 = lots des animaux ayant regu une dose unique de CCl, et
quotidiennement [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le
jour 5 ; CCL4+Si = lots des animaux ayant recu une dose unique de CCl, et quotidiennement la silymarine a la
dose de 100 mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le jour 5; DES2 = lots des animaux ayant regu
quotidiennement de [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel et sacrifiésle
jour 5.

L’administration de la dose unique de CClsa entrainé une baisse de 1’expression de la

protéine Sox 17 lorsqu’on compare I’intensité de fluorescence obtenue du lot des animaux du
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groupe controle négatif (CCI4+ED) a celle obtenue du lot des animaux du groupe control
normal (HM+ED). Par ailleurs, le traitement quotidien a 1’extrait de D. adscendens aux doses
respectives de 50 et 200 mg/kg (DES1, DES2) de poids corporel chez les animaux
préalablement intoxiqués entraine au jour 5 une augmentation de I’expression de Sox 17.
Cette méme augmentation d’intensité¢ de fluorescence (augmentation de 1’expression de Sox
17) est notée chez les animaux préalablement intoxiqué au CCl, et recevant quotidiennement
de la silymarine. On note également cette augmentation de I’expression de Sox 17 chez les
animaux recevant quotidiennement et ce pendant 5 jours de I’extrait de D. adscendens a la
dose de 200 mg/kg de poids corporel (DES2).

La figure 54 illustre les variations des intensités des fluorescences cellulaires résultantes
des microphotographies obtenues des effets de I’administration de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur 1’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats intoxiques

au tétrachlorure de carbone (CCl,) pendant un, quatre et cing jours.
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Figure 54: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude en fonction du temps de
I’effet de I’administration de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la
protéine SOX 17 dans le foie des rats intoxiqueés au tétrachlorure de carbone (CCly).

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

(a) CCL,+ED-J1; CCL,+ED-J4 ; CCL,+ED-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique de CCl, et de
[’eau distillée quotidiennement et sacrifiés respectivement aux jours 1, 4 et5 ;

(b) CCL,+DES1-J4 ; CCL4+DES1-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique de CCly et I’extrait
aqueux de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids corporel quotidiennement et sacrifiés
respectivement les jours 4 et 5 ;

(c) CCL4+DES2-J4 ; CCL4+DES2-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique de CCly et I’extrait aqueux
de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel quotidiennement et sacrifiés respectivement les
jours4ets;

(d) DES2-J4 ; DES2-J5 = lots des animaux ayant regu quotidiennement de [’extrait aqueux de D. adscendens a
la dose de 200 mg/kg de poids corporel et sacrifiés respectivement les jours 4 et 5.
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On note dans les lots d’animaux n’ayant recu que du CCly, une réduction en fonction
du temps (de J1 a J5) de I’expression de Sox 17, matérialisée par la baisse de I’intensité de
fluorescence cellulaire (Figure 52a). Par ailleurs, le traitement quotidien avec I’extrait de D.
adscendens aux doses respectives de 50 et 200 mg/kg (DES1, DES2) de poids corporel chez
les animaux préalablement intoxiqués entraine une augmentation dans le temps (de J4 a J5) de
I’expression de Sox 17 (Figures 52b et 52c). Cette méme augmentation d’intensité de
fluorescence (augmentation de I’expression de Sox 17) en fonction du temps de traitement est
notée chez les animaux recevant quotidiennement de 1’extrait de D. adscendens a la dose de

200 mg/kg de poids corporel (DES2) (Figure 52d).

3.1.9. Effets de I’extrait aqueux de D. adscendenssur I’expression des protéines du
processus de différenciation et/ou de maturation hépatique via I’expression en

fonction du temps du facteur Sox 17 par des rats intoxiqués au Paracétamol

L’évolution en fonction du temps de 1’expression de la protéine Sox 17 dans le foie
des rats au cours de cette expérimentation a été déterminée a travers la quantification de

I’intensité de la fluorescence obtenue sur les microphotographies de la figure 51.

Plus I’intensité de fluorescence cellulaire est grande, plus grande est I’expression de la

protéine Sox17.

La figure 55 illustre au jour 4, les intensités des fluorescences cellulaires résultantes des
microphotographies obtenues des effets de I’administration quotidienne de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur I’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats

préalablement intoxiqués au paracétamol.
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Figure 55: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude de D’effet de
I’administration de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la protéine
SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au paracétamol au jour 4

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

Para+ED = lots des animaux ayant recu une dose unique de Paraet de [’eau distillée quotidiennement et
sacrifiés au jou 4; Para+DES1 = lots des animaux ayant recu une dose unique de Para et quotidiennement
’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids corpore, puis sacrifiés le jour 4 ;Para +DES?2
= lots des animaux ayant recu une dose unique de Para et quotidiennement [’extrait aqueux de D. adscendens a
la dose de 200 mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le jour 4 ; DES2 = lots des animaux ayant recu
quotidiennement de [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel et
sacrifiéslejour 4.

Le traitement quotidien avec 1’extrait de D. adscendens aux doses respectives de 50 et
200 mg/kg (DES1, DES2) de poids corporel chez les animaux préalablement intoxiqués
entraine au jour 4 une augmentation de I’expression de Sox 17, avec une expression plus
poussée avec DES1. Une augmentation d’intensité de fluorescence (augmentation de
I’expression de Sox 17) est notée €galement chez les animaux recevant quotidiennement de
I’extrait de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel (DES2).

La figure 56 illustre au jour 5, les intensités des fluorescences cellulaires résultantes
des microphotographies obtenues des effets de I’administration quotidienne de 1’extrait
aqueux de Desmodium adscendens sur I’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats

préalablement intoxiqués au paracétamol.
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Figure 56: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude de D’effet de
I’administration de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la protéine
SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au paracétamol au jour 5

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

Control-(CMC+ED) = lots des animaux ayant recu une dose unique de véhicule du
paracétamol(carboxyméthylcellulose) et de I’eau distillée quotidiennement et sacrifiés au jou 5;Para+ED = lots
des animaux ayant recu une dose unique de Paraet de [’eau distillée quotidiennement et sacrifiés au jour5;
Para+DES1 = lots des animaux ayant recu une dose unique de Para et quotidiennement [’extrait aqueux de D.
adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids corpore, puis sacrifiés le jour 5 ;Para+DES2 = lots des animaux
ayant recu une dose unique de Para et quotidiennement [’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200
mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le jour 5 ; Para+Si = lots des animaux ayant regu une dose unique de
Paraet quotidiennement la silymarine & la dose de 100 mg/kg de poids corporel, puis sacrifiés le jour 5; DES2 =
lots des animaux ayant re¢u quotidiennement de l’extrait aqueux de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de
poids corporel et sacrifiésle jour 5.

L’administration de la dose unique de paracétamol a entrainé une hausse de
I’expression de la protéine Sox 17 lorsqu’on compare les intensités de fluorescence obtenues
du lot des animaux du groupe control négatif (Para+ED) a celles obtenues du lot des animaux
du groupe control normal (HCMC+ED). Par ailleurs, le traitement quotidien a 1’extrait de D.
adscendens aux doses respectives de 50 et 200 mg/kg (DES1, DES2) de poids corporel chez
les animaux préalablement intoxiqués entraine au jour 5 une baisse de I’expression de Sox 17
pour la dose 200 mg/kg et une augmentation a la dose de 50 mg/kg de poids corporel,

lorsqu’on les compare au témoin négatif.Une augmentation d’intensité de fluorescence (baisse
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de I’expression de Sox 17) est notée chez les animaux préalablement intoxiqués au
paracétamol et recevant quotidiennement de la silymarine. On note également une légére
augmentation de 1’expression de Sox 17 chez les animaux recevant quotidiennement et ce
pendant 5 jours de I’extrait de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel
(DES2).

La figure 57 illustre les variations des intensités des fluorescences cellulaires résultantes
des microphotographies obtenues des effets de I’administration de 1’extrait aqueux de
Desmodium adscendens sur 1’expression de la protéine Sox 17 dans le foie des rats intoxiqués

au paracétamol pendant un, quatre et cing jours.
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Figure 57: Intensités de la fluorescence cellulaire lors de I’étude en fonction du temps de
I’effet de I’administration de I’extrait aqueux de D. adscendens sur I’expression de la
protéine SOX 17 dans le foie des rats intoxiqués au paracétamol.

Les histogrammes représentent les moyennes + ESMdes intensités de fluorescence cellulaires totales corrigés.

(a) Para+ED-J1 ; Para+ED-J4 ; Para+ED-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique de Paraet de
[’eau distillée quotidiennement et sacrifiés respectivement aux jours 1, 4 et 5 ;

(b) Para+DES1-J4 ; Para+DES1-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique de Para et [’extrait
aqueux de D. adscendens a la dose de 50 mg/kg de poids corporel quotidiennement et sacrifiés
respectivement les jours 4 et 5 ;

(c) Para+DES2-J4 ; Para+DES2-J5 = lots des animaux ayant recu une dose unique dePara et [ extrait aqueux
de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel quotidiennement et sacrifiés respectivement les
jours4ets;

(d) DES2-J4 ; DES2-J5 = lots des animaux ayant regu quotidiennement de /’extrait aqueux de D. adscendens a
la dose de 200 mg/kg de poids corporel et sacrifiés respectivement les jours 4 et 5.

On note dans les lots d’animaux n’ayant re¢u que du paracétamol, une reduction de
I’expression de Sox 17, matérialisée par la baisse de ’intensité de fluorescence cellulaire
(Figure 57a). Cette baisse est plus prononcee le jour 4 que le jour 5. Par ailleurs, le traitement
quotidien avec I’extrait de D. adscendens aux doses respectives de 50 et 200 mg/kg (DES1,
DES?2) de poids corporel chez les animaux préalablement intoxiqués entraine une baisse dans

le temps (de J4 a J5) de I’expression de Sox 17 (Figures 57b et 57¢). Cette baisse d’expression
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de Sox 17 du jour 4 au jour 5 chez les animaux préalablement intoxiqués et traités a DES1 et
DES2 respectivement semble correler avec 1’augemnation de 1’expression de ce facteur
pendant la méme tranche de temps (du J4 au J5) chez les animaux du groupe controle positif
(Para+ED). On note par ailleurs une augmentation d’intensité de fluorescence (augmentation
de I’expression de Sox 17) en fonction du temps de traitement chez les animaux recevant
quotidiennement de ’extrait de D. adscendens a la dose de 200 mg/kg de poids corporel
(DES2) (Figure 57d).

3.1.10. Conclusion partielle 2

Au terme de cette deuxiéme partie de notre travail dont 1’objectif était d'étudier 1’effet
D. adscendens sur I’expression de quelques marqueurs du processus de différenciation et de la
maturation hépatocytaire chez les rats intoxiqués au paracétamol et au CCly, il ressort sur des
résultats que D. adscendens stimulerait la maturation des cellules de I’endoderme défiinitif
(principales cellules de la voie de différenciation des cellules souches en hépatocytes) via

I’expression de la protéine Sox17.

115



3.2. DISCUSSION

La phytothérapie, qui est basee sur les principes actifs naturels et les extraits de
plantes, a toujours occupé une place importante dans le traitement des maladies humaines et
animales. L’utilisation a des fins thérapeutiques des plantes a augmenté de plus de trois fois

cette derniere décennie (Liu et al., 2011).

Dans le domaine de 1’hépatologie, et ce malgré les progres significatifs, les maladies
du foie sont en constante augmentation dans le monde et comptent parmi les causes de
mortalité les plus élevées (Cainelli & lacobucci, 2012). Ces maladies sont un probléme
majeur de santédans le monde entier en général, avec une forte endémicité dans les pays en

développement (Adewusi & Afolayan, 2010).

Selon les différentes causes des affections hépatiques, on distingue entre autres les
hépatites infectieuses liées aux agents infectieux, les hépatites toxiques provoquées par les
intoxications aux toxiques naturels tels que la phalloidine et l'aflatoxine, les toxiques
industriels tels que le tétrachlorure de carbone, I'alcool éthylique, le plomb et les médicaments
(Ouattara et al., 2003). Par ailleurs, les hépatites toxiques et virales sont les causes majeures
des maladies du foie et partagent toutes une progression similaire caractérisée par le

développement de la cirrhose et du cancer de foie (K. Gao et al., 2012; Ivanov et al., 2013).

Les hépatites toxiques sont principalement dues aux polluants environnementaux et
aux médicaments. Parmi les polluants de I’environnement, le CCl, est un puissant
hépatotoxique qui continue d’étre utilis¢ au laboratoire pour évaluer les propriétés anti-
hépatotoxiques des substances phytochimiques en utilisant aussi bien les techniques in vivo
que in vitro (Lim et al., 2016; Xiao et al., 2012). Quant aux médicaments spécifiquement, on
distingue entre autres le paracétamol (APAP), ’analgésique et 1’antipyrétique le plus utilisé
dans le monde qui est bien toléré a la dose thérapeutique, mais peut induire une hépatotoxicité

trés sévere et parfois la mort en cas d’overdose (James et al., 2003).

Malgré les progres de la médecine moderne, il n’y a pas encore de médicaments
capables de stimuler la fonction hépatique, d’offrir une protection hépatique contre les
dommages ou de contribuer a la régénération des cellules hépatiques. La médecine
traditionnelle par les plantes offre une alternative pour la recherche de nouvelles molécules et
formulations plus accessibles et efficaces. Elle constitue de ce fait une source précieuse de

nouveaux agents médicinaux (Adewusi & Afolayan, 2010).
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Dans la présente étude, la capacité de Desmodium adscendens (plante de la famille des
Fabacées) a protéger les hépatocytes primaires de rat contre les Iésions aigués induites par le
CCly et sa capacité a médier I'inhibition de I'infection a VHCcc in vitro a été évaluée. Dans un
deuxiéme temps, la capacité de D. adscendens a partriciper au processus de stimulation de la
régenération des hépatocytes et/ou la différenciation des cellules souches en hépatocytes,

lorsque le foie est soumis a une agression par le CCl, ou le paracétamol a été évaluée in vivo.

Etant donné que les changements associés aux lésions hépatiques induites par le CCly
sont similaires a ceux de I'népatite virale aigué (Rubinstein, 1962), I'népatotoxicité mediée
par le CCl, a été choisie comme modeéle expérimental in vitro. 1l est connu que le stress
oxydatif et la génération de radicaux libres jouent un réle essentiel dans les lésions hépatiques
induites par le CCl, (el halawany et al., 2014). En effet, la majorité des agents toxiques
agissent en augmentant la production des radicaux libres qui peuvent conduire a un stress
oxydatif excessif et a un dysfonctionnement mitochondrial hépatique (Amacher, 2012). Le
mécanisme par lequel le CCl, provoque une lésion oxydative des cellules implique que le
systeme du cytochrome P-450 transforme CCl, en CCl; et ce dernier est transformé en
CCl;0,, plus réactif, qui provoque la péroxydation lipidique, perturbe I'homéostasie Ca®* et
conduit a la mort cellulaire (B. Y. Gao et al., 2003; Rubinstein, 1962).

La lésion hepatique induite par CCl, est couramment utilisée comme méthode
expérimentale pour I'étude de I'effet hépatoprotecteur des plantes médicinales (Krishna et al.,
2010). L'utilisation de la culture d'hépatocytes de rat réduit le nombre d'animaux sacrifiés
pour I'étude de l'activité hépatoprotectrice (Krause et al., 2009). De plus, les hépatocytes
isolés a haut rendement sont devenus un outil précieux pour évaluer I'effet protecteur possible
des médicaments. Il a été démontré que certaines hépatotoxines telles que le tétrachlorure de
carbone (CCl,) provoquent une diminution de la viabilité cellulaire ainsi qu'une augmentation
de certains marqueurs (Krause et al., 2009; Krishna et al., 2010). En effet, il y a d'une part
l'augmentation du taux de transaminases (ALAT, ASAT), enzymes cytosoliques dont leur
élévation dans le milieu extracellulaire est un signe d'altération de I'intégrité de la membrane
cellulaire, et d'autre part l'augmentation de la concentration de MDA, qui indique une
péroxydation lipidiqgue membranaire (Krause et al., 2009; Krishna et al., 2010). La capacité
d'un médicament hépatoprotecteur a réduire les effets nocifs ou a préserver les mécanismes
physiologiques hépatiques normaux qui ont été perturbés par une hépatotoxine est un indice
de ses effets protecteurs (Jagatia et al., 2013).

117



Globalement, dans la premiere section de cette étude ou il était question d’une part de
déterminer in vitro le pouvoir antioxydant des extraits de D. adscendens et d’autre part, de
déterminer les propriétés antihépatotoxiques de ces extraits en utilisant comme modéle les
hépatocytes de rats fraichement isolés, on note un rendement élevé d'hépatocytes isolés et des
modifications générales grace a I'évaluation des marqueurs, reflétant ainsi la satisfaction avec
la standardisation de notre modele expérimental choisi. En effet, le CCl, a été utilisé a une
concentration de 5 mM. Cette concentration s'est averée toxique pour une exposition de 6 h
aux hépatocytes conduisant a une diminution d'environ 50% de la viabilité cellulaire et a une
forte augmentation des fuites d'ALAT. Cela indique une perte d'intégrité de la membrane des
hépatocytes et une formation de MDA témoignant de I'oxydation de la membrane lipidique.
Dans le prétraitement des hépatocytes avec des extraits de D. adscendens, il a été noté une
protection contre I'hépatotoxicité induite par CCl, comme le montrent les figures 30a, 30b et
30c. Ici, a la concentration de 1 pg / mL, la viabilité cellulaire a été maintenue tandis qu'une
diminution significative (p <0,01) de la formation de MDA et une inhibition de la libération
d'’ALAT ont été notées. Dans le post-traitement des hépatocytes avec des extraits de D.
adscendens, apres intoxication par CCly, il a également été noté une restauration / protection
comme le montrent les figures 31a, 31b et 31c. Ici, a des concentrations de 1, 10 et 100 ug /
mL, la viabilité cellulaire a également été maintenue tandis qu'une diminution significative (p
<0,01) de la formation de MDA et une fuite inhibée d'’ALT ont également été notées. La
variation de la bioactivité entre la plante récoltée avant la floraison (DA1) et celle récoltée
apres la floraison (DA2) pourrait étre due a la composition des métabolites secondaires qui
varient selon les saisons. En effet, des facteurs environnementaux tels que la lumiére, la
température, I'eau du sol, la fertilité du sol et la salinité ont un impact sur la biosynthese et
I'accumulation des métabolites secondaires des plantes, et donc leur efficacité

pharmacologique (Moula et al., 2004).

Dans les tests avant et apres traitement, ces résultats suggerent que les extraits de DA
protégent le foie par des effets antioxydants. Ces effets ont été confirmés par les activités
antiradicalaires des extraits de DAL et DA2, leurs capacités réductrices (ions ferriques et
molybdate) et l'inhibition de la peroxydation lipidique. Ces résultats sont conformes aux
études antérieures qui ont démontré le potentiel des extraits de plantes pour protéger le foie
contre I'hépatotoxicité induite par CCl4 en inhibant la peroxydation lipidique et en améliorant
I'activité antioxydante (Moula et al., 2004).
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La place du stress oxydatif dans la pathogenese de I'népatite virale et en particulier
dans l'infection par le virus de I'hépatite C a été précédemment documentée (Paracha et al.,
2013; Tardif et al., 2005). 1l a été démontré que la protéine nucléocapside du VHC augmente
le stress oxydatif dans le foie (Koike et al., 2006) et que certaines protéines du complexe de
réplication (NS3 et NS5A) ont augmenté l'absorption de calcium par les mitochondries et
provoqué l'oxydation du glutathion mitochondrial, entrainant une augmentation desespéces
réactives a ’oxygene (ERO) (Yen et al., 2011). Par conséquent, il était important pour nous
d'évaluer les propriétés antivirales des extraits de DA sur le VHC. La présente étude a permis
d’identifier pour la premiére fois D. adscendens comme un inhibiteur de Il'infection et de la
réplication du VHC (Figures 32 et 33), suggérant ainsi un effet possible de cette plante sur
différentes étapes du cycle de vie du VHC, y compris l'entrée, la réplication et I'assemblage.
Des études supplémentaires seraient nécessaires pour clarifier le mécanisme anti-VHC exact
de cet extrait de plante naturelle et caractériser pleinement les métabolites secondaires

potentiellement actifs.

Au cours de I’hépatotoxicité des xénobiotiques, I’accumulation des métabolites
réactifs, dont les radicaux libres CCI3° et CCI300° et le NAPQI, issus de la
biotransformation du CCl, et du paracétamol respectivement, entrainent la déplétion du GSH
et I’inactivation des enzymes (Brattin et al., 1985; Hinson et al., 2010). Le GSH et les
enzymes antioxydants sont considérés comme ayant un pouvoir antiradicalaire/antioxydant
qui contribue au maintien de I’intégrité cellulaire et constituent une premiére ligne de défense
intracellulaire. Bien que la diminution de la teneur en GSH ne conduise pas directement a la
mort des hépatocytes, cette déplétion entraine I’inactivation des enzymes antioxydants et
conduit a une génération excessive d’EROs intracellulaires aboutissant au stress oxydant
(Jaeschke et al., 2002; Schnackenberg et al., 2009). L’augmentation anormale du taux
d’EROs initie le processus de péroxydation des lipides membranaires et cause la perte de
I’intégrité de la membrane plasmique, la destruction des organites cellulaires et la mort des

cellules (Brattin et al., 1985; Jaeschke et al., 2002).

En exposant les rats a une dose toxique de xénobiotiques (CCl, ou paracétamol), des
dysfonctionnement de leur organisme sont mis en évidence par une diminution du taux de
GSH indiquant le stress oxydant, une augmentation du taux de MDA indiquant la
peroxydation des lipides membranaires et une élévation de 1’activité des transaminases dans le

milieu extracellulaire comme signe de 1’altération de 1’intégrit¢é membranaire avec pour
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conséquence finale la baisse de la viabilité cellulaire (Jaeschke et al., 2002, 2003b; Kadiiska
et al., 2000; Pratibha et al., 2006; Zaidi et al., 2019).

Dans la partie de I’expérimentation conduite in vivo lors de cette étude, I’ intoxication
des rats par des doses élevées de CCl, ou de paracétamol a entrainé une augmentation
significative de I’activité des transaminases et des taux de MDA, une baisse de glutathion et
de ’activité¢ de la catalase comparativement aux rats non traitées. Le traitement par la suite
des animaux intoxiqués avec I’extrait aqueux de D. adscendens a conduit & certaines
modulations biochimiques favorables a la protection, traduisant son role adaptatif contre les
dommages des radicaux libres. En effet, on note aprés cing jours consécutifs de traitement des
animaux avec différentes doses de D. adscendens, des activités en baisse d’ALAT (Figures
34 et 42), de PAL (Figures 36 et 44), de taux de MDA (Figure 37) et des augmentations de
GSH (Figures 40 et 48) et d°activité de la catalase (Figures 39 et 47)) comparés aux rats

intoxiqués et non traités.

Cette étude a clairement montré que I'administration intragastrique d'extrait brut de
feuilles de D. adscendens module de maniére significative les activités circulantes de CAT,
GSH, ASAT, ALAT et PAL. Ces résultats traduisent un potentiel anti-hépatotoxique du D.
adscendens et I’identifie comme antioxydant ou piégeur de radicaux libres a travers le retour
des activités pertubées de la CAT et les niveaux de TBARS, GSH, ALAT, ASAT et PAL vers

leurs valeurs normales, par rapport aux témoins non traités ou aux groupes traités seuls.

D. adscendens posséderait divers composés qui sont responsables de diverses activités.
En effet, la littérature rapporte comme principaux composants actifs contenus dans D.
adscendens, la présence des saponosides triterpénoides (soyasaponines | et I,
déhydrosoyasaponine 1), des flavonoides (vitexin and isovitexin, isoflavone, composé
flavonique, dérivés de flavonol et de flavone), des anthocyanes (pélargonidine-3-0-
rhamnoside, cyanidine-3-0-sophoroside) et alcaloides sous forme de traces (Magielse et al.,
2013b; Pothier et al., 2006a; Rastogi et al., 2011).

Sur un autre plan, en cas d’atteinte du foie lors de I’intoxication par divers toxiques,
les hépatocytes détruits sont remplacés au cours du processus de régénération qui s’opere
selon différents mécanismes a savoir : la division cellulaire, la maturation des cellules
immatures restantes ou encore le recrutement et la différenciation en hépatocytes des cellules

souches.
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En effet, les hépatocytes et les cellules des voies biliaires proviennent d'un précurseur
commun, I'népatoblaste (Germain et al., 1988b), lui-méme provenant 1’endoderme (Zorn,
2008b). Les hépatoblastes au départ expriment des génes associés a la fois aux hépatocytes
adultes (Hnf4a, albumine) et aux BEC (cytokératine-19), ainsi qu'aux génes du foie feetal tels
que l'a-foetoprotéine (Afp). L’endoderme quand a lui exprime le Sox 17 qui est un membre
du groupe a haute mobilité lié a Sry (Sry-HMG) des facteurs de transcription qui est
nécessaire pour la formation endodermique et le développement du foie chez plusieurs
especes (Ayatollah et al., 2012). L'expression du gene Sox17 est requise pour la formation

d'un endoderme definitif qui donne naissance a divers tissus (Ayatollah et al., 2012).

Le foie adulte a une capacité de régénération remarquable et peut reconstituer
complétement lorsque jusqu'a 70% de sa masse est eliminée (Fausto, 2004; Michalopoulos,
2007). Le foie se régénere principalement par la prolifération d'hépatocytes matures (Fausto,
2004; Michalopoulos, 2007). En effet, les hépatocytes ont une durée de vie longue, estimée a
200 jours chez le rat et a 400 jours chez I’homme. Ces hépatocytes conservent leurs capacités
de division cellulaire et sont capables de se multiplier, sans perdre leur différenciation, en
réponse a des facteurs de croissance. Leur taux de renouvellement est extrémement faible.
Ainsi, a I’état normal, dans le foie humain, le pourcentage d’hépatocytes en cycle cellulaire a

un instant donné serait de 1’ordre de 4 pour 1 000.

Cependant, le foie adulte contient également des cellules progénitrices hépatiques qui
sont activées lorsque la prolifération des hépatocytes est inhibée, comme dans la cirrhose
sévere (Fausto, 2004; Oertel & Shafritz, 2008). Les progéniteurs hépatiques semblent
résider dans les petits canaux biliaires terminaux et lorsqu'ils sont activés, ils proliférent et
donnent naissance a une population cellulaire appelée «cellules ovales», qui peut se
différencier a la fois en hépatocytes et en cellules biliaires (Fougére-Deschatrette et al.,
2006; Oertel & Shafritz, 2008).

Un certain nombre des voies de développement qui régulent I'népatogenése dans
I'embryon, comme HGF, FGF, OSM, TNFa et Wnt semblent contrdler I'activation des
cellules ovales (Apte et al., 2008; Bliege Bird et al., 2008; Hu et al., 2007) ainsi que la
prolifération des hépatocytes pendant la régénération (Fausto, 2004; Loughnane et al., 2002;
Michalopoulos, 2007; Tan et al., 2006).
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Dans ce travail, I’effet de 1’extrait aqueux de D. adscendens dans le mécanisme de la
différenciation des cellules souches en hépatocytes dans le processus de régénération
hépatique chez le rat intoxiqué au CCl, ou au paracétamol a également été exploré.
L’immunohistochimie a permis d’apprécier le recrutement des cellules souches et leur
différenciation en hépatocytes dans nos différents lots a travers I’expression des marqueurs
specifiques de ce processus de renouvellment cellulaire. L’aspect et I’intensité de la
fluorescence sont deux éléments essentiels pour y parvenir (Alison et al., 1997). En effet,
certaines protéines de [’organisme peuvent €tre mises en évidence par des anticorps
spécifiques couplés a des traceurs et dans ce cas précis, I'immunofluorescence indirecte a été
utilisée. Il s’agit d’une technique d'immuno-marquage qui consiste & détecter un antigéne
grace a un anticorps monoclonal spécifique de cet antigéne, puis a révéler cette
reconnaissance par une antiglobuline (anticorps secondaire) marquée qui se fixe a l'anticorps
monoclonal. Cette antiglobuline peut étre marquée par un fluorophore comme la fluoroscéine
ou un autre fluorochrome. Une lecture en microscopie a fluorescence permet de visualiser les
cellules fluorescentes et de déterminer les intensités de fluorescences. L’intensité de
fluorescence cellulaire a été quantifiée en utilisant le logiciel Image J. Les différentes
analyses immunohistochimiques ont révélé une intensité de la fluorescence moindre chez les
lots traités au CCl, ou au paracétamol, comparés aux lots témoin normal et ceux intoxiqués et
traités par I’extrait aqueux de D. adscendens, traduisant ainsi un effet sur I’expression des

différentes protéines marqueurs spécifiques (Figures 50 et 51).

Toutefois, on note lors de I’immunofluorescence de la protéine Sox17 une expression
plus importante de ces proteines lors des différentes expérimentations les concernant. Ceci
s’expliquerait par le fait que la durée du traitement des animaux avant leur sacrifice étant de
cing jours, seule la protéine Sox17 est le marqueur pouvant s’exprimer en majorité. En effet,
apres quelques jours, la plupart des cellules expriment des genes endodermiques définitifs
(Sox17 et Foxa2) (D’Amour et al., 2005; Kubo et al., 2004). Fort de cette propriété de
pouvoir étre exprimée en cing jours, la cinétique de recrutement des hépatocytes a été faite en
utilisant la propriété de suivre I’apparition des protéines Sox17 en fonction du temps. La
baisse de I’intensité de fluorescence notée chez les animaux intoxiqués comparés au lot
témoin non intoxiqué traduit une diminution de ’expression de de la protéine Sox 17 due a
I’action du toxique (Figure 53). A I’inverse, les intensités croissantes des fluorescences
résultantes des microphotographies obtenues des effets de 1’administration de 1’extrait aqueux

de D. adscendens traduisent 1’augmentation de 1’expression de la protéine Sox17 dans le foie
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des rats intoxiqués préalablement au tétrachlorure de carbone (CCl,) ou au paracétamol aux
jours quatre et cinq (Figures 52, 53, 55 et 56). Cette augmentation illustre le développement
de ’endoderme, précurseur de I’hépatoblaste a 1’origine des hépatocytes. La baisse d’intensité
de fluorescence en fonction du temps notée chez les animaux intoxiqués au CCl, ou au
paramétamol (Figures 54a et 57a) traduit une dimunition dans 1’expression de la protéine Sox
17. Par ailleurs, on note qu’en présence de 1’extrait de plante a la méme dose, une variation en
fonction du temps de 1’expression de Sox17 (Figures 54b, 54c, 57b, 57¢). Cette augmentation
progressive des cellules traduirait la différenciation en fonction du temps des cellules souches

en hépatocytes.
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IV.1. CONCLUSION

Au terme de ce travail dont I’objectif général et tait d’évaluer in vitro et/ou in vivo les
propriétés anti-hépatotoxiques et antivirales de I’extrait aqueux de Desmodium adscendens
sur le VHC et son effet sur dans le processus de différenciation des cellules souches en

hépatocytes, les conclusions majeures ci-apres se dégagent:

- L’extrait aqueux de D. adscendens a un potentiel hépatoprotecteur et hépatocurateur
contre les dommages induits par le CCl, sur les hépatocytes primaires de rat.
L'inhibition du stress oxydatif et la capacité a protéger l'intégrité de la membrane par

cet extrait végétal semblent étre les mécanismes clés de son activité.

- L’extrait aqueux de D. adscendens a revelé une activité anti-VHC en culture

cellulaire.

- L’extrait aqueux de D. adscendensa stimule chez des animaux intoxiqués au CCl4 ou
au paracétamol, une augmentention de I’expression du facteur Sox 17, marqueur
specifique de developpement hépatique via la maturation des cellules de 1’endoderme
défiinitif (principales cellules de la voie de différenciation des cellules souches en

hépatocytes).

Il se dégage donc clairement de cette étude le caractere protecteur du foie par D.
adsendens qu’il soit exposé a une agression par un toxique environnemental (CCly), un
médicament (paracétamol) ou par un virus (Virus de I’hépatite C), ce qui justifierait et
soutiendrait son utilisation dans la médecine traditionnelle pour la gestion des

hépatopathies.
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IV.2. PERSPECTIVES

Nous nous proposons de mener des études ultérieures qui nous permettront :

- D’entreprendre I’identification des constituants potentiellement actifs et de clarifier
leur réle dans l'activité anti-VHC.

- D’explorer l'influence de D. adscendens dans la différenciation des cellules souches en
hépatocytes en un temps plus long et en utilisant des marqueurs de différenciation plus

spécifiques au tissu hépatique.
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ANNEXES




Annexe 1
++ Dosage des protéines
— Solution de Sérum Albumine Bovin (SAB) 0,5 mg/ml (10ml) (a préparer au
moment de la manipulation).

— Réactif de Bradford

Réactif Stock

> Peser 0,25 g de bleu de Coomassie G-250

» Dissoudre dans 25 ml d’éthanol 95°

> Ajouter HsPO,4 85%, gsq 100ml

> Meélanger et conserver au réfrigérateur a 4°C

Solution de travail (réactif de Bradford proprement dit) (500ml).

> Pipeter 12,5 ml de réactif stock

> Ajouter 50 ml de H3PO, 85%

» Ajouter 36 ml d’éthanol 95°

> Meélanger et conserver au réfrigerateur a 4°C
++ Dosage de protéines sériques et hépatiques

— Solution de SAB 5 mg/ml (10 ml) (a préparer au moment de la manipulation)
— Solution de NaCl 0,9% (250 ml)
» Peser 2,25 g de NaCl
» Dissoudre dans de I’eau distillée, gsp 250 ml
— Réactif du Biuret (1000 ml)
Solution A

» Peser 1,5 g de CuSO,, 5H,0

» Peser 6 g de Tartrate double de sodium et potassium
> Peser1gdeKI

» Dissoudre dans de I’eau distillée, gsp 500 ml

Solution B

» Peser 30 g de NaOH
» Dissoudre dans de 1’cau distillée gsp 300 ml



M¢élanger A et B compléter le volume a 1000 ml avec de I’eau distillée.

“ Dosage colorimétrique de PALAT
— Tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 (tampon de travail)

Solution A
» Peser 8,79 de K,HPO,
» Dissoudre dans de 1’eau distiillée, gsp 500 ml

Solution B

» Peser 1,36 g de KH,PO,
» Dissoudre dans de I’eau distillée, gsp 100 ml
Ajuster le pH de la solution A a 7,4 a I’aide de la solution B

— NaOH 1N
— NaOH 0,4N
Substrat ALAT (50 ml)

» Peser 0,015 g de o - cétoglutarate
» Peser 0,89 g d’alamine
» Dissoudre dans le tampon de travail gsp 50 mi
— Solution de 2,4 - dinitrophénylhydrazine 0,2% (100 ml)
» Peser 0,02 g de 2,4-DNPH
» Dissoudre en chauffant a une température inférieure a 70°C dans 8 ml
de HCI 37%
» Ajouter de I’cau distillée, gsp 100 ml
— Solution mére étalon de pyruvate a 2,20 g/l (10 ml)
— Solution étalon de pyruvate 0,22g/l (10 ml) (a préparer le jour de la
manipulation)
» Pipeter 1 ml de solution mére de pyruvate étalon
» Ajouter 9 ml de tampon de travail
— Solution de NaCl 0,9%

% Dosage colorimétrique de ’ASAT
— Tampon phosphate 0,1M pH 7,4 (tampon de travail)



Solution de NaOH 1N
Solution de NaOH 0,4N
Solution d’acide phosphorique diluée au 1/10 (H3PO4 8,5%)
» Pipeter 2 ml d’acide phosphonique 85%
» Ajouter 18 ml d’eau distillée
Solution de 2,4 - DNPH 0,2%
Solution mere étalon de pyruvate 2,20 g/l
Solution fille étalon de pyruvate 0,229/l
Solution de NaCl 0,9%
Substrat ASAT (50 ml)
» Peser 0,015 g d’a - cétoglutarate
» Peser 1,33 g d’acide aspartique
» Pipeter 12,5 ml de NaOH 1N
» Dissoudre et ajuster le pH a 7,4 avec acide phosphorique 8,5%
» Ajouter tampon de travail, gsp 50 ml
+» Dosage enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL) (a préparer le
jour de la manipulation)
Kit SIGMA DIAGNOSTIC

Dissoudre le contenu de chaque flacon dans 10 ml d’eau distillée.

 Dosage du dialdéhyde malonique (MDA)
HCI 2M
Tampon Tris - HCI 50mM pH 7,4 contenant du KCI 150mM (500 ml)
> Peser 3,03 g de Tris
» Peser 5,59 g de KCI
» Dissoudre dans 300 ml d’eau distillée
> Ajuster le pH a 7,4 avec HCI 2M
» Compléter le volume a 500 ml avec de I’eau distillée
TCA 20%
TBA 0,67%



% Dosage glutathion (GSH)
— Tampon phosphate 0,1 M pH 6,5
Solution A
> Peser 4,35 g de K,HPO,
» Dissoudre dans de 1’eau distillée, gsp 250 ml

Solution B

> Peser 3,4 g de KH,PO,
» Dissoudre dans de 1’eau distillée, gsp 250 ml
Ajuster le pH de la solution B a 7,4 a I’aide de la solution A

— Tampon Tris - HCI 50 mM pH 7,4 contenant du KCI 150 mM

— Réactif ’ELLMAN (250 ml)
» Peser 4,96 mg d’acide 2,2 - dithio -5,5’-dibenzoique (DTNB)
> Dissoudre dans Tampon Phosphate 0,1M pH 6,5 gsp 250 ml

% Préparation d’autres solutions

— Ethanola30° 70°et80°

La préparation des concentrations respectives a été faite a partir de 1’éthanol 95 © a ’aide

des volumes de dilution de I’abaque de Gay Lussac.

— Liquide de Bouin

Afin de préparer 105 mL de liquide de Bouin, 75 mL d’acide picrique ont été mélangés

avec 25 mL de formol 37 % et 5 mL d’acide acétique.

— Solution de peroxyde d’hydrogéne 0,5 % en méthanol

Afin de préparer la solution de peroxyde d’hydrogéne 0,5 % en méthanol, 3,5 mL de
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) 30 % ont été homogénéisé avec 177 mL de méthanol
(CH30OH).

— Normal Horse Serum a 10 %

Pour la preparation du Normal Horse Serum (NHsS) a 10 %, 0,1 mL de NHsS a éte

homogénéisé dans 0,9 mL de TBS (voir préparation des tampons).



— Solution des anticorps primaires SOx-17 1/200 en 1 % NGS

La solution de I’anticorps primaire Sox-17 (H-130) 1/200 en 1 % NGS a été préparéee en
diluant 5 pL de I’anticorps avec 0,995 mL de NGS a 1 %.

— Solution de I’anticorps secondaire de chévre anti-lapin IgG-FITC 1/200 en NGS a
1%

La solution de I’anticorps secondaire de chevre anti-lapin IgG-FITC 1/200 en NGS a 1 %
a été preparée en diluant cet anticorps au 1/200¢ en mélangeant 5 uL de I’anticorps avec
0,995 mL de NGS a 1 % a ’abri de la lumiére.

% Préparation des autres solutions tampons

— Formaldéhyde 10 % tamponné

Afin de préparer un litre de formol 10 % tamponné, 6,5 g de phosphate disodique et 4 g de
phosphate monosodique ont été dissous dans le formol commercial (37 %) a 1’aide d’un
agitateur magnétique sous hotte ventilée. Par la suite, 900 mL d’eau distillée ont été ajoutée a

la solution obtenue.

— Tampon carbonate 0,05 M ; pH 10,2

Le tampon carbonate 0,05 M ; pH 10,2 a été préparé en pesant dans I’ordre dans un bécher
4,5 g de carbonate de sodium (Na,CO3, 10H,0) et 4,2 g de bicarbonate de sodium (NaHCO3).
L’ensemble est solubilis¢ dans 900 mL d’eau distillée. Le pH de la solution a été titré a 10,2

avec la soude et le volume a été complété a 1000 mL avec de I’eau distillée.

— Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5

Pour préparer le tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5, 8,91 g de phosphate disodique hydraté
ont été dissous dans 500 mL d’eau distillée et 6,5 g de phosphate monosodique hydraté ont été
dissous dans 500 mL d’eau distillée. A 500 mL de la solution de phosphate disodique hydraté
ont été ajoutés 70 mL de la solution de phosphate monosodique hydraté, puis goutte a goutte
30 mL de la méme solution, pour un volume final d’environ 600 mL de tampon phosphate 0,1

M ; pH 7,5.



— Tampon phosphate 0,1 M ; pH 6,5

Le tampon phosphate 0,1 M ; pH 6,5 a été préparé en dissolvant d’une part 8,9 g de
phosphate disodique hydraté (Na2HPO4, H20) dans 500 mL d’eau distillée et d’autre part 6,5
g de phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4, H20) dans 50 mL d’eau distillée. A 500
mL de la solution de phosphate mono sodique hydraté ont été ajouté 200 mL de phosphate
monosodique, puis goutte a goutte 80 mL de la méme solution ; pour un volume final

d’environ 780 mL de tampon phosphate 0,1 M ; pH 6,5.

— Tampon Tris50 mM ; pH 7,4

Pour préparer le tampon Tris-NaHPO4 50 mM, 1,21 g de Tris base et 2,79 g de KCI ont
¢été pesés et dissous dans 250 mL d’eau distillée. Le pH a été ajusté a 7,4 par ajout de I’acide

chlorhydrique concentré et le volume a été complété a 500 mL avec de I’eau distillée.

— Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,4

Pour préparer le tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,4, 22,94 g de phosphate disodique
hydraté ont été dissous dans 500 mL d’eau distillée et 4,6 g de phosphate monosodique
hydraté ont été dissous dans 500 mL d’eau distillée. A 500 mL de la solution de phosphate
disodique hydraté ont été ajoutés 70 mL de la solution de phosphate monosodique hydraté,
puis goutte a goutte 30 mL de la méme solution, pour un volume final d’environ 600 mL de

tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,4.

— Tampon Phosphate Salin

Pour préparer le Tampon Phosphate Salin (Phosphate Buffered Saline = PBS), 9 g de
NaCl ont été solubilisees dans 1000 mL de Tampon Phosphate 0,1 M, pH 7,4.

— Tampon Phosphate Salin/0,2 % Triton X

Pour préparer le Tampon Phosphate Salin/ 0,2 % Triton X, 0,2 mL de Triton X a
solubilisé dans 99,8 mL de PBS.

— Tampon Tris0,5M ; pH 7,6

Afin de préparer ce tampon, 60,55 g de Tris base ont été dissous dans 500 mL d’eau
distillée. Le pH de la solution a ensuite été ajusté a 7,6 avec de 1’acide chlorhydrique

concentré puis 1’eau distillée a été ajoutée en quantité suffisante pour faire un litre.



— Tampon Tris salin

Pour préparer le tampon Tris salin (Tris Buffered Saline = TBS), 100 mL du tampon Tris
0,5 M ; pH 7,6 ont été mélangés & 900 mL de chlorure de sodium 0,9 %.

— Tampon citrate de sodium 10 Mm ; pH 6

Deux solutions ont été nécessaires. La solution A a été obtenue en dissolvant 21 g d’acide
citrique avec de 1’eau distillée en quantité suffisante pour faire 1 litre. La solution B quant a
elle a été préparée en dissolvant 29,44 g de citrate de sodium avec de ’eau distillée en
quantité suffisante pour faire 1 litre. 9 mL de la solution A ont été mélangés a 41 mL de la

solution B puis le volume a été complété a 500 mL avec de I’eau distillée.



Annexe 2 : Etalonnages

— Dosage des protéines (BRADFORD, 1976)

Tableau a : Gamme de dilution de la SAB (0,5mg /ml)

Tubes
1 2 3 4

Solutions
SAB (0,5mg/ml) (ul) 100 200 300 400 500
Eau distillée (ED) (ul) 1900 1800 1700 1600 1500
Solution S = SAB + ED 2000 2000 2000 2000 2000

Mélanger et prélever un volume V pour étalonnage
Tableau b : Etalonnage des protéines par la SAB (0,5mg /ml)
Solutions Tubes 0 1 2 3 4 >
Solution S* (ul) 0 50 50 50 50 50
Eau distillée (pl) 50 - - - - -
Réactif de Bradford (ul) 2000 | 2000 2000 2000 2000 2000

Mélanger et incuber a 25

°C pendant 10 minutes et lire la densité optique (DO)

0,024 0,053 0,76 0,096 0,116

DO a 595 nm 0,000 | 0,023 0,055 0,078 0,100 0,116

0,024 0,050 0,078 0,098 0,115

DO Moyenne 0,000 | 0,024 0,053 0,077 0,098 0,116
Quantite de protéines (Ug) 0 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25
Concentration en 0 1.25 . 1125 20 3125

protéines (ng/ml)

% La solution S est celle obtenue précédemment (Tableau 2a)
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Figure a: Courbe d’étalonnage des protéines a 595 nm
Dosage par la méthode de Bradford (BRADFORD et al., 1976)
Etalon : SAB (0,5 mg/ml)

— Dosage des protéines sérique et hépatique (GORNALL et al., 1949)

Tableau c : Etalonnage des protéines par le SAB 5 mg/ml

Solutions Tubes 0 1 2 3 4 5
SAB (5mg/ml) (ml) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
NaCl 0,9% (ml) 3 2,9 2,8 2,7 2,6 2,5
Réactif du Biuret (ml) 3 3 3 3 3 3
Mélanger et lire la densité optique a 540 nm aprés 20 minutes

0,025 | 0,052 | 0,079 | 0,103 | 0,127
DO a 550 nm 0,000

0,024 | 0,051 | 0,076 | 0,104 | 0,128
DO Moyenne 0,000 | 0,025 | 0,052 | 0,078 | 0,104 | 0,128
Quantité de protéines (mg) 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentration en protéines

0 0,17 0,33 0,50 0,67 0,83

(mg/ml)
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Figure c: Courbe d’étalonnage des protéines a 550 nm
Dosage par le réactif de biuret (GORNALL et al., 1949)

Etalon : SAB (5 mg/ml)






