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Résumé

Résumé

Ferula assa-foetida L, est I’'une des espéces de Ferula les plus répandues et les plus
précieuses avec applications nutritionnelles et médicinales, I’extrait de la gomme résine de cette
plante est due d’exsudat des racines, il avait un pouvoir réducteur, antioxydant et piégeur des
radicaux libres; ces dernieres sont la principale cause du stress oxydatif, qui est par la suite
provoquer des dommages structuraux et déclencher de nombreuses maladies humaines.

Le but de cette étude été évalué les effets antioxydants de I’extrait gomme résine d’ Assa-
foetida sur les biomarqueurs (SOD, GPx) chez paramecium sp.

Les paramécies ont été traité par des doses croissantes (0.5, 1, 2, 3g/L) de cet extrait pendant 3
heurs pour chaque groupe.

L’étude a été analysée par le logiciel IBM SPSS STATISTICS version 21, en utilisant
ANOVA a mesure répétée (n=3) a un facteur, P < 0,05 a été considéré comme le niveau
significatif.

Nos résultats montrent que le taux de protéines totales a augmenté de maniére dose-
dépendante est trés hautement significative (p < 0.001) chez paramecium sp traitées a 1’extrait
gomme résine de F. assa-foetida pour tous les groupes par rapport au témoin. L’augmentation de
’activité enzymatique de GPx est hautement significative (p < 0.001) chez paramecium sp
traitées a I’extrait gomme résine de F. assa-foetida pour la premiére dose et significative (p <
0.05) pour les autres doses. Concernant I’activité enzymatique du SOD, elle a diminu¢ de fagon
trés hautement significative (p < 0.001) pour tous les groupes par rapport au témoin.

On conclue qu’il y’a un effet positif de I’extrait gomme résine d’ Assa-foetida sur 1’activité
enzymatique de GPx et une perturbation pour 1’activité enzymatique du SOD et protéines totales.

Mots clés : Ferula assa-foetida L; extrait de lagomme résine ; SOD; GPx; Paramecium sp; Stress
oxydatif.



Résumé

Abstract

Ferula assa-foetida L, is one of the most widespread and valuable Ferula species with
nutritional and medicinal applications, the gum resin extract of this plant is due to exudate roots,
it had a reducing power, antioxidant and scavenger of free radicals; the latter are the main cause
of oxidative stress, which is subsequently cause structural damage and trigger many human
diseases.

The aim of this study evaluated the antioxidant effects of Assa-foetida gum resin extract
on biomarkers (SOD, GPx) in paramecium sp.

The parameters were treated with increasing doses (0.5, 1, 2, 3g/L) of this extract for 3 hours for
each group.

The study was analyzed by the IBM SPSS STATISTICS version 21 software, using
ANOVA in repeated measure (n=3) at one factor, P < 0.05 was considered the significant level.

Our results show that the level of total protein increased dose-dependent is very highly
significant (p < 0.001) in paramecium sp treated with F. assa-foetida resin gum extract for all
groups compared to the test. The increase in the enzymatic activity of GPx is highly significant
(p £0.001) in paramecium sp treated with gum resin extract of F. assa-foetida for the first dose
and significant (p < 0.05) for the other doses. Regarding the enzymatic activity of SOD, it
decreased very significantly (p <0.001) for all groups compared to the control.

It is concluded that there is a positive effect of Assa-foetida resin gum extract on the
enzymatic activity of GPx and a disturbance for the enzymatic activity of SOD and total proteins.
It is concluded that there is a positive effect of Assa-foetida resin gum extract on the enzymatic
activity of GPx and total proteins and a negative effect on the enzymatic activity of SOD.

Keywords: Ferula assa-foetida L; gum resin extract; SOD; GPx; Paramecium sp; Oxidative
stress.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques ont été utilisées, bien avant I’avénement des
produits pharmaceutiques, afin de prévenir et de traiter diverses maladies, ainsi que pour
améliorer le bien-étre des individus (Barata et al., 2016). Ces plantes, qui demeurent un sujet
intéressant pour la recherche, sont une riche source de substances et de composés bioactifs, qui
possédent de nombreuses propriétés pharmacologiques et un nombre restreint d'effets

secondaires (Aye et al., 2019).

Les caractéristiques bénéfiques de ces plantes pourraient €tre attribuées a leur richesse
teneur en nutriments et en composés phytochimiques, qui jouent un réle primordial dans la
gestion, le traitement et la prévention d'une grande variété d'affections pathologiques, telles que
le cancer, I'inflammation, les Iésions hépatiques et le stress oxydatif (Vujanovic et al., 2019), les
conséquences néfastes de ce dernier sur la santé humaine sont devenues une préoccupation

majeure a laquelle de nombreux chercheurs s'intéressent pour trouver une solution.

Ferula assa-foetida Linn, I’une de ces plantes extrémement précieuses, Il a été utilisé dans
le domaine pharmaceutique en raison de sa composition phytochimique et de son activité
pharmacologique spécifique. Depuis des siecles, on l'apprécie pour ses propriétés culinaires et

médicinales (Kumar et al., 2024).

Des études récentes ont également démontré que les assa-foetida acquierent de multiples
propriétés telles qu'un effet relaxant, neuroprotecteur, améliorant la mémoire, enzyme digestive,
antioxydant, antispasmodique, hypotenseur, hépatoprotecteur, antimicrobien, anticancérigéne,
anticancéreux, anticytotoxicité, antiobésité, anthelminthique et antagoniste (Amalraj & Gopi,

2017).

L’extrait de la gomme résine d’Assafoetida avait un excellent piégeage des radicaux

activité, pouvoir réducteur et activité antioxydante (Vijayasteltar et al., 2017).

Pour réduire les conséquences désastreuses du stress oxydatif, le corps se proteége lui-méme
par un systéme de défense antioxydant enzymatique et non enzymatique endogéne, qui renforcent
par un autre exogeéne est due principalement par I’alimentation. Ce systéme de défense peut étre
classé en antioxydants de premiére, deuxiéme, troisieme et méme quatrieme ligne Selon leur
réaction a l'invasion générale des radicaux libres, les antioxydants de défense de premiere ligne,

tels que la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPX), jouent un rdle crucial
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et sont essentiels dans toute la stratégie de défense des antioxydants (Ighodaro & Akinloye,

2018).

La paramécie est aujourd'hui considérée comme un organisme modele contemporain qui a
apporté des contributions particulieres a la biologie cellulaire et moléculaire ainsi qu'au
développement. Il est visible a I’ceil nu en raison de leur taille (50 a 300 p de long) (Van Houten,
2019). Les paramécies présentent des caractéres physiologiques comparables a celle des cellules
épithéliales des étres humains, facilement accessibles a un plus grand nombre d’observateurs
(Arnaiz et al., 2019), des grandes cultures pour la biochimie et la protéomique, une manipulation
génétique et moléculaire, une visualisation des structures intracellulaires et pour la modélisation

des tests de cytotoxicité (Van Houten, 2023).

Toutes ces observations nous ont incit¢é a mener notre expérimentation sur 1’espéce

Paramecium sp, qui se révele étre un excellent modele d’étude de choix.

L’objectif de ce travail est axé sur I’effet de 1’exposition a la gomme résine Ferula assa-

foetida L sur quelques biomarqueurs de stress (SOD, GPx) chez Paramecium sp.

Ce document est structuré en deux parties :
La premiére partie, c’est la partie théorique qui est divisée en trois chapitres :
» Le premier chapitre de ce manuscrit fait état de la bibliographie sur Ferula assa-foetida ;
» Le deuxiéme chapitre fait état de la bibliographie sur la paramécie ;
» Le troisiéme chapitre de ce manuscrit a montré le stress oxydant et les différents
biomarqueurs de stress.
La deuxieéme partie, c’est la partie pratique, elle est consacrée a la partie expérimentale qui est
elle-méme divisée en trois parties :
» Les matériels et méthodes utilisées durant ce travail, y compris les protocoles utilisés et
la préparation des différents dosages biochimiques et des activées enzymatiques ;
» Laprésentation des résultats ;
» Discussion des résultats en se basant sur ce qui était dit dans la partie bibliographie.

A la fin du manuscrit, une conclusion et des perspectives achevent ce modeste travail.
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CHAPITRE I :
FERULA ASSA-FOETIDA L




Chapitre | Ferula assa-foetida L

1. Ferula assa-foetida L
L'ase fétide (Ferula assa-foetida Linn) (ou Asa foetida) est une plante herbacée vivace de
la famille des Apiacées (Shahrajabian et al., 2021).

Le terme latin ferula peut étre traduit par « porteur » ou « auto ». Asa signifie en latin «
résine », une forme latinisée du farsi aza, tandis que le latin foetidus signifie « parfumé, fétide »,
qui se réfere a sa forte odeur soufrée, une odeur fétide et un gotit nauséabond, la gomme résine
de cette plante, utilisée comme condiment en Inde et en Iran, est principalement fabriquée a partir
de la plante Ferula asafoetida (Mahendra & Bisht, 2012). Son odeur lui vaut par ailleurs le nom

vernaculaire de “merde du diable” en francais (Tableau n° 01).

Tableau n° 01 : Différentes appellations d'assa-foetida dans diverses langues (Amalraj & Gopi,

2016).
Afghan Kama, Anguza
Arabe Shajarat-ul-Heltit, Angudan
Chinois A-wei
Néerlandais Duivelsdrek, Godenvoedsel, Sagapeen, Asafetida
Anglais Asafetida, Stinking assa, Devil’s dung
Finnois Pirunpaska, Pirunpihka
Danois Dyvelsdrak
Francais Asafetide, Ferule persique, Merde du diable Assa foetida
Allemand Stinkender assand, Teufelsdreck, Asafetida, Asafotida, Asant, Stinkasant
Grec Aza
Hindi Hing, Hingu
Hongrois Ordoggyoker
Italien Asa fetida
Népalais Hing, Hingu
Pakistan Kama, Anguza
Polonais Zapaliczka Cuchnaca, Asafetida
Russe Asafetida
Espagnol Asafétida
Suédois Dyvelstrack
Turc Seytan tersi, Seytan boku, Seytanotu
Iranien Rechina fena, Zaz

2. Position systémique

Ferula assa-foetida L appartient de la troisieme plus grand genre de la famille des Apiacées

(Ombelliferes) (Yaqoob & Nawchoo, 2015).

La classification taxonomique Selon Kareparamban et al. (2012) est comme suit :
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Régne : Plantae

Embranchement : Tracheophyta

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiacae (Ombelliferes)
Sous-famille : Apioideae
Genre : Ferula

Espéce : Ferula assa-foetida Linn

3. Description morphologique

L’ Assa-foetida provient de la plante Ferula, est une plante herbacée monoique vivace
(figure 01) (Shahrajabian et al., 2021) avec des racines pivotantes massives ou en forme de
carotte, d'environ 15 cm de diamétre au collet a 1'age de 4 a 5 ans (Duan et al., 2002). Elle a une
odeur forte, tenace et sulfureuse (Mahendra & Bisht, 2012). La partie supérieure de la racine du
rhizome vivant est dénudée avant la floraison des plantes et la tige est coupée pres de la couronne.
La surface exposée est recouverte d'une structure en forme de dome composée de brindilles et de
terre. Un liquide laiteux s'échappe du bord coupé. Lorsque plus de latex s'écoule, les exsudats
sont grattés et une nouvelle tranche de la racine est coupée. Il arrive parfois que la résine soit
retirée avec la tranche. On répéte la collecte de résine et la section de la racine jusqu'a ce que

I'exsudation cesse (Duan et al., 2002).

Figure 01 : Ferula assa-foetida Linn (Gaziyev, 2011)
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Quelques caractéristiques de ferula assa-foetida Linn :

» C’est une plante géante a une hauteur de 2 a 3 métres et une masse circulaire de 30 a 40
centimetres (Vijayasteltar et al., 2017).

» Ayant des feuilles composées, avec 2-4 pennées trés grandes et bipennées, pubescentes ;
Segments entiérement oblongs, obtus (Shahrajabian et al., 2021).

» Les fleurs sont d'un jaune verdatre pale, formant de grandes ombelles composées, avec
de nombreuses feuilles sur la tige, et une inflorescence pubescente (Shahrajabian et al.,
2021).

» Pétales de couleur jaune-blanchatre (Shahrajabian et al., 2021).

» Fruits oblongs a suborbiculaires, d'environ 1 cm de long et 8§ mm de large, ailés et ovales,
plates, minces, brun rougeéatre, a suc laiteux, leur résine est semblable a celle des tiges

(Shahrajabian et al., 2021).

4. Origine et distribution
Ferula assa-foetida L est une espece de plantes herbacées, monoiques et vivaces de la
famille des Ombelliferes. L'asafoetida est une plante originaire d'Asie centrale, de I'est de 1'Iran
a I'Afghanistan, cultivée aujourd'hui en Iran et en Afghanistan, d'ou elle est exportée vers le reste
du monde. Il n'est pas originaire d'Inde, mais est employ¢ depuis des siécles dans la médecine et
la cuisine indiennes (Mahendra & Bisht, 2012). Réparties géographiquement de 1’ Asie centrale
vers 1’ouest dans toute la région méditerranéenne jusqu’a I’ Afrique du Nord (Khederzadeh et al.,

2017; Amiri & Joharchi, 2016; Sahebkar & Iranshahi, 2010; Mabberley, 2008).

5. Composants

Assa-foetida se compose d’environ 68 % de glucides, 16 % d’humidité, 4 % de protéines,
1 % de graisses, 7 % de minéraux et 4 % de fibres (Mahendra & Bisht, 2012). Il se compose
principalement de trois fractions, dont la résine (40 a 64 %), la gomme (25 %) et I’huile
essentielle (10 a 17 %) (Takeoka, 2001, Dehpour et al., 2009; Vijayasteltar et al., 2017).
L'acide férulique et ses esters, les coumarines, les coumarines sesquiterpéniques et d'autres
terpénoides sont présents dans la fraction résineuse. Glucose, galactose, 1-arabinose, rhamnose,
acide glucuronique, polysaccharides et glycoprotéines sont présents dans la gomme, tandis que
la fraction volatile renferme des composés soufrés, des monoterpenes et d'autres terpénoides

volatils (Iranshahy & Iranshahi, 2011).

Les substances soufrées présentes dans la résine de F. asafoetida (Hassanabadi et al., 2019)
possedent différentes propriétés biologiques et peuvent étre utiles dans le domaine médical
(Iranshahi et al., 2006). Le soufre est composé de trois constituant principaux : le disulfure de 2-
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butyle 1-propényle, le disulfure de 1-(méthyl thio) propyle 1-propényle et le disulfure de 2-butyl
3-(méthyl thio) -2-propényle (figure 02) (Takeoka, 2001; Boghrati & Iranshahi, 2019).
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Figure 02 : Structure chimique de certains composés sulfurés dérivés de Ferula assa-foetida

(Sirizi et al., 2023)

Table n’ 02 : Constituants phytochimiques de Ferula assa-foetida L (Amalraj & Gopi, 2017).

Ombelliprénine
Acide galbanique
8-acétoxy-5-S-hydroxyombelliprénine
Conferol
Gommosine
Epi-samarcandin
Acétate d’épi-samarcandine
Franesiférol A
Franesiférol B
Franesiférol C
Asacoumarine A
L’assafoetidine
Férocaulicine
Assafoetidinol A
Assafoetidinol B
Polyanthinine
Le Kamolonol
Foétidine
MicrolobineOmbellifére (7-hydroxycoumarine)
2-Butyl 1-propenyl disulfide
1-(méthylthio) disulfure de propényle
Disulfure de 2-butyle 3-(méthylthio) -2-propényle
2,3,4-triméthylthiophéne

(Appendino et al., 2006)

(Appendino et al., 2006)

(Appendino et al., 2006)
(Nassar et al., 1995)

(Caglioti et al., 1959)

(Abd El-Razek et al., 2001)

(Hofer et al., 1995)
(Buddrus et al., 1985)
(Abd El-Razek et al., 2001)

(Iranshahy & Iranshahi, 2011)
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Disulfure de 2-butyle et de vinyle
Disulfure de 2-butyle 1-propényle
Disulfure de méthyle 1-(méthylthio)propyle
Disulfure de di-2-butyle
Disulfure de méthyle 1-(méthylthio)éthyle
1-(méthylthio)disulfure de propylpropyle
Disulfure de 1-(méthylthio) propyle 1-propényle
Sulfure d’asadisdide
Trisulfure de 2-méthyle butyle
Trisulfure de di-2-butyle
Tétrasulfure de di-2-butyle
Feetusulfure A 7 et 9
Feetusulfure C (Christensen & Brandt, 2006)
Acide 7-oxocallitristriste
(Lee et al., 2009)
6. Utilisation

Les plantes ont été une source de médicaments et, depuis quelques années, I'attention a été
portée sur la recherche de nouveaux agents thérapeutiques a partir de plantes médicinales. C’est
une ancienne phytomédecine traditionnelle en utilisant pour soigner différentes affections dans
divers pays (Farhadi et al., 2019). Actuellement, plusieurs individus privilégient I'utilisation de

plantes médicinales plutot que de médicaments chimiques.

6.1. Antibactérien

Il a été observé que les extraits d'asafoetida alcoolique et aqueuse ont démontré un effet
important contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Aspergillus niger en utilisant la technique de diffusion du disque de gélose
(Shrivastava et al., 2012).

6.2. Anti-cancérogene

L'activité anti-cancérigéne de la plante F. asafoetida a été découverte en administrant la
résine séchée de la plante par voie orale a des rats Sprague-Dawley a des doses de 1,25 et 2,5 %
p/p de l'alimentation. La multiplicité et la taille des tumeurs mammaires palpables causées par le
N-méthyl-N-nitrosourée ont été considérablement réduites, ainsi que le retard de latence
moyenne (Mallikarjuna et al., 2003).

En 2015, Panwar et al. (2015) ont examiné le potentiel chimiopréventif de diverses doses
d'oléo-gomme-résine de F. asafoetida sur la cancérogenese du cdlon induite par la 1,2-
diméthylhydrazine chez le rat en mesurant la taille de la tumeur, la densité tumorale et I'incidence
de la tumeur, les taux sériques d'acide sialique total et 1'histoarchitecture du c6lon de rats traités

avec différents traitements. Selon I'é¢tude, 1'asafoetida est une substance qui diminue les effets
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néfastes de la 1,2-diméthylhydrazine chez le rat. L'asafoetida a une dose minimale (10 mg/100
g) a été plus efficace car elle a eu une influence continue sur tous les paramétres biochimiques
testés, ce qui peut €tre considéré comme un agent chimiopréventif prometteur contre la

cancérogenese du colon.

6.3. Anticholestérolémique

Le test a été effectué¢ sur un rat afin de déterminer l'activité anticholestérolémique du F.
Usine d'Asafetida. Lors d'un dosage de 1,5 %, la résine a ét¢ administrée par voie orale a des rats
nourris avec un régime athérogeéne, mais n'a pas permis de diminuer le taux de cholestérol

sérique. On a constaté une période d'apparition de la tumeur (Unnikrishnan & Kuttan, 1990).

6.4. Antifertilité

Les rats Sprague-Dawley ont été testés avec I'extrait méthanolique de F. asafetida a une
dose quotidienne de 400 mg/kg, ce qui a permis d'éviter la grossesse post-coit dans 80 % des cas.
Les rats Sprague-Dawley adultes ont une durée de vie de jusqu'a 10 jours. L'extrait méthanolique
a également été observé chez l'ensemble des rats avec une grossesse de 100% lorsqu'il est
administré en méme temps que de la polyvinylpyrrolidone (Kamanna & Chandrasekhara, 1982).

En 2015, Bagheri et al. (2015) ont examiné I'impact de l'asafoetida sur les propriétés
spermatiques, les niveaux de testostérone dans le sang et le tissu testiculaire. L'utilisation de
l'assa-foetida a grandement amélioré le nombre et la longévité des spermatozoides. On a constaté
lors de I'¢tude histologique que le nombre de cellules de Leydig et le processus de
spermatogenese augmentaient a mesure que la dose augmentait. Johnsen a obtenu un score
supérieur a celui des groupes expérimentaux que celui du groupe témoin. Les parameétres
spermatiques ont été favorisés par l'assa-foetida, bien qu'il y ait eu des effets histopathologiques

sur le testicule, notamment a des doses élevées.

6.5. Antifongique

Les formulations contenant F. assa-foetida a une dose de 66 mg/L peuvent représenter une
nouvelle méthode efficace pour combattre les champignons pathogénes. Sur la base d'un plan
totalement randomisé et d'une méthode in vitro (Rani et al., 2009), Mostafa et al. (2013) ont
examiné l'action antifongique de I'huile essentielle de graines d'assa-foetida sur différents
champignons phytopathogénes, tels que Bipolaris sorokiniana, Fusarium graminearum,

Verticillium sp, A. niger et Fusarium solani.

6.6. Effet anxiolytique et activité anthelminthique
En 2013, Gundamaraju (2013) a examiné l'efficacité anthelminthique de trois

concentrations différentes d'extrait aqueux de F. assa-foetida contre Pheretima posthuma, en
8
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mesurant le temps de paralysie et de mort du ver respectivement. Une activité anthelminthique
significative a été observée dans I'extrait a une concentration maximale de 100 mg/mL. Il a aussi
démontré une activité significativement supérieure a celle du médicament classique du citrate de
pipérazine.
6.7. Anti-inflammatoire

L’¢tude a montré que I’effet anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique de la plante isolé

de la résine dans deux groupes de 50 patients atteints d’un colon (Iranshahi & Alizadeh, 2012).

6.8. Activité antioxydante

L'administration orale d'Assa-foetida a des doses de 1,25 % et 2,5 % p/p a des rats Sprague-
Dawley a permis de restaurer de maniére significative le niveau du systéme antioxydant, qui avait
été diminué par le traitement au N-méthyl-N-nitrosourée. La peroxydation lipidique était
significativement inhibée dans le foie des rats par des substances réactives a Il'acide

thiobarbiturique (Soni et al., 1992).

7. Effet toxique

Parmi les effets toxiques la méthémoglobinémie, cette derniére a présenté chez un
nourrisson de 5 semaines suite a un traitement avec une formule de gomme assa-foetida pour
soulager les coliques (Kelly et al., 1984).
Assa-foetida a la capacité d'accroitre I'efficacité de la warfarine (Heck et al., 2000). Un échange
de chromatides sceurs tres faible dans les spermatogonies de souris (Abraham and Kesavan,
1984) et de clastogénicité dans les spermatocytes de souris (Walia, 1973) a ét¢ documenté pour

les asafoetida.

Une consommation excessive d'assa-foetida peut entrainer un gonflement buccal, des
troubles digestifs tels que la diarrhée, les flatulences, I'anxiété et des maux de téte. Il est interdit

de consommer de l'assa-foetida pendant la grossesse (Goudah et al., 2015).
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1. Rappels sur les protistes
Les protistes constituent une vaste variét¢ d’habituations alimentaires, de mode de
locomotion et surtout de cycle de reproduction (IWOFR, 2021), ils jouent un réle primordial dans
les écosystémes en tant que producteurs et méme consommateurs primaires (Zwair, 2023). Les
protistes rassemblent tous les organismes vivants unicellulaires d’affinité végétale ou animale,
ce dernier (Protozoaire) est plus nombreux que 1’espéce végétal (Protophyte) (Encyclopaedia
Universalis, 2024). Certains protozoaires, précisément les formes parasites, peuvent avoir une

pellicule (une paroi cellulaire) qui protege le corps (Alcamo & Hunter, 2017).

1.1.Taxonomie
La classification taxonomique est décrite par Miiller en 1773 (Doring, 2022) comme suit :

Domaine : Eucayota
Régne : Chromista
Sous-Reégne : Harosa

Embranchement : Ciliophora (Van Houten, 2019)

Sous-Embranchement : Intramacronucleata

Classe : Oligohymenophorea
Ordre : Peniculida
Famille : Parameciidae
Genre : Paramecium

Espece-type : Paramecium sp

2. Rappels sur la paramécie
Les paramécies se sont des protozoaires ciliés unicellulaires (Tassin et al., 2015), des
organismes hétérotrophes de type holozoique (Patil et al., 2024), qui appartiennent de la famille
des Parameciidae, trouvant abondamment dans les eaux douces et saumatres, ses tailles sont
d’environ 150 um, de 50 a 300 um de long (Van Houten, 2019; Arnais et al., 2019). Ses corps
ont porté de 4 000 cils vibratiles dont les battements de ces derniers sont nécessaires a la

locomotion, a la prise de nourriture et a la conjugaison (Tassin et al., 2015).

Paramécie a été étudi¢ par Hausmann et Allen (Fraenkel & Gunn, 1961) en utilisant de

magnifiques images microscopiques (Graphique 1A, B, D). La paramécie est présentée comme
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une cellule asymétrique avec deux vacuoles contractiles (¢v) (figure 03) en forme d'étoile en vue
de contrdler l'oscillation. Dans la vacuole qui se forme a la base de l'cesophage, les cils qui
tapissent 1'cesophage balayaient les cellules microscopiques (généralement des bactéries, des
levures ou des algues). Il est possible de sécréter de force des structures appelées trichocystes
(tr) qui sont attachées a la surface des cellules, déclenchées par le contact d'un prédateur. De
plus, le graphique 1A-C présente deux catégories de noyaux : le macronoyau polyploide grand
(Mac), qui est le site de transcription, et le noyau diploide plus petit (Mic), qui est le site de
transcription, servant a la transmission de la germination. Les micros de P. fetraurelia sont deux
et son grand Mac est de 800 ploids. Avec le développement et la division des cellules, les Mics
se divisent par mitose et se déplacent vers les poles de la cellule. La division du Mac en deux est
approximative, mais pas par mitose. Berger, Cycle cellulaire, régulation de la masse cellulaire et

de I'ADN macronucléaire, dans sa critique du livre de Gortz (Fujishima, 1988).

OMICHAEL PLEWKA 20192

Figure 03 : Paramecium sp cilié¢ avec 2 vacuoles contractiles (VC); chacun avec deux pores
d’excrétion (PE) et au moins 10 canaux collecteurs (Plewka, 2019).
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Figure 04 : L’image (A, B) aspect microscopique clair de Paramecium caudatum. Vacuoles contractiles
cv, vacuoles alimentaires (fv), macronoyau (manu), micronoyau (minu), péristome (pe), trichocystes (tr)
et vestibulum ve. Panneau 1 (D) : grossissement plus €élevé des ondes métachoronales des cils. Barre
d’échelle en (A) et (B) 100 um ; (D) 10 um. (Fraenkel & Gunn, 1961). L’image (E) : forme de course
ciliaire et de métachronie. Diagrammes d’une surface fixée instantanément avec cinq rangées ciliaires
avec une course de récupération de 0 a 2 effective et de 2 4 7. Le diagramme de cellule a gauche montre
la source des ondes métachoronales dans le mouvement vers 1’avant. Tiré de Grell (Fujishima et al., 2023).
L’image (F) : image d’immunofluorescence de P. tetraurelia. Corps basal vert (anticorps 1D5) et radicelles
striées des corps basaux rouge (anti-—SR). Des rangées droites s’étendent entre les poles antérieur et
postérieur (Gortz, 1988).

2.1. Mouvement

Les paramécies se déplacent a I’aide de cils qui présentent sur la surface externe de leur
corps. IIs sont appelés ciliés et sont inclus dans le sous-phylum Ciliophora (Van Houten, 2019).
L'oscillation d'un flagelle ou des cils recouvrant la surface de la cellule est une stratégie courante
pour nager a l'échelle cellulaire. Cependant, la forme des oscillations ne peut conduire a la
motilité cellulaire que si elle n'est pas réversible dans le temps (Lauga & Powers, 2009). Ces cils
sont minces recouverts d'une membrane qui dépassent de la surface. Les paramécies se battent
grace a leur cytosquelette, 1'axonéme, qui contient neuf microtubules doublet et d'autres

composants, ainsi que deux microtubules singulets au centre des neuf. (Satir et al., 2014).

De méme que l'organisme avance, en tournant autour de son propre axe, cela lui permet de
faire pénétrer la nourriture dans le gosier. La paramécie peut également se déplacer dans le sens
inverse en inversant le mouvement des cils. Elle s'échappe a la lumiére vive en nageant a contre-

courant (rhéotaxie) (Howard et al., 2022).

En général, les paramécies se déplacent dans des trajectoires hélicoidales interrompues par
des modifications brusques et spontanées de direction, appelées réactions d'évitement, selon
Jennings. La régulation de la fréquence de ces virages et la régulation de la vitesse constituent

les fondements de leur comportement de marche aléatoire biais¢ (Kleene & Van Houten, 2014).

2.2. Reproduction
Les ciliés se distinguent par la présence de deux types de noyaux : I'un est diploide et a le
nombre de chromosomes attendu de 2n pour la transmission germinale du génome, l'autre est
hautement polyploide (800 ploides chez Paramecium tetraurelia) pour l'expression des genes.
Deux micronoyaux diploides (Mic) et un macronoyau polyploide (Mac) sont présents chez P,
tetraurelia, tandis qu'un micro niché a c6té du grand polypoide Mac est présent chez P. caudatum
(Arnaiz & Sperling, 2010). La reproduction des paramécies se fait par fission, tandis que le sexe

se fait par conjugaison. Quand deux paramécies s'unissent, elles entrent en contact avec leurs
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appareils buccaux et forment une connexion cytoplasmique par laquelle elles peuvent échanger
matériel génétique (Gilbert, 2000).
La paramécie se reproduit par :

v Fission binaire : ¢’est un mode de reproduction asexuée dont la cellule mére est divisé
en deux moitiés, ce qui donne lieu a deux individus identiques, chacune de ces derniéres
portant d’une copie du matériel génétique, elle grandit progressivement quand il a acces
a la nourriture et permet de se multiplier rapidement dans des conditions favorables
(température optimale de 27 °© C) (Zwair, 2023). Les deux micronoyaux subissent un
processus de mitose, par contre le macronucléus ne se divise pas de maniére mitotique.

v Conjugaison : c¢’est un processus de reproduction sexuée, les deux individus échangent
du matériel génétique par fusion temporaire (figure 05). Ce mécanisme implique
l'accouplement de deux cellules qui subissent une série de processus sexuels en quelques
heures, et donc permet d’avoir une diversité génétique au sein de la population, et conduit
a des traits plus diversifiés (Zwair, 2023).

La reproduction asexuée se produit plus souvent dans des environnements stables et immuable.
La conjugaison se produit plus souvent dans des environnements instables, changeants et

stressants.

Cytoplasmic Meiotic

hri;le spindle
- O3 - (N

— -

P - Macronucleus
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cytoplasmic bridge forming 8 haploid nuclei per partner’'s micronuclei
cell; macronuclei degenerate degenerate
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Figure 05 : Conjugaison a travers un pont cytoplasmique dans la paramécie (Strickberger, 1985)
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2.3. Alimentation
Les paramécies trouvent de la nourriture, essentiellement des bactéries, en détectant les
métabolites et les sous-produits produits par la décomposition bactérienne dans I’étang (Haga,
2022; Haga et al., 2023). Par la phagocytose la nourriture est poussée dans le gosier par les cils,
qui se déplacent ensuite vers les vacuoles alimentaires. La nourriture est digérée a I’aide des
enzymes et de I’acide chlorhydrique, le contenu alimentaire restant est rapidement évacué dans
le cytoprocte, également appelé pellicules.
L’eau absorbée des alentours par osmose est continuellement expulsée du corps grace aux
vacuoles contractiles situées a chaque extrémité de la cellule.
2.4. Respiration
Les Paramécies recherchent activement 1'oxygene, et se regroupent aux bords du couvre-

objet ou autour d'une bulle d'air. Les échanges gazeux se réalisent au travers de la membrane

cellulaire (Wehner & Gehring, 1995).
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Chapitre 111 Stress oxydant

1. Stress oxydatifs
Le terme stress oxydant appelé également stress oxydatif, fait référence a une charge
pathogéne de radicaux libres qui altérent 1’équilibre délicat entre les mécanismes de défense
antioxydants et les événements pro-oxydatifs (Zamora et al., 2020). C’est une forme d’agression
cellulaire causée principalement par les radicaux libres, qui peuvent étre neutralisés par les

antioxydants (Sebbar et al., 2023).

D’une autre fagon le stress oxydatif, est un déséquilibre entre la production d’especes radicalaires
(ou réactives) de ’oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes a les neutraliser
(Migdal & Serres, 2011). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats structuraux et
fonctionnels (Migdal & Serres, 2011), il peut endommager les cellules, perturber les fonctions

normaux cellulaires et déclencher la formation des tumeurs (Forgeron et al., 2016).

2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des médiateurs essentiels dans la régulation normale de la fonction
cellulaire (Zamora et al., 2020), ils ont une durée de vie limitée, telle qu'une milli, une micro ou
une nanoseconde, et ils interagissent avec les lipides, I'ADN, les protéines, etc., ils peuvent
devenir toxiques lorsqu’elles sont générées en excés ou en présence d’une déficience des
défenses antioxydantes naturelles, et par la suite ils peuvent provoquer des dommages et générent
des produits toxiques tels que les peroxydes lipidiques et autres produits adipeux. En
conséquence, des dommages protéiques provoquant une diminution des activités enzymatiques,
tandis que I'ADN entraine la mutagenese et la cancérogenese (Shah et al., 2001).

Les radicaux libres ont un impact significatif sur la pathogenese de nombreuses maladies
humaines (Zamora et al., 2020) tels que les maladies cardiovasculaires, 1'inflammation, les

maladies héréditaires, le vieillissement et de nombreuses autres maladies (Afanas'ev, 2007).

3. Types des radicaux libres
Le stress oxydatif est principalement causé par des especes réactives de I'oxygéne (ERO)
et des réactives de 1’azote (ERA) (Knez et al., 2007), ces espéces se sont des molécules tres
réactives (Gardiner et al., 2020), ils ont des effets dichotomiques au niveau cellulaires et
tissulaires, €tant positifs ou négatifs sur la fonction physiologique (Brieger & coll, 2012),
I’impact de ces molécules sont significatifs sur les maladies humaines, telles que le cancer et les

maladies cardiovasculaires (Gardiner et al., 2020).
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3.1. Especes réactive de I’oxygene (ERO)

Le terme "especes réactives de I'oxygene" (ERO) désigne un ensemble de composés non
radicalaires tels que le peroxyde d'hydrogéne (H202), les radicaux hydroxyles, les radicaux
lipidiques, les hydroperoxydes lipidiques (phosphore) et des radicaux oxygénés (Lu et al., 2022).
Ce terme fait référence également aux especes réactives de 1’oxygene, qu’il s’agisse ou non de
radicaux libres. Certains ROS ne sont pas des radicaux libres mais sont réactifs (Stone et al.,

2023).

Les ERO ont été considérées comme des sous-produits générés du métabolisme normal de
I’oxygene (Migdal & Serres, 2011), ils sont des molécules capables d’exister de manicre
autonome, contenant au moins un atome d’oxygene et un ou plusieurs électrons non appariés

(Jakubcezyk et al., 2020),

3.2. Especes réactive azotées (ERA)

Les especes réactives de 1’azote (ERA) font référence aux produits réactifs dérivés de
réactions avec 1’oxyde nitrique (NO) (Winterbourn, 2008). Ils peuvent étre générées a partir de
sources exogenes (irradiation, etc...) ou endogenes (respiration mitochondriale, etc....) (Kohen
& Nyska, 2002). L'oxyde nitrique (NO) est le principal espéce réactive azotée présent dans la

cellule, ainsi que le peroxynitrite et les composés apparentés (Radi, 2013).

4. Sources des radicaux libres

Les sources de radicaux libres peuvent étre intracellulaires ou extracellulaires (Rahman,
2007), Les ROS sont principalement produites dans les mitochondries en raison de la présence
d'une chaine de transport d'électrons (Mari et al., 2009), le cytochrome P450, les lysosomes, les
peroxysomes et l'activation des cellules inflammatoires sont d'autres sources endogenes de ROS
(Rahman, 2007).
Les rayonnements ionisants, certains polluants, la cigarette, les pesticides et certains
médicaments peuvent étre des sources extracellulaires des radicaux libres, ils peuvent entrer dans
'organisme et se décomposer en especes réactives, ce qui peut causer des dommages oxydatifs

aux tissus cibles (Pham-Huy et al., 2008).

5. Cibles biologiques des radicaux libres

Les especes réactives de 'oxygene (ERO) et des réactives de 1’azote (ERA) sont considéré
comme les principaux initiateurs responsables des réactions oxydatives cellulaires, qui opposent
des molécules essentielles comme les protéines, les lipides, les glucides, les acides nucléiques

et les petites molécules (acides aminés, sucres, amines biogenes, bases d'acides nucléiques, etc.)
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a des produits d'oxydation aux diverses fonctions métaboliques. Ils peuvent entrainer une série
de cascades métaboliques inhabituelles, notamment celles qui entrainent des symptomes

pathologiques (Pryor et al., 1993).

6. Systeme de défense antioxydant

Chaque organisme possede des défenses cellulaires intrinséques pour lutter contre le stress
oxydatif, ces substances sont désignées sous le nom d'antioxydants (Shah et al., 2001), ce
dernier a défini comme toute substance qui retarde ou prévient de manicre significative les
dommages oxydatifs d'une molécule cible (Halliwell, 2007).

Le systéme de défense antioxydant de I’organisme est constitué d’enzymes antioxydantes
tels que superoxydes dismutases (SOD) (Bresciani et al., 2015; Deaton & Marlin, 2003), catalase
(CAT) (Furukawa et al., 2017; Deaton & Marlin, 2003) et glutathion peroxydase (GPX) (Deaton
& Marlin, 2003), etc..., et d’antioxydants non enzymatiques (vitamines A, C et E, coenzyme

Q10 (CoQ10) et glutathion, etc...) (Deaton & Marlin, 2003) (figure 06).
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Figure 06 : Systéme de défense antioxydant (Amir Aslani & Ghobadi, 2016)

7. Différents types d’antioxydants
La réactivité et le métabolisme des produits d'oxydation et des antioxydants régulent la
demi-vie des produits d'oxydation et des antioxydants au niveau cellulaire, a travers la machinerie

enzymatique et non enzymatique cellulaire (Cutler et al., 2005).
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7.1. Antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques peuvent étre classés en deux catégories, des enzymes
primaires (SOD, GPx et CAT) ou des enzymes secondaires (glutathione reductase (GR) et
glucose 6-phosphate dehydrogenase) (Carocho & Ferreira, 2013).

7.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) sont un ensemble de métalloenzymes
(Stone et al., 2023; Kangralkar et al., 2010) dont une forme contient Cu et Zn (Cu/Zn-SODI1) et
I’autre Mn (Mn-SOD2) (Stone et al., 2023) présents dans tous les étres vivants. SOD constitue
la premicre ligne de défense contre les dommages causés par les especes réactives de I'oxygene
(ROS) (Kangralkar et al., 2010). L'enzyme a la capacité de jouer un rdle anti-inflammatoire et de
prévenir les modifications cellulaires précancéreuses (Yasui & Baba, 2006).

En tant qu'ingrédient anti-age et antioxydant, la SOD est utilisée dans les cosmétiques et
les produits de soins personnels. Elle a la capacité de diminuer les dégats causés par les radicaux
libres sur la peau, prévenant ainsi les rides, les ridules et les taches de vieillesse. De plus, elle
favorise la cicatrisation des plaies, adoucit les tissus cicatriciels, protége contre les rayons UV et
diminue d'autres signes de vieillissement (Luisa Corvo, 2002).

7.1.2. Glutathion peroxydase (GPx)

La famille des glutathion peroxydases (GPx) est une famille d'enzymes antioxydantes qui
représente une classe clé de sélénoenzymes (Zhao et al., 2019), en trouvant cette enzyme sous
deux formes : sélénium-dépendante (GPx, EC 1.11.1.19) et sélénium indépendante (glutathion-

S-transférase, GST, EC 2.5.1.1) (Rahman, 2007).

Le GPX forme avec la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT) un systeéme antioxydant
enzymatique qui réduit les especes réactives de I’oxygene (ROS) et limite leur toxicité (Brigelius-
Flohé & Maiorino, 2013), il a considéré comme 1'une des principales enzymes de protection des
cellules contre le stress oxydatif, en provoquant la diminution de H202 et d'hydroperoxydes

organiques en eau et en alcools correspondants (Zhao et al., 2019).

H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

7.1.3. Catalase (CAT)
La catalase (CAT, EC 1.11.1.6) est une enzyme tétramere contenant de I’héme qui se trouve
principalement dans les péroxysomes (Jonsson et al., 2009), prévient les dommages oxydatifs

cellulaires en dégradant le peroxyde d'hydrogene (H202) présent dans I'eau et I'oxygene a haute
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efficacité (Ahmad et al., 2011), donc il joue un role crucial dans la détoxification des ROS lors
du stress (Sharma et al., 2012).

Catalase-Fe (IIT) + H202 — composé |

Composé I + H202 — Catalase-Fe (III) + 2H20 + O2

Cet enzyme se trouve dans tous les organismes vivants, des procaryotes unicellulaires aux

eucaryotes multicellulaires (Lenton, 2003).

7.2. Antioxydant non enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques peuvent également étre des antioxydants métaboliques
ou des antioxydants nutritifs (Sudhahar & Fukai, 2014).
Les antioxydants métaboliques désignent les substances qui sont produites de maniére endogeéne
dans 'organisme, telles que les thiols antioxydants (glutathion, thiorédoxine (Trx), glutarédoxine
(Grx), acide lipoique), la mélatonine, la coenzyme Q10 (CoQ), I'acide urique, la bilirubine, etc ...
(Pham-Huy et al., 2008).

Les antioxydants nutritifs sont des composés exogenes, provenant d'aliments naturels ou
de compléments alimentaires, comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les oligo-

¢léments (sélénium, soufre, zinc), les composés polyphénoliques (Battin & Brumaghim, 2009).

7.2.1. Glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide thiol non protéique (L-y-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) de faible
poids moléculaire présente dans les cellules animales (Mari et al., 2009), est un élément essentiel
de nombreux processus physiologiques, tels que la conjugaison des métabolites, la transduction
du signal, I'expression des genes sensibles au stress, la régulation des sulfates, le transport et la

détoxification des xénobiotiques (Zagorchev et al., 2013).

Le GSH joue un rdle crucial dans le systéme de défense antioxydant en stimulant l'acide

ascorbique, a travers le cycle Ascorbate-Glutathion (Wang et al., 2012).

Le glutathion est diminué le déhydroascorbate (DHA) a la fois de maniére enzymatique et
non enzymatique, ainsi que le disulfure de glutathion oxydé (GSSG) (Das & Roychoudhury,
2014).
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Matériels et méthodes

1. Matériel et Méthodes

Il s'agit d'une étude prospective analytique, portant sur des paramécies traitées au
laboratoire du département de Biologie Cellulaire et Moléculaire de 1’universit¢ de Martyr
Hamma Lakhdar EL-OUED entre janvier 2024 et février 2024, pour étudier 1’effet de 1’extrait
gomme résine de Ferula assa-foetida sur quelques biomarqueurs de stress (SOD, GPx).

Le matériel utilisé au cours de I'expérimentation se divise en deux types :

1.1. Materiel Biologique
1.1.1. Matériel végétal

La partie de la plante utilisée dans cette étude est I’extrait gomme résine de la racine de
Ferula assa-foetida (figure 07), a été acheté du marché local d’EL-OUED:; récolter récemment
et laisser sécher a I’air jusqu’a bien solidifier, puis broyer manuellement jusqu’a 1’obtention
d’une poudre fine (figure 08), ensuite la passer au travers d’un tamis passoire en plastique pour
assurer qu’elle soit trés fine, qui est ensuite conservée dans des boites hermétiques en verre, pour

qu’elle soit utilisées ultérieurement.

Figure 07 : Gomme résine d’Assa-foetida (Ferula assa-foetida) (Originale, 2024)

La poudre de la gomme résine de Ferula assa-foetida est conservée a I’obscurité et a température

ambiante jusqu'a le début de I’expérimentation.
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BORO 3.3

Figure 08 : Broyage manuel de la gomme résine d’Assa-foetida (Originale, 2024)

1.1.2. Matériel animal
Le matériel animal utilisé dans notre étude est un micro-organisme uni-cellulaire d'eau

douce, c’est le protiste cilié : Paramecium sp.

1.1.2.1. Choix de Paramecium sp Comme modele biologique

Les paramécies présentent des caractéres physiologiques comparables a celle des cellules
épithéliales des étres humains, pour la modélisation des tests de cytotoxicité, ils constituent un
excellent modéle moderne (Van Houten, 2023), qui ont apporté des contributions assez
spécifiques a la biologie cellulaire et moléculaire. Denis Lyn a appelé Paramecium le « rat blanc
» des Ciliophora pour leur manipulabilité et leur facilité de recherche, elles sont de grande taille
de 50 a 300 um de long (Van Houten, 2019).
Les critiques sur les ciliés remontent généralement aux premieres observations écrites de ces
cellules par les premiers microscopistes, qui étaient intéressés par leur nage (Allen & Nowacki,
2017).

John Preer, un expert majeur en biologie de la paramécie, parle des avantages et des
inconvénients de la paramécie dans la préface du livre de H.D. Gortz sur la paramécie (Gortz,
1988). Parmi les avantages figurent est que ces ciliés, méme s'ils ne sont pas multicellulaires,
sont des organismes a part entiére. lls se divisent pour produire de nombreux nombres pratiques
pour diverses études, ils peuvent avoir des relations sexuelles et étre examinés pour I'hérédité des
traits ; lls effectuent des processus similaires a ceux de la majorité des multicellulaires.
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1.1.3. Réactifs et produits utilisés

Chlorure de sodium (Nacl), Ethanol (C2H50H), Bleu de Comassie (BBC), Tris, Chlorure
d’hydrogene (HCI), sérum bovin albumine (BSA), acide trichloroacétique (TCA), acide
thiobarbiturique (TBA), peroxyde d'hydrogene (H202), Tampon phosphate (KH2PO4), acide
salicylique, 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) (réactif d’Elleman), GSH, Tris-Bufferd
Saline (TBS), nitro bleu tétrazolium (NBT), éthylene diamine tétra-acétique (EDTA), méthionine
(MET), riboflavine, Glutathion reduit (GSH), Chloroforme (CHCI3), Eau distillée.

1.1.4. Matériels de laboratoires
e Agitateurs magnétiques a plaque chauffante de type COLE-PARMER.
e Bain-marie de type MEMMERT.
e Balance analytique de type GRAM FV-220C.
e Balance électrique de type KERN PCB.
e Barreau aimanté
e Centrifugeuse horizontale de type BENCHMARK LC-8 SERIES.
e Centrifugeuse horizontale de type DOMEL CENTRIC 350.
e Entonnoir.
e FEtuve de type MEMMERT.
e Micropipettes.
e Microscope optique de type OPTIKA lié a un appareil photo.
e Microtubes de centrifugation type Eppendorf.
e Mortier avec pilon.
e Nettoyeur a ultrasons CLE.
e Papier aluminium
e Papier filtre.
e PH-metre de type CONSORT C3010.
e Pompe a membrane de type KNF.
e Portoir des tubes.
e Spatule en métallique.
e Spectrophotomeétre de type JENWAY 6705 UV/Vis.
e Verreries (béchers, erlenmeyer, entonnoir en verre, éprouvette, tubes a essai, Pipette

graduée...etc).

Le protocole expérimental de cette étude est présenté dans la figure 09 :
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Matériel VVégétal

La gomme résine
(Assa-foetida)

Sécher, broyer et tamiser pour
assurer qu’elle soit trés fine

Préparer I’extrait hydrolique de 20 ml de
volume totale de chaque concentration D1, D2,
D3, D4 (0.5, 1, 2, 3 g/L) respectivement

Agiter puis incuber dans I’étuve a 27.5 °C

¢

Traitement pendant 3 Heures (les
paramécies avec des concentrations
croissantes d’Assa-foetida)

Dosage des protéines totales

Meéthode de Bradford (1976)

Méthode d’Asada et

Matériel Animal

Paramecium sp

Préparation de la culture des paramécies

Culture mixte
Méthode Beaumont & cassier (1998)

Milieu de culture
Méthode d’Azzouz et al. (2011)

Repiquage périodiques tous les trois
jours (6 ml milieu de culture et 4 ml

: de ’eau distillée)

Dosage des activités enzymatique

SOD GPx

Méthode de (Flohe
al. (1974). & Gunzler, 1984)

Analyse statistique a ’aide d’un logiciel
IBM SPSS STATISTICS version 21
(ANOVA 1 facteur)

Figure 9 : Schéma expérimentale de 1’étude (Originale, 2024)
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1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de I’extrait gomme résine de Ferula assa-foetida
On a préparé quatre différentes concentrations de cet extrait brut de la gomme résine
d’Assa-foetida dont C1=0.5g/L, C2=1 g/L, C3=2 g/L, Cs=3 g/L, comme sulit :
v' Peser0.5¢g, 1 g, 2g, 3g d’extrait poudre dans un propre bicher étiqueté ;
v Dissoudre dans I’eau distillée (on a besoin 20 ml de chaque solution) (Figure 10) ;
v" Faire agiter dans un agitateur magnétique pendant 10 minutes pour qu’il soit un mélange
homogéne.

v' Laisser incuber dans une étuve a une température de 27.5 °C (figure 11).

—

s Gl

Figure 10 : Solution avec des différentes concentrations de I’extrait d’Assa-foetida (Originale,
2024)

Figure 11 : Incubation dans 1’étuve (Originale, 2024)
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1.2.2. Préparation de la culture des paramécies

1.2.2.1. Culture mixte

La méthode utilisée est celle de Beaumont & cassier (1998), comme sulit :
Couper du foin en morceaux ;
Infuser dans un récipient en verre contenant de 1’eau douce (figure 12) ;
Laisser dans un endroit tiede (15 & 20°c), sombre et bien aéré ;
5 a6 jours plus tard, un voile bactérien apparait sur la solution ;

Filtrer I’infusion et observer les premiers ciliés et flagellés sous microscope optique ;

L X X < X X

Récupérer dans un tube a essai contenant 1 ml de milieu de culture et 1 ml de solution

contenant des paramécies ;

<

Laisser incuber dans une étuve a une température de 28 + 2°C.

Figure 12 : Foin coupé dans un récipient en verre (Originale, 2024)

1.2.2.2. Préparation du milieu de culture
Le milieu de culture est préparé selon la méthode d’Azzouz et al. (2011), en suivant les

étapes ci-dessous :
v Peser 7,5 g du foin coupé en morceaux.
v’ Peser 10 g de laitue.
v Peser 7,5 g du blé.
v’ Peser 5 g pelures de pomme de terre.
v’ Peser 5 g pelures de concombre.

v’ Peser 2 g de cacahuetes.
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v Prendre une pincé de levure.

v Ajouter 1,5 litre d’eau distillée et laisser bouillir & 100 C° pendant une heure (Figure
13A).

v" Bouillon doit atre filtré (Figure 13B), son pH 6.5 et stérilisé par ébullition & 100 ° C

pendant 30 min dans une thermorésistante.

Figure 13 : Ebullition et filtration de bouillon (Originale, 2024)

Il est nécessaire de réaliser des repiquages périodiques tous les trois jours, la meilleure croissance

est 6 ml milieu de culture (Figure 14) et 4 ml de I’eau distillée.

Figure 14 : Milieu de culture prét a utiliser (Originale, 2024)
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¢+ Protocole de dosage : En ajoutant a 1 ml de milieu de culture contenant les paramécies,
1 ml de chaque concentration de I’extrait gomme résine assa-foetida dans des tubes a
essali, trois répétitions pour chaque dose (C1=0.5g/L, C2=1g/L, C3=2 g/L, C4=3 g/),
sauf les trois répétitions du groupe de témoin ou on a ajouté de I’eau distillée. Les tubes

sont laissés trois heures dans 1’étuve a 25 °C afin de débuter les différents dosages.

1.2.1. Paramétres mesurés
1.2.1.1. Dosage des protéines totales

La méthode utilisée dans le dosage des protéines est celle de Bradford (1976), ces protéines
sont mesurées par colorimétrie.

» Principe de la méthode

Cette meéthode est basée sur le changement d'absorbance a 595 nm qui correspond au
changement de la couleur du bleu de Coomassie apres liaison (complexation) avec les acides
aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) et les résidus hydrophobes présents
dans les protéines.

» Technique du dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de (Bradford, 1976), utilisant le Bleu
Brillant de Coomassie G 250 (BBC) comme réactif et 1’albumine de sérum de beeuf (BSA)

comme standard.

100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol. Agitation pendant deux heures (Figure 15).

100 ml d’acide orthophosphorique sont alors ajoutés et le tout est complété a1000 ml

avec de I’eau distillée.

Le dosage des protéines a éte effectué dans une fraction aliquote (100 ml).

e Les absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm.

Figure 15 : Agitation de la solution BBC (Originale, 2024)
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1.2.1.2. Dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

1.2.1.2.1. Dosage de la glutathion-peroxydase (GPx)
» Principe

Dans notre étude, L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée

par la méthode de (Flohe & Gunzler, 1984), en utilisant un spectrophotométre de type
SHIMATZU. Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d'’hydrogéne (H202) en

présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous ’influence de la

GPx selon la réaction suivante :

GPx

H202 + 2 GSH GSSG + 2 H20

> Mode opératoire

Nous avons procedé aux étapes suivantes :

Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant);

Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);

Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min ;

Ajouter 0.2ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10
minutes;

Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction;

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes;

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes;

Prélever 0.48 ml du surnageant;

Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS;

Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM);

Meélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

> Calcule

La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a I'aide de la formule suivante :

GPx (umol GSH/mg de prot) = [(

Do échantillon — Do étalon
Do étalon

DO échantillon : Densité optique de I'échantillon.

) x 0.04] x 5/mg de prot)
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DO étalon : Densité optique de I'étalon.
0.04: Concentration de substrat (GSH).
2.2.1.2.1. Dosage de superoxyde dismutase (SOD)
» Principe
Le dosage de la superoxyde dismutase (SOD) est réalisé selon la méthode de Asada et al.
(1974).
> Protocole
v" Prélever 0.1 ml de mélange (méthionine (13mM) et Na2EDTA (0.1mM);
v Ajouter 0.8922ml de tampon phosphate (50mM, pH=7.8);
v Ajouter 0.05ml du surnageant;
v Ajouter 0.95ml de tampon phosphate;
v" Ajouter 0.0852ml de NBT (2.64mM);
v Ajouter 0.0226ml de riboflavine (0.26mM);
La réduction du NBT est estimée aprés 20min a une longueur d’onde 580nm contre le

blanc. Le pourcentage (YY) contre unité de SOD (quantité des protéines enzymatiques capable

d’inhiber 50% de NBT) peut étre calculé selon I’équation suivante :

Y= ((DO étalon — DO échant/ DO étalon) x 100)) x 20/C

Ou:
20 : Facteur de dilution de I’échantillon dans le milieu réactionnel.

C : la concentration des protéines dans I’échantillon (mg/ml).
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1.2.3. Etude statistique

Les résultats obtenus ont été exprimé par la moyenne de trois répétitions pour chaque
groupe (cing groupes) plus ou moins un écart-type (m £ SD, n =3), et pour mieux visualiser les
résultats on utilise la représentation graphique, les histogrammes, en utilisant EXCEL 2019.
Nous avons utilisé également une analyse de la variance a un critére d’évaluation (ANOVA), elle
a été faite par le logiciel IBM SPSS STATISTICS version 21, L'ANOVA permet d'effectuer des

tests de comparaisons multiples afin d’expliquer les différences entres les moyennes.

Une valeur de p < 0,05 (*) était considerée comme statistiquement significative pour toutes
les analyses, hautement significatives lorsque p < 0,01 (**) et trés hautement significatives

lorsque p < 0,001 (**%*).
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2. Résultats

2.1. Effet de ’extrait gomme résine Ferula assa-foetida sur les protéines totales

Le tableau (3) et la figure (16) représente 1’évolution du taux de protéines totales chez
Paramecium sp traité avec des concentrations croissantes de 1’extrait gomme résine de Ferula
assa-foetida. Les variations du taux des protéines totales sont obtenues apres 3H d'exposition.

Les données sont la moyenne + SD de trois réplicats

On constate que le taux de protéines augmente en fonction des concentrations de maniere

trés hautement significative (p = 0.000) par rapport au témoin.

Tableau 3 : Effet des concentrations croissantes de I’extrait gomme résine de Ferula assa-

foetida sur Variation du taux de protéines totales chez Paramecium sp (m + SD, n =3)

Concentration (g/L) Taux de Protéines totales (ug/ml) (m + SD)
Témoin ~1,720005075 + 1,038522527
0,5 2,964436839 + 1,239542196%***
1 3,03967964 + 2,029049695%**
2 3,22056886 + 0,546706736%**
3 3,545696056 + 1,183484903***

Comparaison avec groupe témoin (T) : * p < 0.05; ** p <0,01; *** p <0.001.
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Figure 16 : Variation du taux de protéines totales chez paramecium sp traités a différente
concentration de la gomme résine Ferula assa-foetida durant 3 heurs (m = SD, n =3), * p <
0.05; ** p<0,01, *** p <0,001
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2.2, Effets de l1a gomme résine Ferula assa-foetida sur les biomarqueurs du stress oxydant

2.2.1. Effet de la gomme résine Ferula assa-foetida sur I’activité enzymatique de la GPX

Les résultats présentés dans le tableau (4) et la figure (17) montrent que 1’activité

enzymatique de GPx augment de facon significative (p < 0,05) chez les groupes traités par

I’extrait gomme résine Ferula assa-foetida D2, D3 et D4 par rapport au groupe témoin (T), et

de fagon trés hautement significative (p < 0,001) chez le groupe D1 par rapport au groupe

témoin (T). Les données sont la moyenne + SD de trois réplicats.

Tableau 4 : Effet des concentrations croissantes de I’extrait gomme résine de Ferula assa-

foetida sur la variation de 1’activité GPx chez Paramecium sp (m £+ SD, n =3)

Concentration (g/L) GPx (umol GSH/mg de Prot) (m = SD)

37,56934431+ 19,1441282

Témoin

0,5
1
2
3

205,2684494+ 33,10696485***

249,6261641+ 51,9025479*
355,5958676+ 33,45541689*
359,0914663+ 246,0766647*

Comparaison avec groupe témoin (T) : * p <0.05; ** p<0,01 ; *** p <0.001.
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Figure 17 : Effet des concentrations croissantes de 1’extrait gomme résine de Ferula assa-
foetida sur la variation de 1’activité GPx chez Paramecium sp (m = SD, n =3), * p < 0.05; **

p<0,01, *** p < 0,001

32



Résultats

2.2.2. Effet de la gomme résine Ferula assa-foetida sur I’activité enzymatique de la SOD
Les résultats présentés dans le tableau (5) et la figure (18) montrent que 1’activité
enzymatique du SOD diminue de fagon trés hautement significative (p< 0,001) dans tous les

groupes par rapport au groupe témoin (T). Les données sont la moyenne = SD de trois réplicats.

Tableau 5 : Effet des concentrations croissantes de I’extrait gomme résine de Ferula assa-

foetida sur la variation de I’activité SOD chez Paramecium sp (m = SD, n =3)

Concentration (g/L) SOD (mUI/g) (m £ SD)

Témoin 6577773,102+ 16577827,12
0,5 6561885,7714 5659125,634***
1 3513466,538+ 4795754,711%***

2 907340,84+ 193005,6705%**

3 362311,7261+ 179258,326%**

Comparaison avec groupe témoin (T) : * p <0.05; ** p<0,01 ; *** p <0.001.
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Figure 18 : Effet des concentrations croissantes de I’extrait gomme résine de Ferula assa-
foetida sur la variation de I’activité SOD chez Paramecium sp (m £+ SD, n =3), * p <0.05;
**p<0,01, *** p<0,001
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3. Discussion

Pendant des siécles, les plantes ont été utilisées pour traiter diverse maladies (Moradi et
al., 2017). Au cours des dernicres décennies, 1'étude des avantages pour la santé de ces plantes
les a montrées comme des sources précieuses de composés actifs pouvant étre utilis€s comme

médicaments (Ghasemi et al., 2021).

Dans diverses parties du monde, différentes espéces de Ferula ont été utilisées en
médecine traditionnelle. Ces effets thérapeutiques sont médiés par différents mécanismes tels
que I’induction de I’apoptose, I’inhibition de la lipoxygénase, de la cyclooxygénase (COX) et
de I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), la réduction des niveaux d’oxyde nitrique

(NO)...etc (Moosavi et al., 2014)

Ferula assa-foetida L, ’une des especes du genre Ferula le plus précieuse, appartenant de
la famille des Apiacées (Ombelliferes). L’ Assa-foetida, c’est la principale source d’oléo-
gomme-résine, obtenue a partir de la racine de plantes Ferula (Saeidy et al., 2018), qui a une
odeur de soufre et un golt amer caractéristiques (Mahendra & Bisht, 2012). Des études
pharmacologiques récentes ont montré des effets antioxydants, antidiabétiques, laxatifs,

anticancéreux, antiviraux et antifongiques de cette plante (Vijayasteltar et al., 2017).

Lorsqu’un stress oxydatif s’est installé, la toxicité des ERO s’exprime par de nombreux
aspects, et en particulier par la perturbation de nombreux processus physiologiques,
biochimiques et moléculaires (Boucelha & Djebbar, 2023), notamment, la perturbation de
I’homéostasie redox cellulaire (Galadari et al., 2017). En cas de stress naturel ou chimique, le
corps humain réagit en instaurant un nouvel état physiologique pour préserver leur équilibre.
Au-dela de I'homéostasie, les effets du stress peuvent causer des dommages cellulaires et des

mécanismes de détoxification et de réparation peuvent étre activés (Mouneyrac et al., 2011).

Les macromolécules biologiques, telles que les protéines et les lipides, sont
principalement ciblées par les radicaux libres, qui jouent un role essentiel dans le métabolisme
énergétique. (Abdel-Daim et al., 2015). Outre, leur rle dans la cellule en tant qu'éléments
structuraux, les protéines jouent un role dans différentes réactions qui assurant la catalyse
biochimique et la régulation hormonales, entre autres (Moumeni, 2017). En revanche, la
structure et la fonction des protéines peuvent étre modifiées par les radicaux libres (ROS)

geénérés soit par le métabolisme cellulaire, soit par des oxydants exogenes. (Djekoun, 2012).
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L’accumulation de ROS consommera 1’activité et le contenu de certaines enzymes
antioxydantes telles que la glutathion peroxydase (GSH-PX), la superoxyde dismutase (SOD)
(Liu et al., 2020).

Afin d’¢lucider I’implication de 1’effet de I’extrait gomme résine de Ferula assa-foetida
L chez Paramecium sp et la capacité de ce modéle biologique a survivre, nous nous sommes
intéressés a 1’évaluation des variations du taux des protéines et a 1’é¢tude de Dactivité
enzymatique via le suivi de quelques biomarqueurs de défense et de dommage en tant que

systéme d’alerte sensible et précoce tels que la SOD et GPx.

Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur 1’évolution du taux de protéines
totales. Dans notre étude, nos résultats montrent que les paramécies traitées avec des doses
croissantes de D’extrait gomme résine de Ferula assa-foetida L engendrent une
augmentation trés hautement significative du taux des protéines totales (p < 0.001) dans
tous les groupes par rapport au groupe témoin, ces résultats sont en accord avec Saleem et
al. (Saleem et al., 2001) a rapporté le potentiel antioxydant et anticancérigene de 1’assa-foetida
chez la souris albinos suisse. Il a été rapporté que les radicaux libres et d’autres oxydants tels
que le peroxyde d’hydrogéne endommagent les protéines, y compris les protéines régulatrices
de croissance vitales, en introduisant une fraction carbonyle dans les molécules de protéines

(Saleem et al., 2001).

Dans un second temps, et apres avoir ¢lucidé ’effet de I’extrait gomme résine d’Assa-
foetida sur I’évolution du taux de protéines totale, nous avons jugé utile de suivre les variations
de ’activité enzymatique de la SOD et GPx, ces deux antioxydants considérées comme la de
défense de premiere ligne vitale contre les dommages oxydatifs qui sont les principaux capteurs
enzymatiques, qui jouent un role crucial et sont essentiels dans toute la stratégie de défense des

antioxydants (Ighodaro & Akinloye, 2018).

La SOD est une enzyme importante dans la vie cellulaire. Elle maintient les conditions
physiologiques a I’état normal (Erkekoglu et al., 2012). La SOD est connue aussi comme la
premicere ligne de défense contre les effets déléteres des radicaux oxygénés dans la cellule en
catalysant la dismutation de 1’anion superoxyde O2 pour former le peroxyde d’hydrogene
H202 (Elwej et al.,, 2016). Notre étude a montré une diminution trés hautement
significative de ’activité enzymatique du SOD (p <0.001) en rapport dose-dépendant chez
les paramécies traitées par la gomme résine d’ Assa-foetida, ces résultats sont en accord avec

I’é¢tude de (Huang et al., 2022), il a ¢ét€¢ prouvé que 1’assa-foetida possede un potentiel
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antioxydant et des effets neuroprotecteurs, qui sont étroitement associés aux troubles

neurologiques.

Il est intéressant de noter que Jacquin-Porretaz (1996) a rapporté que le niveau d'activité¢ SOD
dépendrait du stade de différentiation cellulaire, du tissu ou de l'organe concerné, du stade de
division cellulaire, la qualité de la nourriture, en particulier la nature des acides gras ingérés
aurait une influence, des signaux hormonaux ainsi que des changements de température

interviendraient dans la régulation de I’activité SOD.

La GPx est considéré comme I'une des principales enzymes de protection des cellules
contre le stress oxydatif, en provoquant la diminution de H202 et d'hydroperoxydes organiques
en eau et en alcools correspondants (Zhao et al., 2019). La présente étude démontre
clairement une augmentation tres hautement significative de la GPx (p < 0.001) chez le
groupe traité avec la premiére dose aprés 3 heures d'exposition des paramécies a la gomme
résine d’Assa-foetida, et pour les autres groupes, I’augmentation est significative (p <
0.05), contrairement a I’¢tude de Saleem et al. (2001), le résultat a montré une diminution de
I’activité enzymatique du GPx. La GPx est présente dans le cytoplasme ou elle joue un role
majeur dans la régulation de I’état redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires.
Elle catalyse la réduction des hydroperoxydes (H202) et des peroxydes lipidiques en utilisant
le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogéne (Madkour, 2012). La glutathion
peroxydase également joue un role crucial dans la détoxification du H202 formé au niveau
cellulaire mais aussi elle participe dans la neutralisation des hydroperoxides lipidiques utilisant

du glutathion comme substrat.

Il est important de noter que plusieurs enquétes ont €té menées sur assa-foetida, utilisant
un extrait d'eau, qui n'est pas la forme d'application la plus fréquente. L’extrait aqueux ne
renferme pas de substances non polaires ou méme certains des éléments actifs de I'ensemble de

l'oléo-gomme-résine (Iranshahy &Iranshahi, 2011).

Selon I’étude de Safaeian et al. (2015), les concentrations d'extrait hydroalcoolique de F.
foetida (200, 400 et 800 mg/kg, par voie orale) ont montré des effets antioxydants chez le rat.
Par contre, malgré 1'absence d'effet sur le plasma H202 de I'extrait hydroalcoolique de tiges de

F. foetida, il y a eu une augmentation significative du pouvoir antioxydant réducteur ferrique.

D’aprés Ghasemi et al. (2021), des études ont montré que F. assa-foetida a une activité
de piégeage de I’oxyde nitrique et du Fe2 capacité chélatante, une augmentation des activités

du peroxyde d'hydrogene et de la protéine carbonyle, ainsi qu'une augmentation du pouvoir
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antioxydant réducteur ferrique et de l'activité G-transférase du glutathion. La diminution des
activités de la SOD a entrainé une inhibition de la peroxydation lipidique, tandis que
I'expression des enzyme antioxydantes GPx a été stimulée par F. Assa-foetida, ces résultats sont

similaires avec notre étude.
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Conclusion

Les plantes médicinales demeurent un sujet intéressant pour la recherche, sont une riche
source des substances et des composés bioactifs, possédant de nombreuses propriétés

pharmacologiques et un nombre restreint d'effets secondaires.

Dans le cadre de ce travail, nous avons donc fixé comme objectif principal I’effet de
I’exposition a I’extrait gomme résine de Ferula assa-foetida sur quelques biomarqueurs de stress

(SOD, GPx) chez Paramecium sp. Pour cela, nous nous sommes basés sur plusieurs approches:

v Une approche biologique dans laquelle nous avons étudié d’éventuelles perturbations
des niveaux des protéines totales.
v Une approche analytique, dans laquelle nous avons évalué les activités enzymatiques
La superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPX).
Nos résultats ont montré qu’il y’a un effet de 1’extrait gomme résine de Ferula assa-
foetida sur les paramécies, aux plus fortes concentrations d’ Assa-foetida, le métabolisme global
est perturbé, cette perturbation s’est manifestée par I’augmentation du taux de protéines totales

qui est lui-méme révélateur d’une perturbation du métabolisme cellulaire.

Concernant 1’étude des biomarqueurs, nos résultats mis en évidence une diminution de
I’activité enzymatique du SOD accompagné par une augmentation de 1’activité enzymatique de
GPx. Toutes ces enzymes jouent un rOle essentiel dans le processus de
metabolisation/détoxication. L'induction de la synthése de 1’enzyme ne se répercute pas
toujours sur ’activité mesurée car parfois, le stress impose a aussi pour conséquence une

oxydation et dénaturation des protéines dont la SOD.

Perspectives
A la lumiére de ce modeste travail, il est important de dire qu’il est plus que nécessaire de :
e Elargir le nombre de répétition afin de mieux évaluer ces biomarqueurs ou d’autres.
e Effectuer une étude approfondie sur les mécanismes de défense anti- radicalaire par le
dosage d’autres marqueurs du stress oxydatif tels que GSH, GST, LDH, CAT et MDA.
e Evaluer le pourcentage de mortalité et le taux de croissance des paramécies.

e Déterminer I’effet de ’extrait gomme résine de Ferula assa-foetida L & long terme.
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Annexes

Annexes
Annexe 01
ANOVA a 1 facteur (GPx)
Somme des Significati
carres ddl Moyenne des carrés F on
Inter-
groupes 225486,000 4 56371,000 4,000 ,028
Intra-
groupes 131658,000 10 13165,000
Total 357145,000 14
Annexe 02
Test Post Hoc (GPX)
Différence de
() Groupe moyennes (I-J) Erreur standard Signification
t de 21| 167,699105114248000 | 93,687020139100600 0,000
Dl_Jnn?tt . 3|1 284,229886169014040" | 93,687020139100600 ,040
(ilateral)® |4 | 1 | 318,026523324237300" | 93,687020139100600 022
511 321,522122022715500" | 93,687020139100600 ,021
Annexe 03
ANOVA a 1 facteur (SOD)
Somme des carrés ddl Moyenne des carres F Signification
glgr;geur;)es 106137702221347,000 4 | 26534425555336,000 0,000 0,000
Intra- | 650837405716579,000 10 | 65983740571657,000
groupes
Total 765975107937926,000 14
Annexe 04
Test Post Hoc (SOD)
()] Différence de moyennes Erreur standard | Signification
Groupe (1-9)
t de 1 5 6215461,3761711600000 | 6632432,4633655600000 0.000
Dunnett 00 00 '
(bilatéral) | 2 5 6199574,0452491100000 | 6632432,4633655600000 0.000
8 00 00 '
3 5 3151154,8122077300000 | 6632432,4633655600000 0.000
00 00 '
4 5 545029,11391603200000 | 6632432,4633655600000
0 00 0,000
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Annexe 05

ANOVA a 1 Facteur (Protéines totales)

Somme des carrés ddl Moyenne des carrés F Signification
'gr;gel;es 106137702221347,000 4 | 26534425555336,000 0,000 0,000
Intra- | 659837405716579,000 10 | 65983740571657,000
groupes
Total 765975107937926,000 14
Annexe 06
Test Post Hoc (Protéines totales)
Différence de
() GROUPE | (J) GROUPE moyennes (I-J) | Erreur standard | Signification
t de Dunnett (bilatéral)? 2 1 1,244431763364 | 1,060286837390 000
501 938 ’
3 1 1,319674564771 | 1,060286837390 000
219 938 ’
4 1 1,500563784754 | 1,060286837390 000
337 938 ’
5 1 1,825690980999 | 1,060286837390 000
546 938 ’
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