République Algérienne Démocratique et Populaire
el Coag g el asl 30 5 g
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
gl it daa ygdilidaals
Université Echahid Hamma Lakhdar -El OUED
Stal(y Dbl o gle s

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
N °d’ordre...... Département de biologie 4ivially Lslilila olgul acd N ° de série......

cellulaire et moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE
Présenté en vue de I’obtention du diplome de
MASTER ACADEMIQUE
Filiere : Sciences biologiques
Option : Toxicologie

THEME

Effet de I'exposition a I'extrait gomme résine de
Ferula assa-foetida sur quelques bio marqueursde

stress (GSH-GST) chez Parameciumsp

Présentées Par :

Me*HABITA Amina
Me*MESSAI AHMED Aya
Me®TRIA Meriem
Devant le jury compose de :

Grade : université

Président : Mr Dr.GHANIA Ahmed M.C.B, Université d'EIOued
Examinateurs : Pr.TOUMI Ikram ML.A.A, Université d’E1Qued.
Promoteur : Dr.OTMANI Hadjer M.C.B, Université d’EIQued

Année universitaire 2023/2024




Sl

/}' /// 508
350 b )V%M‘ s

1054 6 3 ) g



REMERCIEMENT

Avant tout, nous voudrions remercier Dieu tout-puissant qui nous a donné
lopportunite, la patience et la force pendant les moments les plus difficiles et la

volonteé de mener d bien ce travail de recherche.

Tout d'abord, ce travail ne sevait pas aussi viche et n'‘aurait pas pu avoir le jour sans
(aide et encadrement. Cest un grand honneur d'avoir Mme Otmani Hadjer
comme encadreuyr de notre mémoire, Nous avons d vous tous nos remerciements et
notre appréciation pour votre patience et gentillesse, votre aide et soutien durant

notre recherche.

Nous remercions sincerement le president du memorre GHANIA Ahmed Pour
nous avory jfatt [fionneur de presider ce travail.
Au membre de jury professeur TOUMI IRram a acceple de jaire paritie de jury

et de consacrer son temps pour examiner ce (ravail.

Nous avons un grand remerciement pour Dr.Khelef Yahia pour son aide.

Un grand merci d Melle Goubi Sanaa responsable des laboratoires de la faculté de
Biologie d"E[-Oued pour sa disponibilité
Nous adressons également nos remerciements d tout le personnel du laboratoire du
Collége des sciences naturelles et de la vie, Latifa, Omar et Afaf

et Bouchra pour leur aide inestimable.

Enfin, nous remercions toutes les personnes qui ont contribué de prés ou de loin la

realisation de ce travail



DEDICACE

-""J-"f-“* VT - Er Ty
ﬂﬁlﬂlfJﬂﬂ1£¢ijalu

Merci a Dieu pour m'a donnée la patience pour terminer ce

chemin et pour ma succes permanent.

A mon trés cher peére qui m'a foujours soutenu et aidé, il était

toujours a mes cotés, depuis mon enfance pour que je réussisse.

A ma chére maman source d'amour et d'affection qui m'a toujours
témoigné son sacrifice et sa bénédiction dans les moments les plus

importants de ma vie.

A mes sceurs et mes fréres mon soutien et mon épaule sur

lesquels je me suis appuyé
A mes chéres amies les bougies qui éclairent toujours mon chemin
A tous ceux et celles qui me sont Chér(e)s.

Que Allah les garde et les protege.

Habita A



DEDICACE

“I:‘!"' I':'I'J-*'a?l .)[_ﬁgai-# I'-‘s!]uﬂ_; (RS E'.M;Jl'l d.J.." Sai] I3y

A Allah le tout puissant Qui m'a inspiré et Qui m'a guidé dans le
bon chemin, Louanges et remerciements Pour votre clémence et
miséricorde.

A mes parents

A mon cher peére, pour m'avoir appris que le savoir est une
richesse que nul ne peut voler.

A ma chére mere, pour son soutien et ses sacrifices.

Aucune dédicace ne saurait exprimer la reconnaissance, le respect
et |'amour que je vous porte.

A ma famille

Pour le soutien et le dévouement dont vous m'avez fait preuve le
long de mes études et au cours de la réalisation de ce travail.

A mes ami(e)s

A toute personne qui m'a soutenu de pres ou de loin a la
réalisation de ce travail.

Messai A



DEDICACE

-""J-"f-“* VT - Er Ty
ﬂﬁlﬂlfJﬂﬂ1£¢ijalu

Louange a Dieu, amour, remerciement et gratitude, grdce auxquels je
suis ici aujourd'hui face a un réve tant attendu qui est devenu une
réalité dont je suis fier.

A mon cher pére, |'homme de ma vie. Je te remercie pour la confiance
que tu m'accordes. Merci d'étre toujours prét a me donner sans
mesure et sans limites.

A ma chére maman, merci de m'avoir soutenu, de m'avoir fait
confiance et de m'avoir encouragé tout au long de ces années
universitaires. Vous m'avez donné tellement d'amour qu'il suffit de
nourrir la terre entiere. Je vous remercie du fond du coeur pour
I'éducation, les principes et les valeurs que vous m'avez envoyés.
J'espere que j'ai pu vous rendre fier de moi.

Vous tes les personnes les plus chéres au monde et j'espere pouvoir
vous rendre un peu de votre amour et de votre générosité.

A mes chers fréres et sceurs et mes chéres amies Aya et Amina

Tria M



Sommaire

Remerciement

Dédicace

Sommaire

Liste des Figures et Tableaux

Liste des Abréviations

Résumé
Abstract
oadlall
INtrOAUCTION GBNEBIAIE ........iiiiiiiiie bbbt bbb et e b s b enes 1
Chapitre I:SyntheseBibliographique
O - 7 0] [ - RS PPSSP 4
1.1, Généralité sur Ferula assa-foetida..........coouviiiiiiiieie e 4
1.2, Dénomination INterNAtioNale. ...........c.oiiiiiiiiii i 5
1.3.  Classification taxonomique de la planteFerula assa-foetida ............ccooeveiiiiiiiniieicnceee 6
1.4, CompoSition CHIMIGUE ......coiuiiiiiiiice et e et e e et e e abe e e snaae e s naeeenaeeas 6
O T Vot )V | (-3 =T To] (oo o [N - USSR OUSROPS 7
) T = 1 (=1 A (o) q Lo [V LSRR URROPSROPS 7
N I W o - | - 01 T SRRSO 8
2.1, Laprésentation de ParamECi.......c.cccciiiiiuiiiiiee it e st 8
2.2, CHASSITICALION ... bbbt 10
2.3, IMIOUVEIMEBNT. ...ttt 11
2.4. Biologie et MOIrphOoIOgIE .......ccocvviiiiiiicie e 11
P T = 1Y o1 - L[] [ SRS 12
2.6, ALIMENTALION ....uiiiiiiiee bbbt 12
2.7.  Reproduction et CYCIE e VIE ......ccveiiiiei ittt 13
2.7.1. MUItiplicatioN VEQELALIVE .......coiiieiiiei et 13
2.7.2. REPIOAUCTION SEXUBE.......uviiiiiie ittt ettt e e st e e st e e e be e e s rbeeesaneeeanes 13
(O] o [0 To U o] o [ PSPPSRSO 15
2.8.  DImMOrphisSme NUCIEAITE .........coiuiiiii e sre e e earee s 15
2.9.  Choix deParamecium spcomme modeéle biologique ..........cocveeiiiiiiii i, 16
3.1, SErESS OXYAALIT ..o et e e aree e 17

KT =1 [0 0 = 1 0 10T BT S TRSTR 17



3.2.1. Biomarqueurs enzymatiqUeS (GST) ....oocieiieiiiiiiesiie it 17
3.2.1. Biomarqueurs non enzymatiques (GSH) .......ocoiiiiiiiiiieiieieeese e 18

Chapitre 11:Partie Expérimental

1. Matériels €t METNOGES. ..........oiiiiiiii et 21
I R |V = (1 T PP SO P TP PR PR PRSPPI 21
111, Matériels BiOlOGIQUES .......ccveiuiiiiiiiie ittt 21
AMatériel ANIMal. ... ..., 21
B. Matériel VEGALal. ... ..., 22
1.2 IMIBENOTES ...ttt bttt et e neeneas 22
1.2.1.  Préparation de la culture de parameécCie...........cooeiiiieiiiiieiiiie e 22
1.2.2.  Préparation de milieu de CUILUIE...........couiiiiiiiiiii e 23
1.2.3. Impact du milieu de culture sur la croissance de la paramécie............cccccoevvivenennnnne 24
1.24. Protocol de traitement de 1'asafoetida...........cooveiiieiiiiiiiie e 24
1.2.5. [DLoRT= o[l o [N o] €] (=11 - PSSO SPP TSP 25
1.2.6. Dosage du glutathion (GSH) ........ocviiiiiiiiicie s 25
1.2.7. Dosage activité enzymatique de la glutathion s-transférase (GST)........ccccevvvvevciveennen. 27
1.2.8. (0 [0 Lol = L1 o [ - PSP PR 30
2. RESUITALS ...t 32
2.1 Effet du I'asafoetida sur I’évolution du taux de protéines totales chez les paramécies...... 32
2.2  Effets d'asafoetida sur les biomarqueurs du stress oxydant chez Paramecium sp.............. 33
2.2.1 Effets sur I’évolution du taux de glutathion (GSH) .............cccooiiiiiiiinii s 33
2.2.2 Effets sur I’évolution de I’activité glutathion s-transférase (GST)........ccccocvvvvvriinnnnns 34
3. DISCUSSION ...ttt bbbt 35
CONCIUSION GENBTAIE ...ttt bbbt nne e 39
PSP IV S, ... ettt 40
REfErencesBiblIOgraphiQUES...........oiiiiii e st e et e e saaee s 42

F N 4111 I 54



LISTE DES FIGURES

Page
Figure 1 | La gomme résine de F.asafoetida 4
Figure 2 | Arbre Asafoetida 5
Figure 3 | Structure d’une paramécie sous microscope 9
Figure 4 | Photo prises au microscope a balayage permettant de voir les différences 10
d’organisation des cils des organismes ciliés
Figure 5 | Morphologie générale d’un spécimen de Paramecium du groupe Aurelia 12
Figure 6 | Phases végétative et sexuelle du cycle de vie du Paramecium 14
Figure 7 | Le cycle sexuel de Paramecium « la conjugaison » 15
Figure 8 | Paramecium sp au microscope 21
Figure 9 | La gomme résine d’Asafoetida (Ferula assa-foetida) 22
Figure 10 | Préparation de la culture de paramécie 23
Figure 11 | Schéma explique une méthode de préparation de milieu de culture 24
Figure 12 | Protocol de traitement des paramecies avec l'assa-foetida 25
Figure 13 | Un schéma expliquant le protocole de dosage du glutathion (GSH) 26
Figure 14 | Un schéma explique le protocole de dosage du glutathion S-transférase 28
(GST)
Figure 15 | Evolution du taux des protéines totales chez Paramecium Sp en présence 32
des concentrations croissantes gomme résine de Ferula assa-foetida
Figure 16 | Variation du taux de GSH chez Paramecium Sp exposée aux concentrations | 33
croissantes d'asafoetida
Figure 17 | Evolution de I’activité GST chez Paramecium Sp en fonction des 34
concentrations croissantes d'asafoetida




LISTE DES TABLEAUX

Page
Tableau 1 | Dénomination international d'asafoetida 5
Tableau 2 | Classification F.asafoetida 6
Tableau 3 | Activité biologique de ferula assa-foetida 7
Tableau 4 | Classification de Paramecium sp 10




LISTE DES ABREVIATIONS

ASS : Acide sulfosalicylique

BBC : Bleu brillant de Coomassie.

BSA : I’Albumine de sérum de beeuf.

CDNB :1-Chloro, 2,4-Dinitrobenzéne

DTNB : Acide 5,5“Dithiodis-2-Nitrobenzoique.
EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique.
GCL : Glutamate cystéine ligase

GCLC : Glutamate cystéine ligase catalytique
GCLM : Glutamate cysteine ligase modifiante
GS : Glutathion synthétase

GSH : Glutathion.

GST : Glutathion-S-transférases.

MAC : Macronoyaux

MIC : Micronoyaux

PF : Poids frais

PH : Potentiel Hydrogene

ROS : Especes reactives oxygénées

SPSS: Statistical package for social sciences

UV-VIS : Ultra-violet visible



Résumé

Les extraits naturels comme la gomme issus des végétaux contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante de la gomme de
ferula assa-foetida qui est l'une des plantes asiatiques les plus utilisées dans la médecine traditionnelle
algérienne. Dans cette étude, nous avons étudié Ieffet de la gomme de asafoetida avec différentes
concentrations (0,5.1.2et 3 g/L) pendant 3 heures, sur un modeéle cellulaire, ciliés d'eau douce : Paramecium
sp, considéré comme un indicateur biologique bien adapté aux études toxicologiques. Les résultats obtenus
ont montré une évolution du taux de la principale molécule biologique (les protéines totales), Nous
observons une augmentation trés hautement significative du taux des protéines totales dans la derniere
concentration (3g/L) avec 2,34ug/mg de poids frais (PF) par rapport aux témoins 1,34ug/mg de PF chez les
paramecies. Aussi, il a été noté que les biomarqueurs du stress oxydatif, lorsqu'ils sont exposés a différentes
concentrations d'asafoetida, entrainent des perturbations statistiquement significatives par linduction
dactivités enzymatiques et non enzymatiques vitales (GSH, GST) dans les organismes traités. D’aprés nos
résultats nous constatons une augmentation tres hautement significative du taux de GSH dans la premiére
concentration (0,5g/L) avec46,3umol/mg protéines comparées au témoin avec 24,2 pmol/mg protéines, en
revanche nous constatons une déplétion trés hautement significative de I’activité GST dans la deuxiéme
concentration (1g/L) avec 85,4 pumol/mg protéines par rapport au témoin 12642 umol/mg protéines
chezParamecium sp traitées. Sur la base de ces résultats, nous concluons quapres le traitement par
l'asafoetida, il y avait des perturbations métaboliques dans la quantité de protéines totales et dans l'activité

des biomarqueurs enzymatigques et non enzymatigques par rapport aux témoins.

Mots clés : L'asafoetida, Paramecium sp, biomarqueurs, stress oxydatif.



Abstract

Natural extracts like gum from plants contain a variety of biologically active molecules. In this context we at
tempted to evaluate the antioxidant activity of ferula assa-foetida gum which is one of the Asian plants most
used in traditional Algerian medicine. In this study, we studied the effect of asafoetida gum with different
concentrations (0,5.1.2et 3 g) for 3 hours, on a cellular model, fresh water ciliates: Paramecium sp,
considered as a biological indicator well suited to toxicological studies.

The results obtained showed an evolution in the level of the main biological molecule (total proteins). We
observed a very highly significant increase in the level of total proteins in the last concentration (3g/L) with
2.34 pg/mg of fresh weight (PF) compared to controls 1.34 pg/mg PF in paramecia. Also, it was not ed that
biomarker of oxidative stress, when exposed to different concentrations of asafoetida, lead to statistically
significant disturbances through the induction of vital enzymatic and non-enzymatic activities (GSH, GST)
in organisms. treated. According to our results we note a very highly significant increase in the GSH level in
the first concentration (0.5g/L) with 46.3 pmol/mg proteins compared to the control with 24.2 umol/mg
proteins, on the other hand we note a very highly significant depletion of GST activity in the second
concentration (1g/L) with 85.4 umol/mg proteins compared to the control 1264.2 umol/mg proteins in
Paramecium sp treated.

Based on these results, we conclude that after asafoetida treatment, there were metabolic disturbances in the
amount of total protein and in the activity of enzymatic and non-enzymatic biomarkers compared to

controls.

Keywords: Asafoetida, Paramecium sp, biomarkers, oxidative stress.
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Introduction Générale

Aujourd’hui, la phytothérapie reste le systéme de soins de santé primaire pour environ 80%
de la population mondiale. En particulier dans les pays en développement (kunle.O.Fet al.,2012).
Il y a eu aussi un soudain augmentation de I'utilisation des herbes comme médicaments sur
ordonnance dans les pays développés comme la France et I'Allemagne (Wachtel-Galor.Set
al.,2011, Edzard.E,2005). Cependant, il est a craindre que tous les médicaments a base de plantes
ne soient pas sdrs, car rapporté (Edzard.E,2005). Au fil des années, le recours a la médecine
traditionnelle nous a apporté de précieux formules sur la sélection, la préparation et I'application
de plantes médicinales. La méme méthode rigoureuse, cliniquement et scientifiquement, doit étre
mise en ceuvre pour vérifier l'efficacité et la sécurité des produits curatifs, pour €tre une

alternative viable a la médecine occidentale (Pal.S.Ket al.,2003).

L’utilisation des plantes comme médicaments remonte & 60 000 ans selon les anciens récits
babyloniens. En Egypte et en Chine, les documents écrits sur la phytothérapie remontent &
environ 5 000 ans, en Asie Mineure et en Grece, a 2 500 ans. (Qazi.M.Aet al.,2016)

Les produits de phytothérapie sont depuis longtemps sirs (Moreira.D.Let al.,2014), mais
l'utilisation abusive de ces médicaments peuvent avoir des effets secondaires dus a des
constituants toxiques (George.P,2011) . Dans certains pays, I'évaluation toxicologique des
plantes medicinales et des produits associes n'est pas utilisée avant de les administrer sur le
marché (Ekor M,2014). La phytothérapie d'une seule plante peut contenir des centaines de
constituants et les produits mélangés peuvent en contenir plusieurs fois ce nombre. Le temps

nécessaire pour isoler chaque ingrédient actif de chaque herbe serait formidable (WHO,2005)

L'asafoetida est utilisée comme épice et comme phytomédecine populaire depuis des siecles.
L'asafoetida a une odeur sulfureuse caractéristique et un godt amer. De plus, les Népalais en
consomment régulierement dans leur alimentation quotidienne, (Eigneret Scholz, 1990,

Bandyopadhyay et al., 2006).

A ce jour, aucune une étude n’a porté sur la toxicité potentielle des asafoetida dans un rapport de
cas (Kelly et al, 1984). Il est nécessaire d'étudier la toxicité aigué, la toxicité subaigué, la toxicité
chronique et le profil de sécurité de l'asafoetida. Il semble qu'il reste encore un grand nombre
d'investigations inachevées, notamment des essais cliniques sur l'asafetida (Iranshahy.Met
al.,2011).



Introduction Générale

Actuellement, en toxicologie, Il'utilisation de modéles alternatifs permet de comprendre les
mécanismes des actions toxiques a différents niveaux de l'organisation cellulaire. Ainsi, la

paramécie, en tant que modele alternatif. (Ibtissem.Set al.,2021)

Le bioindicateur Paramecium sp caractérisé par un cycle de vie court, une multiplication rapide
et un comportement normal qui peut étre affecté par la présence de polluants. (Benbouzid,Het
al., 2015)

L’objectif de notre travail a été entrepris afin de réaliser une étude prospective des effets de
I'exposition a la résine-gomme-oléorésine obtenue de ferula assa-foetida sur les protéines totales
et sur quelques biomarqueurs de stress (GSH-GST) sur un modele biologique bioindicateur qui

est la Paramecium sp.
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1. L'Asafoetida

1.1.Généralité sur Ferula assa-foetida

L'Asafoetidaest une oléo-gomme-résine obtenue a partir des exsudats des racines de la plante
médicinale endémique iranienne, Ferula assa-foetida. Cette espece (Ferula assa-foetida) est
souvent considérée comme la principale source d'asafoetida, bien que d'autres espéces de Ferula,
telles que Ferulafoetida, Ferularubricaulis, Ferularigidula, Ferulaalliacea et Ferula narthex,
soient également des sources d'asafoetida (Rajanikanthet al., 1984, Takeoka, 2001, Evans, 2002).
Ferula assa-foetida pousse a I'état sauvage dans les montagnes du centre et du sud de I'lran.
L'asafoetida oléo-gomme-résine est appelée « Anghouzeh », « Khorakoma » et « Anguzakoma »
en Iran. La plante, qui appartient a la famille des Apiacées, est une plante herbacée vivace a
odeur désagreable qui atteint environ 2 m de hauteur. L'oléo-gomme-résine est souvent obtenue
par incision des racines ou ablation des tiges. Les exsudats durcis (oléo-gomme-résine) sont
ensuite collectés et conditionnés pour l'exportation. Asafoetida se présente sous deux formes
principales : les larmes et la masse. La masse est la forme d'asafoetida la plus courante sur le
marché (Tyler et al., 1976, Evans, 2002).

En médecine traditionnelle, la plante est utilisée pour le traitement de différentes maladies, telles
que l'asthme, I'épilepsie, les maux d'estomac, les flatulences, les parasites intestinaux, la
digestion difficile et la grippe (Al-Jafari,Vila, Freixa, CostaetCanigueral, 2012 ; Ross, 2005 ;
Zellagui, GherrafetRhouati, 2012).

Figure 01 :La gomme résine de F.asafoetida(Kavoosi, G., &Rowshan, V, 2013)
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Figure 02 : Arbre Asafoetida(Shahrajabian, M.et al., 2021)

1.2.Dénomination internationale

Tableau01 : Dénomination international:(Iranshahy, M., &lranshahi, M., 2011).

Langue Nom commun
Arabe Shajarat-al-Heltit
Francais Ase-fétide
Anglais Asafetida
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1.3.Classification taxonomique de la plante Ferula assa-foetida

Tableau02 : Classification F.asafoetida (KareparambanJA, et al., 2012)

Rang taxonomique Taxon
Royaume Plantes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Famille Omelliferes
Genre Férula

Espéces Assafoetida

1.4.Composition chimique

Assa-foetida contient 25% d'extrait de gomme (glucose, galactose, I-arabinose, rhamnose et
acide glucuronique), résine 40-64 % (esters d'acide férulique, acide férulique libre, coumarine
dérivés) et huiles volatiles 3 a 17 % (contenant du soufre composes et divers monoterpenes)
(Kajimotoet al.,1989).
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1.5.Activité biologique

Tableau 03 : Activité biologique de ferula assa-foetida

Activite biologique Référence
Antioxydant Dehpour.AAet al., 2009. Kavoosi.Get al.,
2013
Antimicrobien Shrivastava V et al.,2012. Divya K et

al.,2014. Padhy.Set al.,2014. Patil.SD et
al.,2015. Bhatnager.R,2015

Antiviral Mahendra.P et Bisht.S, 2012

Antifongique Kamble.VA et Patil.SD, 2008. Rani.A
etJain.S, Dureja.P,2009. Mostafa.Zet al.,2013

Chimio préventif du cancer Saleem.M, et al.,2001

Antidiabétique Abu-Zaiton.AS, 2010

Anti carcinogenese Saleem.M, et al., 2001. Mallikarjuna.GU, et
al., 2003

Antispasmodique et hypotenseur Fatehi.Met al., 2004

1.6.Effet toxique

La consommation d’asafoetida présente également certains effets secondaires. Lorsqu'il est pris
cru et en trop grande quantité. Ces médicaments peuvent également affecter la périodicité du
cycle menstruel. Lors d'une étude en laboratoire menée auprés de nourrissons traités par
l'asafoetida, un effet oxydant de I'asafoetida sur le feetus a été mis en évidence. (Kelly et coll.
1984).

Cependant, un cas d'une méthémoglobinémie a été rapportée aprés l'administration d'asafoetida
chez un nourrisson de sexe masculin noir agé de 5 semaines. Le nourrisson a été admis a I'hopital
6 heures apres le debut de la tachypnée, des grognements et cyanose. Le traitement consistait en
du bleu de méthylene intraveineux et le nourrisson s'est rétabli (Kelly et al., 1984). La prise de
doses plus importantes peut entrainer un gonflement des levres, des troubles digestifs tels que
des flatulences et diarrhée, inconfort et maux de téte. Gonflement des organes génitauxa été
observé suite a une administration externe sur I'abdomen. Il n'est pas recommandé de l'utiliser

pendant la grossesse (Emami et al., 2010).
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Toxicité aigué : d’aprés (Bagheri.S.M., et al.,2014) (Bagheri, S., et al 2015) Trente rats Wistar
males ont été élevés et maintenus dans l'unité animaliére de la faculté de médecine sous une
température controlée de 21 ° C + 1 ° C pendant 12 h de lumiere : 12 h d'obscurité. Les animaux
étaient hébergés dans des cages en plastique et de la nourriture et de l'eau étaient mises a
disposition a volonté. Les rats ont été divisés en cing groupes. Un groupe a regu une solution
saline comme contréle et les groupes expérimentaux ont été traités par asafoetida (25, 50, 100 et
200 mg/kg) par voie orale tous les jours pendant 6 semaines. L'approbation éthique de cette
étude a été obtenue auprés du comité d'éthique de I'Université des sciences médicales Shahid
Sadoghi Iran. L’asafoetida aux concentrations utilisées n’a montré aucun effet toxique a court ou
a long terme. Ceci a été mis en évidence par l'absence de tremblements, de paralysie, de perte de
poids et de changements de comportement autonome par rapport au groupe témoin. De plus, il
n'y a eu aucune mortalité chez les animaux traités pendant 6 semaines d'observation. A la fin des
expériences, les rats étudiés ont été observés pour détecter des symptomes de toxicite a court et a
long terme et enfin la mortalite a été enregistrée. Ensuite, les animaux ont été gardés sous
observation jusqu’a 10 jours pour mettre en ceuvre les changements de comportement

(tremblements, paralysie), la perte de poids et la mortalité.

2. La paramécie

2.1.La présentation de paramécie

Les paramécies sont des organismes unicellulaires (Protozoaires), de forme oblongue, dont le
corps uniformément couvert de cils (ciliés, holotriches), leurs dimensions sont, selon les espéces
prises en considération, comprises entre 70 et 350u. Les représentants du genre Paramecium sont
parmi les plus fréquentes des Protozoaires. lls sont trés abondants dans les eaux contenant des
débris végétaux ou dans les infusions de foin (infusoires) car les bactéries dont ils se nourrissent
pullulent a la surface des végétaux en déecomposition. Le genre Paramecium inclut environ 15
especes, actuellement enregistrées, mais moins de 10 peuvent étre considérés comme
Paramecium vrai. Pour chaque espéce il est possible de définir, en ce qui concerne la taille, un
polygone de distribution spécifique et de mettre en évidence des différences géographiques ou
d’origine nutritionnelle ; ces dernieres différences sont fugaces et non transmissibles. Les autres
sont si mal définies qu'elles ne peuvent étre considérées comme appartenant au genre
Paramecium. (Benbouzid.H.,2012)
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La paramécie vie librement dans les eaux douces et se nourrit de bactéries. Durant sa vie
végétative elle se divise par fission binaire, les micronoyaux effectuant une mitose alors que le
macronoyau se divise sans fuseau mitotique et de maniére non équitable. Les deux noyaux (MIC
et MAC) de la paramécie sont trés différents, ils n’assurent pas les mémes fonctions et ne
contiennent pas le méme génome. Le MIC n’entreprend que peu ou pas de processus durant la
vie végétative rendant son étude assez difficile. De plus sa petite taille ainsi que sa faible quantité
d’ADN augmentent les limitations quant a son analyse moléculaire. A I’inverse le gros et beau
MAC se préte facilement a 1’expérimentation, créant un large biais dans les connaissances
acquises sur 1'un et ’autre des génomes. Le MAC est bien documenté, tandis que le MIC reste

particulierement obscur a ’heure actuelle. (Wilkes.C.D.,2014).
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Figure03 : Structure d’une paramécie sous microscope (Génoscope, 2007).
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Figure04 : Photo prises au microscope a balayage permettant de voir les différences
d’organisation des cils des organismes ciliés. A | Oxytrichatrifallax. B |

Tetrahymenathermophila. C | Paramecium caudatum. (Wilkes.C.D.,2014)
2.2.Classification
D’apres Miiller, 1773 (Cudmoreet al., 1977), les paramécies appartiennent au :

Tableau 04 : Classification de Paramecium sp

Regne Protista
Embranchement Ciliophora

Classe Oligohymenophora
Ordre Peniculida
Famille Parameciidae
Genre Paramecium

10
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2.3.Mouvement

Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces dernieres peuvent diriger les battements
de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arriére dans un mouvement spiralé. Une paramécie

peut effectuer un brusque retrait au contact d’un obstacle. (Benbouzid.H.,2012)

2.4.Biologie et Morphologie

Les cellules de paramécies appartenant au groupe aurelia sont exceptionnellement grandes. Elles
mesurent environ 150 pm de long et 50 um de large. Leur taille varie considérablement en

fonction de I'approvisionnement alimentaire et le stade du cycle de vie (Beale et Preer, 2008).

La paramécie possede un macronoyau, deux ou plusieurs micronoyaux et deux vacuoles
contractiles qui se produisent sur la surface dorsale. Ces vacuoles, servant a réguler I’osmolarité,
se situent sur le premier et le dernier quart de l'organisme et vident leur contenu liquide a
I'extérieur par l'intermédiaire des pores excretoires. Sur le coté de la cellule notée "ventrale™, se
trouve l'eesophage, dans lequel la nourriture (bactéries, levures, algues, etc) est véhiculée par des
cils spéciaux. Au bas de I'eesophage, la nourriture est concentrée dans des vacuoles alimentaires
qui sont continuellement bourgeonnées et pénétrées dans le cytoplasme. Les résidus non digérés
seront déchargés dans le milieu extérieur par un pore anal appelé cytoprocte (anus cellulaire)
(Beale et Preer, 2008). La paramécie possede également une voie de sécrétion régulée des
trichocystes (voie d’exocytose) comme un moyen de défense contre ses prédateurs (Damaj,
2008). Le cytoplasme des paramécies limité par une mince cuticule présente une zone
périphérique hyaline et visqueuse. Cette cuticule résistante, souple, et élastique, limite
I’amplitude des déformations du corps. Ce dernier est uniformément recouvert de cils vibratiles.
Cette ciliature somatique, qui bat de fagcon synchronisée, permet aux paramécies de se déplacer
(Beaumont et Cassier, 1998).

11
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Figure 05 : Morphologie générale d’un spécimen de Paramecium du groupe Aurelia (Jurandet

2.5.Respiration

Selman, 1969).

La respiration chez les paramécies se fait par des échanges gazeux avec le milieu environnant a

travers la membrane cellulaire. Ainsi, les gouttelettes d’eau, absorbées au moment de la capture

de la nourriture, contiennent de I’oxygene et 1’cau rejetée par les vacuoles pulsatiles contient une

forte proportion de gaz carbonique (Wehner et Gehring, 1995).

2.6.Alimentation

L'alimentation chez les paramécies s'effectue en 3 étapes :

e Ingestion des aliments : La bouche forme un entonnoir allongé qui s'enfonce dans le

cytoplasme. Cet entonnoir est pourvu de cils spéciaux qui produisent un courant d'eau

entrainant les proies (debris de végétaux, bactéries, algues unicellulaires) dans le fond de

la cavité buccale (péristome). Il se forme ensuite, autour des particules, une vacuole

digestive (Samworth et Morgan, 2000).

12
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e Digestion : Les aliments sont digérés au niveau des vacuoles digestives, et les produits de
la digestion sont absorbés par le cytoplasme (Samworth et Morgan, 2000).

e Excrétion : Les éléments indigestibles sont ensuite rejetés vers l'extérieur par le
cytoprocte (pore anal) (Beale et Preer, 2008). Les paramécies éliminent leurs déchets
azoteés sous forme ammoniac par diffusion. Cette élimination est facilitée par les
mouvements internes du cytoplasme (Samworth et Morgan, 2000).

2.7.Reproduction et cycle de vie
2.7.1. Multiplication végétative

La paramécie se multiplie comme une cellule somatique. On parle alors de multiplication
végétative. C’est-a-dire qu’elle fait des clones et cette division dure six heures. Mais la difficulté
réside dans le fait que chaque cellule fille devra avoir deux micro-noyaux et un macronoyau afin
d’étre viable. Pour cela, la cellule mére va avant de se diviser, doubler son nombre de micro-
noyau et doubler la taille de son macronoyau. Une fois ces etapes passees, la cellule se divise en
deux, en ayant bien pris soin de bien répartir un macronoyau et deux micro-noyau dans chaque
cellule fille. (Bétermier,2010).

2.7.2. Reproduction sexuée

Mais la paramécie a aussi une reproduction sexuée, c’est le cas lorsque le milieu dans lequel
elles vivent est carencé en nutriments que 1’on appelle dans ce cas « la conjugaison ».
(Betermier, 2010).

13
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Figure 06 : Phases végétative et sexuelle du cycle de vie du Paramecium. Le cycle cellulaire
vegétatif (fleches vertes) se compose de la division mitotique des deux micronoyaux (MIC) et de
la division non mitotique du macronoyau (MAC). Les événements de réorganisation nucléaire
pendant l'autogamie (fleches violettes) comprennent la méiose des deux MIC diploides, la
dégenérescence de sept des huit produits haploides avec une division supplémentaire du seul
survivant, la caryogamie deux divisions mitotiques du noyau zygotique diploide et le
développement de deux nouveaux MAC. Ces derniers se séparent sans division vers les deux

cellules filles lors de la premiére division cellulaire. (Beisson.J et al., 2010).

14
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» Conjugaison

Lors de la conjugaison, les cellules s’échangent leurs micro noyaux. Comme ces noyaux ne
proviennent pas des mémes cellules, elles ne possédent pas le méme génome. La conjugaison
permet donc de mélanger les génes, de brasser le patrimoine génétique avec peut-étre a la clef,

une bonne combinaison de génes permettant de mieux s’adapter au milieu. (Bétermier,2010).

Le cycle sexuel de la paramécie: la conjugaison

1) Les paramécies s échangent un
de leurs micro noyaux

o prn—y . 2) Les deux paramécies
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Figure 07 : Le cycle sexuel de Paramecium « la conjugaison ». (Bétermier, 2010).
2.8.Dimorphisme nucléaire

Les ciliés sont un groupe important et diversifié d'eucaryotes unicellulaires répartis a travers le
monde (Song et al., 2009). Chaque cilié possede deux noyaux fonctionnellement distincts
(Hammerschmidt et al., 1996). Le macronoyau ampliploide (MAC) stocke le génome somatique
et régit le phénotype cellulaire, tandis que le micronoyau présumément diploide (MIC) contient
un génome germinatif et est transcriptionnellement silencieux pendant la croissance végétative.
(Yurui.Wet al.,2017).
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» Micronoyaux (MIC)

Les MIC sont de petits noyaux diploides (~3 pum de diametre) qui correspondent a la lignée
germinale de la paramécie. En effet, & chaque cycle sexuel seule I'information génétique

contenue dans les MIC est transmise d’une génération a ’autre. (Mélanie.B.G, 2023).
» Macronoyau (MAC)

Le noyau MAC correspond a la lignée somatique. 11 sert a la production des transcrits nécessaires
a la vie de la cellule pendant tout son cycle de vie, mais est détruit et un nouveau MAC est formé
a chaque cycle sexuel. Sa taille est environ dix fois supérieure a celle des MIC (~30 um, soit
environ 1/5éme de la taille de la paramécie). Le MAC contient une version fragmentée des
chromosomes MIC dépourvus de centromere et d’autres séquences répétées (Betermier et
Duharcourt, 2014). Il est hautement polyploide : sa ploidie a d’abord été évaluée a ~800n
(Guérin et al., 2017.Preer, 1976). Cependant, cette premiere estimation ne prenait pas en compte
que pres de 50% du génome MIC était éliminé pour former le génome MAC (Sellis et al., 2021)

2.9.Choix de Paramecium sp comme modeéle biologique

Les paramécies sont des organismes eucaryotes unicellulaires qui mesurent entre 0,1 et 0,3 mm
de long ce qui les rend facilement observables au microscope et isolables manuellement. La
facilité d’observation et de culture des paramécies a permis leur étude des le début du XVIIleme

siecle et en fait des organismes modeles encore tres utilisés. (Bazin.G.M, 2023)

Les ciliés ont servi de modeles dans de nombreux domaines de recherche, notamment en

cytologie, zoologie, biologie évolutive et génétique. (Hausmann et Bradbury, 1996).

16
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3.1 Stress oxydatif

Un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, pouvant
potentiellement conduire a des dommages, est appelé "stress oxydatif" (Sies, 1985, 1986, 1991).
Les oxydants se forment en tant que produit normal du métabolisme aérobie, mais peuvent étre
produits a des taux élevés dans des conditions pathophysiologiques. Un état quasi-stationnaire
est maintenu par un motif complexe dantioxydants. (see Sies, 1993, 1995). La défense
antioxydante est en partie capable de s'adapter aux besoins changeants. La défense antioxydante
implique plusieurs stratégies, a la fois enzymatiques et non enzymatiques. (Sies, 1996).

3.2 Biomarqueurs

Un biomarqueur peut étre défini comme une caractéristique mesurée et évaluée de maniere
objective, servant d'indicateur des processus biologiques normaux, des processus pathogenes ou
des réponses pharmacologiques aux interventions thérapeutiques. (Group B.D.W, 2001). Un
biomarqueur du stress oxydatif est classiquement défini comme une molécule biologique dont la
structure chimique a été modifiée par des espéces réactives de I'oxygéne (ROS, pour les especes

réactives d'oxygene). (Offord, E., van Poppel, G., Tyrrell, R, 2000).
3.2.1. Biomarqueurs enzymatiques (GST)

Les glutathion S-transférases (GST) (EC 25.1.18) forment une famille de protéines
multifonctionnelles qui agissent a la fois en tant qu'enzymes importantes pour la détoxification et
en tant que protéines de liaison intracellulaire. En raison de cette double fonction, elles ont
suscité l'intérét de nombreux chercheurs, notamment des biochimistes, toxicologues,
pharmacologues, biologistes cellulaires et physiologistes. En tant qu'enzymes, elles catalysent la
réaction entre le nucléophile glutathion réduit (y -glutamylcystéinylglycine ou GSH) et un grand
nombre de composés électrophiles. De plus, elles se lient a plusieurs composés amphipathiques
qu'elles ne métabolisent pas (ligands non substrats) et ont été suggérées comme transporteurs

intracellulaires pour des composés ayant une solubilité limitée dans I'eau. (Boyer.T.D.,1989).

17



Chapitre | Synthése Bibliographique

3.2.1. Biomarqueurs non enzymatiques (GSH)

La glutathion (GSH) est un tripeptide, y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine, est présente dans les
tissus en tant que thiol non protéique le plus abondant qui protége contre le stress oxydatif. La
GSH est également un déterminant clé de la signalisation redox, essentiel dans la détoxification
des xénobiotiques, et régule la prolifération cellulaire, I'apoptose, la fonction immunitaire et la
fibrogénese. La biosynthése de la GSH se produit dans le cytosol de maniére étroitement régulée.
Les déterminants clés de la synthese de la GSH sont la disponibilité du précurseur d'acide aminé
sulfuré, la cystéine, et l'activité de I'enzyme limitante, la glutamate cystéine ligase (GCL), qui est
composée d'une sous-unité catalytique (GCLC) et d'une sous-unité modifiante (GCLM). La
deuxiéme enzyme de la synthése de la GSH est la glutathion synthétase (GS). (Shelly C.
Lu.,2013).
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1. Matériels et Méthodes

C’est au laboratoire du département de Biologie Cellulaire et Moléculaire de I'université de
Echahid Hamma Lakhdar EL-OUED entre janvier 2024 et février 2024, que nous avons fait une
étude prospective, portant sur des parameécies traitées par la gomme résine de Ferula assa-foetida
pour étudier I'effet de cette derniére sur quelques biomarqueurs de stress (GSH, et I’activité
GST).

1.1.Matériels

1.1.1. Matériels Biologiques

A. Matériel Animal

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est le protiste cilié : Paramecium sp. Paramecium
est 1’un des premiers organismes unicellulaires qui ont été observé au microscope. Depuis lors,
sa facilit¢ de culture, sa grande taille (120 um de longueur en moyenne et 48 um de largeur
environ), la facilit¢ d’observation de ses fonctions cellulaires variées ont fait un modele d’étude
privilégié pour les biologistes (Boulassel, 2014). Les paramecies présentent aussi des caractéeres
physiologiques comparables a celle des cellules épithéliales des étres humains, pour la
modélisation des tests de cytotoxicité, ils constituent un excellent modele moderne (Van Houten,
2023).

A k . ‘ B

4

Figure 08 : Paramecium au microscope (Originale, 2024)

A : Paramecium (x500), B : Paramecium (x400)
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B. Matériel végétal

Dans cette étude nous avons utilisée I’extrait gomme résine de la racine de Ferula assa-foetida
(figure 09), acheté du marché local d’EL-OUED ; récolter récemment et laisser sécher a I’air
jusqu’a bien solidifier, puis nous I’avons broyé manuellement jusqu’a ’obtention d’une poudre
fine, ensuite nous I’avons conservée dans des boites hermétiques en verre, pour qu’elle soit

utilisées ultérieurement.

Figure 09 : La gomme résine d’Asafoetida (Ferula assa-foetida) (Originale, 2024)

1.2.Méthodes

1.2.1. Préparation de la culture de paramécie

Pour préparer un milieu approprié a la croissance de Culture mixte des paramécies nous avons
suivi la méthode de Beaumont et cassier (1998), comme suit :

Couper le foin en petits morceaux et le faire trempé dans un récipient en verre d’eau douce. La
préparation est conservée dans un endroit chaud, sombre et bien aéré. 5 a 6 jours plus tard un
voile bactérien apparait sur la solution, on observe au microscope optique les paramécies et sans
coloration, dont ces derniers se nourrissent au dépend du voile bactérien. En fin récupérer dans
un tube a essai contenant 1 ml de milieu de culture et 1 ml de solution contenant des paramécies,

et laisser incuber dans une étuve a une température de 28 + 2°C 2 a 3 jours.
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FigurelO : Préparation de la culture de paramécie (Originale, 2024)

1.2.2. Préparation de milieu de culture

Selon la méthode d’Azzouz et al (2011) le milieu de culture est constitué de :
» 29 de foin

2g de blé

29 de laitue

1g de peau de pomme de terre

1g de peau de concombre

0.5g de cacahuétes

On ajoute 1,5 litre d’cau distillée et on laisse bouillir pendant 15min

Apreés le bouillon on ajoute 0.5g de levure

YV V V V V V V V

Le bouillon doit étre filtré.
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Différentes combinaisons ) )
d'ingrédients de milieu du culture [ Le bouillon pendant 15min ] [ Filtration ]
(Paramécie)

Figure 11 : Schéma explique une méthode de préparation de milieu de culture. (Originale, 2024)

1.2.3. Impact du milieu de culture sur la croissance de la paramécie
> Dilution du milieu de culture pour les paramécies afin d’obtenir une croissance optimale
(4 ml milieu de culture + 6 ml I’eau distillée).
> Nous avons préparé 15 tubes (1ml de paramécie+ 2 ml milieu de milieu de culture) nous
y incubons dans une étuve a une température de 25,5°C et réaliser des repiquages tous les 3

jours en ajoutant 0,5 de milieu de milieu de culture dilue.

1.2.4. Protocol de traitement de I'asafoetida
Nous avons placé de l'eau contenant les paramécies et du milieu de culture dans un
incubateur pendant 3 jours a une température de 25,5°C pour augmenter le nombre avant le
début du traitement.
L'expérience comprenait le test de I'effet de I'asafoetida sur la paramécie. Nous avons préparé
1g d'asafoetida dans 1L d'eau distillée. Nous avons ensuite choisi 4 concentrations différentes
qui permettraient d'obtenir une réponse biologique a la paramécie comme suit (C1, C2, C3 et

C4) correspondant respectivement a 0.5, 1, 2 et 3 g/L.
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Les tests sont réalisés dans des tubes a essais de 1ml de culture de paramécies et 1 ml de
chaque concentration d'asafoetida, et apres 3 heures de traitement, nous avons réalisé les
dosages (les tests sont répétés 3 fois) selon le protocole suivant :

VY Y Y

Témoin 10ml (C1=5 mg/10ml C2= 10mg/10ml C3=20mg/10ml C4=30 mg/10ml
eau distillé

Figure 12 : Protocol de traitement des paramécies avec l'assa-foetida (Originale, 2024)

1.2.5. Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976), qui consiste a additionner
une fraction aliquote de 100 pl du surnageant ou de la gamme étalon a 4 ml du réactif colorant
bleu brillant de Coomassie (BBC) G250 [100 mg BBC, 50 ml éthanol 95 °C, agitation pendant 2
heures, 100 ml acide orthophosphorique 85%, g.s.p 1000 ml eau distillée]. La lecture des
absorbances s'effectue a une longueur d'onde de 595 nm au spectrophotometre UV-visible
(JENWAY 6705). La gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'une protéine standard,
I'albumine, sérum de beeuf (BSA), titrant 1 mg/ml [1 mg BSA, 1 ml eau distillée].

1.2.6. Dosage du glutathion GSH

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Wackberker& Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de l'acide 2-nitro 5-mercapturique, résultant
de la réduction de l'acide 5-5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements thiol (-

SH) du glutathion mesuré a une longueur d'onde de 412 nm.
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Le dosage s'effectue aprés homogeénéisation des échantillons dans 1 ml d'une solution d'éthyléne
diamine tétra-acetique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de
protéger les groupements thiols du glutathion I'homogénat doit subir une déprotéinisation par
I'acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25% [0,25 g ASS, 100 ml eau distillée] ou 0,2 ml du ASS sont
additionnés a 0,8 ml d'homogénat. Le mélange aprés agitation est plongé dans un bain de glace

pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 tours/mn pendant 5 mn.

Une aliquote de 500 pl du surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon trissfEDTA (0,02 M,
pH 9,6) [63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M)
[3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu]. La lecture des absorbances s'effectue a une longueur
d'onde de 412 nm aprées 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou

les 500 pl du surnageant sont remplacés par 500 ul d'eau distillée.

; : ' : - O 800ul homogénat+200ul
7| -y : mm) | d acide sulfo-salisalyque

+ Agitation

| \ % \ Broyage 1

Bain de glace

500ul homogénat +25ul
= DTNB + Iml tampon tris- | s
EDTA

Centrifugation (1000
Lecture (absorbance 2 412nm) tours/mn, Smin

Figure 13 : Un schéma expliquant le protocole de dosage du glutathion (GSH)(Original, 2024)
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Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

¢ DO vdl Vvt de nroté
=332 W (s / M8 e protéines

X : micromole de substrat hydrolyse par mg de protéines (LM/mg de protéines).
Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
13,1 : coefficient d'extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat]

Vh: volume de I'homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml trissEDTA + 0,025 ml
DTNB]J.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.
Mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
Mg de protéines

Ajouter 4ml de BBC en tube a essali,
Puis nous y ajoutons 100ul de surnageant,

Aprés, nous mélangeons le tout pendant 5 minutes ;

YV V V V

La lecture des absorbances s'effectue a une longueur donde de 595 nm au
spectrophotometre visible.

» Un blanc ou les 500 pl du surnageant sont remplacés par 500 ul d'eau distillée.

1.2.7. Dosage activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

La mesure de l'activité de glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode
Habig et al. (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat
CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzénes) en présence d'un cofacteur le glutathion (GSH) et

mesurée a une longueur d'onde de 340 nm dans un spectrophotometre visible/UV. Les
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échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6). L'homogénat est

centrifugé a 14000 trs/mn pendant 30 mn et le surnageant récupéré servira comme source

d'enzyme. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1,2 ml du mélange CDNB
(1 mM) /GSH (5 mM) [20,26 mg CDNB, 153,65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0,1 M, pH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 mn pendant 5

minutes & une longueur d'onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d'eau distillée

remplacant la quantité du surnageant.

Temem Do | el et

Tissu +1ml (tampon phosphate)

=

=
Homogénéisation

(broyage)

Centrifugation (14000
tours/min, 30min)

Lecture (absorbance a 340nm)toutes
les 1min pendant Smin

!

200ul surnageant +1,2
ml CDNB

Figure 14 : Un schéma expliquant le protocole de dosage du glutathion S-transférase (GST)

(Originale, 2024)
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L'activité spécifique est déterminée d'apreés la formule suivante :

_ ADO/mn » Vt / d ..
=" o6 Vs mg de proteines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de
protéines).

ADo : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du temps.
9.6: coefficient d'extinction molaire du CDNB

V1t : volume total dans la cuve : 1,4 ml (0,2 ml surnageant + 1,2 ml du melange CDNB/GSH)
Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml

Mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.

Mg de protéines

Ajouter 4ml de BBC en tube a essali,
Puis nous y ajoutons 100ul de surnageant,

Aprés, nous mélangeons le tout pendant 5 minutes ;

YV V V V

La lecture des absorbances s'effectue a une longueur d'onde de 595 nm au
spectrophotometre visible.

» Un blanc ou les 500 pl du surnageant sont remplacés par 500 ul d'eau distillée.
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1.2

8.

X/
°e

Etude statistique

Les résultats obtenus ont été exprimé par la moyenne de trois répétitions pour chaque
groupe (T, C1, C2, C3, C4) plus au moins 1’écart-type ;

L’analyse de ces résultats est réalisée par le logiciel SPSS (Version 20.0), basé sur
I’analyse de la variance a un critére d’évaluation (ANOVA) qui permet d'effectuer des
tests de comparaisons multiples afin d’expliquer les différences entres les moyennes. Les
différences sont considérées comme :

Significatives lorsque p < 0,05 (*) ;

Hautement significatives lorsque p <0,01 (**) ;

Tres hautement significatives lorsque p < 0,001 (***).
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2 Résultats

2.1 Effet du I'asafoetida sur I’évolution du taux de protéines totales chez les paramécies

La figure (15) illustre I'évolution du taux de protéines totales en fonction des concentrations

croissantes de oléo-gomme-résine de Ferula assa-foetida.

Nos résultats montrent qu'en présence de I’oléo-gomme-résine de Ferula assa-foetida, le taux de
protéines totales tend a augmenter de maniere dose dépendante et tres hautement significative
(p<0,001) pour toutes les concentrations (0.5, 1, 2 et 3 g/L) respectivement 1.34, 2.01, 2.07, 2.16
et 2.34ug/mg de PF, par rapport aux témoins 1.34ug/mg de PF.

35
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Figure 15 : Evolution du taux des protéines totales chez Paramecium Sp en présence des

concentrations croissantes gomme résine de Ferula assa-foetida
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2.2 Effets d'asafoetida sur les biomarqueurs du stress oxydant chez Paramecium sp
2.2.1 Effets sur I’évolution du taux de glutathion (GSH)

La figure (16) illustre I'évolution du taux de GSH en présence de concentrations croissants de

Ferula assa-foetida :

Durant la période de 3 heures, nous remarquons une augmentation tres hautement significative (P
<0,001) du taux de GSH chez les paramécies traitées par rapport au témoin apres une exposition
aux trois premieres concentrations (0.5, 1 et 2g / L d'eau distillé) avec 46.3, 45.1 et 27.5umol/mg
de protéine d'une oléo-gomme-résine de Ferula assa-foetida. Cependant dans la plus forte dose
(3g/L d'eau distillé) avec 15.6umol/mg de protéine, il a été constaté que 1’oléo-gomme-résine
entraine une diminution trés hautement significative (P <0,001) du taux de GSH

comparativement au témoin avec24,2pumol/mg de proteine.

Mk B
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Taux de GSH pmol'mg de protéine
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3H

Concentrations (g/L)

Figure 16 : Variation du taux de GSH chez Paramecium Sp exposée aux concentrations

croissantes d'asafoetida
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2.2.2 Effets sur I’évolution de I’activité glutathion S-transférase (GST)

Les variations du taux de GST chez les parameécies témoins et traités par les concentrations

croissantes d'asafoetida sont représentés dans la figure (17).

Au cours de la période de trois heures, l'activité enzymatique de la GST tend a diminuer mais
seulement devenu tres hautement significatif (P <0,001) avec les concentrations (0.5, 1, 2 et 3g/L
d'eau distillé) respectivement d’environ 149.8, 85.4, 112.7 et 282.8 6pumol/mg de protéine d'une
oléo-gomme-résine de Ferula assa-foetida par rapport au témoin 1264.6 umol/mg de protéine.

1300 -
1600 -
1400

1200

T
1000 -+
HDi

— mDZ |
Hp3
500 - =y

400

L’activité de GST pmol/mg de protéine

200

Concentrations(g/L)

Figure 17 : Evolution de I’activité GST chez Paramecium Sp en fonction des concentrations

croissantes d'asafoetida
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3 Discussion

Il est fréqguemment mentionné dans la littérature scientifique, les rapports officiels et la presse
que 80 % des populations asiatiques et africaines utilisent la médecine traditionnelle (MT) pour
répondre a leurs besoins de santé (Oyebode.Oet al, 2016). L'asafoetida est traditionnellement
utilisée pour le traitement de diverses maladies et est I'une des plantes médicinales les plus
menaceées (Iranshahy.M, et Iranshahi.M, 2011). La gomme résineuse provient de la séve séchée
extraite de la tige et des racines et est utilisée comme épice. La résine est blanc grisatre
lorsqu'elle est fraiche mais en séchant, elle prend une couleur ambrée foncée (Golmohammadi.F,
2016).

Aujourd'hui, la forme la plus couramment disponible est I'asafoetida composé, une poudre fine
contenant 30 % de résine d'asafoetida, ainsi que de la farine de riz et de la gomme arabique
(Golmohammadi.F, 2016)

Les protozoaires jouent un réle fondamental dans la nature vivante ; et leur valeur est tout aussi
grande sur le plan de la recherche scientifique fondamentale. (Dragesco.J.,1980). Les ciliés
peuvent étre de précieux micro-organismes eucaryotes a utiliser comme biocapteurs cellulaires
complets ou comme source potentielle de biomarqueurs/biocapteurs moléculaires pour detecter
les polluants dans les échantillons environnementaux (Gutiérrez, J. C., M et al 2003). Les
paramécies se sont des bioindicateurs de pollution et font partie des premiers microorganismes
identifiés avec I’apparition du microscope et les cultures de microorganismes dans des infusions

de végétaux (foin, blé, avoine, thé...). (Bazin.G.M,2023).

Chague fois que les micro-organismes sont soumis a des changements dans leur environnement,
ils sont stressés. Ce stress peut étre intense, et entrainer la mort des micro-organismes s'ils ne
parviennent pas a réagir, notamment lorsque leurs enzymes de détoxification sont inhibées. Ca
peut étre également moins intenses, leur permettant de déployer une batterie de réponses, par
I'activation de mécanismes de détoxification, afin de combattre, survivre et dans certains cas,

s'acclimater a ce nouveau paramétre (Lagadic et al., 1997).
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Notre étude démontre une forte corrélation dose-réponse entre 1’exposition a |'asafoetida et
I'expression des protéines totales aprés 3 heures d'exposition des paramécies. En effet, nous
avons constaté que l'ajout d'asafoetida au milieu dirigé a une augmentation significative de la
teneur en protéines totales du Paramecium sp. Ceci est en accord avec des études antérieures de
Huang, Q., et al (2022) ; l'asafoetida a causé une augmentation significative au niveau des
protéines totales qui est probablement due au déclanchement du mécanisme de séquestration

protéique.

Dans un second temps, et apres avoir €¢lucidé les effets de I’extrait gomme résine de la racine
de Ferula assa-foetida sur I’évolution du taux de protéines totale, nous avons jugé utile de suivre
I’évolution du taux de GSH et les variations de I’activité GST, le glutathion est le principal
antioxydant intracellulaire qui agit contre le stress oxydatif et qui existe principalement sous
forme de glutathion réduit (GSH) et de glutathion oxydé (GSSG) (Jin et al., 2010). Les processus
de synthese, de transport, d'utilisation et de glutathion le métabolisme est étroitement contrdlé
pour maintenir I’homéostasie intracellulaire du glutathion et I’équilibre redox de la cellule
(Huanhuan et al., 2019). Dans notre travail, aprés 3 heures d’'exposition des paramécies, la
présente étude démontre clairement une forte corrélation dose-réponse entre I’exposition a
I'asafoetida et I'expression de GSH. L'expression du GSH semble étre sensible au xénobiotique
. Saleem.M et al 2001, quand ils ont fait une étude sur le potentiel antioxydant et anti-
carcinogene de l'asafoetida apres traitement des souris albinos suisse en différents concentrations
(300, 400 and 500 pg) ont trouvé une augmentation au niveau et d'activité de Il'antioxydant
cellulaire, a savoir glutathion GSH. Et d'apres Khazdair, M. R et al 2019, (Figure 1 dans l'article)
l'asafoetida a causeé une augmentation au niveau de taux de glutathion GSH ce qui est en
corrélation avec nos résultats. Akerboom et Sies, 2017, explique que l'augmentation du taux de
glutathion est révélatrice d'un stress oxydatif. En revanche le taux de glutathion est fortement
décliné a la plus faible concentration en asafoetida, cette déplétion pouvant étre due a son
utilisation massive par l'oxydation de deux molécules de GSH en une molécule de GSSG. Le
GSH récupére également les especes réactives de l'oxygene (ROS) et les métaux peuvent étre
séquestrés par le GSH pour empécher son interaction négative avec les biomolécules. Le GSH et
d'autres thiols jouent un rdle crucial dans le nettoyage des ROS (Broerse et al., 2012 ; Sulata et
al., 2008 ; Xiaoxia Yang et al., 2012).
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D'autre part, la GST est une enzyme qui catalyse l'attaque nucléophile du GSH au niveau
du centre électrophile de nombreux composes toxiques avec des structures chimiques tres
différentes (Bocediet al., 2019) et représente, de par sa présence dans le cytosol (5-8% de toutes
les protéines solubles), la ligne de défense la plus importante (phase 1) capable de transformer
les xénobiotiques ou balayer les toxines dangereuses en se liant a elles et en favorisant leur
extrusion hors de la cellule (Fabriniet al., 2010 ; Bocediet al., 2016).Dans la présente étude on
a notée une diminution significative de I'activité enzymatique de la GST dans les
paramécies, paralléelement a ’augmentation des taux de GSH puis décliné a la plus forte
concentration en asafoetida, Tans dit que Dadkhah.A et al 2015 ; se sont étudiées sur le
potentiel chimio préventif de Ferula assa-foetida chez les rats par des différents concentrations
(6.25 et 12.5mg/Kg b.w) pendant 4 semaine, leurs résultats obtenus indiquent apres le traitement
chimio préventif avec les extraits de F. assa-foetida a entrainé une augmentation significative (P
< 0,05) du niveau de l'activité glutathion S-transférase (GST).Et d'aprés Saleem.Met al 2001,
dans leurs études sur le potentiel antioxydant et anti carcinogene de I'asafoetida,apres traitement
des souris albinos suisse en différents concentrations de l'afoetida(300, 400 and 500 ug), leurs
résultats obtenus indiquent que l'asafoetida a également provoqué une récupération significative
de lactivité des enzymes de phase Il, a savoir la glutathion S-transférase de maniére dose-
dépendante. Et enfin Rahbarian.R et al 2017 ont traité des rats en concentrations (100 et 200
mg/kg) de l'asafoetida a jours alternés pendant un mois, les résultats de cette étude ont montré
une augmentation significative (P<0.05) sur lactivité de glutathion S-transférase (GST).
Habituellement I'épuisement du GSH conduit a l'activation de la GST avec une resynthese
simultanée de GSH pour le remplacement du niveau normal, il joue donc un rdle majeur dans la
métabolisation des xénobiotiques par les organismes et fournit a la cellule un état d'équilibre et

de protection contre les espéces réactives oxydées (Mofredj et al., 1999).

Finalement, nous avons remarqué que malgré les différentes concentrations, l'asafoetida

produisait une perturbation sur une courte période.
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Conclusion Générale

Les protozoaires jouent un role fondamental dans la nature vivante et leur valeur est tout aussi
grande sur le plan de la recherche scientifigue fondamentale car de nombreux problémes
biologiques sont plus facile & étudier sur des cellules isolées plutét que sur des organismes
multicellulaires, elles sont faciles a obtenir et a cultiver. Les paramécies sont des organismes
unicellulaires (Protozoaires), la facilité d’observation et de culture des paramécies a permis leur

étude des le début du XVIIleme siecle et en fait des organismes modéles encore tres utilisés.

Notre choix s’est porté¢ sur étude les effets de l'exposition du l'asafoetida sur quelques
biomarqueurs de stress (GSH-GST) chez les paramécies pour mieux comprendre le mode
d’action de la gomme résine aussi bien a I’échelle d’un organisme unicellulaire que

pluricellulaire.

D’apres la synthése bibliographique et des études effectuées sur I’'impact de résine-gomme-
oléorésine obtenue de Ferula assa-foetida sur certains animaux et micro-organismes comme les
paramécies et autres, l'asafoetida a causé une perturbation globale du métabolisme (une
augmentation du taux des protéines totales). Cependant, 'augmentation croissante du taux de ces
derniéres dépendrait des différentes concentrations et s'expligue que la présence des
xénobiotiques a I'intérieur de la cellule stimule la synthése protéique dont les enzymes et rend

compte de la capacité de ces micro-organismes a la métabolisation et détoxification.

D’un autre c6té, concernant 1’é¢tude des biomarqueurs du stress oxydant : selon les travaux
effectués précédemment, nous remarquons une perturbation (dépendante de la dose d'asafoetida)
sur du taux de GSH parallelement de DP’activité des enzymes antioxydantes GST chez les

paramécies traités par rapport au témoin.

A travers tous ces données, nous pouvons conclure que l'asafoetida peut provoquer des
perturbations sur le métabolisme des organismes unicellulaires et que la paramécie est un
excellent modéle pour les études toxicologique. Cependant il en faut plus des études pour

déterminer son efficacité in vivo.
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Perspectives
En perspectives, il serait intéressant d’effectuer d’autres recherches portant sur :

- L’¢tude de I'impact de I’extrait gomme résine de la racine de Ferula assa-foetida chez les

paramécies avec des autres concentrations et autres temps.

-L’étude de I’impact toxicologique de I’extrait gomme résine de la racine de Ferula assa-foetida

sur d’autres modeles cellulaires.
-La recherche de I’impact d'asafoetida sur la physiologie et la reproduction des paramécies.

-Des tests de génotoxicité et I’étude de la neurotoxicité de Ferula assa-foetida chez ces protistes.
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Annexe

1. Matériels

Figure 1:SpectrophotometreUV-visible (JENWAY 6705)
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Figure 2 : Etuve 25.5°C Figure 3 : Centrifugeuse
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Figure 4 : Plaque agitatrice

Figure 5 : Balance de précision

Figure 6 : Microscope optique figure 7 : Balance de laboratoire
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2. Méthode de préparation milieu de culture

Tableau 1 : Différentes combinaisons d’ingrédients du milieu de culture Paramecium.
(Azzouzet al,2011)

Ingredient Hay Lettuce  Wheat plant Cucumber rind  Potato rind Yeast  Peanut
Quantity (g.L") 2 2 1 0.5
Com. 1 +
Com. 2 4
Com.3 + .
Com. 4 + +
Com.5 + + N
Com. 6 + + +
Com.7 + + + +
Com. 8 + + +
Com 9 + + + +
(Com.: combination).
3. Résultats de SPSS
L’analyse de ces résultats est réalisée par le logiciel SPSS (Version 20.0)
L’analyse de la variance (ANOVA) des protéines totales
Tableau 1 : ANOVA des protéines totales
ANOVA
rotien T
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1,000 4 ,000 ,000 ,000

Within Groups 5,000 10 ,000

Total 6,000 14
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Figure : Moyenne de protéines T en fonction de groupe

L’analyse de la variance (ANOVA) de GSH

Tableau 2 : ANOVA de GSH

ANOVA
GSH
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2183,000 4 545,000 3,000 ,035
Within Groups 1368,000 10 136,000
Total 3552,000 14
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Taux de GSH
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Figure : Moyenne de GSH en fonction de groupe

L’analyse de la variance (ANOVA) de GST

Tableau 3 :ANOVA de GST

ANOVA
GST
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3007625,000 4 751906,000 26,088 ,000
Within Groups 288224,000 10 28822,000
Total 3295850,000 14
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