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RESUME
L’objectif de ce travail est d'étudier I’effet toxique de Xylene et de valider I’effet protecteur
d'extrait aqueux des noyaux des dattes " phoenix dactilifera L " niveau de la glande thyroidienne
et le foie chez des rattes Wistar Albinos. menée au laboratoire sur 30 rattes qui ont été divisés en
cing groupes: le 1ére groupe considéré comme témoin, le 2éme recevant chaque jour 1,2 ml/kg/J
de xylene pendant 25 jours, et les trois groupes restes recevant chaque jour 1,2 mil/kg/J de xylene
3éme

et traité par 300mg/kg /j d'extrait des noyaux des dattes Ghars pour le groupe, et d'extrait des

noyaux des dattes Mch Deglet pour le 4°™ groupe, et pour la derniére groupe traité par d'extrait
des noyaux des dattes Deglet Nour pendant 25 jours .

Les résultats obtenus dans la présente étude, montrent que le traitement par le xyléne induit une
surcharge de xylene, diminution dans les hormones FT4 et FT3 avec augmentation TSH et
hyperglycémie, augmentation d’urée, créatinine, bilirubine , aussi une augmentation de 1’activité
des transaminases (TGO, TGP), de phosphatase alcaline qui montre que le xyléne induit une
perturbation de fonction hépatique et rénale. Nos résultats révelent également une diminution de
taux GSH, ’activité des CAT, GST, avec une augmentation du taux de MDA dans les foie qui
indigque une perturbation des parameétres de stress oxydatif hépatique . En outre, les résultats
obtenus d’aprés 1’étude histologique, montrent la présence d’une inflammation dans les foie, et la
présence d’un nécrose hépatique induit par le stress oxydatif .Cependant, I'administration orale
d'extrait des noyaux des dattes a différent cultivars a provoqué une diminution de ’effet toxique

de xyléne .

Mots clés: xyléne , extrait des noyaux des dattes , stress oxydatif , foie ,les hormones , rattes
Wistar Albinos .
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ABSTRACT

The aim of this work is to study the toxic effect of xylene and to validate the protective
effect of aqueous extract of the dates nuclei at the level of the thyroid gland and the liver in
female Wistar Albino rats. conducted in the laboratory on 30 rats which were divided into
five groups: the 1st group considered as a control, the 2nd receiving daily 1.2 ml / kg / day
of xylene for 25 days, and the three remaining groups receiving daily 1200 ml / kg / J xylene
and treated with 300mg / kg / day of kernel extract dates Ghars for the 3rd group, and extract
of the dates kernels Mch Deglet for the 4th group, and for the last group treated with extract
Deglet Nour dates kernels for 25 days.

The results obtained in the present study, show that the xylene treatment induces a Xxylene
overload, decrease in the hormones t4 and T3 with increase TSH and hyperglycemia,
increase of urea, creatinine, biliribine, also an increase in the activity transaminases (TGO,
TGP), alkaline phosphatase which shows that xylene induces a disruption of liver and
kidney function. Our results also reveal a decrease in GSH levels, CAT activity, GST, with
an increase in the level of MDA in the liver that indicates a disruption of the hepatic
oxidative stress parameters. In addition, the results obtained from the histological study,
show the presence of inflammation in the liver, and the presence of hepatic necrosis induced
by oxidative stress.

However, oral administration of dates kernel extract to different cultivars has caused a
decrease in the toxic effect of xylene by maintaining the decrease of xylene in the body.

Key words: xylene, date kernel extract, toxicity, oxidative stress, liver, hormones, Albino
Wistar rats.
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Introduction

INTRODUCTION

Dans le Sahara, il y a une grande diversité des plantes et des arbres qui sont adaptées au climat
désertique pour vivre dans ces conditions extrémes. Parmi ces plantes et la plus connue dans le milieu
oasien c'est " le palmier dattier " (Baliga et al., 2010).

La culture des palmiers dattiers (Phoenix dactylifera L.) est considérée parmi les cultures les plus
importantes dans les zones arides et semi-arides. Elle joue un rdle important dans la vie économique et
sociale des populations de ces régions (DJERBI., 1994). Les dattes sont produites dans 30 pays mais la
majorité des productions reste localisée en Egypte avec 21%, placé en premier rang I’Iran 15%,
I’ Arabie saoudite 15%, 1’Irak9% , le Pakistan 7%, , 1’Algérie 12% est au quatrieme rang mondial
(FAO., 2015).

Les dattes sont les fruits du palmier dattier. Elles font partie des habitudes alimentaires de la
population saharienne. Ces derniers montrent un intérét de plus en plus croissant aussi bien chez les
consommateurs que chez les diététiciens et les nutritionnistes (BEN ABBES., 2011).

L'Algérie est parmi les grand pays le plus producteur les dattes, Dont plus d'un million de tonnes en
Algérie en 2017 selon la FAO (FAOSTAT), On compte plus de 2000 cultivars différents qui existent
actuellement dans le monde (Al-Hooti et al .,2002).

Les sous-produits du palmier dattier (tronc, feuilles, pédicelles.... ) sont exploités par les habitats du
Sahara, en particulier, les noyaux des dattes sont valorisés a grande échelle (Djerbi., 1994).

Des nombreux travaux de recherche consacrés a la valorisation des noyaux des dattes sous forme
d'acide acitique (Abou zaid., 1983), de charbon actif (Bouchemal et al.,2008 ), alimentation de bétail
(Abdelbasset., 2012), créme cosmétique a base de noyaux de dattes (Lecheb., 2008).

L’objectif essentiel de notre travail consiste a ¢tudier 1’effet biologique et hormonale de 1'extrait des
noyaux des dattes de trois cultivars chez des rattes de la souche Wistar albinos rendus la toxicité par le
xyléne .

Ce travail qui est subdivisé en :

*La partie bibliographique : une synthése bibliographique ou nous apportons dans :

- La premiére chapitre : les palmiers dattier et les dattes

- La deuxieme chapitre : le xyléne

-la troisieme chapitre :la glande thyroidienne.

*La partie expérimentale: qui concernée par les matériels et les méthodes utilisées pour 1’évaluation de
’activité biologiques hormonale des extraits des noyaux, chez des rattes rendus la toxicité par le
xylene .

Enfin , présentation des résultats et des discussion et obtenus suivi par une conclusion et des

perspectives.
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Synthése Bibliographique les palmiers dattier et dattes

PALMIERS DATTIER ET LES DATTES

1-Généralité sur le Palmier dattier

Le nom scientifique de la palmier dattier c’est : Phoenix dactylifera.L , provient du mot "
Phoenix " qui signifie dattier et dactylifera derive du terme grec " dactulos ™ signifiant doigt,
puisque la forme du fruit est similaire au doigts(DJERBI., 1994). Il existe de fagcon importante
dans les régions arides et semi arides du monde (BESBES et al., 2004).
Le palmier dattier est une plante dioique, 1l comporte des pieds males (dokkar) et des pieds
femelles (nekhla) (BAKKAYE., 2006) .

Au niveau cellulaire , le nombre des chromosomes (n = 18 et 2n = 36). Le palmier dattier est
une monocotylédone arborescente dont la tige monopodiale est couverte des feuilles mortes, et
porte le nom stipe qui peut atteindre 30 & 40m. Ce tronc a des vaisseaux conducteur dont les
cloisons terminales présentent des perforations scalariformes (DJERBI., 1994). A laisselle de
chaque palme se trouve un bourgeon axillaire qui en se développant , peut donner naissance a
une inflorescence dans la région coronaire, a un rejet dans la région basale (Djerba) ou rarement
a un gourmand dans la région moyenne e sous coronaire (Rokeb) La stipe ne se ramifie pas, mais
le développement des gourmands ou des rejets peut donner naissance a des pseudo ramifications.
Sur la stipe, par arbre , on compte 50 a 200 palmes (BEN ABDALLAH, 1990) .

2-Systématique de Phoenix dactylifera selon DJERBI (1994)
Groupe : Spadiciflores

Ordre: Palmales

Famille : Palmacées

Sous famille : Coryphoidées

Tribu : Phoenicées

Genre : Phoenix

Espece : Phoenix dactylifera L

3-Répartition du palmier dattier
3-1-Dans le monde
La culture du palmier dattier est concentrée dans les régions arides au Sud de la méditerranée et
dans la frange méridionale du proche Orient depuis le Sud de I'lran a I'Est jusqu'a la cote
atlantique de I'Afrique du Nord a I'Ouest, entre les latitudes 35° Nord et 15° Sud, L'Espagne reste
le seul pays d'Europe a produire des dattes principalement dans la célébre palmeraie d'Elche,
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située a I'Ouest d'Alicante a 39° Nord. Le palmier dattier est également cultivé a plus faible
échelle au Mexique, en Argentine, en Australie et Etats-Unis d’Ameérique (LAOUINI., 2014)

3-2-En Algérie

Le palmier dattier revét une importance capitale dans la stabilité socio-économique du Sahara
algérien.Trois régions phoenicicoles y sont nées :Ouest (Atlas, la vallée de la Saoura,
Touat/Gourara, Tidikelt), Centre (EI-Menia, M’zab,) et Est (Ouargla, Oued Righ, Oued Souf,
Ziban, Aures, Tassili) (tableau 01). Ces régions comptabilisant a elles seules 67% du potentiel de
la production dattiere (MESSAR., 1996).

Tableau 01: Inventaire variétal (cultivars) dans les trois régions phoenicicoles d’Algérie

(BOUGUEDOURA et al., 2010)

Région Nombre de cultivars Cultivars les plus courants

Ouest

Atlas 70 Ghares ,Asyan ,Feggus

Saoura 80 Feggus,Hartan,Cherka,Hmira,Deglet Talmine
Gourara 230 Hmira, Tinnaser, Tagerbuch

Touat 190 Ragazza,Aghamu, Tagerbuch

Tidikelt 60 Tgazza, Tagerbuch,Cheddakh,Aggaz

Centre

El-Ménia 70 Timjuhart,Ghars, Timedwel

M’Zab 140 Azerza,Ghars,Deglet Nour, Taddela

Est

Ouargla 70 Ghars,Deglet nour , Degla Baida

Oued righ 130 Ghars,Deglet nour , Degla Baida

Souf 70 Ghars,Deglet nour , Degla Baida ,Mich Degla
Zibans 140 Ghars,Deglet nour , Degla Baida, Mich Degla
Aures 220 Buzrur,Alig,Buhles,Mich Degla

Tassili 180 Tanghiman, Tabanist ,Khadaji

4-Production dattier

Dont plus d'un million des tonnes en Algérie en 2017(FAOSTAT), donc La production de la
datte a presque doublé passant de 600 096 tonnes en 2012 a environ 1 100 000 tonnes en 2017,
La Deglet Nour a représenté 53% de la production totale de dattes en 2015, Avec 51% a Biskra,
31% a El-Oued et 13% a Ouargla. Ces trois wilayas elles seules représentent plus de la moitié de
la production totale de datte en Algérie (SIDAB., 2015).
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Tableau 02 : La production des palmiers dattiers algériens en 2013 (SIDAB.,2015)

Cultivar Production (tonne)
Deglet-Nour 432 000
Ghars et similaire 167 000
Degla-Beida et similaire 247 900
Total 840 000

5-Différents parties des dattes

La datte est une baie contenant une seule graine, appelée communément noyau. Elle comporte:
-L'épicarpe (peau) :c'est enveloppe fine cellulosique.

-Le mésocarpe plus ou moins charnu de consistance variable.

-L'endocarpe est réduit a une membrane parcheminée entourant la graine ou noyau.
L'épicarpe, le mésocarpe et I'endocarpe sont généralement confondus et appelés chair ou pulpe
(Espiard., 2002).

Les dattes sont généralement de forme allongée, oblongue, ovoide ou arrondie, Leurs
dimensions sont trés variables selon les cultivars ,elles varient de 2 a 8 cm de long et d'un
poids de 2 a 8 grammes (Figure 1). La couleur peut étre jaune plus ou moins claire, jaune

ambré, brun plus ou moins prononce, rouge ou noir (Djerbi., 1994).

mésocarpe - - .. Araine ou noyay

- "

endocarpe . !
- . ---~\~

e - Ditianthe

COUPE
D'UNE DATTE

dpicarpe [peay) .

Figure 01:Coupe de fruit de datte (Munier., 1973)
La consistance constitue aussi une caractéristique du cultivar , et selon elle on peut classer les

dattes en trois classes :
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-Les dattes molles: a chair tres aqueuse lorsqu'elles sont fraiches, qui nécessitent un traitement
visant a la réduction de leur teneur en eau pour étre de bonne conservation : Ghars algérienne,
Bou Faggous (Maroc), Barhi, Khastawi (Irak), Ahmar (Mauritanie).

-Les dattes demi-molles:dont la teneur en eau de la chair est moins éleveée que celle de la
catégorie précédente, et qui restent de consistance molle : Deglet-Nour (Algérie), Mehjoul
(Maroc), Zahdi, Hdraoui (Irak), Sekani (Mauritanie).

-Les dattes seches: dont la pulpe est naturellement séche : Degla-Beida, Mech Degla (Algeérie et
Tunisie), Amsersi (Mauritanie), (Munier., 1973).

6-Principales cultivars cultivées
Il existe environ 200 des dattes cultivées en Algérie qui se différencient par leur qualité

organoleptique et leur appréciation sur le marché (qualité marchande) (MEHAQUA., 2006).

6-1- Deglet-Nour

Varieté commerciale par excellence, elle est considérée comme étant la meilleure variété de
datte, du fait de son aspect, de son onctuosité et sa saveur. Le rendement varie de 150 a 200
kg/arbre. Cette variété est caractérisée par une maturation échelonnée sur un méme régime qui
fait qu'elle se subdivise en plusieurs classes: dattes extra (ler choix), dattes standards, dattes
marchandes (AMRANI., 2002).

6-2- Ghars

Variété tres rustique, elle se trouve dans la plus part des palmeraies algériennes. Le fruit madr est
a consistance molle de forme oblongue irréguliere (plus gros vers I'apex), la chair est peu éparse
avec une peau résistante qui se décale de la chair. Le rendement varie entre 60 et 70 kg/arbre
(AMRANI., 2002).

6-3-Mech Degla
Datte séche dont la chair est ferme et résistante. Son rendement varie entre 50 et 60 kg/arbre
(AMRANI., 2002).

7-Stades d’évolution
La datte passe par différents stades de développement avant le maturation. Plusieurs auteurs

rapportant que durant les 200 jours apres la pollinisation la datte passe par cing différents stades
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d’évolution (figure 2). Chacun d’eux porte un nom spécifique qui n’a pas d’équivalent en

francais. (DOWSON et ATEN., 1963 ; MUNIER., 1973 ; BARREVELD., 1993).

Hababouk (1 Kimri Kimrv . " -
semaines, créme (5 semaines) (9 semaines. kKimmri (17 semaines
bianc) verte) changement en jaune
ow rouge
a5 £ o
& y
Khailal (19-25 Rutab (26-28 semaines Tamar
semaines, joune ou changement au marron (29 semaines)
rouge / -

Figure 02 : Stades d'évolution de la datte (SAWAYA et al., 1983).

8-noyau de datte

8-1-Anatomie de Noyau de datte

La graine, appelée communément noyau, est de forme allongée et de grosseur variable. Son
poids représente 7 a 30 % du poids de la datte.Le noyau constitué d'un albumen corné de

consistance dure, enveloppé par une membrane cellulosique(Figure2),(Djerbi,1994).

NOYAU DE PROFIL
ET DE DOS

<>, @ e

S - - ———

c— _ sillon ’ COUPE
i DU NOYAU

Figure 03: Coupe de noyau de datte (Munier., 1973)

8-2-Composition chimique du noyau de datte

8-2-1-Composition en matiére protéique

Il existe des protéines dans les noyaux de dattes, mais elles sont variables selon la région et les
différents cultivars. Plusieurs études ont montré des teneurs allant de 2 a 7 % (Lecheb., 2010; Al
Farsi et al., 2007; Rahman et al., 2007; Djerbi., 1994).
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8-2-2-Composition en matiére grasse

Selon (Boudechiche et al., 2009), les noyaux des dattes sont tres riches en matiere grasse, et
contiennent des acides gras saturés et insaturés, a une tres grande diversité. Leur teneur varie
entre 5 et 12% (Lecheb.,2007).

8-2-3-Teneur en sucres

Les noyaux des dattes comportent des sucres réducteurs et non réducteurs. Des nombreuses
études ont mis en valeur le contenu glucidique des coproduits des dattes (Lecheb., 2009).
Cependant, les fractions de ces composants sont reu documentes. Seuls deux travaux réalisent
par (Ishurd et al.,2001) et( Ishurd et al., 2003) ont mis en évidence la présence d’un
galactomannane hydro-soluble et un hétéroxylane alcali-soluble dans les noyaux des dattes
(Boudechiche et al., 2009).

8-2-4-Teneur en Cendres
La teneur en cendres dans les noyaux des dattes est faible, elle varie entre 0,89 et
1.16 % de la matiére séche (Munier., 1973; Besbes et al., 2004; Al Farsi et al., Lechab.,2010;
Rahman et al 2007.,2013).

8-2-5-Contenu minéral

Pour la matiére minérale, la plupart des cultivars sont pauvre, et porte des petites
quantités entre 1,28% et 3,17% (Boudechiche et al., 2009), mais les résultats des analyses de
(Chaira., 2007) et (Besbes et al., 2004) au variété Deglet-Nour pour les différentes minéraux

donné une diversité comme : Na ,Fe, P ,Zn ,Ca, Mg...etc (Chaira., 2007).

8-2-6-Teneur en fibres
Selon les résultats des analyses (d'Al Frasi et al., 2007), Le contenu des noyaux en

fibres est plus important que celui des autres parties du fruit(Munier., 1973).

8-2-7-Teneur en polyphenols
Les polyphénols sont les métabolites secondaires majeures dans les noyaux des dattes. (Lecheb
,,2008) signale 22,89% de polyphénols dans les noyaux de la variété Mech-deglat. De méme,(

Ardadhani .,2010) a étudié 14 variétés iraniennes et a montré des teneurs allant de 4.34 % jusqu'a
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33,97%. (Al Farsi .,2007) a étudié les polyphénols de la variété omanienne Mebseeli et a montré
la présence de différents types d'acides phénoliques a savoir l'acide gallique l'acide caféique

l'acide vanillique ...etc.

8-3-Utilisations des noyaux de dattes
8-3-1-Préparation d'une boisson semblable au café:
Selon (Rahman et al., 2007) , les arabes traitaient les noyaux de dattes comme les grains de café

pour préparer une boisson tres proche du cafe.

8-3-2-Fabrication du pain

La richesse des noyaux de dattes en fibres diététiques totale est une caractéristique trés
recherchée pour la fabrication du pain. Avec un taux de 10%, la poudre de noyau de datte peut
remplacer les autres sources de fibres non céréaliéres comme le son de blé par exemple. surtout
dans les pays dont les conditions climatiques ne permettent pas de cultiver ce type de céréales et

dont la production de datte est importante (Almana et al., 1994).

8-3-3-Alimentation de bétail

Les sous produits de palmier dattier peuvent étre utilisés comme aliment de bétail.En effet une
étude a été faite par (Chehma et Longo., 2001) sur la valeur alimentaire de ces sous produits chez
le dromadaire et le mouton ,cette étude a révélée une grande efficacité dans I’alimentation de ces
animaux. La poudre du noyau de datte est additionnée a 1’alimentation de bétail Pour augmenter
le taux de croissance chez les animaux, elle a une action qui contribue a une augmentation des
oestrogenes et /ou testostérones dans le plasma (Jassim et Naji., 2007). La farine des noyaux de
datte peut étre incorporer avec un taux de 10% dans 1’alimentation de poissons et des poulets
sans influencer négativement leurs performances (Gualtieriet Rappacci., 1994 ;Youccif et
al.,1996 ;Rahman et al.,2007). Actuellement, les noyaux de différentes variétés de dattes sont
principalement utilisés dans 1’alimentation du bétail (bovin, mouton, chameaux, et les volailles)

(Al-Farsi., 2008 ; Rahman et al., 2007).

8-3-4-Extraction de polysaccharides

Les noyaux de dattes ont une fraction polysaccharidique trés importante et ce qui peut étre
exploitée. Un travail visant a valoriser la fraction polysaccharidique du noyau de datte variété
Degla Baida algérienne a donné des résultats encourageants (Bouanani et al., 2007). Les
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polysaccharides végétaux sont des macromolécules qui forment au contact de 1’eau des solutions
colloidales ou des gels, ces propriétés permettent d’obtenir des gélifiants, épaississants a usage

industriel intéressant.

8-3-5-Préparation de cremes

Les noyaux de dattes entrent dans le domaine cosmétique dans la préparation des cremes. Ces
cremes apportent beaucoup de bénéfices comme l'effet anti-ride, protection de derme...etc
(Lecheb., 2008).

8-3-6-Effet protecteur a I'hépatotoxicité
Les noyaux de dattes ont un effet de diminution I'hépatotoxicité, et selon (Abdlazize et al.,2014),
apres les tests sur des souris a une intoxication du foie, et aprés un traitement par les noyaux de

dattes I’intoxication diminue significativement.

8-3-7- Fabrication de charbon actif
Les travaux de (Hazourli et al.,2007); et (Bouchemal et al., 2008), ont permis de fabriquer le
charbon actif naturel a base de noyaux de dattes, et selon (EI nemer et al., 2007), ce charbon actif

peut étre utilisé dans le traitement des eaux usées pour éliminer le chrome (Cr).

11



Synthese Bibliographique Xylene

XYLENE

1-définition de xyléne

Le xylene est un liquide incolore a la température ambiante avec un' odeur aromatique. la
pression de vapeur est comprise entre 0,66 et 0,86 kPa pour les trois isomeres. Environ 92% des
xylénes mélangés sont mélangés a de I'essence. C'est aussi utilisé dans une variété d'applications
de solvants, en particulier dans la peinture et industries de I'encre d'imprimerie .

Le xyléene existe sous trois formes isomeres, ortho, méta et le para-xylene. Le produit
commercial est un mélange des trois isomeéres avec prédominance de m-xyléne, généralement 60
a 70%. Le produit technique, "xylénes mélangés”, contient environ 40% de m-xylene et 20%
d'éthylbenzene, d'o-xyléne et de p-xyléne. De petites quantités de toluéne et de fractions
aromatiques en C9 peuvent également étre présentes.(Fishbein, 1988).

1-1-Formule chimique

CeH1o CsH1o CsH1o
Ortho-xyléne méta-xylene para-xyléne (Solvesso., 1990)
CH=, CH=, —Hz
CH=,
CH
CHo
Ortho-xyléne méta-xyléne para-xylene

Figure 04 :la formule chimique de Xylene et son isoméres( Solvesso.,1990)

1-2- Propriétés physiques et chimiques

Les trois isomeéres du xylene sont solubles dans les solvants organiques tels que sous forme
d'éthanol, d'éther diéthylique, d'acétone et de benzéne (ECETOC., 1986; IARC., 1989; DECOS.,
1991). A la température ambiante, les xylénes sont incolores liquides a odeur aromatique
(DECOS., 1991). Le seuil d'odeur pour le xyléne mélangé dans I’air est d’environ 4,35 mg / m3
(1 ppm) (Carpenter et al., 1975; Amoore & Hautala., 1983; DECOS., 1991).

2- Processus de production
Avant 1940, presque tous les solvants aromatiques, y compris le xyléne, étaient fabriqués a partir

de charbon. Par la suite, la production de xyléne a partir de pétrole a commence. La plupart du
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xylene mélangé est actuellement produit par reformage catalytique du pétrole. Il est également
obtenu & partir d'essence de pyrolyse en tant que sous-produit de la fabrication d'oléfines lors du
craquage d'hydrocarbures. De petites quantités de xylénes mélangés sont également obtenues a
partir de I’huile 1égere provenant de fours a coke dérivés du charbon et de la disproportionation
du toluéne (Fishbein, 1988; OMS.,1981).

3- Utilisations

Environ 92% des xylenes mélangés produits sont mélangés a de I'essence. Le reste est utilisé
dans diverses applications de solvants ainsi que pour produire les isomeres individuels du
xyléne. Les xylénes sont utilis¢é comme solvant, en particulier dans la peinture et I'encre
d'imprimerie les industries. La plus grande utilisation finale de xylénes mélangeés se situe dans le
production de l'isomere de p-xylene. Les principaux dérivés produits parmi le p-xylene, on
utilise le téréphtalate de diméthyle et l'acide téréphtalique dans la production de fibres de
polyester, de films et d'articles fabriqués (ECETOC., 1986; Fishbein., 1988).

L’o-xyléne est presque exclusivement utilisé pour la fabrication de phtaliques. anhydride pour
les plastifiants phtalates, et le m-xyléne est utilisé pour la production d'acide isophtalique,
intermédiaire dans la fabrication de résines de polyester (ECETOC.,1986; Fishbein.,1988).

Les xylenes en mélange sont également utilisés dans la fabrication de parfums, pesticides, des
produits pharmaceutiques et des adhésifs, ainsi que dans industries de la peinture, de
I’impression, du caoutchouc, du plastique et du cuir (CIRC.,1989).

Tableau03 : Répartition des utilisations de xyléne en tant que solvant (IN E R 1 S., 2006)

En tant que composant d’un produit Utilisé tel que
Secteur Autres Fabrication
. Produit des Produits De piéces | Fabrication | Fabrication
Produit . S . .
secteur . Agro peintures | Chimiques | peinture | techniques | de meubles | de meuble
détergent e . . o L
chimique | Vernis a usages on matieres | meublants de cuisine
encre industriel plastiques
ource
P 2.8 20 57 0.6 1 7 0.8 18
ntage

4- Biodégradation

Dans le sol et dans l'eau, les o et p-xyléne sont facilement biodégradés dans une large gamme de
conditions aérobies et anaérobies, mais I'0-xyléne est beaucoup plus persistant dans des conditions
similaires (Davis et al., 1967; Omori et al., 1967; Omori & Yamada., 1970;Davey & Gibson.,
1974).

13



Synthese Bibliographique Xylene

4-1- Transformation métabolique (Chez I'homme)

La Figure 04 montre schématiquement les voies métaboliques du xyléne,(le m-xyléne est utilisé
a titre d'exemple) chez l'homme. Le métabolisme des xylénes chez 1’homme consiste
principalement en chaines latérales. L'oxydation pour former de l'acide méthylbenzoique
(Sedivec & Flek., 1976;Riihimé&ki et al., 1979). L'acide méthylbenzoique est conjugué
principalement a la glycine et excrété dans l'urine sous forme de I'acide méthylhippurique
(Riihiméki., 1979).

Une petite quantité de I'ester de glucuronide de I'acide méthylbenzoique et des traces d'alcool
méthylbenzylique ont été détecté dans l'urine humaine (Ogata et al., 1980; Engstrom et al.,
1984; Campbell et al., 1988).

Hydroxylation du cycle aromatique avec formation de les diméthylphénols semblent étre une
voie mineure chez I'nomme. Le suivant des isomeéres de diméthylphénol ont été identifiés dans
I’urine humaine: 2,3 et 3,4-diméthylphénol (avec o-xylene), 2,4-diméthylphénol (avec m-
xyléne) et le 2,5-diméthylphénol (avec le p-xyléne) (Sedivec & Flek., 1976; Engstrom et al.,
1984).

CONJUGATION
VATH GLYCINE
CH OH COoH OR TO & SMAaLL

T e ST

GLUCURCMNIC
AZID

aleahal aldehyde

dehvero- dehydro-

alcohol genase CHx

m - Methylbenzyl - ¥ - Methylbenz - s - Methyl -
alcohol aldehyde benzoic acid

CH3

microsamal
oxidation
CHA
oH
CH=
COMJUG A TR WATH
SULFATE OR (MIMOR PATHWWA Y]
4.
CH=

- Hylene

GLUCURORMIC ACID

2, 4 - Hylenol

Figure 05: la biotransformation de m-xylene ( Riihimaki et Hanninen.,1987)

5- Effets d’exposition de xyléne
5- 1-Exposition aigué et accidentelle
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Des intoxications aigués et des déces ont été rapportés aprés une surexposition ou ingestion
orale de quantités substantielles de xyleéne. L'exposition niveau requis pour la perte de

conscience a été estimé a 10 000 ppm (Morley et al., 1970).

5- 2-Effets gastro-intestinaux

Différentes études ont rapporté des symptémes tels que nausées, vomissements, manque
d'appétit et inconfort gastrique du tractus gastro-intestinal chez des travailleurs exposés aux
vapeurs de xylene (Klaucke et al., 1982; Uchida et al., 1993; Nersesian et al., 1985).

5- 3-Effets musculo-squelettiques
Une étude menée sur des travailleurs exposés au xyléne (14 ppm) a montré une réduction de la

saisie et du pouvoir musculaire aux extrémités (Uchida et al., 1993).

5- 4-Effets cardiovasculaires

En ce qui concerne les effets cardiovasculaires dans une étude, la tachycardie n'a été rapportée
que dans un cas sur neuf personnes exposées au xyléne. Bien que la tachycardie n’ait pas d’effet
néfaste sur la fonction cardiaque, le rythme cardiaque ou la pression artérielle soumise au

mélange mixte de xyléne pendant de courtes périodes (Gamberale et al., 1978).

5- 5-Effets sur les voies respiratoires

L'exposition des volontaires au xyléne pendant une courte période dans des conditions controlées
a provoqué un dysfonctionnement du systéme pulmonaire et une irritation de la muqueuse
respiratoire. Une étude a montré une irritation du nez et de la gorge chez I'homme exposés
pendant 3 a 5 minutes a du xyléne mélangé (Nelson et al., 1943). Une autopsie réalisée par(
Morley et al., 1970) ont montré que 10 000 ppm de xyléne devaient entrainer un cedéme
pulmonaire grave et une obstruction pulmonaire avec hemorragie dans les alvéoles. Une
exposition excessive ou excessive au xyléne peut entrainer un cedéme pulmonaire menagant la

vie du fait de I'accumulation de liquide dans les poumons.

5- 6-Effets hépatiques

Deux peintres et travailleurs soumis a une quantité différente de xyléne présentaient des taux
élevés de transaminases sériques (Morley et al., 1970; Klaucke et al., 1982). L'examen
histopathologique a révélé une toxicité hépatique mineure impliquant une augmentation du

réticulum endoplasmique rugueux (RER), des organes autophages, la séparation des ribosomes
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du RER, une diminution de la quantité de glycogéne, une mitochondrie déformée, un
changement dans la propagation des noyaux hépatocellulaires (Ungvary.,1989;Tatrai et
Ungvary.,1979). L'enzyme primaire humaine est le CYP2EL, qui convertit le xyléne en alcools
méthylbenzyliques en acide méthylhippurique (Tassaneeyakul et al., 1996). Ceci est ensuite
excrété a travers le urine. Les travailleurs exposés au xyléne et a d’autres produits chimiques par
différentes voies entrainent une concentration ¢levée d’acide D-glucarique dans I’urine, ce qui
montre une augmentation des activités enzymatiques hépatiques (Dolara et al., 1982). Des études
effectuées chez I'animal chez le rat indiquent que le xyléne en mélange ou leurs isomeres
individuels persuadent en général le contenu du cytochrome P-450 hépatique et qu'ils
augmentent egalement I'activité des enzymes hépatiques.

5- 7-Effets sur les reins

Diverses études ont révélé une augmentation de l'acidité des tubules rénaux (Sarmiento et al.,
1989), une baisse de la créatinine dans l'urine et une hématurie a la suite d'une exposition au
xyléne (Morley et al., 1970). Les effets sur les reins dus au xylene dépendaient de la
concentration et de la dose qui conduisaient a 1’agrégation du m-xyléne dans les graisses des
reins situées a la périphérie (Toftgard et Nilsen.,1982; Elovaara.,1982; Carpenter et al.,1975).
D'autres activités enzymatiques et une augmentation du poids relatif du rein ont également été
détectés chez des rats présentant différentes concentrations de xylene (Wolfe.,1988;Elovaara et
al., 1989). L’évaluation histopathologique a révélé une insuffisance rénale chronique minime.
Bien que les résultats urinaires soient habituels, les principaux effets indésirables détectés ont été
une modification de la gouttelette hyaline chez le rat méle et une atteinte rénale chez le rat

femelle, ce qui a endommageé les cellules (Condle et al., 1988).

5- 8-Effets neurologiques

De nombreuses etudes expérimentales ont révélé que le xylene peut provoquer une anomalie du
systéme nerveux chez I'homme. Le xyléne et ses isomeres individuels conduisent a une réaction
lente aux stimuli externes, a une altération de la mémoire, a un déséquilibre de la démarche
corporelle et a une incoordination (Savolainen et al.,1979; Dudek et al., 1990; Savolainen et
Riihimaki.,1981; Savolainen et al.,1985 ; Riihimaki et Savolainen.,1980; Savolainen et al.,1984).

5- 9-Effets sur la reproduction
Peu d'études épidémiologiques ont rapporté une toxicité sur la reproduction du xyléne. En Chine,

une étude a été menée sur des travailleurs exposés a des solvants organiques melangés dans
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I’industrie pétrolicre. Les résultats de cette étude ont montré qu'un tel mélange de solvants
organiques entrainait une augmentation de la prévalence de lI'oligoménorrhée (Cho et al., 2001).
Il existe un autre rapport sur les solvants exposés aux femmes contenant des hydrocarbures
organiques aliphatiques et aromatiques. Et I'exposition a ces solvants a eu des conséquences
néfastes sur les hormones de la reproduction, telles que la réduction du 3-glucuronide de
prégnanediol (pd3G) dans la phase du corps jaune, I'hormone lutéinisante pré-ovulatoire (LH) et
I'oestrone 3-glucuronide et la phase folliculaire supérieure pd3G. De plus, la contribution du

xyléne a l'incidence dun tel effet était supérieur a 50% (Reutman et al., 2002).
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GLANDE THYROIDIENNE

1- Anatomie de la glande thyroidienne

La glande thyroide est un corps impair et médian implanté sur la partie antérieure de ’axe
laryngo-trachéal. Elle présente une partie moyenne, mince et étroite, appelée isthme et deux
parties latérales volumineuses, les lobes droit et gauche. Du bord supérieur de 1’isthme part
inconstamment un prolongement supérieur, le plus souvent latéralisé a gauche, de hauteur
variable (au maximum jusqu'a I’os hyoide) : le lobe pyramidal (ou pyramide de Lalouette) Ses
dimensions, variables selon les individus, sont approximativement de 5 cm de large (a la partie
moyenne des deux lobes) et de Scm de haut (pour chaque lobe). L’épaisseur est d’environ 1,5
cm. Ces dimensions sont significativement plus importantes chez la femme que chez
I’homme.(Bommas-Ebert et al., 2008).

Le volume total de la glande est de 1’ordre de 10 a 28 ml, son poids d’environ 30 g. Située au
tiers inferieur du cou, elle est maintenue par sa capsule fibreuse et surtout par des adhérences a la
trachée et a la gaine carotidienne. En position habituelle, elle se place en avant des 2éme et 3eme

anneaux tracheéaux (Lacombe.,2006).
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Figure06: Schéma anatomique de la thyroide (Tramalloni et Monpeyssen.,2013).
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Figure 07 : Coupe transversale de la thyroide (Ryndak-Swiercz.,2010).
2- Histologie

La thyroide est constituée de lobules, eux-mémes divisés en 20 a 40 follicules. Ce follicule
thyroidien, ou vésicule, est 1’unité anatomique et fonctionnelle. On en trouve environ trois

millions dans une glande adulte. (De Felice et Di Lauro.,2011) .
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Figure 08: Structure schématique d'un follicule thyroidien (lullmann-rauch.,2008)

Ces follicules sont constitués d’une paroi épithéliale délimitant un espace rempli par une substance
amorphe appelée colloide. Deux types de cellule composent 1’épithélium :

- les cellules folliculaires proprement dites, ou thyrocytes, responsables de la synthése des
hormones thyroidiennes

- les cellules C ou parafolliculaires sécrétant la thyrocalcitonine (lullmann rauch.,2008).
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2-1-Cellules folliculaires

Ces cellules forment un épithélium simple, posé sur une lame de tissu conjonctif. Leur pdle
apical présente des microvillosités pénétrant dans la colloide. Le pdle basal est lui en contact
avec le réseau sanguin. Cette différence entre les deux pdles permet de définir les
thyrocytes comme des cellules polarisées. Cette polarité est visible également au niveau des
organites intracellulaires : le noyau est localisé dans la partie basale de la cellule, entouré du
réticulum endoplasmique, avec un appareil de Golgi encore au-dessus, orienté vers les
microvillosités du péle apical(Fagman et al., 2011).

De plus, comme pour toute cellule sécrétoire, le réticulum endoplasmique rugueux et
I’appareil de Golgi sont particulierement développés.Les cellules folliculaires sont maintenues
entre elles par des jonctions serrées ou tight junctions, délimitant un compartiment étanche
appelé lumiére folliculaire. Ces jonctions ne sont retrouvées que du coté apical.

Ce sont ces cellules qui synthétisent les hormones thyroidiennes Leur taille et leur morphologie
varient selon 1’activité de la glande :

- une cellule plate est relativement inactive, rencontrée lorsqu’il y a beaucoup de colloide dans la
lumiere folliculaire .

- une cellule cubique est au contraire en état d’activité (la cellule cylindrique est rencontrée plus

rarement, signe d’une hyperactivité) (Porreca et al., 2012).

2-2-Cellules C ou parafolliculaires

Ces cellules sont beaucoup moins nombreuses que les thyrocytes (moins de 0,1% de parenchyme
thyroidien). Non concernées par I’activité thyroidienne, elles ne sont pas en contact avec la
colloide, mais touchent les capillaires.

Elles sécretent une hormone appelée calcitonine, qui a une action hypocalcémiante. Ce taux de
calcitonine est utiliseé comme un marqueur spécifique du cancer médullaire de la thyroide
(Tramalloni., 2011).

2-3- Colloide
La colloide est une masse pateuse jaune plus ou moins abondante selon I’activité de la glande,
contenue dans la lumiére folliculaire. Elle constitue une réserve d’hormones

thyroidiennes(lullmann-rauch.,2008).
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Figure 09: tissu thyroidien sain (Tramalloni., 2011)
3-Hormonologie
3-1-Structure des hormones thyroidiennes
Les hormones thyroidiennes possédent une méme structure organique : la thyrosine ,formée par

deux noyaux aromatiques reliés par un pont éther. Les hormones se différencient entre elles par

le nombre et la place variables des atomes d'iode qu’elles portent (Brooker.,2001).
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FigurelO : structure chimique des hormones thyroidiennes (Poortmans et Boisseau.,2003)

3-2-Transport hormones thyroidiennes

Une fois dans la circulation sanguine, les hormones thyroidiennes se lient immédiatement aux
protéines plasmatiques, dont la plus importante est la thyroxine binding globulin (TBG) produite
par le foie. La T4 est moins active biologiquement que la T3, ¢’est pourquoi sa concentration
sanguine est 10 fois plus élevée. Apres la sécrétion, la plus grande partie de T4 est transformée
en T3 (Modigliani et al.,1998).
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3-3- Regulation de la fonction thyroidienne

Le principal systeme de régulation est représenté par I'axe thyréotrope. Il est complété par un

systeme d'autorégulation thyroidienne. Par ailleurs, le statut nutritionnel influence également la

fonction thyroidienne et en particulier le catabolisme des hormones. (Porreca et al., 2012). La

TSH agit a différents niveaux:

-Elle contréle et stimule les différentes étapes de 1’hormonosynthése.

-Elle entretient le phénotype des thyréocytes en régulant I'expression et la synthése de
thyroglobuline, des pompes a iodures et de la thyroperoxydase

-La TSH est un facteur de croissance pour la thyroide.

-L’autorégulation thyroidienne correspond a des mécanismes transitoires permettant:

-Un blocage de I’iodation et de la sécrétion en cas d'exces d'iode (effet Wolf ChaikofY)

-Une plus grande sensibilité des thyréocytes a I'action de la TSH en cas de carence iode.

-La captation d’iode est d'autant plus forte et plus prolongée que la glande est pauvre en iode et

inversement (Vlaeminck-Guillem.,2011).
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3-4- Mécanismes d’action des hormones thyroidiennes

Apreés passage transmembranaire, (et éventuellement conversion de T4 en T3), les hormones
thyroidiennes vont agir a différents niveaux:

ssites d’actions nucléaires (La T3 se lie & un récepteur cytosolique nucléotrope ; le complexe
entre dans le noyau et participe a la régulation de I'expression génique).

* sites d'actions extra nucléaires (La T3 exerce des actions membranaires avec un effet
facilitateur du métabolisme cellulaire potentialisation des récepteurs adrénergiques et des
pompes ioniques, facilitation du passage de substrat énergétiques tels que le glucose et les acides
aminés) (Guénard.,2001) .

4-Effets biologiques des hormones thyroidiennes
4-1-Effets sur la croissance et le développement
Les hormones thyroidiennes sont indispensables a la croissance et au développement .en

particulier pour le systéme nerveux central et pour I'os (Porreca et al., 2012).

4-1-1- Croissance et développement du systéme nerveux central

Sur le systeme nerveux central, leur role est primordial en particulier durant les premiers mois de
vie. Elle participe aux mécanismes de maturation et de mise en place des connexions neuronale
ainsi qu'a la myélinisation. Une carence durant cette période s'accompagne d'un retard mental
pouvant étre sévere (crétinisme). L'excés d'hormones thyroidiennes est également délétére, la
différenciation étant accélérée au détriment de la prolifération neuronale. Chez I'adulte, les
hormones thyroidiennes participent également au fonctionnement du systéme nerveux central,
hypothyroidie pouvant s'accompagner d'un ralentissement et de somnolence, I'hyperthyroidie
étant caractérisée par une excitabilité et une irritabilité(Poortmans et Boisseau.,2003).

4-1- 2Croissance et développement du squelette

Pendant la période feetale, les hormones thyroidiennes ne sont pas nécessaires a la croissance
mais a la différenciation et a la maturation osseuse, leur absence s’accompagnant d’un retard
d’apparition des centres d'ossification épiphysaires.Durant la période postnatale, les HT
deviennent indispensables a la croissance et continuent de contrbler la maturation et la
différenciation osseuses. Elles agissent en synergie avec I'normone de croissance (GH). Cette
derniere favorise la chondrogenése et la croissance du cartilage, tandis que les hormones

thyroidiennes permettent la maturation et une ossification du cartilage. En outre, elles favorisent
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la sécrétion de GH et potentialise les effets de I’IGF-1. L'hypothyroidie durant I'enfance aboutit a
un nanisme disharmonieux (Di Palma et al., 2011; Ruiz-Llorente et al., 2012).

Chez l'adulte, les hormones thyroidiennes sont également impliquées dans les phénomenes
d'ostéosynthése et de résorption osseuse, I'hyperthyroidie s’accompagnant d'un risque

d'ostéoporose (Raven et al., 2011).

4-2- Effets métaboliques

4-2-1- Métabolisme basal

Les hormones thyroidiennes augmentent la thermogenese obligatoire Ainsi, I'nypothyroidie peut
s'accompagner de frilosité tandis que I'hyperthyroidie est caractérisée par une thermophobie (Di
Palma et al., 2011; Ruiz-Llorente et al., 2012).

4-2-2- Métabolisme protéique
Les hormones thyroidiennes augmentent la synthése protéique mais ont également un effet

catabolisant, qui devient prépondérant a doses supra physiologiques (Parlato et al., 2004).

4-2-3- Métabolisme hydro minéral
Les hormones thyroidiennes augmentent la filtration glomérulaire et le débit sanguin rénal.

L'hypothyroidie s'accompagne ainsi d’cedéme (Fagman et al., 2011) .

4-3- Effets tissulaires
Par leur action ubiquitaire, les hormones thyroidiennes sont impliquées dans la régulation de trés

nombreuses fonctions tissulaires dont quelques exemples sont donnés ici (Parlato et al., 2004).

4-3- 1-Au niveau cardiaque

Les hormones thyroidiennes exercent un effet chronotrope positif et inotrope positif.
L’hypothyroidien est bradycardie tandis que le I’hyperthyroidien est tachycard (Di Palma et al.,
2011; Ruiz-Llorente et al., 2012).

4-3- 2-Au niveau digestif
Les hormones thyroidiennes favorisent le transit.Les HT participent a la régulation de

I'nématopoiése et du métabolisme du fer (Raven et al., 2011).
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MATERIEL ET METHODES

1- Matériels utilisés

1- 1-Matériel végetal

L’origine des noyaux des dattes est la région de Biskra parmi la plus productive des dattes sur
le territoire national. Dans cette étude, Les noyaux étudiés proviennent des trois variétés Gars,
Deglet Nour et Mech-Degla .La récolte a été realisee en mois de Octobre 2017. Les noyaux sont

séchés a I’aire libre puis finement broyés pour obtenir une poudre fine et & I'abri de la lumiere.

(Besbes et al., 2005) .

Anfal et Mariam

et Mariam

Figurel5 : Aspect de poudre et noyaux de variété de Deglat-Nour (photo personnelle, 2019).
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1- 1-1-Situation géographique

La wilaya de Biskra connue sous le nom porte de sahara est située au sud-est Algéerien a environ
470 Km au sud-est d” Alger s’étend sur une superficie de 21509.80 Km? et compte actuellement
12 daira et 33 communes . Elle est limité au : Nord par la wilaya de Batna, le Nord-est par la
wilaya de Khanchla , le Nord-ouest par la wilaya de M’sila , au Sud par la wilaya d’ El oued et
au sud-ouest par la wilaya de Djelfa (A.N.A.T, 2009).

1- 1-2-Présentation des stations

La Palmeraie de 'ITDAS se localise précisément dans la parcelle expérimentale de I'l .T.D.A.S
(Institut Technologique de Développement de I'Agriculture Saharienne ), la surface globale de
la palmeraie est de 20,4 hectares, dont 14 hectares est la surface plantée par le palmier dattier le
nombre total de palmiers est de 1645 et réparti comme suivant :1262 Deglet-Nour ,152 Mech-

Deglet., 124 Ghars, et 107 Degoules (autres cultivars) (Anonyme., 2010).
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Figure 16: Situation géographique de la wilaya de Biskra(DSA.,2018)
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1-2-Animaux

1-2-1-Animaux de laboratoire

Notre étude a été réalisé sur trente rattes femelle adultes (30 rattes) de type Wistar Albinos
pesant de moyenne 230-250g. Ces animaux amenés de l'institut pasteur d'Alger, et élevés a
I'animalerie au niveau de département de biologie, faculté de science de la nature et de vie de
I'université Echahid Hamma Lakhdar .El Oued.

1-2- 2-Conditions d'élevage

les rattes ont été soumis a une période d’adaptation de 15 jours, aux conditions de I’animalerie;
ou la température et I’humidité sont 24+0.35 °C et 65.2+ 0.46% respectivement et un cycle de
lumiére obscurité de 1 2 h, Etaient mis dans des cages plastiques, celles-ci sont tapissées d'une
litiere constituée de copeaux de bois, Les cages sont nettoyées et la litiere est changée une fois
par deux jours jusqu’a la fin de I’expérimentation, les animaux ont accés a volonté a la nourriture

et a la boisson, I'expérience s'est déroulée sur une période de 25 jours.

1-2-3-Poids
Les rattes sont pesées chaque deux jours en utilisant une balance électronique (10-3) de type
KERN EMB (2200-0) .

1-3-Xyléne

Pour provoquer une intoxication chez notre modele animal WISTAR Albinos et pour provoquer
d’une part des perturbations au niveau des parametres biochimiques st hormonales et d’autre
part, des modifications sur 1’aspect histologiques des organes précisément le foie, on a utilisé le
xyléne. Ce produit toxique manifeste sa toxicit¢é sur l’organisme animal en provoquant
d’importantes 1ésions sur plusieurs organes ; hotamment le foie par conséquence des lésions de
nécrose qui a long terme peuvent évaluer en cirrhoses hépatiques . On a détaillé ces informations
dans la partie bibliographique .

2-Méthode suivies
2-1 -Détermination du rendement

Le rendement de la plante en extrait sec a été quantifie selon la formule :

R % = PEB/PMV x100 R.
R : Rendement.
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).

PMV: Poids de Matiere Végetale(g).
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2-2-Dosage des composés phénoliques totaux

Principe :

Les composés phénoliques totaux ont été estimes selon la méthode colorimétrique basée sur le
réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo1204) qui sont
réduits lors de I’oxydation des composés phénoliques en oxydes bleus de tungsténe (WsO23)
et de molybdéne (MosgO3).

Mode opératoire

Pour cela 100 pl de I’extrait de chaque variétés des noyaux est mélangés a 200 pl du réactif de
Folin et 3,16 ml de H20. Le mélange est incubé a température ambiante pendant 3 minutes.
Ensuite 600 ul de la solution carbonate de sodium (Na2COs) anhydre 20 % sont ajoutés au
mélange. Les composés phénoliques totaux sont déterminés a 1’aide d’un spectrophotomeétre a UV
(Ultra Violets) visible aprés 2 heures d’incubation a température ambiante par mesure de
I’absorbance a une longueur d’onde de 765 nm. On prépare dans les mémes conditions un témoin
avec de I'eau distillée a la place de la solution de I’extrait brut. La quantification est faite selon une
gamme-étalon établie dans les mémes conditions avec de l'acide gallique (0 a 100 pg/ml). Les

résultats sont exprimeés en équivalent d’acide gallique par ml d’extrait.

2-3-Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Principe

De point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour des
composés contenant SH, NH et OH groupes (Salah et al., 1995). 1l s’effectue a température
ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules
thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits hydrophiles tres
riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006, Hatzidimitriou et al., 2007).L’activité
antiradicalaire des différents extraits a tester a été déterminée selon la méthode de Sanchez-
moreno, (2002) qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable qui absorbe dans
le visible a la longueur d’onde A de 517 nm. (Schaich et al.,2015) .

La technique consiste a mettre le radical libre DPPH (de couleur violette), en présence de
I’antioxydant va étre réduit et vire vers le jaune. Ce changement se traduit par une diminution de

I’absorbance. La réaction de DPPH est représentée dans la figure suivante :
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Figurel8 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1’espéce radicalaire

DPPH et un antioxydant.

Mode opératoire

La solution du DPPH est préparée a I’avance par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol absolu. 25 pl de I’extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 975 pl de
DPPH. Des solutions d’antioxydant de référence ou acide ascorbique sont également
préparées dans les mémes conditions pour servir de témoin positif. Le témoin négatif est
constitué uniquement de DPPH et du méthanol. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30
min jusqu’a décoloration. Le dosage est réalisé par spectrophotométrie a une longueur d’onde
de 517 nm. (Schaich et al.,2015).

Pourcentage de I’activité antiradicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :
% de P’activité antiradicalaire =[(A1-A2)/A1]x100

Al : Absorbance du témoin négatif sans extrait
A2 : Absorbance

2-4-Détermination de la DLso de les extraits de noyaux de dattes de trois cultivas

La DL50 (Dose Letale 50) ou la dose de substance provoquant 50% de mortalité dans la une
population d'organismes étudiée, pendant un temps donné. Pour I’évaluation de ce parameétre,
nous avons choisi la méthode de Litchfiled et Wilcoxon (1949). La DL50 de les extraits de
noyaux de dattes de trois cultivas n’est pas connue dans la littérature consultée ainsi la recherche
d’une éventuelle toxicité de noyaux est nécessaire. Pour ce faire, des solutions a différentes
concentrations (500, 1000, 2000 mg/kg/j) de les extraits de noyaux de dattes de trois cultivas,
sont préparées dans une solution d’eau physiologique stérile (NaCl 0.9%) puis administrées a

raison d’un volume de 1 ml par gavage a I’aide d’une sonde a trois lots de six souris (n =6). Un
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quatrieme lot servant de témoin est gavé a 1’aide de la solution physiologique sans extrait. en

présence de I’extrait.

2-5-Protocole expérimental

2-5-1- Préparation de I'extrait aqueux

Pour assurer une bonne comparaison entre 1’activité de xyléne et les noyaux des dattes on a
choisi la dose de la variété 100mg de poudre des trois variétés différent des dattes dissous dans
10ml d'eau filtre bouillante et laisser pendant 30min , Apreés filtration sur papier filtre (Lecheb .,
2010).

2-5-2-Préparation de xylene

Les animaux de la laboratoire sont recoives une dose de 1.2ml/kg/j de xylene cette dose est
mélangée avec Léau du boire dans la biberon de100ml . ( Elovaara et al., 1989 )

2-5-3-Traitement des animaux :

Aprés une phase d'adaptation de 15 jours, Les rattes sont répartissent en cing (05) groupes,
gardés dans les mémes conditions a raison de six rattes pour chaque lot (n=06), il s’agit :

Groupe 1: témoin sain (Témoin) : les rattes témoins ont recu un régime standard pendant 25
jours .Groupe 2: recevant chaque jour un 1.2 ml de xyléne dans I'eau de 08.00 Am jusqu’a 16.00
Pm et le reste de jour recevant juste I'eau sans xyléne .Groupe 3, 4 et 5: recevant chaque jour la
dose de xyléne (1.2ml) de 08.00 Am ajusqu'a 16.00 Pm et le reste de jour recevant les extraits
des noyaux des trois variétés Ghars Mch deglat et Deglet Nour avec une dose de ’ordre de
100mg/kg/j dans I'eau.

Tableau04: résumé du protocole experimental suivi et concentrations utilisées

Xyléne _ Variétél:thrs [\)/%rlf:é%(me g/T( Variété3:DegIet_ Eau

(2.2ml/kg/j) (100mg/kglj) o/i) Nour(100mg/kg/})
Lot: Ty - - - - +
e |+ |- - Sk
S - . K
| - - R
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2-5-4-Prélévement de sang

Les individus sont sacrifiés au bout du 16 ™ jour,24 heures aprés la derniére administration des
extraits étaient prépares.les animaux sont sacrifiés par décapitation apres I'anesthésie par I'éther.
Le sang est récueilli dans des tubes héparines puis centrifugé par Centrifuge (Modéle SIGMA) a
3000 tr/min pendant 10 minute, Le sérum est récupéré puis conservé au froid (4°C) en vue des

analyses biochimiques et des analyses hormonales.

2-5-5-Prélevement du foie
L'extraction du foie se fait par dissection de I'abdomen. Aprés prélevement ,le foie est bien rincer

par une solution physiologique, puis mesurée le poids relatifs de foie.

2-6-Dosage des parameétres biochimiques et hormonales

Les parametres analysés sont: Glutamate Oxaloacétate-Transaminase (TGO), Transaminase
glutamique pyruvique (TGP). Phosphatase Alcaline (PAL), Urée, Créatinine , Cholestérol,
Triglycéride, Glucose, Protéine Totaux, Bilirubine , TSH , FT3 et FT4. Les dosages sont réalisés
grace a un analyseur automatique Technicon R.A.-IOOO. Les mesures sont effectuées a une
longueur d'onde caractéristique pour chaque dosage. Le dosage des parametres biochimiques
analysés est accompli par des kits "Bio Maghreb” mais les hormones accompli par DiaSorin .
Les détails des méthodes analytiques utilisées pour les analyses biochimiques sériques et

hormonales sont présentés dans les annexes .
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Figure 19: Schéma récapitulatif du protocole expérimental .
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2-6-1-Méthodes de dosage des paramétrés biochimiques sérique
1-Dosage de la glycémie
Principe
La glycémie est la détermination enzymatique du glucose se fait selon les réactions suivantes
(SHEN., 2009) :
Glucose oxydase

Glucose +02

Acide gluconique + H202

v

Peroxydase

2H202+ Phénol+4-Amino-antipyrine » Quinoneimine rose +4H202

2-Méthode de dosage de bilirubine totale

Principe

La bilirubine totale a été déterminée suivant la méthode d’acide sulfanilique. Réaction entre la
bilirubine et I’acide sulfanilique diazoté qui conduit a un composé, 1’azobilirubine, coloré en
milieu trés acide ou basique. Principe de Malloy-Evelyn modifié par Walters et al.,1970 en
solution aqueuse, seule la BD réagit. Pour doser la BT il est nécessaire de rompre la liaison entre
la bilirubine indirecte et 1’albumine. Cette étape est réalisée par 1’addition de diméthyl sulfoxide
(DMSO0). L’absorbance de 1’azobilirubine ainsi produite est proportionnelle & la concentration en
bilirubine et est mesurée a 550 nm (530-580) (Walters & Gerarde., 1970).

3-Méthode de dosage de créatinine

Principe

La créatinine a été déterminée suivant une méthode cinétique colorimétriqgue sans
déprotéinisation. La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec 1’acide picrique.
La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine
(Larsen., 1972).

4-Méthode de dosage de I'activite de I'aspartate aminotransférase (AST)

Principe

Le dosage de l'activité de I'Aspartate aminotransférase (AST ou TGO) est selon une methode
développée par Karmen et optimisée par Henry (Conforme aux recommandations de I’'TFCC). Le

schéma réactionnel est le suivant:
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AST
L-Aspartate + 2-Oxoglutarate ————>0Oxaloacétate + L-Glutamate
MDH
Oxaloacétate + NADH + H+ ————>1 -Malate + NAD
La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD et proportionnelle a
I’activit¢ AST dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de PS5P

contribue a une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Henry., 1960).

5-Méthode de dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALT)
Principe
Le dosage de lactivité de l'alanine aminotransférase (ALT ou TGP), est selon une
méthode développée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Bergmeyer
(conforme aux recommandations de I’IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant:

ALT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate ——->Pyruvate + L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H+ ——-> L-Lactate + NAD+
La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et proportionnelle a
I’activit¢ ALT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P contribue a une

forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Bergmeyer., 1978).

6-Méthode de dosage de I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)
Principe
L’activit¢ de la phosphatase alcaline a été déterminée suivant une méthode cinétique p-
Nitrophénilphosphate DGKC. La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse du
pnitrophénlyphosphate (pNPP) a pH 10,4 libérant du p-nitrophénole et du phosphate en
fonction de la réaction suivante:

PAL
p-Nitrophénylphosphate + H2O ————>p-Nitrophénole + Phosphate
La vitesse de formation du p-Nitrophénole, déterminée par photomeétrie, est proportionnelle a la

concentration catalytique de phosphatase alcaline dans 1’échantillon testé (Rosalki., 1993).
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7-Méthode de dosage de cholestérol total

Principe

Le cholesterol est mesuré apres hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur

quinoneimine est formé a partir du peroxyde d’hydrogéne et du amino 4 antipyrine en présence

de phenol et de peroxydase. Détermination enzymatique selon les réactions suivantes :
Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H20

>Cholestérol+Acides gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + 02 ———->Cholesténe- 4-one — 3 + H202
Péroxydase
H202 + Phénol + Amino- 4 — antipyrine—————————> Quinoneimine rose
La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle a la concentration de cholesterol (Allain
C.C.etal., 1974).

8-Méthode de dosage de Les triglycérides
Principe
Les triglycérides sont dosés aprés hydrolyse enzymatique par des lipases. L’indicateur est une
quinone-imine formée a partir de peroxyde d’hydrogeéne, de 4-aminophénazone et de 4
chlorophénol, la réaction étant catalysée par la peroxydase.

Lipases
Triglycérides + H20 ———————->glycérol + acides gras

GK
Glycérol + ATP ———> glycérol-3-phosphate +ADP
GPO
Glycérol-3-phosphate + O, ——— > dihydroxyacétone + phosphate + H ,0,
POD

2H202+4-aminophénazone+4 chlorophénol —————-> quinoneimine+HCI+ 4H20
( Fossati P., Prencipe L.,1982) .
2-6-2-Méthodes de dosage des paramétrés hormonales
1-Dosage de thyréotrope (TSH)
Principe
La méthode de détermination quantitative de la TSH est un dosage immunologique par
chimiluminescence de type sandwich. Les particules magnetiques (phase solide) sont revétues

d’un anticorps monoclonal de souris spécifique ; un autre anticorps monoclonal est lié a un
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dérivé de I’isoluminol (conjugué isoluminol-anticorps). Pendant 1’incubation, la TSH présente
dans les étalons, les échantillons ou les contrdles se lic a I’anticorps monoclonal de la phase
solide, puis le conjugué réagit avec la TSH déja liée a la phase solide. Aprés I’incubation, le
matériel non lié est éliminé par un cycle de lavage. Ensuite, la réaction de chimiluminescence
débute par I’injection automatique des réactifs Starter dans les modules réactionnels. Le signal
lumineux, et par conséquent la quantité de conjugué anticorps-isoluminol, est mesuré par un
photomultiplicateur en unités relatives de luminescence (RLU, relative light units) et indique la

concentration de TSH présente dans les étalons, les échantillons ou les contrdles.

2-Dosage de triiodothyronine (T3)

Principe

La méthode de détermination quantitative de la FT3 repose sur la méthode SPALT (Solid Phase
Antigen Linked Technique). Les particules magnétiques (phase solide) sont revétues d’un
complexe T3-protéine ; un anticorps monoclonal est li¢ a un dérivé de 1’isoluminol (conjugué).
Pendant la premiére incubation, I’hormone libre (FT3) présente dans les étalons, les échantillons
ou les contrdles se lie a ’anticorps monoclonal (conjugué). Pendant la seconde incubation, le
conjugué réagit avec le complexe T3-protéine lié a la phase solide. Aprés l'incubation, le
matériel non lié est éliminé par un cycle de lavage. Ensuite, la réaction de chemiluminescence
débute par I’injection automatique des réactifs starter dans les modules réactionnels. Le signal
lumineux, est mesuré par un photomultiplicateur en unités relatives de luminescence (RLU,
relative light units) et indique la concentration de la FT3 présente dans les étalons, les

échantillons ou les contrdles.

3-Dosage de thyroxine (T4)

Principe

La méthode de determination quantitative de la FT4 repose sur la méthode SPALT (Solid Phase
Antigen Linked Technique). Les particules magnétiques (phase solide) sont revétues d'un
complexe T4-protéine ; un anticorps monoclonal est 1ié¢ a un dérivé de 1’isoluminol (conjugué
anticorps-isoluminol). Pendant 1’incubation, la FT4 entre en compétition avec le complexe T4-
protéine pour les sites de liaison sur 1’anticorps marqué. Apres ’incubation, le matériel non 1ié
est éliminé par un cycle de lavage. Ensuite, la réaction de chimiluminescence débute par
I’injection automatique des réactifs Starter dans les modules réactionnels. Le signal lumineux, et

par conséquent la quantité de conjugué anticorps-isoluminol, est mesuré par un
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photomultiplicateur en unités relatives de luminescence (RLU, relative light units) et indique la

concentration de FT4 présente dans les étalons, les échantillons ou les controles.

2-7-Dosage des enzymes antioxydants du foie

L’évaluation du stress oxydatif au niveau du foie a été déterminée par les paramétres suivant :
Protéines tissulaires, Glutathion (GSH), Glutathion S-Transférase (GST) et la Catalase (CAT)
malondialdéhyde (MDA\) tissulaires .

1-Préparation de ’homogénats des organes

Un gramme de tissu (foie ) de chaque rat des différents groupes étudies, a été utilisé. Apres
broyage et homogeénéisation des tissus dans le TBS (Tris-Buffered Saline) (Tris 50 MmNaCl
150m M, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (3000 trous/min,
15 min) a l'aide de centrifugeuse horizontale de type SIGMA, puis le surnageant obtenu est

conservés a -20°C en attendant d’effectuer les dosages des paramétres du stress oxydatif.

2- Dosage des protéines tissulaire

Principe

Le dosage des protéines par la méthode de (Bradford,1976) permet de déterminer des
concentrations tissulaires de protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le bleu de
Coomassie comme réactif qui s’associe au groupement amine (-NH2) des résidus protéiques
pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue refléte le degré
d'ionisation du milieu acide et l'intensité correspond a la concentration des protéines).
L'absorption est mesurée a 595nm a l'aide d'un spectrophotometre d'absorption atomique de
type SHIMADZU AA-6200.

3—Dosage de la catalase (CAT)

Principe

L’activité enzymatique de la catalase est déterminée par la méthode de Clairborne (1985). Le
principe est basé sur la disparition de I’H202 en présence de la source enzymatique a 25 C°
selon la réaction suivante :

Catalase

2H202 ____ DH20+02
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Mode opératoire
Un mélange est constitué de 750 pl de tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4), 200 pl de H202
fraichement préparé (500 mM) et de 50 ul de la source d’enzyme (homogénat a doser).
L’absorbance est lue deux fois a 240 nm chaque 15 secondes a 1’aide d’un spectrophotometre
type GENENSYS 8 et I’activité enzymatique est calculée en pmoles par minute et par mg de
protéine (umoles/min/mg de protéine) selon la formule suivante :

A Do/mn

Activité catalase = = umoles/min/mg de protéine
0,040 X mg de protines dans la cuve : /min/mg de p

On utilise le coefficient d’extinction moléculaire de 1’eau oxygénée a 240 nm= 0,040 cm-1

.mmiles-1.

4—-Dosage du glutathion (GSH)

Principe

Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique de Wechberker et Cory (1988). Le
principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par l’acide 5, 5’- Dithiobis 2-
nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant 4 412 nm .
Mode opératoire

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution d’éthylene
diamine tétra-acétique (EDTA) a 0,02 M [7,448 g EDTA, 1000 ml eau distillée]. Afin de
protéger les groupements thiol du glutathion, 1’homogénat doit subir une déprotéinisation par
’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. Apres agitation, le mélange est plongé dans un bain de glace
pendant 15 min, puis centrifugé a 1000 trs/min (Centrifugeuse SIGMA 6k15) pendant 5 min.
Une partie aliquote de 500 ul de surnageant récupéré est ajoutée a 1 ml du tampon trissEDTA
(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 (Spectrophotometre GENENSYS 8) aprés 5 min de repos pour la
stabilisation de la couleur contre un blanc ou le surnageant est remplacé par de I’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

X_&Dodethj a i
=131 VL X v/ m& de protéines
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X : Micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (LM / mg de protéines).

A Do : Différence de la densité optique obtenue apres 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].

Vs : Volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

5-Dosage du glutathion S-transférase (GST)

Principe

La mesure de I’activité de la glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al., (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) et mesurée a une longueur d’onde de 340 nm par
spectrophotomeétrie visible/UV.

Mode opératoire

Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6), puis
centrifugé a 14000 trs/min pendant 30 min 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)/GST (5mM) [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 min
a une longueur d’onde de 340 nm (Spectrophotométre GENENSYS 8) contre un blanc contenant
200 pl d’eau distillée remplagant la quantité du surnageant. L’activité spécifique est déterminée

d’apres la formule suivante :

ADo/mn Vt )
= —— X — /mg de protéines
9,6 Vs
X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de
protéines).
A Do : pente de la droite de régression obtenue apreés 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 mélange CDNB/GSH]

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.
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6-Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires

Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec
’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur rose entre
deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré parspectrophotométrie
d’absorption a 532nm a 1'aide d'un spectrophotométre d'absorption atomique de type
SHIMADZU AA-6200 (Yagi, 1976).

Mode opératoire

Prélever 100ul d'échantillon (homogénat) et 400ul de réactif TBA (Thiobarbiturique) dans les
tubes a essai en verre et a vis, et fermer hermétiqguement. Chauffer le mélange au bain Marie de
type MEMMERT a 100°C pendant 15 minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant
30 minutes en laissant les tubes ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formeés lors de la
réaction. Aprés centrifuger par centrifugeuse horizontale de type SIGMA a 3000 tours/minutes
pendant 5minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a I'aide d un spectrophotomeétre
d'absorption atomique de type SHIMADZU AA-6200.

Expression des résultats

La concentration de TBARS (Thiobarbiturique Substance Réactif) a été déterminée en utilisant le
coefficient d'extinction moléculaire du MDA (a2 = 1,53 105 M-1 c¢m-1). Les résultats ont été

exprimés en umol/l. MDA (umol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 10~)/mg de protéine.

2-8- Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire "ABI MILOUD
HISTOPHATOLOGIE" a touggourt, la technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984).
- Préparation des blocs

Les fragments de foie préalablement fixés dans le formol a 10 % sont disposés dans des
cassettes qui sont ensuite placées dans un automate (Leica TP1020). Les fragments d’organes
sont d’abord déshydratés par submersion dans des bains d’éthanol a des concentrations
croissantes (60 %, 70% ,80%, et 100%). les échantillons subissent deux bains de xyléne et deux
autres de paraffine fondue. Le xyléne occupe la place de I’eau et par conséquent facilite la
pénétration de la paraffine puisque cette derniére est hydrophobe. La durée des bains est de 24
heures. A I’aide d’un appareil d’inclusion, les échantillons du foie sont placés dans des moules
métalliques et recouverts de paraffine fondue. Aprés refroidissement, les blocs sont préts a la
coupe.
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-Réalisation des coupes et coloration

Les blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser des coupes de 3um d’épaisseur. A 1’aide
d’une pince trés fine, les coupes sont placées sur des lames qui sont ensuite déparaffinées par
chauffage a I’étuve pendant une heure. Pour mettre en évidence les hépatocytes, les coupes sont
d’abord réhydratées par submersion successive dans les bains suivants : bain de xyléne (5 min),
bains d’éthanol (5 min). Apres ringage dans de 1’eau distillée (5 min), les coupes réhydratees
sont placées dans un bain d’hématoxyline (5 a 6 min) pour colorer les noyaux. L’exces de
colorant est enlevé par un bain d’eau additionné de quelques gouttes d’hydroxyde d’ammonium
(NH40H), ensuite elles sont mises dans un bain d’éosine (5 min) pour colorer le cytoplasme et
I’exceés de colorant est enlevé par 1’éthanol. Les lames ainsi colorées sont couvertes de lamelles

et prétent a I’observation microscopique.

2-9-Analyses statistiques

L'évaluation statistique est effectuée par le test T student. Les résultats sont donnés sous forme
des moyennes et écart-types pour 30 rattes n=6. Alors, en utilisent des logiciels MINITAB.18 et
EXCEL qui nous aide pour faire ce travail, et le résultat de comparaison comme suivant:

- p > 0,05 = la différence n’est pas significative,

- (*,a, a) 0,05 > P > 0,01 = la différence est significative,

- (**, b, B) 0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative,
- (***, ¢, y) P < 0,001 = la différence est tres hautement significative
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1- Résultats

1-1-Rendement de I'extrait des noyaux de trois variétés des dattes

Les moyens du rendement de 1’extrait aqueux a été calculé en fonction de poudre de noyau de
cultivar Ghars et Deglet-Nour et Mech-Deglat .

Tableau (04) : Rendement de I'extrait de trois variétés des noyaux des dattes .

Vi V2 Vs

Le rendement (%) 3.16 4.55 2.07

1-2-Teneur des composés phénoliques totaux dans I’extrait des noyaux des dattes

La teneur en composés phénoliques obtenus a partir de 1’extrait de trois variétés des noyaux des
dattes a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait de référence,
I’acide gallique a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en mg équivalent en
acide gallique par ml d’extrait (mg EAG/ml d’extrait). La courbe d’étalonnage est établie avec

un coefficient de corrélation R% = 0,99.

0,08
v =0,0007x - 0,0036

007 1 R> = 0,99 *
0,06

0,05
0,04

0,03 -

Absorbance

0,02 - *

0,01

0]
? 20 40 60 80 100 120
-0,01

Concentration d' AG(ng/ml)

Figure (20) : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Tableau (05) : Teneur en composés phénoliques variétés des noyaux des dattes .

Teneur en composés phénoliques (mg EAG/mI dE)

Moy + ES
Variétés V1 V2 V3

P'extrait brut de trois varietes | 159,09 00473 | 0,13267£0,00318 | 0,169+0,00252
de noyaux de dattes
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1-3-Etude de ’activité antioxydant

v" Test du piégeage du radical libre DPPH

L'activité antioxydant de notre extrait de trois cultivas a été évaluée par test DPPH ; Dans ce test
on utilise 1’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions %)

sont représentes dans la courbe d’étalonnage .

v=11022x+20,198
R*=10,9034

¥=0,9364x + 36,06
R?=0,9946

Pourcentage d'inhibition (%0)

Pourczntage d'inhibition (%)

10 20 30 40 50 60
10 20 30 40 50 60 concentration d'extrait de noyaux de Mech-deglat
Concentration d'extrait de noyaux de Ghars (ng/ml) (ng/ml)

o
o

¥ = 0,6981x + 36,941
R*=0,8966

~
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=
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&
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Figure( 21) : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations des extraits de trois cultivas
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Figure (22): Valeur IC50 de trois extraits des cultivas et de composé standard (acide
ascorbique)

1-4-Deétermination de la DLso de Les extraits des noyaux de trois cultivas

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau (06): Taux de mortalité des souris en fonction des concentrations de Les extraits des

noyaux de trois cultivas

Lots Traitements Nombre de morts
500 mg/kg d’extrait 0/6
Lot 1 : noyaux de varieté Ghars 1000 mg/kg d’extrait 0/6
2000 mg/kg d’extrait 0/6
500 mg/kg d’extrait 0/6
Lot 2 : noyaux de variété Mech-Deglat 1000 mg/kg d’extrait 0/6
2000 mg/kg d’extrait 0/6
500 mg/kg d’extrait 0/6
Lot 3 : noyaux de variété Deglat-Nour 1000 mg/kg d’extrait 0/6
2000 mg/kg d’extrait 0/6

1-5- Effets de xyléne sur les parameétres de la croissance globale des animaux
Les résultats de 1’évaluation des paramétres de croissance en terme de poids corporel, le poids
relatif durant les 25 jours de traitement des différents groupes des animaux par le xyléne sont

illustrés par des figures .
1-5- 1-Poids corporel

Les résultats de 1I’évaluation du poids corporel chez les différents groupes traités durant 25 jours

par le xyléne (Figure 23).
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Figure(23) : Poids corporel (PC) chez les rats témoins et traités: Différence entre poids initial et

final .

1-5-2-Poids relatif (PR) :

o
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Figure(24) : Poids relatif des organes (foie, reins,) aprées 25 jours de traitement par le xylene.
Comparaison avec groupe témoin (T): *p < 0,05 ; ** p<0,01.

avec groupe traité par I'xyléne :a p<0,05; b p <0,01.

D’aprés notre résultats on observe une augmentation significative (p<0,05) de poids relatif du
foie et une diminution significative (p<0,05) de poids relatif du rein chez le groupe toxique
seulement par rapport le témoin , le résultats obtenir aprés le traitement par les trois types des
cultivars montrent une diminution hautement significative de poids relatif du foie chez les

groupes traités par les cultivars Ghars et Mech-Deglet ,et diminution significative de poids relatif
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du foie chez les groupes traités par les cultivars Deglet-Nour par rapport au groupe toxique par
xylene .

Ainsi, le traitement par les trois types des cultivars montrent une augmentions hautement
significative (p<0,01)de poids relatif du rein chez les groupes traités par les cultivars Ghars ,et
augmentation significative de poids relatif du rein chez les groupes traités par les cultivars
Mech Deglet , et n'ont aucun effet significative sur le poids relative de rein chez les groupes

traités par les cultivars Deglet-Nour par rapport au groupe toxique par Xylene.

1-6-Effets de xyléne et les trois variétés des noyaux des dattes sur les enzymes sériques :

Les résultats obtenus suite a 1’évaluation des enzymes sériques sont illustrés dans (la figure 2

TGP sérique
TGO sérique

X+V2 X#3

| *

| I *h NSa

] I I |
T X

X+V1 X+V2 X+V3

Lots

Figure (25) : Activité enzymatique de TGO, de TGP et de phosphatase alcaline chez le groupe

témoin et les groupes traites.
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Comparaison avec groupe témoin (T): *p < 0,05 ; ** p<0,01.

avec groupe traité par le xylene :a p<0,05; bp < 0,01.

Nos résultats montrent une augmentation significative de I’activité de TGO, TGP et phosphatase
alcaline (PAL) chez le groupe I'xylene seulement par rapport au témoin. Ainsi, les résultats
obtenus montrent que aprés le traitement par les cultivars Ghars et Deglet- Nour provoque une
diminution significative de D’activit¢ de TGO, TGP et hautement significative de l'activité
phosphatase alcalin par rapport le groupe contaminé par le xylene et le groupe qui traité par le
cultivars Mech- Deglet provoque une diminution non significative de ’activité de TGO, TGP et

significative de I'activité phosphatase alcalin par rapport le groupe traité par le xyléne.

1-7- Effets de xyléne et les trois variétés des noyaux des dattes sur les parameétres
biochimiques

Les résultats obtenus suite a 1’évaluation des paramétres biochimiques sont illustrés dans le

(figure 26 ).
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Figure (26): Concentration sérique du glucose, bilirubine totale, urée et créatinine chez le
groupe témoin et les groupes traités

comparaison avec le groupe témoin,*p < 0,05 ; **p < 0,01

comparaison avec le groupe du xylene ,ap <0,05; b p <0,01
Pour la glycémie, les résultats obtenus montrent une augmentation significative chez le groupe
toxique par rapport au témoin .Le traitement par les cultivars Ghars et Deglet-Nour aux rattes
intoxiquées par le xylene a induit une diminution hautement significative de la glycémie et une
diminution significative chez les groupes traités par cultivar Mch-Deglet par rapport au groupe
toxique par xyléne .
La concentration de la bilirubine totale augmentation de facon significative chez le groupe
toxique seulement par rapport au témoin et le traitement par la cultivars Ghars aux rattes
intoxiquées par le xylene a induit une diminution hautement tres significative de la concentration
de la bilirubine totale et une diminution significative chez les groupes traités par cultivar Deglet-
Nour et pour les groupes traités par cultivar Mch-Deglet les résultats montrent une diminution
non significative par rapport au groupe toxique par xyléne .
Notre étude indique une augmentation significative de la concentration de la créatinine et urée
sérique chez le groupe contaminé par le xylene par rapport au témoin ,et la diminution des
concentrations de la créatinine et urée sérique de facon significative chez les groupes traités les
cultivars Ghars et Deglet-Nour par apport au groupe traité par le xyléne , mais traitement par la
cultivars Mch-Deglet aux rattes intoxiquées par le xylene induit une diminution significative de
la concentration de la créatinine et non significative de urée sérique par rapport au groupe

toxique par xyléne .
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Figure (27): Concentration sérique du triglycéride et cholestérol total chez le groupe témoin et
les groupes traités.

*p < 0,05 ; **p < 0,01 comparaison avec le groupe témoin.

ap<0,05;bp<0,01 comparaison avec le groupe de le xyléne .

Les résultats montrent une augmentation hautement significative de triglycéride dans le foie
chez le groupe contaminé par le xylene uniquement par rapport au groupe témoin. et le résultats
obtenir apres le traitement par la cultivars Ghars  montrent une diminution significative de
triglycéride chez le groupe traité par la cultivars Ghars , et le traitement par les cultivars Deglet-
Nour et Mch-Deglet montrent une non significative de triglycéride chez les groupes traité par les
cultivars Deglet-Nour et Mch-Deglet par rapport au groupe toxique par xylene .

Notre étude indigque une augmentation significative de cholestérol dans le foie chez le groupe
contaminé par le xyléne seulement par rapport au groupe témoin. et le résultats obtenir apres le
traitement par les cultivars Ghars et Deglet-Nour montrent une diminution significative de
cholestérol, et le traitement par la cultivars Mch-Deglet montrent une diminution non

significative de triglycéride par rapport au groupe toxique par xylene .

1-8- Effets de xyléne et les trois variétés des noyaux des dattes sur des parameétres de stress

oxydant chez les rattes :
1-8-1- Etude de la peroxydation lipidique MDA et le glutathion réduit GSH :
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation MDA et GSH illustre sont dans le (figure 28 ).
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Figure (28):Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA )et glutathion réduit (GSH)
chez le groupe témoin et les groupes traités.

*p < 0.05 ; **p < 0.01lcomparaison avec le groupe témoin.

ap <0.05;bp<0.0lcomparaison avec le group traité par xyléne.

Les résultats clarifient une augmentation significative de concentrations MDA dans le foie chez
le groupe contaminé par le xyléne par rapport au groupe témoin. D'autre part le résultats obtenir
apres le traitement par les trois types des cultivars montrent une diminution significative de
concentrations MDA chez les groupes traités par les cultivars Ghars , Deglet-Nour et Mech-
Deglet par rapport au groupe toxique par xylene .

Aussi les résultats présentent une diminution significative de la concentration de GSH dans le
foie chez le groupe contaminé par le xyléne par rapport au groupe témoin et le résultats obtenir
aprés le traitement par la cultivars Mech-Deglet montrent une augmentation non significative
de concentrations GSH par rapport au groupe toxique par xyléne . D’autre part, ils illustrent une
augmentation significative de concentrations GSH chez les groupes traité par les cultivars Ghars

et Deglet-Nour par rapport au groupe contamine par xylene.

1-8-2- Etude de I'activité de de catalase CAT, Glutathion S Transférase GST :
Les résultats obtenus suite a I’évaluation des GST et CAT illustre dans le (figure 29).
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Figure (29): Activités tissulaires de catalase, CAT et GST chez le groupe témoin et les groupes
traités.

*p < 0,05 ; **p < 0,01 comparaison avec le groupe témoin.

ap<0,05;bp<0,01 comparaison avec le group traité par xyléne.

Les résultats montrent une diminution significative de la concentration de CAT dans le foie chez
le groupe toxique par xylene seulement par rapport au groupe témoin. Notre étude indique apres
le traitement par les cultivars Ghars et Mch-Deglet présentent une augmentation significative de
concentrations CAT par rapport au groupe contaminé par xyléne . D’autre par, ils exposent une
augmentation hautement significative de concentrations CAT chez le groupe traité par le
cultivars Deglet-Nour par rapport au groupe contaminé par xylene .

Les résultats présentent aussi une diminution hautement significative de la concentration de
GST dans le foie chez le groupe toxique uniquement par rapport au groupe témoin. D’autre par,
les résultats obtenir apparaissent une augmentation significative de concentrations GST dans le
foie chez les groupes traités par les cultivars Ghars et Deglet- Nour par rapport au groupe
contaminé par xyléne . En plus, lls apparaissent une augmentation non significative de
concentration GST chez le groupe traité par le cultivars Mech-Deglet par rapport au groupe

toxique seulement .
1-9-Effet de traitement par le xylene sur les hormones (TSH ,FT3,FT4)

Les résultats d’ analyse les trois hormones chez les groupes traités et le groupe témoin sont

présentes dans la figure(30)
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Figure(30): Activité des hormones (FT3,FT4 ), chez le groupe témoin et les groupes traités.
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Figure (31): Activité de hormone TSH , chez le groupe témoin et les groupes traiteés.

*p <0,05; **p <0,01 comparaison avec le groupe témoin.
ap<0,05;bp<0,01 comparaison avec le group traité par xylene..

Les résultats apparaissent une diminution significative de FT3 et hautement significative
de FT4 chez le groupe contaminé par le xyléne uniquement par rapport au groupe témoin.
D’autre part les résultats obtenir apres le traitement par les cultivars Ghars présentent une
augmentation significative de FT3 et hautement significative de FT4 , et montrent une
augmentation significative de FT3 et FT4 chez le groupe traite par la cultivars Deglet Nour , et
aussi le traitement par la cultivars Mch Deglet exposent une augmentation non significative de

FT3 et FT4 par rapport au groupe toxique par xyléne .
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Les résultats clarifient une augmentation significative de TSH chez le groupe contaminé par
le xyléne seulement par rapport au groupe témoin,et le résultats obtenir exposent une diminution
hautement significative de TSH chez les groupes traité par le cultivar Ghars, et le traitement par
la cultivars Deglet Nour illustrent une diminution significative de TSH , et le traitement par la
cultivars Mch Deglet montrent une diminution non significative de TSH par rapport au groupe

toxique par xyléne .

1-10- Effets de xylene et les trois variétés des noyaux des dattes sur I'analyse histologie

Figure (32) : foie du ratte témoin sain : (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40
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Figure (33) : foie du ratte traité par le xyléne : (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40
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Figure (34) : foie du ratte traité par I’extrait de noyaux de dattes Ghars et contaminé par le
xyléne : (A) couleur HEX10, (B) couleur HEx40
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Figure (35) : foie du ratte traité par 1’extrait de noyaux de dattes Mech-Deglat et contaminé par
le xyléne : (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40
e e

Figure (36) : foie du ratte traité par 1’extrait de noyaux de dattes Deglet-Nour et contaminé par
le xyléne : (A) couleur HEx10, (B) couleur HEx40
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2- Discussion

L'exposition au xylene peut se produire par inhalation, ingestion, contact avec les yeux ou la
peau. Il est principalement métabolisé dans le foie par oxydation d'un groupe méthyle et
conjugaison avec de la glycine pour donner de I'acide méthylhippurique, qui est excrété dans
l'urine.( Sedivec V, Flek J 1976).Le xyléne a des effets sur la santé, qu'ils soient aigus ou
chroniques. Le type et la gravité des effets sur la santé dépendent de plusieurs facteurs,
notamment la quantité de produit chimique a laquelle vous étes exposé et la durée de votre
exposition( Ogata M, Tomokuni K, Takatsuka Y1970).

La glande thyroide fabrique la thyroxine et la triiodothyronine. Ces hormones participent a la
croissance et au développement mental. Elles aident aussi a réguler le métabolisme (Di Palma,
T., Conti, A., de Cristofaro, T., Scala, S., Nitsch, L., Zannini, M.S., 2011).., c’est-a-dire le
processus chimique qui se produit dans le corps pour fabriquer et utiliser 1’énergie. La glande
thyroide est contrdlée par I'hypophyse. L'hypophyse produit la thyréostimuline (TSH). La TSH
est libérée par I'hypophyse en réaction aux taux de thyroxine et de triiodothyronine dans le sang.(
Di Palma, T., Filippone, M.G., Pierantoni, G.M., Fusco, A., Soddu, S., Zannini, M., 2013.).
L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effet toxique de xyléne au niveau de la glande
thyroidienne et le foie,. Et de valider 1’effet antidote de d'extrait des noyaux des dattes chez les
rattes Albinos Wistar.

Le DPPH est un radical libre stable, accepte un électron ou un proton pour donner une molécule
stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de piégeage des radicaux libres(Pokorny et
al, 2001); celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le
criblage des molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux
(Yi-Zhong C et al., 2006). Concernant notre résultats , la vitamine C présente un pouvoir anti-
radicalaire trés puissant par rapport a nos extraits. De toute fagcon, selon Hatzidimitriou et al.,
(2007), les antioxydants naturels indiquent souvent un pouvoir antioxydant inférieur a celui des
antioxydants synthétiques. Aussi , , nos resultats indiquent que I'extrait des noyaux des dattes de
cultivars

Ghars4,Mch Deglet 5 et Deglet Nour 9 fois plus faible que I'acide ascorbique .

Concernant 1’étude de la toxicité de la noyau de datte , les résultats obtenus montrent bien que
I’extrait des noyaux des dattes (500, 1000, 2000 mg/kg/j). n'a aucun signe de toxicité ; pas de
mortalité, pas des comportement neurologiques ou physiologiques anormale et pas d’effet

néfaste sur l'organisme.ce qui nous encourageons d’utiliser la noyau de datte dans notre étude.
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Concernant les marqueurs de la fonction rénale, notre étude montre qu’il y a une augmentation
de la concentration d’urée sérique, chez le groupe traité par xyléne par rapport le témoin. L urée
est la principale forme d'élimination des déchets azotés du catabolisme protéique, formée dans le
foie a partir de I'ammoniac (produit par la désamination des acides aminés) (Kubab et al., 2015).
En effet, EI Nekeety et al (2009) ont montré que l'augmentation des taux d'urée dans le sang avec
la diminution des taux de protéines sanguines peut indiquer par l'augmentation de catabolisme
des protéines et/ou d'un dysfonctionnement rénal. Mais les groupes traité par I'extrait des noyaux
des dattes Ghars et Dglet-Nour diminué le taux de urée par rapport le groupe toxique ,alors la
consulté I'effet d'extrait sur l'urée .

L'accumulation de xylene peut provoquer un stress oxydative qui peut affecter a les cellules
rénales endothéliales et épithéliales conduisant a une dysfonction rénale .La créatinine est
dérivée du métabolisme de créatine, qui dans le muscle squelettique est phosphorylée en
créatinephosphate, un composé riche en énergie libre (Bossuyt & Boeynaems , 2001) (Rennke &
Denker., 2007). Nos résultats indiquent I'augmentation signifivative de taux de créatinine sérique
dans le groupe traité par xylene seulement par rapport le témoin , Un taux élevé de créatinie dans
le sang, qui peut affecter a la fois les cellules rénales endothéliales et épithéliales conduisant a
une dysfonction rénale (Schetz et al., 2010).

D'autre parte, dans notre étude, on obtenu une diminution des taux créatinine sérique et urée dans
le sang chez les groupes traité par I'extrait des noyaux des dattes de trois cultivars par rapport le
groupe toxique par xylene seulement et D’apres 1’étude de Dalia H. et al (2014), 1'extrait des
noyaux des dattes permet d’améliorer I’activité rénale

La bilirubine est un pigment de couleur jaune qui provient de la dégradation de I’hémoglobine.
On la retrouve principalement dans la bile et en faible quantité dans le sang (Haleng et al., 2007).
La bilirubine est produite par les cellules de la rate et de la moelle osseuse. Elle est transportée
par le sang jusqu’au foie ou elle est transformée en pigments biliaires qui sont réabsorbés ou
éliminés dans les selles (elle est en partie éliminée dans les urines) On peut expliquer I
augmentation de bilirubine chez le groupe toxique par une dysfonctionnement du foie et la
vesicule biliaire est suspecté. c'est-a-dire un probléme au niveau de 1’étape qui permet I’excrétion
de la bilirubine dans la bile (Vaishnav et al., 2015).

En autre, nos résultats montrent que I'extrait de noyaux des dattes de cultivars Ghars ,indiquent
leur role dans 1’augmentation de I'excrétion biliaire de la bilirubine, par conséquent, la
diminution du taux de bilirubine sérique (Weber, L et al.,2003)

Ainsi que lI'administration de le xyléne induit plusieurs changements métaboliques. Les résultats

obtenus montrent une augmentation trés hautement significative des teneurs sériques en glucose
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chez les rattes exposé aux le xylene ces variations sont liées a la perturbation de I'axe
hypothalamohypophyso-surrénalien traduisant une hyperglycémie liée a I'activation du systéme
orthosympathique, la réaction dans le systeme limbique actif I'hypothalamus pour produire la
corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'hypophyse pour libérer 'ACTH (hormone
adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour la production et la sécrétion
de cortisol dans le sang (Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le cortisol a de nombreuses actions
(Jacotot & Campillo, 2003). dont certaines conduisent a du grand catabolisme du glycogéne
hépatiqgue (Kumar & Rajini, 2009 ; Ksheerasagar & Kaliwal, 2006 ; Yousef et al., 2006).
D’autre couté , nos résultats montrent que I'extrait de noyaux des dattes indiquent leur réle dans
la diminution de glucose dans le sang .

La possibilité de perturbation Les lipides jouent un rdle essentiel dans la différent pathogenese.
L'accumulation de la graisse est genéralement associé a une hyperlipémies (
hypertriglycéridémie et hypercholestérolémie) (Kumar et al., 2012). Les résultats obtenus de la
présente étude montrent une augmentation hautement significative et significative de triglycéride
et cholésterol respectivement chez les rattes contaminées par xyléne seulement par rapport le
témoin . l'augmentation de la concentration des triglycérides et cholésterol est associée a la
métabolisme lent sur les lipides a cause de manque de la sécretion des hormones thyroidienne
(Dunn et al., 1984). Dans cette ¢tude, on a observé aussi une diminution significative (P<0.05)
du taux plasmatique de triglycéride et de cholésterol chez les groupes traité par I'extarit des
noyaux des dattes de cultivars Ghars et Deglet Nour par rapport au groupe toxigue ce
.L'administration d'extrait riche en flavonoides a diminué de maniére significative des
triglycérides et du cholestérol sériques chez les groupes traité par I'extrait des noyaux des dattes
des cultivars Ghars et Deglet Nour.

Ces résultats sont en accord avec I’étude de Dalia H et al (2014) qui indiquent que 1’activité de
TGO, de TGP, et de PAL sur le groupe traité par xylene augmentent significativement par
rapport le groupe témoin. Ces enzymes sont normalement contenues dans des cellules de foie. Si
le cas lésions hépatiques,donc cellules hépatiques endomagées, les cellules de foie renversent
les enzymes dans le sang (Singh et al., 1998, Ozturk et al., 2009)

Nos données ont révélé que le traitement avec I'extrait des noyaux des dates des cultivars Ghars
et Deglet Nour diminuait significative considérablement 1’élévation des parameétres de la
fonction hépatique induits par le xyléne (TGO, TGP et PAL) dans le sérum. La réduction de ces
parametres vers les valeurs normales est un signe de la stabilisation des membranes plasmiques
ainsi que de la réparation des 1ésions hépatiques. D’apres 1’étude de (Tassaneeyakul et al., 1996).

En conséquence, la peroxydation anti-lipide obtenue par I'extrait des noyaux des dattes a permis
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de mettre fin aux effets néfastes des radicaux libres genérés par le xylene., ce qui a entrainé la
guérison du parenchyme hépatique et la régénération des hépatocytes. De plus, I’amélioration de
I’intégrité¢ hépatique chez les groupes traités avec l'extrait des noyaux des dattes était tres
évidente chez nous.

D’autres part, dans notre étude 1'examen histologique montre que le xyléne a causé de grave
dommages sont représenté d'Hépatite et la nécrose dans les tissus du foie chez le groupe traité
par xyléne seulement (Morley et al., 1970; Klaucke et al., 1982). , ce qu’explique que
I’augmentation de ces enzymes est induit par la surcharge en xyléne.mais aussi l'examen
histologique montre que l'extrait des noyaux des dattes a caussé diminué la gravité des
dommages hépatiques causés par le I’exceés de xyléne dans les tissus du foie chez les groupes
traité par I'extrait des noyaux des dattes.Cependant, I'extrait des noyaux des dattes a révélé un
effet supérieur pour stimulant la capacité antioxydante enzymatique des cellules du foie (Wiart.,
2006). D’apres les études de. Dalia H et al (2014).

A D’état de santé, il existe un mécanisme de défense efficace pour empécher et neutraliser les
dommages induits par les radicaux libres. Ce mécanisme est assuré par un ensemble d'enzymes
antioxydants endogenes tels que : MDA, GSH, et catalase. Ces enzymes constituent une équipe
mutuellement de support de la défense contre les especes réactives oxygénées (Ozenda.,2004).
Mémes résultats ont été obtenus par .A. Abdelaziz et al (2014), lls suggérent que le traitement
des rats par le xyléne a induit une augmentation du taux du MDA tissulaire de foie. Ce résultat
est expliqué par I'accumulation des radicaux libres(Ayala et al., 2014).et aussi la perturbation de
I'équilibre pro-oxydant / antioxydant induite par le CC14 est attribuée a la quantité massive de
radicaux libres réactifs générés au cours de son métabolisme. On pense que ces radicaux libres
sont responsables de la peroxydation lipidique de la membrane plasmique avec nécrose cellulaire
ultérieure (Comporti, 1985; Weber et al., 2003).

le marqueur de la peroxydation lipidique, MDA, a diminué dans les groupes traité avec I'extrait
des noyaux des dattes a des niveaux proches de ceux du témoin. Cette constatation est conforme
a une récente étude de Habib et Ibrahim (2011), qui a démontré que le fait de nourrir des rats
normaux avec un régime alimentaire contenant 300 mg / kg de I'extrait des noyaux des dattes
diminuait considérablement le MDA dans les tissus hépatiques. Cela signifie que I'extait des
noyaux des dattes de trois cultivars, avec son contenu en antioxydants, ont l'activité de piégeage
des radicaux libres qui controle le stress oxydatif induit par le xylene dans les tissus du
foie(Kujawska et al., 2011).

D’apres les études de Narvaez et Song (2003)ont montrés 1'accumulation de xyléne dans les

cellules de foie avec une augmentation de peroxydation des lipides hépatiques .
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Nos résultats indiquent aussi une diminution de la concentration de glutathion réduit (GSH) dans
le groupe traité par xyléne . Le glutathion constitue la premiére ligne de défense contre les
radicaux libres .1l est le principal agent antioxydant non enzymatique intracellulaire (Jacob,
2007). Une fonction majeure de GSH est la détoxication et I'élimination d'especes réactives de
I'oxygene. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément, soit par voie enzymatique
dans des réactions catalysées par la GSH-S-transférase (GSTs). Les conjugués formés sont
généralement éliminés a partir des hépatocytes ou dans la bile. Bien que la plupart des réactions
de conjugaison GSH entrainer détoxication du compose, (DeLeve & Kaplowitz, 1990). GSH
conjugaison consomme de maniere irréversible le GSH intracellulaire, ce qui peut étre expliqué
la diminution de concentration tissulaire de GSH dans le foie. D'autre part, une restauration des
activités des enzymes antioxydants chez les rattes intoxiquées par le Xylene aprées
I'administration d'extrait des noyaux des dattes de cultivars Ghars a été observé ce qui suggere
I'effet protecteur de ces molécules contre les dommages oxydatifs induits par le xylene.

Pour neutraliser les effets indésirables des molécules oxydantes dans les tissus, les cellules
utilisent des enzymes d’antioxydant comme Catalase et GST (Ghosh et al., 2012 ; Ercal et
al.,1996). Nos résultats ont montré une diminution significative et hautement significative de
I’activité de catalase et GST respectivement chez les rattes contaminées par xyléne par rapport le
témoin . Le catalase est un enzyme détoxifient H202 en le réduisant a 1'eau et I’oxygene (Birben
et al., 2012).Ce résultat est en accord 1I’étude Sahar A. Alil et al (2014) qui montre que I’excés
de xyléne diminue I’activité de catalase dans le foie. on peut expliquer la dumintion de I’activité
de catalase par l'accumulation de xyléne intracellulaires a diminué I’activité de cette enzyme
d’antioxydant (Khan et al., 2012).les groupes traité par l'extrait des noyaux des dattes de
cultivars Ghars et Deglet Nour qui montré 1’augmentation de ’activité de ces enzymes peut
expliquer par la capacité de défense équipé par I’organisme (le systeme antioxydant) qui servent
a contrebalancer I'effet des oxydants. Donc, on peut dire que dans le cas de stress oxidatif,
I’organisme induit une augmentation de 1’activité des enzymes antioxydants pour réduire I’effet
des oxydants .

Le systeme enzymatique contient également la glutathion S-transférase qui catalyse la réaction
entre le glutathion réduit et les molécules oxydantes avec la formation des métabolites
glutathion-conjugués (GSSG). Nos résultat est confirmé par I'étude dalia H et al (2014). qui
montre la présence d’une corrélation entre la diminution de GSTs et I’apparition de stress
oxydatif.

Dans la présente étude, I'extrait des noyaux des dattes de cultivars Ghars renforcent la capacité

antioxydante des tissus du foie, comme le montre I'augmentation des niveaux de GST. Fait

60



Etude experimental disc

intéressant, ces enzymes atteignent des valeurs voisines a celles du groupe témoin par rapport le
groupe traité par xyléne.. (Paranthaman et al., 2012).

En général Selon. (Habib et al., 2014), ' analyse phytochimique préliminaire a révélé que
I'extrait des noyaux des dattes possédaient des quantités substantielles de composés phénoliques
totaux et de flavonoides. Cela concorde avec plusieurs rapports selon lesquels l'extrait des
noyaux des dattes contiennent une vaste gamme d’antioxydants (phénoliques et flavonoides) (Al-
Farsi et al., 2007; Al-Farsi et Lee, 2008). Notamment, le concept d'utilisation de produits
naturels comme supplémentation en antioxydants .

La synthése des hormones thyroidiennes est sous le contrdle de TSH, Les hormones
thyroidiennes ont un role général d’accélérateur des métabolismes de 1’organisme., et jouent un
role important dans le métabolisme des lipides et du glucose, la prise de nourriture et I'oxydation
des graisses. Le dysfonctionnement thyroidien est associé a des modifications du poids
(Normand Blanchard H.,2009),Nos résultats indiquent une diminution dans le taux des T4 et T3
et une augmentation de taux de TSH dans le groupe traité par xyléne par rapport le témoin donc
en peut explique cette résultat comme un cas L'hypothyroidie, I'hypothyroidie est un déficit en
hormones thyroidiennes et augmentation de la sécretion de hormone TSH, La glande
thyroidienne n’en fabrique plus suffisamment.il Entrainant un métabolisme lent ,c'est-a-dire une
diminution du taux métabolique Conduisant a une accumulation de graisse parce que il y a
d'accumulation d'xyléne dans le foie pour ce la nous obtenu dans notre résultats augmentation
dans le taux de cholésterol, et il a également été démontré qu'elle est corrélée a un indice
d'augmentation de masse corporelle (IMC). (Hazard Jet al., 2000) Cela réduit la capacité du
corps a brdler les calories consommées, Avec fatigue et manque de mouvement, et ¢a ce que
nous avons observé chez les rats de ce groupe (Hennen., 2001).

Aussi chez les groupes traité par I'extrait des noyaux des dattes des cultivars Ghars et Deglet
Nour montré une augmentation significative des valeures proche de témoin par rapport le
groupe contaminé par le xyléne seulement, c'est-a-dire I'extrait de noyaux des dattes diminué le
manque des hormones thyroidiennes , Et cela a un effet sur Le glande thyroidienne et le foie .
D'aprés (Gallois M., 2008) Diverses associations entre thyroidites et hépatopathies, Nous avons
déja signalé que le foie de ce groupe souffrait d'inflamation et la nécrose, Donc, il y a une
rélation entre thyroidites et hépatopathies

Les altérations histologiques observeées au niveau des hepatocytes sont caractérisées par
I’apparition des inflamations et des nécroses dans le groupe contaminé par xyléne seulement ,
Ces dommages pourraient étre dus probablement a la génération de radicaux libre et a la

peroxydation lipidique induite par xylene. Tandis que la morphologie générale des lésions
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hépatocytaires des rattes contaminé par xylene avec l'extrait des noyaux des dattes des trois
cultivars était bien améliorée et semblait d'apparence tout a fait normale par rapport a celle des

rattes contaminé par xylene seulemnt.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le tonnage des noyaux des dattes a été estimer a 69.000 , Cette quantité est exploitée
uniquement dans la nutrition des bétails. Dans le cadre de la valorisation de cet élément dans
I'alimentation humaine, nous avons entrepris une étude physico-chimique et organoleptique pour
juger a la possibilité d' utiliser la poudre des noyaux des dattes torréfiés des variétés
(Ghars ,Deglet-Nour ,Mech-deglat) comme une boisson chaude.
A ce jour, beaucoup des études ont porté sur les effets biologiques de xyléne qui ont attiré
beaucoup d'attention en raison de leur grand potentiel dans plusieurs applications cliniques et in
vivo. Malgré la large gamme d'applications, il y a un grave manque des informations sur I'impact
toxique de ces produits sur la santé.
L 'objectif ce travail principal d'étudier l'effet toxique de xyléne et I’effets protectrices des
variétés des noyaux des dattes (Ghars ,Deglet-Nour ,Mech-deglat )chez les rattes Wistar Albinos
sur la fonction hormonale et le stress oxydatif .La dose utilisée pour le traitement est 1,2ml de
xylene dans 100 ml d'eau et pour I'extrait des variétés sont 100mg de poudre des noyaux des
datte (Ghars ,Deglet-Nour ,Mech-deglat ) dans 120ml d'eau normale .
Pour cela, nous avons porté notre attention sur 1’étude des paraméters de croissance globale
(Poids corporel, Gain de poids, Poids relative ); biochimiques (Teneurs sérique en glucose,
bilirubine totale, urée et créatinine); activité des enzymes sériques ( TGO, TGP, PAL), les
paramétres de stress oxydant (MDA, GSH, GST, CAT), du foie et les hormones ( TSH ,FT3,FT4
) , et des coupes histologiques de la thyroide et le foie chez le groupe des témoins et le groupe
des rattes traités pour faire une comparaison entre elles , Cette étude a permis de tirer les
conclusions suivantes:
» L’¢étude phytochimique des trois variétés a permis d’obtenir un rendement en termes
d’extrait brut aqueux (3.16 , 4.55 et 2.07 % pour les trois variétés respectivement).
» Les extraits bruts renferment une teneur non négligeable en phénols totaux égal a 0,129 ,
0,132 et 0,169 mg EAG/mg d’extrait.
» Un pouvoir antiradicalaire importante est noté pour les trois variétés représenté par une
inhibition de I’ordre de 14,89, 18,70 et 27,03.
Les résultats obtenus montrent que le traitement par le xyléne induit une hyperglycémie,
augmentation d’urée, créatinine, aussi une augmentation de 1’activité des transaminases (TGO,
TGP), de phosphatase alcaline qui montre que le xyléne induit une perturbation de fonction
hépatique d’une parte , et d’autre part les noyaux des dattes diminuent cette activité , Nos

résultats révelent également une toxicité stress oxydatif chez le groupe contaminés par le xyléne
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, une diminution de taux GSH, I’activit¢ des CAT, GST, avec une augmentation du taux de
MDA dans le tissu étudie (foie) qui indique une perturbation des parameétres de stress oxydatif
par contre les groupes traité par I’extrait de trois cultivas il y a une augmentation de taux GSH,
I’activité des CAT, GST, avec une diminution du taux de MDA par rapport le groupe contaminés
par xyléne.

En plus , les résultats présenté aussi une diminution de taux de FT4 et FT3 et une augmentation
de taux de TSH dans le cas de traitement par le xyléne , par contre dans le cas de trois cultivas il
y a une augmentation de FT4 et FT3 et une diminution de TSH .

En outre, les résultats obtenus d’apreés 1’étude histologique, montre la présence d’une
inflammation dans les tissus étudies, et la présence d’un nécrose hépatique induit par le stress
oxydatif.

Cependant, l'administration orale du trois cultivas des noyaux des dattes sont provoqué une
diminution de I’effet toxique de xyléne en maintenant la fonctionnement de foie dans
I’organisme .

I’accumulation du xyléne dans les tissus hépatique peut augmenter les dégats oxydatifs
favorisant la possibilité d’apoptose et ainsi L’étude histologique du foie confirme nos résultats
car elle indique la présence d’un dommage hépatique qui est exprimé par l'existence d’une
nécrose des hépatocytes.

Selon les études précédentes, 1’exposition a xyléne induit une cytotoxicité au niveau des
tissus du foie, des inflammations cellulaires et des altérations cellulaires via le stress oxydatif.
D'autre part, Un grand nombre des preuves indiquent que les trois variétés possedent des
puissantes propriétés antioxydantes. Elle est connue pour étre une molécule anti-inflammatoire,
et protecteur contre les dommages de stress oxydatif par 1’élimination des actions déléteres des
radicaux libres et par leur capacité a moduler intracellulaire des signaux favorisant la survie
cellulaire du foie.

Pour mieux évaluer d’autres pouvoirs biologiques des substances actives des extraits des notre
noyaux des dattes ; des études similaires in vitro seraient intéressantes et plus prometteuse visant
d’autres activités biologiques .

Des études concernant 1’identification des molécules bioactives. De méme, des études

approfondies sur la pharmacodynamique (modes d’action) de ces principes actifs.
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ANNEXES



PRESENTATION

Fd. 20103, {150 Tass)

A1 : 4 x B0 mi

A3 1 x15mil

A4 : 1 x 3 mil {Lyophi]
PRINCIPE

Lagige sullardique réagil avee le nilrile de sodium pour
donrer de lacide sullanique diazoté. En présence de
dirritiyd sullooyde (DMSO), la bllrubine lotale se couple
avac lacide tlllrﬂ.l'lllquJE' A Fold powr aLatgla Ty
l'azobilirubine,

REACTIFS

Résctil 1 Acide sullanique B0 mmed]
Acide Chiorydrigue 150 menal
Dirnéthylsul loxyde T el

Réactil 3 Milrile de sodium 20 memall

Réactil 4  Etalon Voir préparation de "élalon

ECHANTILLOM

Sérum ou plasma recusilli sur EDTA hépamne, cilrale
ou floruire &f consendd & I'abr de k& lumdne.

MODE OPERATOIRE
Préparation de 'Etalon [Rd)
Aeconstiluer e hophiigat A4 avee exaclement 3ml
desu distilée. Attendre 15 minules. Compléter la
dissolution du lyaphilisal par reteurnements suetessifs
du Racsn. Les concenlralions exasls som |I'r|i!|L!':ll gair
chagque flacom La stabilild & obsturilé aprés
reconsitulion esi de |

- 2 Jours & 20-25'C

- 4 Jours & 2-8°C

- 6 semaines 4 -20°C

0 esl indispensable $eablir un facieur de calibraon
dang les condions du laboralpire dés la reconslituion
de I'élaion 4.

{Core. Bilirubine Total) &akn
Abe: (#akon) - Abs (Blane étalon)

LECTURE

Longueur d'onde : 555 mn (546 Hg)
Tempéralure | arc

Cuve : 1 em d'épaissewr

fénn de I'appared : Blane étalon ou Blamne échariill on

Solution de travail (B.T)
Mélanger 20 vol A1 avee 1 val. &3

Slabilile a I'obscurilé
6H & 20 - 25°C [ 2 Jaurs & 2-8°C

BILIRUBINE TOTALE

Blanc | Dosage| Blane | Dosage

Emionfs | som | sowm
Echantilen 50 50

[Aeauchf A1 1 mll 1T ml

Solution te
travail (8.T) 1 i 1 mi

Métanger & incuber excactemeant 6 minubes & 37°C Fre
lab&prbanos (A) de Fétalon el Féchanlilon oorine ks
blancs.

NEB & Dilwer lex dehantillons de nouvesu-nés au irés
il igues au 145 dans whe solution de Nacl & gl

CALCUL (B.T)

[BilirubineTalale]= "‘W x [Cone. &akan]

[Bilirubine Totale] = Abs (A) échantibon x F

MOTE
prmal /1 0,585 mgd
—
1,710
LINEARITE

20 mpfdl ; 200 mgh { 340 Bmal).

VALEURS USUELLES

0.2 - 1.0 mghdl : 2- 10 mg /1 (3.4 -17 prall)

BIBELIOGRAFHIE
Hijmans ‘Van den Bargha. b, Muller P, Biochem, 77, 90 (1916).
Walters K.1., Gerarde A.W., Microchem. 18, 231 {1970).



PRESENTATION
Pl 200 41, (00 Tustsh Pl D040, 500 Taw) POl 20040, (00R00 Tists)

Ri:2nimal A1t xS0 m A1 o 500
P2 2 2 e [lyeph) A2 ¢ 1 Mt (hegh) A2 2 acor (lagh)
Ry 0 il A3:1xz8mi AY:2x8m

Rd:2ntlmi0zesn:) Fd:1xS0mil(obe e A4 x50 ml 10 2o

PRINCIPE
L'urée est dosée en cinétigue selon la réaction suivanie :

Uréase
Urde + H0 ——>= 2NH;+C0,

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d'hy-
pochloite de sodium réagissent en formant un composé
de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont lntensité
st proporionnelle & la concentration en urée.

REACTIFS

Réactif 1 Tampon
Réaclil 2 EDTA 2 rimod
salicylale de sadium 60 mimold
Mitraprussizie de sodium 32 mmall
Uréase 30000 LA
Phosphaie pH 6,7 60 mmoll
Réaelil 3 Etalon urée 0,50 g1
B,325 mmall
Réactil 4  Hypochlorie de sodium 40 mmol
10x[]  Hydroxyde de sodum 150 mmal

PREPARATION ET STABILITE
Le réactif 4 est a complater avec 90 ml d'eau distillés :
Rét. 20141, 450 ml d'eau distillée R&f. 20148 ou Ref.
20148
Dissoudre |e flacon R2 dans le tampon R1 - réackif A
Les réactifs de travail sont stables : 6 mois 3 2-8°C,

14 Jours & 20-25°C

ECHANTILLONS
Sérum, plasma recueilli sur héparine.
Urine diluée au 1/50 avec de Meau distillés.

MODE OPERATOIRE

Longueur donde 580 nm (578 Ho)
Température : 25-30-37°C
Cuve 1 om o' épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomatre sur le blanc réactif,

UREE COLOR

Methode Berthelot modifiés

Blane Elaon Echantillon
Etalon - 10 ;
Echaniilon - - 10ul
Réacti da
travail A 1ml 1ml 1ml

Melanger, incuber & min. & 37 € ou 10 min. & 30-25°C.
Aputer ensute.

Reactil 4 1 mi 1 mi 1ml

Melanger, incuber § min, & 37°C ou 10/min. & 20° » 25°C.
Lire: contre le blanc.
Stabilrg de la coloration 2 heures 2 'aba de la emisne

CALCUL
0.0 Echantillon
Urég = ———eew'n
0.0 Etalon
ol: n = 0,50

mmoll: n=8.325

LINEARITE
La méthode est lingaire jusqu'a 4 g (66,6 mmolf)
Dians les urines, la méthode est lindaire jusqu'a 100 g/ .

VALEURS USUELLES
Sérum, plasma 0,15 - 0,40 g/
249 - 6,66 mmoll
Urine 20-35 g/24h
BIBLIOGRAPHIE

Balleter, W.G., Bushaman, C.5., Tidwell, PW., Anal
Chim. 33,58

Berihelot, M.PE., Report Chim. Appl. 284 (1850)

Mac Kay, E-M., Rackeyll, J. Clin. Invest, J. ClinInvest. 4,



PRESENTATION

Fll. 251, (220Tests) Full. 20152, (3D00Tesks) R 30153, {1000Temis)

Ai: 2y B0 Fi =3« 500 A1 x500m
A2:2x80ml A2 3 x 500 mi AZ:1x500m
A3:ixiiml R3:3x50 mi A2:2x25ml

PRINCIPE

La créatinine forme en miliew alcalin un complexe coloré
avec [acide picrique. La vitesse de formation de ce
complexe est proportionnelle & la conceniration de
créatining.

Réactif 1 Hydroxyde de sodium 1.6 mall
Reactif 2  Acide picrigue 175 mmali
Reéactif 3  créatinine & moyd
Standard 20 mg
176.,8 pmold

PREPARATION ET STABILITE

Les réactiis sont préts & ['emploi, stables & température
ambiante jusqu'a la date indiqués sur ['Etiqueite.

Réactif de travail: mélanger & pars égales R1 et R2
Stabilité : 1 mais a 20°-25°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recusilli sur héparing

Urine diluée au 1/20 dans |'=sau distillée (tenir compte de
l2 dilution pour le caloul).

MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde: ........c..ooeceeeveen- 452 nm (480 - 510)
TEMPEMBIUNE..cvems e cecrems e erecremeceeind = 30 00 37 °C

Ajuster Iz zéro du spectrophotométre sur lair ou Peau
disfilléa.

CREATININE

Méthade cinétigue colorimétrigue
sans deproteinisation

CALCUL
Calculer & DO = D02 - DO1 pour ke standard et les
échantillons.

4 D0 Echantillon
Créatining = =———————uxn
4D O Standard
mg/d: n=2
mgf: n=20

mol: n= 1768

LINEARITE
La mefhode est linéaire jusqua 150 mgl (15 mgfdl -
1326 pmolf).
Si la concentrafion en créatinine est supéneure a 150

mgl, diluer l'echantillon au 1/2 avec ume solution de
MaCl a 8 gfl et recommancer be test. Muliplier l= résultat

par 2.

Standard Echanilion
Standard 100l
Echaniiion - 100yl
Réact! de traval 1 mi 1 mi

Malanger et lire les densités optiques DO aprés 30
EEL.
Lire ensuite DO2 exactement 1 minute spras.

VALEURS USUELLES
Sérum 0.7 - 1.4 mg/dl
7-14 mgl
61.8 -132.6 umol
Urine 15-25 mkg/24h
BIBLIOGRAPHIE

Henry J.B., Clinical Diagnosis and management 17th
édition, Sauders Publisher 15984,

Larsen K., Clin. Chim. Acta 68, 208 (1872).



PRESEMTATIOMN

Eiewer e Temi] Ao rEeniom Tedldl Al 00 B B Ae IO (30 Al
1 LA FRE -1 ArZwa ArzTamem

R i e vl FOT W 1S W iEa A C W B el ST e TIE E g

PRINCIFE
Dferminalion cindliqgue de lachvile aspariale

aminalranslérase.
La réaclion esi inilide par addition de Mé&chantilion du
patient au réactil. Le schéma réacliomnnal est & suivani:

2 axogiutarale + L-Aspartate GOT Glutamate + aralcaostate
e

Chealooetabe « MADH & H* MOH Malale + NAD"

—_—
Le taux de demandlion de |a concanralion en MADH
esl direclament proportiannel & laclivitd aspanale amina
tramslerage dans Méchani@llon.
GOT: Transaminase ulanique oxaloaseligus
MDH: Malale Dahydrogenase

REACTIFS
Reaceif 1 Tampon Tris PH 7.8 2 30°C B0 mmald
SplutionTampon  L- aspariaie 200 mmill
Reactif 2 Pl D 0.18 mmsA
Subshmat LOH 800 L
MDH E00 LA
Cheoglutaraie 12 mmuolf

PREPARATION ET STABILITE
Aeprandre ke subetral A2 par 3 mi A&l (20042) ou10 mi

A&l (20043) de Tampon Fi. Pour les A&l (20050

&l (200492) reconstiluer chague F2 par un llacon R
cette solulion de iravail est stable - 7 jours & 2-8°C.

= 24 heures & 20-25%C.
ECHANTILLOMN
Sérum ou plasma héparing sans hémalyss.
MODE OPERATOIRE

Ajuster e 2éro du speclropholométie sur Fair ou MNes
digtillse.

Solution de raval 1 mi 3 ml

Préincuber & |a lempérature choisie (25, 30 ou 37°C)

Echanillan 100 300 pl

Mikarger el incuber 1 franute.
Mesurer la diminuiion de la densilé opligue par

minuie pendant 1 & 3 minuies,

GOT-ASAT

Méthode cingtique IFCC
sans phosphate de pyridoxal

CALEUL

& 340 mm ADOrar & 1750 = UdA

LINEARITE

5i la ADOYmiin & 340 ren est supéreune & 0.15, répdier &
teet e diuant féchantiion au 1110 avee une solulion de
MaCl & B g, Mulipher & résullat par 10,

VALEURS USUELLES

255 30°C rc

Famimas s 16UN | Jusoua 22 LW || Jusguth 3108

Heamimss gl U | Jusou’s 28 LA | Jusqu'h 3801

REMARQUE
L'hésmolyse peul inberérer,

BIBLIOGRAPHIE

Bargmeyer H; Bower and Cols. Clin. Chim Acta 70,
(1976}

Bargmeyer H el Wahiegeld Clin. Chem 24, 58 (1978).
mirutes.



PRESENTATION

Pl S, 0 Tomtel A SES7, (100 Tomnl Pl D000, (400 Tarmh P SE0E, (50 Tau)
Fri: i sl Rizi s tilimd Ricd & b Az bu b
P B xSl yepll A0z Sl el Rt s SOl yepnd PR O 0 Oveatg

PRINCIPE

Détermination cinétique de l'activité Alanine amino
transiérase

La réaction est initiée par addition de Méchantillon du
petient au réactif. Le schéma réactionnel est le suivant

2-oxoglutarate + L-Alanine I!ET-GIul.urrmte +Pyruvate
Pyruvate + MADH + H-LDH  Lactate + MAD-
e

Le taux de diminution de la concentration en MADH
est directement proportionnel & ['activité alanine frans
ferase dans ['"échantillon.

GPT. Transaminase Glutanique pyruvigue

LOH: Lactate Dehydrogenase

GPT-ALAT
Méthode cinétique (IFCC)
sans phosphate de pyridoxal

solution de travail 1ml 3 mi

Préincuber & la temperature chodsie (25,30 ou 37 *C)

Echantillon 100 l 300

hélanger et incuber 1 minute. Mesurer la diminuticn
de la densité optigue par minute pendant 1 &
3 minutes.

REACTIFS

Réactil 1 Tamgon Trig PH 7.5 4 30°C 100 memad]

SolutionTampon Alanine 500 mrmali

Réactil 2 NADH 0.1E mmod

Substrat LOH 1200 LN
Croglutarate 15 mmald

CALCUL

& 340 nm ADCmin x 1750 = LA

LINEARITE

Si la ADOYmin & 340 nm est supérieurs 3 0,15 répéter
le test en diluant Féchantillon au 110 avec une solution
die MaCl a 9 g/. Multiplier la resultat par 10.

VALEURS USUELLES

PREPARATION ET STABILITE
Reprendre le substrat R2 par 3 mi Réf (20048) ou 10 mi
Rél (20047) de Tampon 1. Pour les Réf (20040} et (200462)
reconstituer chague R2 par 1 flacon R1.
Cette solution de fravail est stable 7 jours & 2-8°C.

24 heures & 20-25°C.

ECHANTILLON

Sarum ou plasma heparingé sans hémolyse.

MODE OPERATOIRE

Longueur d'onde.........cceece e eeemsesenemsenemrmeans 340 nm
TEMPETAIUE .o . B5-30-37°C
Cuve.......... SE— = =T

Ajuster le zérud.nap-aﬂmphmmalm gur I'air ou l'sau
distillée.

25°C 0°C ki

Fermes | jusqua 18 U | Jusgu'a 22 LA | Jusau's 310N

Hormmes | jusqu'a 2200 |Jusqu'a 29 UA | Jusgu'a SO

REMARQUE
L'hémolyse peut interérer.

BIBELIOGRAPHIE

Bergmeyer H. Schaibe and Walefeld. Clin. Chem. 24
58 - 73 (14978).

Bergmeyer and Horder Clin. Chem. Acta 105 147 F
(1980,



PRESEMNTATION

Ral. 20015, (B0 Tesis)
Ri1:20x 3 ml
REz1 %7 mi

R, 20018, | 100 Tamis)
R0 x 10 mi
R2:1x 11 il

Ral. 20017, (120 Tes) R 20018, {250 Teats)

Rl =4 x 30 mi A1 2 5% 50 ml
RE:2 %7 mi RZ: 2w 14 mi
PRINCIPE

Détermination cndtigue de Taelivilé phosphatase
alealing (PAL) sekn la mélhode recommandee par 1a
sociélé allsmande de ehimie chnigue (DGKG)

PAL
nitro=4 phényiphosphale Hyl) === nitrg 4 phénols phosphaie.

REACTIFS

A1 : Réact! tampon
Tampon diethanolamine (pH o 8) 1 molf
Chlonre de magnésium 0.5 mmall
A2 : substral
Nitr 4 phérylphosphale 10 ramolA

PREPARATION

Aiactil de frava :

Rl 20016 R 3 mi

2 0,3 mi

FEL D20016 Ao ceeceecescenee 10 mi

= T 1ml

FEL D 20017 Rl ceecescones 30 i

- T aml
Al 20018 R 50 i
- - Sl

STABILITE

Stabililé du réactil de travai

-15-28°C ... 5 jours

2B A5 jours

PRELEVEMENT

Sérum, plasma recusdli sur hiéparing, nom hémolyss.

MODE OPERATOIRE

Lengueur d'ende: 405 ren (Hg 400-Hg 420)

Tempéralure: 25°, 30" ou 37'C

Cuve: 1 e dépaigseur

Zére e lapparei: aif oy eai digillée

Crans un bube & hémolyse introduine

Solution de travai 1l
Equilibrar & 26%, 307 ou 37C

Echantilon 20 il

PHOSPHATASE ALCALINE
Détermination Cinétique
Méthode DGKC

altandre 1 minule puis mesurer [augmentation mayenne
de la 000 par minuie pendant 1 4 3 minubes.
CALCUL

405 ... PAL (LWL} = AD.Ovrnin x 2750
410 M FAL (UML) = AD.CVmin x 2910
LINEARITE

Si la variation moyenne de D.OMmin = 0,250 relaire e
lesd an diluant Féchantilon au 145 dans une solulion de
MaCl & Og A at mulliplier be résulal par 5.

VALEURS USUELLES

25 arC for

Enfants | Jusou's 400 U | Jusgu'h 500 U0 | Jusgu's €50 LW

Adulles | +0-150 LA S0-230 M 70300 LA

BIBLIOGRAPHIE
Haussamen TU. &t al Clin. Chim. Acla. 35, 271-273

(1977).

REMARQUE
La measure de Macidld enzymatique sl meilleure dans
les quatre heures qui suivent |e prébivement.



PRESENTATION

Pl 2071 T S IO TR i) Al TEUT 0 Tedl S FETIEEOR T
A mms L H T Azd s B CIH TS 1]

Fom 3 e peaail 5D N RN PO A Db 5 ey
- SFTT | - R T P 1w Fiaz e el
PRINCIPE

L chalesternl @5l masurd aprés ydrolyse enzymatique
puis exydation. Lirdicaleur quinoneimane est lormé &

partir du peroxyde dhydrogene & du aming 4 antipyine
& prégance de phenol &1 de peroxydass,

Déterminalion enymalgue selon |83 rédsclions

siivanies -
Cholesieral eslerass

Esiers de cholesigml + M0 s———xCholesirol+doides gras
Cholesigrol ouydase
Cholesitnol + O, se——Choleshine d=one « 3+ H0y
Péranyrase
M0, & Phénol + Amino- 4 » antipyring=—x Cuinoneiming nse

La guanlilé de quinaneimine formise = propralionnelle
i la concentration de chaleslenl.

REACTIFS

Reéactif 1 Pipes pH E.9 &0 mmald
Solution tampon Phenal 25 mmald
Réactif 2 Chaolesterl ooydsa 300 UA
Percydase 1280 LA

Chalestenl esterase 200 LA

Amince-d-antipyring 0.4 mmald

Réactit 3 200 mpid
Standand 2p
5.1 7 mmaid

CHOLESTEROL
Test enzymatic colorimeatrique
(CHOD- PAP)

Blanc |Siandard | Echandlian

Stancam . 10 pi -
Echantilion ne . 10wl
Rezcaf de tavail| 1mi 1 mi 1 mi

Melanger, lire les densilés optiques apres. une incu
bation de 5 min. & 3™ C.
La ooloration est stable 30 minutes.

CALCUL
0. Echantillon

Cholasiaral = X

0.0, Standard

migid - n= 200
o n=2
el : n=517

LINEARITE

L rredthocke et lndaine juscua 6 gl (B00 mgid - 15.4 mmollL
Sila concentration en cholesterel est supdrieurs & B gl

diluer I'Achaniillon au 172 aves une saolution de MaCl
& 9 g el relaine & fesl. Mulliplier be résuliat par 2.

VALEURS USUELLES

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre |& contenu dun flacon de A2 aves un Macon

de tampon R

Le réactil de travail est slable : 1 mois & 20 - 25°C
4 mmois & 2 - B°C

ECHANTILLONS

Sérum

Flagma recusili sur hépanng

MODE OPERATOIRE

Ajuster le 2éro du speclropholométre sur le blane réactil,

Sérurn, plasma 3,6 & 5.7 memolf
1442290
140 & 220 mp/dl

BIBLIOGRAPHIE

Trindes P, Ann. Clin. Bioehem. 8, 24 (1963)
Riehmand, Clin. Chem. 18, 1350 {1973)
Fasee C.F., Cin. Chem. 16901 (1982)



PRESENTATION

REC D01 3, (240 Tests)  AE! 20132, (120 Tesw) TRIGLYCERIDES
Ri:ZxiZm Ri:4x3cml ] el .
RZ:2facons(hophy A2 : 4 facons {lyoch) Methode colorimetrique enzymatique
A3adml R3:1xzml (GPD- PAP)
AEt 20138, (500 Tess) )
Bl:5x120m
A2 : 5 facon:s fiyoph]
A3:2asm
Blanc | Standard | Echantillon

PRINCIPE
Laa trighrcarides sont détermings selon les réactions Standard - 10 ul -
EUWWML;JUWHB s Echantillon - - 10 ul
——— O e+ Ades gras Réactf de wavail | 1ml | 1mi mi

Glycarakinase, Mg
Gylcarl + ATP = Glycérol -3-F + ADP Meélanger st lire lez DO aprés incubation de 5 min a

Glycanl-3- Phosphats cxydass
GCAro-3-PRosohats + Os — = HoOw+ Dinydrgyacsions-P

Parxydass
Ha s + Aming-4-Antizyring + chlor-4-phénol == Quinane ross +H20

REACTIFS

37°C ou de 10 min & 20-25°C. La coloration est
gtable 30 minuiss.

CALCUL
D_0. Echantillan
Trighoerides= — xn
0.0 Standard

mg/dl ;. n=200

gl ; n=2
mmotl : n=228

LINEARITE
La mathode eat lingaire juagu'a 10 gl (1000 mgidl -11,4
mmodl). 5i la concantration est plua importants, diluer

["achantillon au 110 avec une golution de MaCl & 8 gl
at refaire | dogage. Muliiplier le résultat par 10.

Reactl 1 Tamgon plpes pH 7,2 50 mmoll
Solutian tampan Chiso-4-phandl 2 mmali
Reactli 2 Lpoprotsing lipase 150000 LI
Bnzymas Glycanokinass B0 L
GElyearod 3-P-Ouydass 4000 Un
Pergayoass 440
Aming-d-amtipyring 0,7 mmad
ATP 0,3 mmoll
Réactlt 3 Standand ghycéral 200 mgkal
Stangard [an trizkéing) 21
2,28 mmoln

PREPARATION ET STABILITE

Dizaoudre s lyophilizat A2 avec un flacon de tampon R1.
Stabilite du reactif de travail - 1 semaine a 20-25°C
4 gemainss a 2-8°C.

ECHANTILLONS

Samum, plaama recusilli ur haparins.

MODE OPERATOIRE

Longusur d'onds .......cceeeeeer e 000 1 (490-550)
TEMPSTAIUNS ©eeceecemsece e

Cuve eemeeeenmeeee | G 'BpRIEESUD

Ajugtar la 2o duapﬂn:tmphntﬂmatra gur |s blanc

VALEURS USUELLES
Fammes 40 - 140 mgddl
0,40 - 14090
0,46 - 1,60 mmolA
Hommes 60 - 185 mg/dl
0,80 - 1,65 g
0,88 - 1,88 mmiol

NOTE

Les triglycérides sont stablea dans ls aérum 3 jours
a2-8c

BIBLIOGRAPHIE
Fossali P, Prencipe L, Clin. Chem. 28, 2077 (1082
Young D., Peataner L, Clin. Chem., 21,5 {1875)



LIAISON® FT4 ([REF] 311611)

1. UTILEZATION

Dosage i vitro pour ka determination quantitative de |3 thyroxine liore (FT4) dans le sérum et ke plasma humalns, Le dosage dot &tre efectue
SUr I25 autamates de |3 gamme LIAISON® Analyzer.

2 INTERET CLINMIUE

L3 glande thyrolde secréte I3 thyroxne {T4) dans Ia circulation sanguing, o plus de 99,9 % de Mormone est fide & des protéines de transport
(1, 3). Cependant, seule la fraction Bore de a T4 (FT4) est physiciogiquemert aciive {2, B).
La FT4 induit une stimulation métabelique | ag par rétroconirle sur ['axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien. Contralrement 3 la mesure de
la T4 totake, la mesure de Ia FT4 est indpendante des protéines de transport [TBG [Tyroxne Binding Proteln], TBPA [Thyraxine Sinding
Prealbumin], alouming). En ralson de 53 sensiling et de 53 spechictie elevees pour b dysfonclonnement de | thyrolde, |3 FT4 dewral
toujours Etre déterminge chez les palents présentant des anomalles des protéines e fransport [4).
Des taux anormaux de protéines de transpart peuvent avolr diférentss causes (7)
congénitales | hypertnyrodnémie dysalbuminémique famllale (FOH syndrome), hyperthyroxinémie prealbumine-assockée, diminution
congénitale de 1a concentration de TEG
pryEIcioglgues © grossesse, post-panum {3)
prise O medicaments : contraceptits orau, sabcyiates, heparine
graves pathologies sous{acentes (maladies non thyrofdlennes (MNT)) - Insuffisance rénale chronique, Infarcius du miyocarde, hépatite algue,
cihiss hépatigus, anarexle nervause, Infectians graves, état post-cpératoire &t post-raumatizme.
La détermination de |3 concentration en T4 lore permed les differenciations diniques entre Mhyperfyraxindmie euthyroidienne of Myperhyroidie,

& et Mypathynooinédmie eulhyroidienne el (hypalhyraidie.
3. PRINCIPE DU DOSAGE

La methaoe de determination quarnitative ge la FT4 repoes sur la méthode SPALT (Solld Phase Antigen Linked Technlgue).

Les parficules magnedques (phase sollde) somt revéfues dun complexe T4-probaing ; un anbicarps monodonal est lié 4 un dédvé de Msoluminal
{conjugue anticorps-lsaluming).

Pendant Mncubation, |3 FT4 enfre en compé®iion avec | complexe T4-proléine pour les sies de laison sur FanScorps mangué.

Agrés Nincubation, ke matériel non lié est diminé par un cycle de lavage.

Ensuiie, la réachon de chimiuminescence débule par Mnjection aulomatigue des réactfs Starfer dans Ies modules réaconneds. Le signal
lumineux, &f par consdguent |a quantte de conjugué anticorps-Solumingd, est mesuré par un photomultplicateur en unités relatives de
[uminescence (RLL, relative Bght unlts) & Indigue Ia concentration de FT4 présemte dans les étalons, les échantilians ou les contréles.

4. MATERIEL FOURNI

L'ardre des réaclifs esl be méme gue celu des compartiments du réactil Inlesgral.
Riactit Inbagral pour 100 détarminations

23 ML [coms| Phase solide :contenant des particules magnétique revetues d'un complexs Td-probéine (lapin), de la SAB
(sénimaltuming bovine) et de I'azkde de sodlum 4 0,08 %

1.0 mL [cALll] Etalon 1, bas : contenant du sérum humaln aves adjonclion dantigéne T4 et de Fazke de sodlum 3 0,09 %
1.0 mL [callz] Etalon 2, haut: contenant du sérum humaln avec adjoncon d'antigénse T4 et de 'azide de sodium 3 0,09 %

230 mL |cowd| Conjugué: contenant un antcorgs monoconal antl-T4 (sourls) margué 3 Plsslumingl, de 13 SAB (sérumaloumine
bovine) et de I'azide de sodlum 4 0,08 %

Tous bes réactifs sont prils  lemplol

d

Matriel nécessalre, mals non fourrd {relatit au systéme)

Automate LIAISON® XL Analyzer sutomate LIAISON® Analyzer
LIAISON" Wash'System Liquid (|REF| 319100) | LIAESON" WasniSystem Ligukd {|REF] 319100)
LIa1SoN" XL Waste Bags (REF] %0025) LisisoN" Wasie Bags ([REF] 450003)
LIAISON® XL Cuvettes ([REF] KDO1E) LIAESON" Module [[REF] 318130)
LIAISON® KL Starer KIt {[REF] 313200) LIAESON® Starter Kit {[REF] 319102) ou LIAISON® XL Starter Kit ([REF] 319200)
LIAISON® XL Disposable Tips ([REF] K0015) | LIAISON® Cleaning KIt {[REF] 310980)
LIAISON" Light Check 12 ([REF] 319150)

=

at#riel supplémentaire nécessalne

LIAISON® Cartrol Thyrold 1 ([REF] 3882139)
LIAISON® Contral Thyrold 2 {[REF] 383229)
LI2ISON® Confrol Throld 3 i[REF] 389238}




& PRECAUTIONS DUTILESATION

Risené 4 un u=age diagnastique [n viim.

Tous les produits d'origine humaine uiiisés pour la fabriaSion des composants de ceite tousse ont £48 analysés et 58 50Nt aVEres Nagadls en
Ap HBs, en antcons and-yHC ef en anticorps antHiH-1, ani-ViH-2. Toulefols, puisqu’il n'existe aucune méthode de test garantissant labsence
tolale dagenis pathogénes, toul malériau d'origine humaine doil étre considénd comme poteniellement Infectiew: 2 dolt e mankpulé avec
précaution.

&. REGLES DE SECURITE

N pas manger, nil bolre, nl fumer ou 52 maguller pandant ke dosage.
Ne pas pipeter avet 1 bouche.
Evlier tout comtact dinect aves Mensemible du matérel potentlelizment Intectieus en portamt des veiements de Isboratore, des lunetizs oe
protection et des gants 3 Usage unigue. 3& laver soigneusement les Mans & 12 0 de chague dosage.
Evlier de provoquer des claboussures ou des vaporisalions. S1cela amivalt, chague goutte de réac bicicgique doit e nefioyée aves Lne
soluticn dmgpechicete de sodium contenant 0,5 % de chicre 208 et e moyen uilllss dolt Btre irallé comme un déchiet Infeclieu.
Tous les achanilions f [Bs réacifs contenant du matérisl biciogique utlkses pour effechusr le test dolvent &e consldenss comme sUscegtibles
de ransmetire des agents Infectiews. Les déchets dolvent &re manipulss avec précaution &t e éliminés comformement aux direcives du
laboratolre ainsl QuUaux dispostions réglementalres en viguewr dans chague pays. Le matérlel réutilsable doft tre stérfise de manire
E| fes conformement d ka ieglsiation et auyx dlreciives locales. Vammer 'emeache du cycle de siérllsatonidecantaminatian.

& pas utliser de fusses ou de composants dont I3 date figurant sur ['Stiquette et dépassee.

Réactits contenant de 'azide de sodium (< 0,1 %) [CE Mo : 247-852-1]
DIRECTIVE CE No 1272/2008
MENTIONS DE DANGERIRISQUE | ELIH 210 - Fiche de dannées de sécurtté disporible 5ur demande

7. PREPARATION DES REACTIFS

7.1. Réactif Intagral

Sulvre scnupuleusement les précautions sulvanies concemant & manlpulaton des reactis :

Remilze an suspenaion des particulss magnatiques

Les parficules magnetigues dalvent &re remises en suspension Int2gralement avant de placer ke réacT Imegral dans Fawnomale. Zuhre [es
étapes Indiquées o-apres afin de garantlr & mise en suspensicn complete des pariculies |

dvant d'ter le= opercules des compartiments, agiter légérement le compariment des particules magnédoues 3 l'aide de la moletie usqu'a oe
que la salution soit maron. Le fait Cagiter horzontalement |e réactif integral doucement et avec soin favonses la suspenslon des particules
magnedques (Eviter cepandant la formation de mousse). Contrdler visuellement e fond du compartiment des paricules magnefiques paur
s'awmrer que toutes |es particules sédimeniges ont &l effectivement remises an suspension. 3i nécessaire, répéder la procédure jusqu'a ce
que toutes les particules magnetiguss alent ebs remises en suspenskon. Retirer les cpercules ot essuyer doucement |3 surface de chague
sapbum pour &liminer e lqulde résiduel.

Formation de mousss dans |es réactits

Pour garandr les presiations ootimales du réactly Integral, I est Indispenzable d'éviter ioute formadion de mousse. Observer les recommandations
suparies afin dempécher la formation de mousse |

Avant toute utllsation du reach Integral, conrdler visuellemeni Ies réaciis et noamment ke éElons (shués en dewndéme et frolsléme paskian
aprés le compartiment des paricules magnetiques) pour exciure |3 présence de mousse. Sl aprés |a remise en susDension des paricules
magniétigues il ¥ a formation de mouwsss, placer le réactf inlegral dars fauiomate et lasser la mousse se disperser. Le réac® Inbegral est pret
4 l'emploi lorsqu'il 2 &4 laissé au repos & finlériewr de [‘aviomaie, lorsgue les partioules magnétigues soni mainienues en agitagon
automasquement et que 13 Mousse A £12 enferement disperses,

Chargement du réactil Integral dans ls compartimant & réactds

Automats Analyzer

Placer ke réadif intégral dans e compartiment 4 réaclifs de 'automate d'immunoanalyse, en veilani 3 oz que |'eliquette 3 Codes-bames 5ol
4 gauche et athendre 30 mirutes avant utilisation. Pendant cefie peripde, les particules magnetiques somt agihses ef remises en suspension
automaiquement.

Se reporier au manue| dutiisation de Faulomate pour charger les échanidlions el démarmer le st

Automate LIAISON® XL Analyzer

Lautomate LIAISON® XL Analyzer esi pourwu d'un dispositif magnétigus inteme, & 'étal solide, qui favonss |a dispersion des miooparticules
avant de placer un réachf iniegral dans e compartiment & réactifs de fauiomate d'immunoanalyse. Se reporier au manued d'ullisation de
[ afomate d'immuncanalyse pour avoir des renseignements détailles.

Placer le reacif Integral dars I ralinure prévue a oot effel

Laiwser neposer e réact integral & Pintériewr du dispositif magnétique 3 i'état splide pendant au moins 30 sscondes (et jusqu'a plesiers minsss).
Fiépéter roperation & nécessaln,

Placer le réadif iniegrl dans le compariment & réaclifs de Faulomale d'immuncanalyss, en veillant 4 o= que Métiguetie soft 4 gauche st atiendre
15 miruies avant utllsation. Pendant cetle pariode, les paricules magnedques sont aghées et remises en suspension aulomalquement.

Se reparter au manuel| dutiisation de Maulomate pour changer les &chandlions el démasmer be test.

7.2, Contriles

Consutter ks Instructions des frousses LIAISON® Canirol Thyrold 1 / LIAISON® Coeingl Thyrald 2/ LIAISOM® Cordrod Thyrold 3 pour 13
préparaiion &t la manipulation adéquates des coniries.



8. CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFS

8.1. RéacHf Intagral
Farmé : stable 3 3-8 "C juscu'a la daie de péremption.

Ouvert et & bord de Fautomate ow 4 2-8 °C : s1able pendant 2 semalnes (valr § 12).

iy berme de oe délai, il est possiole dutiliser le réactf integral si les conirdles restent dans les imiles atendues,

Toujours uliser ke méme automate dimmunoanalyss Luison® ANGlYZer pour um réact | d8}& ouvert

Le Integral ool &tne comearve verticalement afin oe fadiner 13 remise en sUSpension U Ure des paricuies magnedgues.

Utlliser k2 portolr de stockage fouml aves les automates de 3 gamme LIAISCN® Analyzer pour I3 conservation du réact? intégral en poshion
varicalke

Conserver i Nibrd dhe loubs hurrs diracle.

9. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Gulvre k26 Instructicrs générales pour ke préléyement des achantiions.

Type déchantlion : s2rum, plasma.

5i e test n'ast pas effsctus be jour du prélevement de Méchandlion sanguin, séparer le sérumiplasma du sédiment et e consenver dans un fube
disinz.

Conservation 4 2-6°C 248N,

PoUr g6 durees plus longues, congeler & -20 °C.

Evhar de repeter les oytiés oe condelation-decongelation.

Les echanllons conserves dotvent e blen mélangas avant [e dosage (agitateur de type voriex).

e pas Llllser des echantllons fortement némalysés ou pémiguss, ni des échandlions comienant des particules en suspenskan ou une
contaminalion microbienne évidente.

Me pas utliser [es echantlions coaguis.

Le volume minimum d'&chantillon nécessaire pour une seule analyse est de 200 pL (30 pL d'échanglion + 150 L de volume mort).

10. ETALONNAGE

L'uliisation des éalors spécifiques & chague dosage permet d'ajuster les valeurs mesurées en unités relatives de iuminesaence (RLU) BUr 13
courbe maitresss atiribuée. Une solution d'étalonnage permet d'efiectuer jusqu'a 6 etaionnages (au i)

Le ré-etalonnage en tiplets esi obligaioine chagque fois gu'au moins une des conditions sulanies s'applique

- Unnrouveau lot oe reactts Inbegral cu de réaciils Starter et ulllis2.

- Ledemier éalonnage 3 &te effectue Il y a plus de 14 jours.

- L'auiomate d'immunoanalyse a subi un eniretien.
- Les valeurs ge6 conindles sont en dehors deg lImies anenduss.

Automaie LIAISON® ANalyZer : les valeurs des élalons soni enregistrées dans le code bamres de ['éliguetie du réactif Inbegral,
Automaie LIAISON® XL Analyzer : les valeurs des éalons sant enregisirées dans ['étiquette d'identification par radiofréguence
(Radio Frequency IDentifcation transponder, éiqustte RFID).

11. PROCEDURE DE DOSAGE

AN 355U |5 periomances apdmales du Cos3ge, SUNTE StErvement ks INGTucIons contenues dans le manuel dfutilsation e Faubmate
dimmuncanalyss.

Automate LIAISON® Analyzer © fous les parametres du dosage sont kenfiés par les codes-bames figurant sur Peliquetie du réactf Inteqral.
S| Fetiquetts & code-Dames ne peut &re lue par Fautomate dimmunoanalyse, ne pas utliser le réace inegral. Ne pas Jeter ke raact Integral ;
contacier votre assistance tecanigue DiaSerin locake pour obtenlr des Instructins.

Automate LIAISON® XL Analyzer : 0Us ks parameines du dosage somt ioentfies par les Imormations codies dans Metiuetie qdenitication par
radoequence (Ratlo Frequency IDenfiication ranspander, lquetie RFID) du réact Integral. 1 Méiquette RFID ne paut &e lue par auomate
dimmunoanalyse, ne pas utilser le réacs Integral. Ne pas Jeter le réacttf Integral ; contacter voire asslstance fechnique DiaSonn locale pour
obbeir des Instrucsons.

L'sutomate LIAISON® Analyzer exécuts las opérstions sulvantes :

1. Diskibution de I'echantilon, de M'étalon ou des coniriles dans le module de réaction
2. Distibution des particules magnetiques revistues (phase solte) et du conjugue

3. Incubation

4, Lavage avec le WashSystem Liguid

5. Ajout U réacH Starter et mesure de ka umiére émise

L'sutomate LIAISON® XL Analyzer exécuie les opérations sulvantes -

1. Disfribution de 'dchantilion, de I'#talon ou des contrdles dans [a cuvetie de réaciion
2. Distibutian des particules magnetiques revetues (phase solite) e du corjugue

3. Incubatian

4, Lavage avec ke Wash/System Liguid

5. Ajout du réact! Staner ef mesure de & lumiére émise



uaison® Fr3 ([REF] 311531)

1. UTILISATION

Cisape in wine de |3 tricdothyronine lore (FT3) dans ke sérum et le plasma humains. Le dosage est un test automatise sur les auiomates
de la gamme LIAISON® Analyzer.

2. INTERET CLIMIGUE

Chez les sujets sains, la glands thyroide secréte erwviron 5 a 10 pg de ficdothyroning (T3] par jour. La T3 circulante est, pour sa majeure
partle, produlte par désodination périphénque de la T4, aingl ke taux de sécrétion joumalier de T3 totale est d'environ 20 pg (8). Dans e
srum, les hormones thyroidiennes sont liees 3 des protéines de transport ef, seule. leur fraction libre est physiologiquement active (2, 3
Dans I'hyperthyroidie, |es Mesures de T3 totale et de T3 libre sont de bons indicateuns DIMIMEE de la savente de la th'_u.-remu:-n'te
L'intérét de ka T3 libre vis-3-vis de |a T3 est de ne pas &tre influencés par les variations en protgines de fransport de |a T3. La signification
clinkque principale de la mesure de la T3 libre (ou de ka T3) est didentifier les patients atieints de thyréotodeose présentant des taux de T4
et de T4 libre nommawus et des taux de T3 elevés. La détermination de |a T3 libre est aussi ufile pour idenifier les patients présentant une
hyperthyroidie infraclinique avec des taux de TSH sénigues nuls et des taux de T4 liore et de T3 lbre normaux (3, 4). La grossesse,
I'utiization de confraceptifs oreux ou bes cestrogénes peuvent augmenter les concentrations de T3 totale, alors que les concenirations en
T3 libre restent inchangees (1)

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La méthode de determination quantiative de la FT3 repose sur la methode SPALT (Solid Phase Antigen Linked Technique) Les parficules
magnétigues (phase sobde ) sont reviiues dun complexs T3-protéing ; un anticorps monodonal est ié & un dérivé de solumingl (conjugua).
Fendant la premiéne incubation, Mormone libre (FT3) présenie dans les étalons, bes échantillons ou les contrdles == B & l'anticorps
monockonal (corjuguee). Pendant |3 seconde incubation, le corjugué réagit avec le complexe T3-protéine lie 3 la phase solide
Apres Mncubation, le matériel non lie est eiming par un cydle de lavage.

Engulte, la réachon de chemiluminescence débute par injection aulomatique des réactifs starter dans les modules réactionnels. Le signal
lurrinews, est mesure par un ghotomulliplicateur en unikes relstives de luminescence (RLU, relative Bght units) et indigue |a concentration
de la FT2 présents dans les efalons, les échantillons ou les contrdles.

4. MATERIEL FOURHMI

L'ordre des réactifs est ble méme gue celul des compariments du réacsf Integral.
Reactif Integral pour 100 déterminations

23 mlL [GORB] Phase solide : contenant des particules magneétigues revetues d'un antigéne conjugue, de la SAB
{z&rum albumine boving], et de azide de sodium 3 0,08 %

10 mL Etakon 1, bas : contenant du sérum humain avec adj:-rm d'antigéne T3 et de l'azide de sodium a 0,08 %.
10 mlL [CALZ] Etslon 2, haut: contenant du sérum humain avec adjonction dantigéne T3 et de I'azide de sodium 3 0,08 %.

120 mlL [Cond| Cur'gugue contenant un anficorps monoclonal ant-T3 {I‘I'1DLI‘I:IJI'|] marqué a lsclumingl, de la SAB
{zerum albumine boving], et de azide de sodium 3 0,08 %

Tous les réactifs sont préts 4 'emplol.

Materied necessaire, maks non fowmni (relatif au systeme)

LIAISON™ %L Analyzer LIAISON® Analyzer
LLAISON* Wash/System Liquid 319100) | LIAISON® Wash/System Liguid 319100)
LIAISON® XL Waste Bags X0025) LIAISON® Waste Bags ([REF] 450003)
LIASOM® XL Cuvettes ([FEF] X0016) LIAISON® Module ([REF] 219130)
LLAISON® XL Starter Kit ([REF] 319200) LIAISON® Starter Kit ([REF] 319102) ou LIAISON® XL Starter Kit ([REF] 318200)
LLAISOMN® XL Disposable Tips ([REF] X0015) | LIAISON® Cleaning Kit ([REF] 310880)
LIAISON® Light Check 12 ([REF] 218150}

Materied supplementaire nécessaire

LIAISON® Contral Thyraid 1 (JREF] 289218
LIAISON® Contral Thyraid 2 ([REF] 289220)
LIAISON® Control Thyreid 3 (JREF] 280230)




5. PRECALTIONS D'UTILISATION

Seulement pour usaige diagnosioue 1 v,

Tous les produits dorigine fumaing utlises pour |a fabrication des composants de ceffe trousse ont ét@ analysés el ont &t trouves
neégatifs en Ag HBs, en anticorps ant-vHC ef en anticorps ant-viH-1, ant-1H-2. Towefois, puisqu'il n'existe aucune méthode de tesi
garantissant l'absence tolale d'agents pathogénes, on doit considéser tout matériel d'ongine humaine comme &ant pofentiellement
imfectieus. C'est pourguoi il fawdra le manipuler avec précaution.

. REGLES DE SECURITE

Me pas manger, nil bolre, nil fumer ou 58 magullier pandant b2 dosage.
Me pas pipefer avec 13 bouche.

Evhier tout contact direct avet Mersemble du matérel polentieiement Infectieux en partant des vélements e laboratoire, des luneties de
protection &t des gants 3 usage unigue. 3e laver soigneusement les malns & la fin de chagque dosage.

Evlier de provoquer des claboussures ou des vaporsations. 5i cela amivall, chague goutte de réacti biniogique dolt &tre nefioyée avec
une saluticn gmypochionte de sodlum contenant 0,5 % ce chicre actlf et ke moyen Ulise doft e trale comme un déchet Inflectiet,

Tous Ies echantilions et les réacils contenant du matériel biciogique utlises pour efiectuer |e test dolvent Sre conskdénts comme
susceptibies de fransmetive des aqerts Infectieuy. Les dechets dolvert &ve manipules vec pracaution et ire aimings conformement auy
direcves du kaboratolre alns| qu'al disposiions reglementalres en Wgueur dans chague pays. Le materiel reutiisable ook &ve stelise de
maniérs appropriée conformament & I leglslation ef au drectives Incales. Vértler FeMcactte du cycle de sterisalondacontamination.

Me pas utliser 02 Irousses ou o2 Composants dont i date gurant sur ratiquete o6 cepassee.

Réaciifs contenant de I'azide de sodium (< 0,1 %) [CE Mo ; 247-852-1]
DIRECTIVE CE Ho 12722008
MEMTIONS DE DANGER/REZGUE | ELH 210 - Fiche de donnges de securte disponible sur demande

7. PREPARATION DES REACTIFS
7.1. Raactif Intagral

Suhre sonupuleusement les precautions sulvanbes cancamant la manipulation des reacts

Remize en suspenalon des partlcules magnétigues

Les parfioules magnétiques dofvent &ire remises en suspension inégralement avant de placer e réactif imtégral dans Fawtomale.
Sulvre les &tapes Indlquess chaors aNn de garantr la mise en susenskan compléte des particules :

Mvant d'bter les opercules des compartiments, agiter iégénrement e compartiment des particules magnétiques & Maide de la maletis jusgu'a
2 gue |3 solution s0R mamon. Le fait d'agiter horizontalement e réachf intégral doUcement et avec sdin Taworlsera |a suspension Oss
particules magnetiguss (evher cependant I3 formation de mousse). Conirdler visuslement le fond ou compariment des pariicules
magnétiques pour s assurer que toules les parfiodes sédimentées ont &té effectivement remises en suspenslon. 51 nécessalre, répéter la
procédure jusgu'a ce que toules les paricules magnétiques aient 848 remises en suspension. RErer [es opercules et esEUYEr doucement
I3 surace de chagque sepium pour &iminer ke liquide residuel.

Formation de mousss dans les réactis

Pour garantic les presiaions oplimales du réaclif intégral, il est indispensable d'éviter toute formaton de mousse. Observer kE5
recammandations suivantes afin d'empécher la formation de mousse |

Avant toue ulllsadon, comroler suellement les réaciifs el nolamment les éalors (SRUes en dewdéme et rolskeme position du réacll
Imtégral, amres | compartiment dies particules magnétigues) pour exclure 1a présence de Mousse. S| apres Ia remise en sUspenslon oes
particules magnétgues i y a formation de mousse, placer le réactif intégral dans 'artomate o laisser la mousse se disperser. L2 reactl
imtégral est préd a lemploi Iumquﬁl a élé lakssé au repos 3 l'inléneur de 'aulomate, lorsgue les particules magnét QUEs sont malmenugs en
agitaon automatiguement et que [a moussa 3 &2 entiérement dispersee.

Placer le réactif integral dans le compartiment réactifs de Mautomate d'immuncanalyse
LIAKSON® Analyzer

Placer | réactll Intégral dans ke compantiment résctfs de Fautomate dimm atiquelte des codes-Dames soit
a gauche et attendre 30 minuies avant utisation. Pendant cette pariods, les mmsmmﬂmmmsm

autornatiguement.
Se reporier 3 manuel dutiisation de Fauiomate LLAISON® pour charger ke chantlians e démarmer be test.

XL Analyzar
L'automate LIAISON® XL Analyzer et pounvu d'un dispasitif magnétique interme, & fetat solide, qui favonse b dispersion des micoparticules
avant de placer un réactif intégral dans e compartiment réadtifs de Fautomate d'immunoanalyse. Se reporer au manuel dudlisation de
l'auvtomate dimmunoanalyse pour avoir des renseignements detailkés.
Placer le reactlf Imegral dans |3 minure prévie 3 cef effiet
Laisser reposer e réactf integral & I'miénieur du dispositif magnétgue a Métat solide pendant au mains 30 secondes (e jusgu'a plusieurs
minuies). Répéter Mopération =i nécessaire.
Placer le reacH Imgral dans ke compartiment dacttls de Favtomate dimmuncamalyse, en ayant soin que Métiquetie soit 3 gauche &t attendre
13 minutes avant utllsation. Pendam cetie panods, les paricLies magredques sant aghées ef remises en Suspension auomatiquement.
Se reporter au manuel dutiisation de Fauicmate LIAISON® pour changer kes Eﬁ'I-EI'ImH]HE-E‘I denamer be test.

7.2. Contrbies
Consulter les Instructions des trousses LIAISON® Control Thyrold 1 7 LIAISON® Contrel Thyrold 2 / LIAISON® Conrol Thyrold 3 pour 13
préparaton et la manipulation agequates des coniriies.



&. CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFS

8.1. Réack

Avant ouverture : stable 3 2-5 °C d |a daie de péramption.

Ouvert ot & bord de I automate LJ%FM EH%WMM&M[\W& 12}

&y dela e o2 oefal, 1 est possible dudliser le ractt Intégral & es contriies resient dans les Imies afienduss.

Toujours utiiser le méme LIAISON® Analyzer pour un réactf Integral oeja ouvert

Le réacH est @ comsanver verticalement afin de Tacliter |a remise en su des .

Utiizer la E fourmi avec kes automales dimmunoanalyse de la gamme MWWMMWIFWWH du réachf Imtegral en
posilon verticale.

Conserver & l'abel de toule lumigre dinsCie.

5. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

SuTe ket INstructions penérales pour e préévement des echanlions.
Type dféchantilon © 547M, plasma {henanne, cirate ou EDTA).

Zi | test nlest pas effectué le jour du prélévement de Féchantilion 5anQuin, S4parer e sEnUMYpEasMa du sadiment ef e cansenver dans un
bube sEpare.

Conservationd 2-8"C 124 h,

Pour des ourdes plus languss, congeler & -20 "C.

Evtter ge s cyees o congetaon- aecongelaion
Les échantllions conserves Bire bien melanges avant le dosage (aghateur de type vorex).

Me pas utlliser des achantilions forbement hemolysss ou lipémigues, nl des échanillons contenant des particules en suspension ou une
corfaminaicn microbienne évidents.

Me pas ulllser les echantllons coaguids.

Liz volume minimum d*échamtillon néosssaire pour une analyse est de 200 pl (80 ul d'échantilon + 1580 pl de valume mart).

10. ETALONMAGE
Le tesi des solulions d'éalonnage spédifiques a chaque dosage permet dajusier les valewrs mesufBes &n Unités relaiives de luminescance
(RLLI) 5ur k& coure malinesse . Ling solution détalonnage permet & jusqu'd & talonnages (au tokE).

L& re-étalonnape triple est obligataire chaque fois gu'aw moins une des conditions suivanbes s'3poilgue

Un mouveau ot de pack de réaclls (Integral) ou de reachl Staer est uills2.
Le desnier ealornage a &t efisciug |y 3 plus de 14 jours.

L'auiomate d'immunoanalyse a subi un entretien

Leg valeurs des oinies som en dehors des imibas Fiendues.

LIAISON® Anaiyzer - les valeurs des étalons sant envegisirées dans le code barmes de ['stiquetie du reactf imegral.

LIAISON® XL Analyzer : les valeurs des £3lans sont erregistiées dans e t les identiicatons 3 radofequence (Radio Freque
IDentiMcation transponder, RFID Tag). e s "

11. PROCEDURE DE DOSAGE

&dn ﬂ'ﬁmﬂﬁ-mmmﬁﬂdm&mmﬂmm les Insmucilons conbenues dans k= manug dutllsation de
automate B,

Automate LIAIS - 10US |e6 parametes du dosage sont kentis par les codes-barmes Sgurant sur Tebquette du react Integral,
5l Mebiquette 3 code-bames ne paut &re |ue par Fauiomate dimmunaanalyse, ne pas UTiser i éactl intéoral. Ne [a5 jefer le react Integral
contacter voire assistance technigue DiaSonn Incale pour obtenir das nsiuctions.

Automate LIAISOMN® XL Analyzer - tous les parametnes du dosage sont ldertifiés par les Informations codées dans 'etiguette didenticaton
par radiofréquence (Radk Frequency IDentification transpander, etiquette RAIDY du réactf Intgral, 54 Nediquette RAID ne peut &re e par
[automate dimmuncanalyse, ne pas Wiiser Je reactr Ne pas Jeter |e reacti Intégral ; contacter votre assistance Diagorn
|nﬂepmmwaaanﬁ&mpﬁ TRGrEL e pes e e

Se reparter 3u manuel d'ullsation de Fautomate diMmuncanalyse pour cbienir des renselgnements detallies.

L'automate LIAISON® Analyzer exécule les opérstions suivantes |

1. Distbulion e 'échantilion, de Pétsion ou des contrlies dans le module 0e réaction
2. Distbuson ou conjugue

3. Incubaion

4. Distribulion des particules magretiques rewdtues (phase sollde) dans le module de réacton
5. Incubaion

6. Lavage avec le WashiSystem Liquid

7. Alout ol réaictl Starter et mesure de la lumiére émise

L'automate LIAISON® XL Analyzer exécute les opérations sulvanies -

1. Distbudion de I'achandlion, de Fétalon ou des comindies dans |3 cuvette de réacion

2. Digtribulion du

3. Incubaion Conggue

4. Digtribution des particules magnétiques revaiues (phase solde) dans la cuvetie de réaction
3. Incubadion

6. Lavage avec ke WashiSystem Liquid

T. Ajout du reacll Starer el mesune de 3 lumisre amise



LIAISON® TSH ([REF] 3t1211)

1. UTILISATION

Dosage i vitro pour |3 deétermination quantitative de hormane thyréotrope (T5H) dans le sérum st le plasma humains. Le dosage est un test
automatise sur les automates de la gamme LiaIson® Analyzer.

2. INTERET CLINIQUE

La TSH est una hormane glycoprotéique de poids moléculaire d'environ 28 000 a 30 000 Daltons, compasee de deux sous-unites lises de
maniere non convalente : hTSHa et hTSHE (7). Les glycoprotéines TSH, LH (hommone lutéinisante), FSH (hormane folliculo-stimulante) et hCG
(gonadotrophine chorionique humaine] présentent une teneur relafivement elevee en glucides et une homologie quasi-parfaite de la sequence
d'acides amings de leur sous-unité a (3, 4). Par conire, |a sous-unite P posséde une séquence d'acides amings différente pour les quatre
hormanes (1),

La synthése et |a sécrébion de TSH par lantéhypophysa sont sfimulées par la TRH (Thyrotropin Releasing Hormane) (2). La TSH stimule la
synthése thyroidienne de la thyroxine (T4) et de |a triladathyronine (T3), lesquelles sont liees respectivement & plus de 899 % et 997 % aux
proteines de fransport dans la circulation sanguine (5, 8).

Seules les hormanes libres T3 et T4, non liges aux protéines de transport, sont physiclogiquement actives au niveau des issus peripheriques
et regulent la fonction thyroidienne par un mecanisme de retrocontrole hypophysaire (8).

La determinafion de |a concentration en TSH est generslement suffisante pour le suivi des theérapies de subsfitufion ou dans le cas de
therapies suppressives.

Le dosage de la TSH est galement utile pour le diagnostic des troubles thyraidiens.

TSH augmentes TSH diminuge
Hypathyroidie primaire Hyperthyroidie primaire
Thyroidite ' Hashimoto at thyroidite post-parium Hypothyroidie secondaire et tertiaire (hypophyso-hypothalamigue)
Secretion ectopique de TSH (tumeurs pulmenaires, mammaires) | Sécrétion autonome dhormanes thyroidiennes
Syndromes de resistance aux hormones thyroidiennes Maladie de Basedow
Carence en ou excés diode Thyroidite post-partum
Medicaments Cancer metastatique de la thyroide
Guoitre nodulaire toxigue

Les troubles thyroidiens prévalents sont hypathyroidie et [hyperthyroidie primaires, avec une TSH augmentée ou diminuge.

Lhypothyroidie primaire st due dans 1 plupart des cas 2 une maladie autc-immung (comme la thyroidite d'Hashimoto) ou & une déficience
congenitale du tissu thyraidien. Des taux élevés de TSH sont egalement dus & une altérstion de |a biosynthese des hormanes thyroidiennes
consecufive a une radiotherapie ou une intervention chirurgicale. Lhypothyroidie secondaire est moins fréquente et elle a son origine dans
ung altération da l'axe hypofhalama-hypaphysaire,

Lhyperthyroidie primaire st dug & une hypersécrédion d hormaones thyroidiennes. Les pathologies les plus sévéres sont dues au goitre nodulaire
toique, tandis que les pathologies mineures prennent leur arigine dans des processus inflammatoires comme |3 thyroidite ou Thypersécréfion de
T5H pituitaire.

Le dosage des hormones lires T3 et T4 est utilise dans les laboratoires d'analyses pour le diagnostic de Mypothyroidie et de Ihyperthyroidie.

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La methode de determination quantitative de la TSH est un dosage immunclogique par chimiluminescence de type sandwich. Les parficules
magnetiques (phase solide) sont revétues d'un anticorps monoclonal da souris spécifique ; un autre anticorps monoclonal est lie & un derive
te [soluminal (conjugué isaluminal-anficorps).

Pendant lincubation, la TSH présente dans les talons, les échantillans ou les contrdles se lis & l'anticorps monoclonal de 13 phase solids,
puis la conjugué réagit avec |a TSH déja liée & la phase solide. Aprés lincubation, le matérisl non lié est dimind par un cycle de lavags.
Ensuite, |a réaction de chimiluminescence débute par linjection sutomatique des reactifs Starter dans les modules reactionnels. Le signal
lumineus, et par consequent |a quantite de conjugue anticorps-iscluminal, est mesure par un photomultiplicateur en unites relatives de
luminescence (RLU, relative light units) et indique la concentration de TSH présente dans les etalans, les echantilons ou les controles.



4 MATERIEL FOURNI

Lordre des réactifs sl la méme que celui des compartiments du réactl Integral

Reactif Integral pour 100 analyses
23 mL Phase salide : contenant des particules rra;neﬁqmsmih.pﬁ d'un anficorps monoclonal an-TSH (sours),
de la SAB {senurralburine bovine) et de 'azide de sodiurm a 0,08 %.
20 mL Etalon 1, bas - contenant un arfigéne TSH (d'origine humaine). de L pélatine de poisson, de la SAB
(sérumalbumine bovine) et du ProClin® 3003 0,1 %
20 mL Etalon 2, haut - contenant un anﬁgénE‘TSI-l (dorigine humaine), de La gélatine de poisson, de |a SAB
{serumalbuming bovine) et du PraClin™ 3003 0,1 %.
140 mL Canjugue : contenant un anficorps moncconal ant-TSH (souris) margue a Misoluming, de |a SAB
{serumalbumine boving) et de Fazide de sodium 3 0,09 %.
Tous I réachls sont préts  Templa,

Mateniel necessare, mais non fourni (relatif au systeme)

Automate LIAISON® XL Analyzer Automate LIAISON® Analyzer

LIAISONY Wash/System Liguid ([REF] 318100) | LLAISON™ Wash/System Liguid ([REF] 318100
LIAISON® XL Waste Bags ([REF] X0025) LIAISON® Waste Bags ([FEF] 450003)

LIAISON® XL Cuveties ([REF] XD018) LIAISON® Module ([REF] 319130)
LIAISON® XL Starter Kit ([REF] 316200) LLAISON® Starter Kit {[REF] 318102) ou LIAISON® XL Starter Kit ([REF] 319200)

LIAISON® %L Disposable Tips ([REF] XD015) | LIAISON® Cleaning Kit ([REF] 310980)
LIAISON® Light Check 12 (JREF] 212150)

Mateniel supplementaine necassaire

LIAISON™ Control Thyraid 1 ([REF] 388218)
LIAISON® Control Thyroid 2 ([REF] 380220)
LIAISON® Control Thyraid 3 ([REF] 388238)

5. PRECAUTIONS D°UTILISATION

Reserve 3 un usage diagnostique in wire.

Tous les produits &'ofgine humene Jilists pour kB labicatbon des composants de telte rousse onl S1& analyaés el se sl avinms ndgatis en
Ag HEs, en anticomps ant-WHC et en anficorps and-YIH-1 et anti-VIH-2. Toutedos, puisqu'il n'exdste aucune méthode de test garantissant

I'ﬂbt&ﬂﬂg ik g'&g&nﬁ pathogines, loul mabérel dorgine humaine doil &re considérd comme pabenliellement infectieux ef do étre
manipule aves precaution.

&. REGLES DE SECURITE

Me: pas manger, ni boire, ni furmer ou se maguiller pendant 2 dosage.

Me pas pipeter aves [a bouche.

Eviter out contact direct avec lensemble du matérisl potentiellement infecfiewx en poriant des vetements de laboratoire, des kuneties de
protection et des gants 3 usape unique.

Se laver soigneusement les mains a la fin de chague dosage.

Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela amivait, chaque goutte de réactf biclogigue deit ére netioyée avec une
solufion dh ite de sodium contenant 0,5 % de chiore achf et le moyen utilise doit &re traité comme un dechet infectiew.

Tous les illoins ef bes reactis contenant du materiel biclagioue utilises pour effectuer |e test dofvent etre consideres comme susceptibles
de fransmettre des agents infectieur. Les déchets doivent &tre manipulés avec précaution et Stre gimines conformement auw directives du
|aboratoire insi gu'sw dispositions re#emenme& en vigueur dans chague pays.

Le matenial reutilisable doit &tre sterlise de maniere appropriee conformement a la legislation et aux directives locales.

Verifier I'efficacite du cyde de steriisaion/decontamination.

Ne pas utliser de trousses ou de composants dont |a date figurant sur Metiquette est depassee.

Réactifs contenant de lazide de sodium (< 0.1 %) [EC No : 247-852-1]
DIRECTIVE EC No 127212008

MENTIONS DE DANGER/ RISQUE | EUH 210 - Fiche de données de securite disponible sur demande




Reaciits comtenant du Procin® :

DIRECTIVE EC Mo 1237272008

REACTIFS
CLASEIFICATION DE L&

SUBETANCE Zenslolisation cutanée, Categorie 1

MENTION D'AVERTISSEMENT Ayertlssement !

SYMBOLESFICTOGRAMMES

SEHOT = Point d'exclamation
MENTIONS DE DANGERIRIBGUE | H317 =  Peiut provieguer une alesgle culanse.
P261=  Cwher de respirer les broullards ou les a2nosols.

CONSEILS DE PRUDENCE F280=  Porer des gants o des vé1mnl:adepm1mﬂm efun
SECURITE equipement de protection EJ

P353=  Lawerles \ﬂmmmnlﬂmn avani reutllisatian.
COMNTIENT :
{uriguement les substances Masse 08 réaction o .

S-chioro-2-methy-d-sothiazolin-3-one [EC Mo 247-500-T] et

B6 conformement 3 Fartie 18 | » st o1 isothiazol-3-one [EC Mo 220-238-6] (3:1) {Procin® 300}

prescr
ou regiement CE 1272/2008).

7. PREPARATION DES REACTIFS

7.1. Réacil Imbagral
Sulvre scnipuleusement les precautions sulvantes concemant la manipulation des reactts :

Riemiles &n Buspanalon des particules magnatiques

Les particules magnétiques doivent &e remises en suspension intégralement avant de placer le réactif Inbegral dars M'automate. Subwe les
étapes Indiquées of-apres afin de garantir la mise en suspensicn complete des paniclules |
divant d'dler les opercules des compartimenis, agiter lgérement e compariment des particules magnétiques & Ffaide de |a moletie jusqu'a ce
que |3 saluticn solt Marron. Le fail d'agiler horizontalement le réactif Integral doucement f avec soin favonsera la suspension des particules
magnedques (Evtter cependant la formation de mousse). Contriber wisuellement le fond du compartiment des paticules magneétiques pour
s'@ssurer que toutes |es particules sadimentées onl &8 effsctivement remises en suspension. 3i nécessaire, répéter 3 procédure jusqu'a ce
que touiss k26 partcules magnatiques alent 62 remisss en SuBpension. Redrer les opercules et essuyer doucement 13 sufacs 08 chague
saptum pour eliminer ke lguide résidusl.

Formiation de mousss dans es réactits

Pour gamantr les presiations optimales du réactif Integrad, § est indispensable d'éviter ioube formation de mousse. Obserser l2s FEcommandations
SUlvamas afin dempécher la formation de mousse |

Avant touie uillsation du reacil Inbegral, corirdler visusliement |es réacls et nolamment les etalons (ERugs en dewndéme et oisieme poskion
aprés |e compartimant des paricules magnetigues) pour exciure [3 prAEENCS 08 MOUSss, Sl aprés k3 remise en suspenson oes particules
magnédgues il y a formation de mousse, placer be réactif integral dans Mautomate et laisser la mousse se disperser. Le réacT Int2gral est prét
a 'emploi lorsqu'il @ é48 laissé au repos & Finkriewr de Pawtomale, lorsgue les particules magnéligues sonf mainlenues en agitation
automalquement e que 1a Mousse & & enférement dispersés,

Placer le réactif Integral dans e compartiment a réactifs de 'automate d'immunoanatyse
Automate LIAISON® Analyzer

Placer le réactf Integral dans le compartiment & réactifs de ‘automate d'im , en weillant 4 or que [étiquette det cOdes-Darmes solt
4 gauche e atiendre 30 minuies avant utllsation. Pendant cette période, les particules magnatigues sont aghaes ef remises en suspensian
automaliquement.

Se reporier au manuel dutiisation de suliomate pour charger les échandllions el démarer le tesi.

Automate LIAISON® XL Analyzer

L'automate LIASON® XL Analyzer est pourvu d'un dispositif magnétigue interne, & Métat solide, qui favorise la dispersion des microparticules
avari de placer un ndactf Integral dans k= compastiment & réactifs de 'avtomaie. Se reporter au manued d'utilisation de Fautomate
d'immunoanalyse pour avoir des renseignements defallies.

Placerle réactr integral dans (& ralinure prévue 3 cet efiel

Laisser reposer le réactif integral 3 liniérieur du disposibf magnecue a 'élat solide pendant au moins 30 secondes (ef jusqua plusiewrs
minutes). Répéter Mopération s nécessalre.

Plscer e réadif Inlegral dans le compariment 3 réactifs de ['auomate d'mmuncaralyse, an veilan & oz que Méfquette sall 3 gauche et afiendre
15 miruies avant utllsation. Pendant cetie péripde, les paricules magnedques sant agkées et remises en suspension auiomaliquemst

Sp reporier au manuel dutiisation de I'sulomate pour charger les échandllons el démarer le tesi.

7.2, Contrilas

Consuter les sTUCtkns des ousses LIAISCN® Conrol Thyrold 1/ LIAISON® Control Thyrold 2 LIAISON® Conirol Thyrold 3 pour 1a préparation
&t 13 maripuialion SIEqUIEE des CONTHES.



8. CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFS

8.1. Réactf Intagral
Farma : stable 3 2-6 *C jusgu'a la dale de péremplion.

Ouwert of 4 bord de "automate ow 4 2-8 °C © stable pendant 2 semalnes (volr § 12).

iy terme de oe délai, il est possiole dutliser be réactf integral =i les conirbles restent dans les limites atiendues.
Tmmtﬂbur le méme automate dimmunoan LIAISON® Anahyzer pour un réactf Integral dEFa uvert.

Le Integral est 3 consenver vesticalement afin de facilier la mws;:em:n oes farficules magnetques.

Utlis2r le porfolr ge shockage fouml aved les auomates de la gamme LIAISCM®™ Analyzer pour & corservation du réacht intégral en posfilon
vericale,
Consersar 3 'abri de foubs lumiére dirscie.

9. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Gulvre les Instuctions générales pour e prélevement des chantlions.

Type d'échantillan : 5érum, plasma.

5iln test n'est pas effactus le jour du prélfévement de Mechanilion, séparer |e séumiplasma du sédimen| &t le conserser dans un tube distnct,
Comsenvation 4 2-5 "0 224 D,

Pour des duréss plus longues, congeler & -20 *C minimum.

Evliar de les cycles de atlon-decongélation.

Les echandlions conserves datvent 2ire bien meélangas avamt [e dosage (agiateur de type warex).

Ne pas Ulllser des echantlions fortement némalysés ou lipemigues, nl des achantlions contenant des particules en suspension cu une
canEminalon microbienne evidente:

Me pas uilliser [es echantllions coaguiss.

Le volume minimum d'échantilon nécessain: pour une analyse est de 350 L (200 pl d'échantillon = 150 pL g2 volume mon).

10. ETALONNAGE

L'ulilsafion des solfions d'éfalonnage spédfiques 3 chague dosage permet d'ajusier les valeurs mesurées en unités relatves da
luminescence (RLU) sur la courbe maltresse atiribuée. Line solution d'étalonnage permed d'efiectuer jusqu’a & éalonnages (au total)
Le ré-Efalonnage en Tplets a5t obligatoire chaque fois gu'au moins une des conditions suvanies s'applque

- Unnouveau lot de reaciifs Integral ou de reaciiis Starter et uiilise.

- Le demier elalonnage 3 &te effectug Il y a plus oe 14 jours.

- L'sulomate d'immuncanalyse a subi un eniretien.

- Let valeurs des confrdies sont en dehors des limies attendues.

- Chague fols gue |es changemenis de température amblanite excédert 5 "C.

Automate LIAISON® Analyzer : les valeurs des stalons sont enveglstréss 0ans I coce-barres de 'éiguetis de réactifs Integral.
.ﬂmmtlﬁ]mf}ﬂﬁni}w: les valeurs dess éalons sont enregisinées. dans ['diquelte d'identifim$on par radiofrequence (Radio Frequency
|Denttication fransponder, edquette RFID).

11. PROCEDURE DE DOSAGE

AN CFasEUrer |es perfomiances apimales U dosage, subTe atterdvement les Instructions contenues dans le manuel dutiisation de Fautomate
dimmunoanalyss.

Automate LIAISON® Analyzer - 1ous 166 parameires du dosage sont IenTis par les codee-bames gurant sur Feliquetie du niact? Integral,
SI Fetiquette & code-Dames ne peut &fre lue par Fautomate dimmuncanalyse, ne pas Ltliser le réacs! inegral, Ne pas Jeter ke raactf Integral ;
contacter votre assistance technigue DiaSon locake pour obtenlr o6 INstructions.

Automate LIAISON® 3L Anahyzer : 10US les parametres du dosage sont kemities par les Informations codées dans eliquetie Midentfication per
radiotrequence (Radlo Frequency IDenfcation ranspandes, ésquethe RFIDY du reacll Integral. 31 'éiquette RFID ne peut e e par [automate
dImmunoanalyse, ne pas Uliser le réactt Inegral. Ne pas [eter le éactl Infegral ; contacter voe 3sslstance fechnique Diasorn lacale pour
oberir des Instructons.

L'automate LIAISON® Analyzer axscuts las opérations sulvantes :

1. Disribution de [chantilon, de 'stalon et des contriles dans & Mol 08 réactin
2. Distibution des particules magnetiques revetues (phase sollde) et du conjugue

3. Incubatian

4. Lavage aves le Wash/System Liguid

5. Ajout du réac? Starer &t mesure d I3 miere émise

L'automate LIAISON® XL Analyzer exscuts les operations sulvantas
1. Diz¥ibution de 'échantilion, da 'slalon ou des conirdles dans la cuvette de macian

2 Disuulan des paticdes magnefiues revetues (shase sole) et o conlugue
.Ingy |

4. Lavage ave: ke Wash/System Liguid
5. Ajout u réact Staner et mesure de k& lumiere emise



Figure : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique
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Figure : Courbe d’étalonnage utilisée BSA (mg/ml) pour le dosage des protéines tissulaire
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Figure : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de 1’acide ascorbique



