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RESUME

L’objectif de cette étude était d’explorer les propriétés bioactives de Hedera algeriensis, en
mettant 1’accent sur ses composés phytochimiques, son activité antioxydante, inhibitrice des
enzymes et antimicrobienne, ainsi que son potentiel effet protecteur dans un modéle
expérimental d’asthme allergique. Les effets anti-inflammatoires et antioxydants de Hedera
algeriensis ont été comparés a ceux de I’immunothérapie par imiquimod, un agoniste
synthétique du récepteur Toll-like 7 (TLR7), utilis¢é dans la modulation de la réponse
immunitaire. Pour cela, 48 rats Wistar males ont été répartis en huit groupes : un groupe
témoin, un groupe sensibilis€¢ a 1’ovalbumine (OVA), et d'autres traités a la prednisolone
(Pred), a I’extrait de H. algeriensis (Ha), a ’'imiquimod (Imiq), ou a des combinaisons de ces
traitements. Apres 21 jours, les liquides du lavage broncho-alvéolaire (LBA) et le sang ont été
analysés pour évaluer les cellules inflammatoires et les parametres biochimiques. Les tissus
pulmonaires, hépatiques, rénaux et spléniques ont été examinés pour mesurer le stress
oxydatif et réaliser des analyses histopathologiques. Les niveaux de cytokine TNF-q, ont été
quantifiés par ELISA dans les poumons. L’ analyse phytochimique par LC-MS/MS a identifié
quinze composés phénoliques dans I’extrait de Hedera algeriensis, dont 1’acide quinique est
le composant majoritaire et I’hespéridine, 1'acide fumarique, 1'aldéhyde protocatéchuique,
l'acide salicylique et la daidzine, détectés pour la premiére fois dans cette espece, typiquement
algérienne. L extrait aqueux a montré une activité antioxydante, antidiabétique, antityrosinase
et anti-Alzheimer, mais aucune activité antimicrobienne. La sensibilisation a ’OVA a induit
une réponse inflammatoire marquée, caractérisée par une infiltration de cellules immunitaires
dans le LBA et le sang, ainsi qu’une augmentation significative des marqueurs de stress
oxydatif (MDA, PCO, AOPP, NO) et des niveaux de TNF-a. Ces modifications étaient
associées a une diminution significative des enzymes antioxydantes (GPX, SOD, GST,
catalase, GSH) et a des altérations histopathologiques des tissus pulmonaires, hépatiques et
rénaux. Cependant, I’administration de I’imiquimod et de D’extrait de H. algeriensis a
significativement atténué ces altérations, ramenant les parametres oxydatifs et inflammatoires
a des niveaux proches de ceux des témoins. Ces effets, probablement liés aux composés
phénoliques, suggerent une modulation immunitaire comparable a celle de 1’imiquimod.
Ainsi, cette étude met en évidence le potentiel thérapeutique de Hedera algeriensis dans le
traitement de I’asthme allergique.

Mots-clés : Asthme allergique ; Lierre algérien (Hedera algeriensis) ; composés phénoliques ;

LC-MS/MS ; imiquimod ; immunomodulation (TNF-a) ; histopathologie ; stress oxydatif.



ABSTRACT

The aim of this study was to explore the bioactive properties of Hedera algeriensis, focusing
on its phytochemical compounds, antioxidant, enzyme inhibitory, and antimicrobial activities,
as well as its potential protective effect in an experimental model of allergic asthma. The anti-
inflammatory and antioxidant effects of Hedera algeriensis were compared with those of
immunotherapy using imiquimod, a synthetic agonist of Toll-like receptor 7 (TLR7), used to
modulate immune responses. For this purpose, 48 male Wistar rats were divided into eight
groups: a control group, an ovalbumin (OVA)-sensitized group, and others treated with
prednisolone (Pred), H. algeriensis extract (Ha), imiquimod (Imiq), or combinations of these
treatments. After 21 days, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and blood were analyzed to
evaluate inflammatory cells and biochemical parameters. Lung, liver, kidney, and spleen
tissues were examined to assess oxidative stress and for histopathological analysis. TNF-a
cytokine levels were quantified by ELISA in the lungs. Phytochemical analysis by LC-
MS/MS identified fifteen phenolic compounds in the Hedera algeriensis extract, , with quinic
acid as the major component, along with hesperidin, fumaric acid, protocatechualdehyde,
salicylic acid, and daidzin, detected for the first time in this typically Algerian species. The
aqueous extract showed antioxidant, antidiabetic, anti-tyrosinase, and anti-Alzheimer
activities, but no antimicrobial activity. Sensitization to OVA induced a marked inflammatory
response, characterized by immune cell infiltration in the BALF and blood, as well as a
significant increase in oxidative stress markers (MDA, PCO, AOPP, NO) and TNF-a levels.
These changes were associated with a significant decrease in antioxidant enzymes (GPX,
SOD, GST, catalase, GSH) and histopathological alterations in lung, liver, and kidney tissues.
However, administration of imiquimod and H. algeriensis extract significantly alleviated
these alterations, restoring oxidative and inflammatory parameters to levels close to those of
the control group. These effects, probably related to phenolic compounds, suggest immune
modulation comparable to that of imiquimod. Thus, this study highlights the therapeutic
potential of Hedera algeriensis in the treatment of allergic asthma.

Keywords: Allergic asthma; Algerian ivy (Hedera algeriensis); phenolic compounds; LC-

MS/MS ; imiquimod; immunomodulation (TNF-a); histopathology; oxidative stress.
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Liste des abréviations

ADP : Acariens Domestiques Permanents.

AChE : Acétylcholinestérase

AOPP : Produit d’Oxydation Avancée des Protéines

LBA : Lavage Bronchoalvéolaire

BChE : Butyrylthiocholine estérase

BHT : Hydroxytoluéne Butylé

BPCO : broncho-pneumopathie chronique obstructive

BSA : Albumine de Sérum Bovin

CAT: Catalase

CBP: CREB binding protein

CD : Cellules dendritiques

CE : cellules épithéliales

CLI2 : cellule lymphoide innée 2

CMLYVR : Cellules du Muscle Lisse des Voies Respiratoires.
CPA : cellules présentatrices d'antigéne

CSI : corticostéroides inhalés

Duox1 : Dual oxydase 1

Duox2 : Dual oxydase 2

EAC : Equivalents d'acarbose

EAK : Equivalents d'Acide kojique

EBS : extrait brut de saponines

ELISA : Enzyme-Linked Immuno- Sorbent Assay (Dosage Immunoenzymatique)
EPS : extraits purifiés de saponines

GALA : Galanthamine

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
GPx : Glutathione Peroxidase

GR : Granulocytes

GSH : Glutathione Reduit (L-glutathione reduced)

GST : Glutathione-S-Transferase

Ha : Hedera algeriensis

IL-4Ra : récepteur alpha de l'interleukine 4

Imiq : Imiquimod

IRF4 : Interferon regulatory factor 4

Keap1-Nrf2-ARE : Kelch-like ECH-associated protein 1-Nuclear factor erythroid 2 related
factor 2-Antioxidant response element (Complexe Keapl-Nrf2-Elément de Réponse
Antioxydant)

KI : Todure de Potassium

LPS : lipopolysaccharide

LST : Lymphopoiétine stromale thymique

Lymp : Lymphocytes
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MAP : macrophages alvéolaires pulmonaires

MAPKs : Mitogen-Activated Protein Kinases (Protéines Kinases Activées par les
Mitogenes)

MBP : protéine basique majeure

MCYV : Mean Corpuscular Volume (Volume globulaire moyen)
MDA : Malondialdéhyde

MEC : matrice extracellulaire

MNT : maladies non transmissibles

MO: Monocytes

NDE : neurotoxine dérivée des éosinophiles

NF-kB : Facteur nucléaire-kappa B.

NKT : Natural Killer T

NO : Oxyde Nitrique

Nox : NADPH Oxydase

OVA : Ovalbumine

PAF : facteur d’activation plaquettaire

PCE : protéine cationique des éosinophiles

PCO : Carbonyles Protéiques

PE : peroxydase des €osinophiles

PGD: : prostaglandine D2

PPAR-y: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma
Pred : Prednisolone

RBC: Red Blood Cells (globules rouges)

RE : réticulum endoplasmique

RH2 : récepteur de I'histamine 2

RNS : Especes Réactives de 1'Azote

ROS : Especes Reéactives de 1'Oxygene

SOD : Superoxyde Dismutase

TCR : Récepteur des lymphocytes T

TFH : Follicular helper T cell

TL1A : TNF like cytokine 1A

TLR : Récepteur Toll-Like

TNFa : Tumor Necrosis Factor Alpha (Facteur de Nécrose Tumorale Alpha)
WBC : White Blood Cells (Globules Blancs)

voT: (cellules) gamma-delta T
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INTRODUCTION

L’Algérie, vaste pays du bassin méditerranéen, bénéficie d’une biodiversité végétale
exceptionnelle, avec plus de 3000 espéces recensées, dont environ 15 % sont endémiques
(Quezel & Santa, 1963 ; Medjahdi et al., 2009). Ce patrimoine phytogénétique, encore
largement sous-exploité, représente une richesse inestimable pour le développement de
nouvelles approches thérapeutiques, notamment dans le traitement des maladies chroniques a
médiation immunitaire. Dans un contexte mondial marqué par une recrudescence des
pathologies inflammatoires chroniques, telles que 1’asthme allergique, la valorisation des
plantes médicinales locales apparait non seulement comme un enjeu de santé publique, mais
aussi comme une stratégie de souveraineté sanitaire durable (Benslama et al., 2020 ;
Belkacem-Hanfi et al., 2021).

La pathologie asthmatique est un trouble pulmonaire courant caractérisé par une inflammation
chronique, une production excessive de mucus, une constriction réversible et une
hyperréactivité des voies respiratoires, souvent déclenchée par des allergénes (Arora and
Ansari, 2019 ; Arora et al., 2022). Il s’accompagne d’un remodelage des voies respiratoires,
résultant de changements structuraux et fonctionnels liés a une inflammation persistante
(Fehrenbach et al., 2017). Sa prévalence annuelle croit d’environ 3,6 %, ce qui en fait un
enjeu majeur de santé¢ publique (Asher et al., 2020). L’asthme allergique est centré sur la
réponse immunitaire TH2, induite par les lymphocytes CD4+ et les IgE, avec une production
élevée de cytokines comme 1I’IL-4, I’IL-5 et I’[L-13, ainsi qu’une accumulation d’éosinophiles
(Kuruvilla et al., 2019). Les cellules lymphoides innées de type 2 (CLI2), exprimant GATA3,
amplifient cette réponse (Hirose et al., 2017). Divers médiateurs inflammatoires
(€osinophiles, neutrophiles, mastocytes, lymphocytes T, cellules dendritiques) jouent un rdle
crucial dans la pathologie (Nair and Prabhavalkar, 2021a). Ces cytokines déclenchent des
processus tels que 1’activation des cellules épithéliales, la régulation du muscle lisse, le
remodelage de la matrice et le recrutement cellulaire (Busse et al., 2021). L’IL-4 favorise la
différenciation des lymphocytes T en TH2 et la production d’IgE (Boumendjel et al., 2006).
Les lymphocytes TH1, notamment via le TNF-a, régulent négativement la réponse TH2 (Ku
and Lin, 2016).

De plus, I’asthme induit un stress oxydatif important, li¢ a la production d’especes réactives
de I'oxygeéne (ERO) par I’hypercapnie et ’acidose respiratoire (Pourmehdi et al., 2020). Ce
stress oxydatif affecte les voies respiratoires, mais aussi les fonctions hépatiques et rénales

(Daenen et al., 2019; Muriel and Gordillo, 2016). Le foie, organe de détoxification, produit
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des ERO susceptibles d’endommager ses tissus, tout comme les reins, sensibles a ces radicaux
via leur forte activité mitochondriale (Alirezaei, 2014; Daenen et al., 2019; Dean, 2010;
Muriel and Gordillo, 2016).

Le traitement de cette pathologie chronique inclut des bronchodilatateurs de secours
(salbutamol) et des corticostéroides pour le controle a long terme (Cai and Li, 2023). Ces
glucocorticoides modulent la réponse TH2 et I’inflammation, agissant aussi sur la réponse
THI. La prednisolone, stéroide anti-inflammatoire systémique, diminue les symptomes en
réduisant la réaction immunitaire (Yoon et al., 2016). Néanmoins, certains patients résistent a
ces traitements, ce qui a encouragé 1’usage croissant de I’immunothérapie visant a rééquilibrer
la réponse TH1/TH2. L’imiquimod, un agoniste synthétique de TLR7, a démontré son
efficacité pour réduire I’inflammation et I’hyperréactivité dans des modeles murins d’asthme
(Jin et al., 2006 ; Damm et al., 2012).

Malgré ces avancées, la recherche de traitements plus efficaces reste urgente. Les plantes
médicinales, riches en molécules aux propriétés immunomodulatrices, anti-inflammatoires et
antioxydantes, représentent une source prometteuse (Bejeshk et al., 2019). Plusieurs extraits
végétaux ont montré des bénéfices dans 1’asthme (Luo et al., 2014). Notre laboratoire a
contribué depuis preés d’une décennie a démontrer 1’efficacité d’huiles végétales et d’extraits
de plantes sur ce modéle (Zemmouri et al., 2017 ; Chekchaki, 2017 ; Khaldi et al., 2018 ;
Zadam et al., 2023 ; Ounaceur et al., 2024 ; Ahmida et al., 2024 ; Messaoudi et al., 2025).
Parmi le patrimoine végétal méditerranéen, Hedera algeriensis, plante médicinale endémique
de la famille des Araliaceae, reste peu étudiée. Contrairement a Hedera helix, dont les extraits
aqueux sont utilisés via des préparations galéniques contre les affections respiratoires (Stauss-
Grabo et al., 2011), H. algeriensis n’a pas encore été explorée, ni méme exploité. Notre étude
est la premiére a identifier ses composés bioactifs, a mettre en exergue quelques-unes de ses
propriétés biologiques in vitro, et surtout a évaluer son potentiel protecteur dans un modele
expérimental d’asthme.

Ainsi, cette étude vise a explorer les propriétés bioactives de Hedera algeriensis, en
identifiant ses composés phytochimiques et en évaluant son activité antioxydante,
antimicrobienne et inhibitrice enzymatique, ainsi que son effet protecteur potentiel dans un
modele murin d’asthme allergique. Les effets anti-inflammatoires et antioxydants de H.
algeriensis ont été comparés a ceux de I’immunothérapie par imiquimod, décrit plus haut
comme ¢étant un agoniste synthétique du récepteur Toll-like 7 (TLR7), utilisé¢ dans la
modulation de la réponse immunitaire lors de 1’asthme allergique.

Notre plan de these s’articule en deux parties principales :
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e Une étude bibliographique composée de trois chapitres : le premier porte sur 1’asthme
allergique et son lien avec le stress oxydatif ; le second est consacré a I’imiquimod, un
agoniste des récepteurs TLR7 ; le troisiéme présente une monographie de la plante
Hedera algeriensis.

o La partie expérimentale combine des approches in vitro et in vivo pour évaluer les
propriétés de ’extrait aqueux de Hedera algeriensis. L’étude phytochimique a été
menée a l’aide de la LC-MS/MS pour identifier les composés bioactifs, et de
techniques spectrophotométriques pour doser les polyphénols, flavonoides et tanins,
ainsi que pour évaluer I’activité antioxydante, 1’inhibition enzymatique et 1’activité
antimicrobienne.

Un modele d’asthme allergique induit par 1’ovalbumine chez le rat Wistar a été utilisé pour
¢tudier les effets anti-inflammatoires, antioxydants et antiasthmatiques de [’extrait et de
I’imiquimod. Les analyses ont porté sur la variation des cellules immunitaires, les parametres
biochimiques, les marqueurs de stress oxydatif, ainsi que sur des études histologiques du foie,
des poumons et des reins, complétées par le dosage du TNF-o.

Enfin, nous présentons 1’ensemble des résultats obtenus, suivis de leur discussion, et

concluons par des perspectives de recherche.
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Partie bibliographique Chapitre I. L’asthme allergique

1 Chapitre I. L’asthme allergique

1.1 Définition

L'asthme allergique est défini comme une maladie inflammatoire caractérisée par des
épisodes récurrents de bronchoconstriction et de sifflements respiratoires. Dans ce type
d'asthme, il existe des lésions structurelles dues a une inflammation chronique, pouvant
conduire a un remodelage des voies respiratoires (fig.1). Les interactions entre les geénes et
'environnement sont impliquées dans l'asthme allergique, et ses crises sont déclenchées par

l'exposition aux allergeénes. Environ les deux tiers des cas d'asthme sont allergiques (Jasemi et

al., 2023).

FIGURE 1 : REPRESENTATION D’UNE BRONCHE SAINE (A) ET D’UNE BRONCHE D'UN SUJET
ASTHMATIQUE (B).
(Sinyor and Perez, 2023)
Dans l'asthme allergique, les allergenes environnementaux induisent la formation accrue

d'immunoglobuline E (IgE). Les IgE se lient a des récepteurs tels que le récepteur de haute
affinité pour les IgE (FceRI) sur les basophiles et les mastocytes. Les allergenes se fixent aux
IgE, entrainant une cascade d'inflammation et la production de médiateurs pro-inflammatoires
qui génerent des symptomes aigus et chroniques des maladies allergiques des voies
respiratoires (Hamelmann, 2007). Les complications de l'asthme allergique comprennent la
toux, les sifflements respiratoires, 1'essoufflement et 1'oppression thoracique (Finotto, 2019).
Le remodelage complexe des voies respiratoires est la principale caractéristique de 1'asthme

allergique (Bradding et al., 2024).
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1.2 Epidémiologie

L'asthme, caractérisé par une inflammation et un rétrécissement des voies respiratoires, se
manifeste fréquemment par une toux, des sifflements, une dyspnée et une oppression
thoracique (Merhej and Zein, 2023). Il est souvent mal diagnostiqué et traité de maniére sous-
optimale (Aaron et al., 2017; Czira et al., 2022; Dunn et al., 2018) . Par exemple, une étude
canadienne prospective et multicentrique portant sur 613 patients ayant regu un diagnostic
d'asthme par un médecin a révélé que 203 (33,1 %) d'entre eux ne souffraient pas d'asthme.
Cela souligne I'importance de confirmer le diagnostic d'asthme comme premicre étape de
I'évaluation des patients présentant de l'asthme et de l'asthme sévere (Israel and Reddel,
2017). L'asthme est connu comme une maladie chronique non transmissible courante et reste
un probléme de santé majeur a 1'échelle mondiale. Il constitue une charge importante pour la
sant¢ et I'économie des individus et de la société, et entraine des déces prématurés et une
réduction de la qualité¢ de vie dans le monde entier. En 2019, la Global Burden of Disease a
estimé que l'asthme touchait jusqu'a 262 millions de personnes dans le monde et que 1'asthme
¢tait l'une des principales causes pour lesquelles les gens vivent avec des problémes de santé
qui limitent leur vie quotidienne. (Collaborators and Arnlv, 2020; GAR, 2022).L'accés aux
thérapies de l'asthme est généralement limité, et les thérapies efficaces sont fréquemment
inaccessibles et inabordables. Bien qu'il soit évitable avec des thérapies efficaces et des
programmes d'éducation thérapeutique sur l'asthme, environ 1000 personnes meurent
d'asthme chaque jour en raison d'une gestion sous-optimale et de la dépendance aux béta-
agonistes de secours plutot qu'aux médicaments de contrdle. De nombreux gouvernements ont
négligé I'asthme dans leurs plans visant a lutter contre les maladies non transmissibles (MNT)
et ont peu progressé dans l'amélioration de l'accés a la prise en charge de l'asthme et aux
médicaments, en particulier les corticostéroides inhalés (CSI), qui sont cruciaux pour le
controle a long terme de 1'asthme. Les preuves issues de la pandémie de COVID-19 en cours
suggerent que les CSI sont peu susceptibles d'avoir des effets indésirables sur 1'issue de
l'infection par le SARSCoV2 chez les asthmatiques, donc leur utilisation devrait continuer a
étre promue, soit seule soit en association avec un inhalateur de P2-agoniste a action

prolongée (GAR, 2022).

1.3 Physiopathologie
La limitation du flux d'air dans l'asthme est récurrente et causée par une variété de

changements dans les voies respiratoires. Ceux-ci comprennent :
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1.3.1 Bronchoconstriction

Dans l'asthme, 1'événement physiologique dominant conduisant aux symptomes cliniques est
le rétrécissement des voies respiratoires et une interférence subséquente avec le flux d'air.
Lors des exacerbations aigu€s de l'asthme, la contraction des muscles lisses bronchiques
(bronchoconstriction) se produit rapidement pour rétrécir les voies respiratoires en réponse a
divers stimuli, notamment les allergénes ou les irritants. La bronchoconstriction aigué induite
par les allergénes résulte dune libération dépendante de I'IgE de médiateurs par les
mastocytes, notamment ['histamine, la tryptase, les leucotriénes et les prostaglandines qui
contractent directement les muscles lisses des voies respiratoires (Lemanske and Buss, 2003).
L'aspirine et d'autres anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent également provoquer une
obstruction aigu€ des voies respiratoires chez certains patients, et des preuves indiquent que
cette réponse non dépendante de I'IgE implique également la libération de médiateurs par les
cellules des voies respiratoires (Stevenson and Szczeklik, 2006). De plus, d'autres stimuli (y
compris l'exercice, l'air froid et les irritants) peuvent provoquer une obstruction aigué des
voies respiratoires. Les mécanismes régulant la réponse des voies respiratoires a ces facteurs
sont moins bien définis, mais l'intensité de la réponse semble liée a l'inflammation des voies
respiratoires. Le stress peut également jouer un rdle dans la précipitation des exacerbations de
l'asthme. Les mécanismes impliqués doivent encore étre établis et peuvent inclure une

génération accrue de cytokines pro-inflammatoires.

1.3.2 (Edéme des voies respiratoires

A mesure que la maladie devient plus persistante et I'inflammation plus progressive, d'autres
facteurs limitent davantage le flux d'air (fig.2). Ceux-ci comprennent I'eedéme, l'inflammation,
I'hypersécrétion de mucus et la formation de bouchons de mucus, ainsi que des changements
structurels, notamment I'hypertrophie et 1'hyperplasie des muscles lisses des voies
respiratoires. Ces derniers changements peuvent ne pas répondre au traitement habituel

(Hallit, 2018).

1.3.3 Remodelage des voies respiratoires

Chez certaines personnes asthmatiques, la limitation du flux d'air peut étre seulement
partiellement réversible. Des changements structurels permanents peuvent survenir dans les
voies respiratoires (fig.2), ceux-ci sont associés a une perte progressive de la fonction
pulmonaire qui n'est pas empéchée ou totalement réversible par le traitement actuel. Le
remodelage des voies respiratoires implique une activation de nombreuses cellules

structurales, avec des changements permanents conséquents dans les voies respiratoires qui
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augmentent l'obstruction des voies respiratoires et la réactivité des voies respiratoires et
rendent le patient moins sensible a la thérapie. Ces changements structurels peuvent inclure
un épaississement de la membrane sous-basale, une fibrose sous-épithéliale, une hypertrophie
et une hyperplasie des muscles lisses des voies respiratoires, une prolifération et une dilatation
des vaisseaux sanguins, ainsi qu'une hyperplasie et une hypersécrétion des glandes
mucineuses. La régulation du processus de réparation et de remodelage n'est pas bien établie,
mais le processus de réparation et sa régulation sont probablement des événements clés pour
expliquer la nature persistante de la maladie et les limites d'une réponse thérapeutique (St,

2006).

Environmental factors

Environmental factors and
Inflammatory products
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FIGURE 2 : PRINCIPALES VOIES IMMUNO-INFLAMMATOIRES IMPLIQUEES DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE DE L'ASTHME ALLERGIQUE
(Hallit, 2018)

GM-CSF : Facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages, IgE : Immunoglobuline E, IL
: Interleukine, TNF-a : Facteur de nécrose tumorale alpha, Th1/Th2 : Lymphocytes T auxiliaires de type 1 / de
type 2.

1.4 Cellules orchestratrices de la réponse immunitaire de type 2 dans I'asthme
allergique

Fondamentalement, la sensibilisation allergique est une réponse immunitaire adaptative

montée contre un allergéne, résultant en une différenciation, une prolifération et un

développement de lymphocytes TH2 spécifiques de l'allergéne ; ainsi que la production d'IgE

spécifiques de l'allergene, par des cellules plasmatiques a longue durée de vie (Akdis et al.,
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2020) (Fig.3). Les lymphocytes TH2 ont été identifiés comme des éléments clés de la soi-
disant "immunité de type 2", en fait cette phrase a été¢ forgée sur la base de notre connaissance
des cellules TH2. Les cytokines caractéristiques qu'ils produisent (IL-4, IL-13, IL-5) sont les
principaux organisateurs de la réponse allergique (Akdis et al., 2016). L'IL-4 est le principal
moteur de la différenciation des cellules TH2, cependant, les cellules TH2 elles-mémes sont la
principale source d'IL-4 dans l'allergie des voies respiratoires. Comprendre ce scénario de
poule-ceuf a été I'un des principaux axes de recherche en allergologie pendant environ 30 ans
(Yoshimoto, 2018). La séquence exacte des événements de la différenciation des cellules TH2
et la source principale d'IL-4 au début de l'allergie restent encore a étre identifiées.

Les mastocytes résidents des tissus, les cellules NKT, les cellules gamma-delta (y3T), les
CLI2 (cellule lymphoide innée de type 2) et les basophiles recrutés sont tous proposés comme

des sources initiales d'IL-4 qui induisent la différenciation des cellules TH2 (Zhu, 2015).
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FIGURE 3 : MECANISMES IMMUNOLOGIQUES DE LA SENSIBILISATION ET DE LA REPONSE
EFFECTRICE DANS L'ASTHME ALLERGIQUE
(Komlési et al., 2022).

DC : Cellule dendritique, TH2 cell : Lymphocyte T auxiliaire de type 2, TFH cell : Lymphocyte T folliculaire
auxiliaire, B cell : Lymphocyte B, Plasm cell : Plasmocyte, Eo : Eosinophile ; Baso : Basophile, ILC2 : Cellules
lymphoides innées de type 2, TSLP : Lymphopoiétine stromale thymique, IL : Interleukine, FceRI : Récepteur
de haute affinité pour les IgE, IgE : Immunoglobuline E, MHC-II : Complexe majeur d’histocompatibilité de
classe II, TCR : Récepteur des lymphocytes T, CD80/CD86 : Cluster de différentiation (Molécules de
costimulation), OX40L : Ligand de la molécule OX40, PGD2 : Prostaglandine D2 TFH cell : follicular helper T
cell ; CSR : Class Switch Recombination.
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1.4.1 Mastocytes, cellules T gamma delta et cellules NKT

Les mastocytes, les cellules T gamma delta et les cellules NKT sont des cellules résidentes
des tissus, a longue durée de vie qui s'accumulent dans le poumon (Lambrecht et al., 2017).
Bien que les cellules mastocytaires soient bien reconnues comme des acteurs clés des
réponses allergiques aigués chez les patients déja sensibilisés, leur rdle dans le processus de
sensibilisation est moins bien compris. En fait, les cellules mastocytaires expriment des
récepteurs pour I'IL-33 et le LST (Lymphopoiétine stromale thymique), et peuvent produire
des cytokines de type 2, telles que 1'lL-13 en réponse aux alarmes (Tsuzuki et al., 2017). Un
nombre ¢levé de mastocytes intra-épithéliaux est associ¢ a une inflammation de type 2 dans
l'asthme humain (Dougherty et al., 2010). Les cellules mastocytaires favorisent également la
migration des cellules dendritiques chargées d'allergénes vers les ganglions lymphatiques
dans des mode¢les murins (Reuter et al., 2010).

Les cellules NKT ont la capacité de sécréter de grandes quantités de cytokines lors de leur
activation, notamment I'lL-4, I'IL-13 et I'IFN-y (Akdis et al., 2020). Elles sont activées en
réponse aux antigénes lipidiques présentés via le CD1d sur les macrophages alvéolaires et les
cellules dendritiques, et des modeles murins suggerent que le récepteur de I'histamine 2 (R
H2) est important pour contrdler leur activité dans le poumon (Ferstl et al., 2017).

Les cellules y0T sont abondantes dans le poumon, représentant 8 a 20 % des lymphocytes
résidents dans les tissus chez les souris. Dans un modele murin d'inflammation allergique
respiratoire, les cellules 0T se sont révélées €tre des sources essentielles d'IL-4 lors de la
sensibilisation. La signification in vivo de ces cellules au début de l'allergie des voies
respiratoires chez 1'homme restent a I'étude (Komlosi et al., 2022).

1.4.2 Cellules lymphoides innées de type 2 (CLI2)

Chez I'homme, les cellules lymphoides innées de type 2 (CLI2) jouent un rdle important dans
I'asthme. Le nombre de CLI2 est augmenté dans le sang et dans le lavage broncho-alvéolaire
des patients asthmatiques (Winkler et al., 2019). Chez les asthmatiques, 1’exposition
allergéniques entrainent également I'expression de TL1A (Tumor Necrosis Factor-Like
Cytokine 1A), un ligand connu pour le récepteur DR3 exprimé par les CLI2. Ainsi, le TL1A
induit par les allergénes pourrait contribuer a I'expansion et a l'activation des CLI2 humains
(Machida et al., 2020). Une co-culture ex vivo des CLI2 avec des cellules épithéliales
bronchiques humaines a montré que I'lL-13 dérivée des CLI2 pouvait perturber la fonction de
barricre des cellules épithéliales pulmonaires (Sugita et al., 2018).

Le mécanisme par lequel les CLI2 contribuent aux réponses de type 2 dans les poumons

commence a étre ¢lucidé grace a l'utilisation de modeles murins (Figure 4). Cependant, les
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résultats obtenus dans ces modeles sont difficiles a extrapoler aux patients asthmatiques, car
les immunologistes ont principalement utilisé des modéles d'asthme allergique éosinophilique,
qui ne reflétent pas 1'asthme €éosinophilique non allergique humain (Hammad and Lambrecht,
2021).Chez les souris, I'accumulation des CLI2 dans les poumons allergiques peut s'expliquer
par le fait que I'exposition aux acariens suffit a induire la production d'IL-33 par les cellules
¢épithéliales pulmonaires, un processus particulierement favorisé en début de vie. Sous
I'influence de I'lL-33, les CLI2 produisent de I'L-13 et de I'IL-5, favorisant ainsi des
caractéristiques clés de l'asthme, telles que 1'éosinophilie tissulaire et I'hyperréactivité
bronchique (Figure 4) (Hammad and Lambrecht, 2021).En outre, les CLI2 peuvent intervenir
trés tot dans le processus de sensibilisation Th2 en favorisant la migration des cellules
dendritiques (CD) vers les ganglions lymphatiques drainants via la libération d'IL-13 facilitant

ainsi l'induction de I'immunité Th2 face aux allergénes (Halim et al., 2014).
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FIGURE 4 : ROLE CENTRAL DES LYMPHOCYTES TH2 ET DES CELLULES LYMPHOIDES INNEES
(ILCZ) DANS L’ INFLAMMATION DE TYPE 2 ET LE REMODELAGE DES VOIES AERIENNES.
(Hammad and Lambrecht, 2021)

TH2 : Lymphocyte T auxiliaire de type 2, ILC2 : Cellule lymphoide innée de type 2, DC : Cellule dendritique,
Gata3" : Facteur de transcription GATAS3, IL : Interleukine, TSLP : Lymphopoiétine stromale thymique,
TSLPR : Récepteur de la TSLP,IL-33R :Récepteur de I’interleukine 33, CRTH2 : (Récepteur chimioattractant
homologue exprimé sur les cellules TH2,ICAM1 : Molécule d’adhésion intercellulaire 1,VCAMI1 : Molécule
d’adhésion cellulaire vasculaire 1, EPO : Peroxydase des €osinophiles, ECP : Protéine cationique des
éosinophiles,EDN : Neurotoxine dérivée des éosinophiles, iNOS : Synthase inductible de I’oxyde nitrique,
IgE :Immunoglobuline E, Charcot—Leyden crystals : protéines cristallisées provenant des éosinophiles.
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1.4.3 Basophiles

Les basophiles ont une origine développementale commune avec les mastocytes, cependant ce
sont des cellules circulantes a courte durée de vie (leur durée de vie est d'environ 60 heures)
qui peuvent étre recrutées dans les tissus enflammés (Ohnmacht and Voehringer, 2009). Les
basophiles sécrétent des quantités importantes d'IL-4 dans les réactions immunitaires de type
2 établies (Miyake et al., 2021).Les allergénes protéiques peuvent induire directement la
production d'IL-4 par les basophiles murins, in vitro (Rosenstein et al., 2014). Les cytokines
dérivées des épithéliums, telles que I'lL-33 et le LST (Siracusa et al., 2011; Suzukawa et al.,
2008), peuvent activer les basophiles humains et induire leur prolifération et leur production
d'IL-4, partiellement via l'induction de GM-CSF (Chhiba et al., 2017). Les basophiles sont
recrutés dans les ganglions lymphatiques lors de la réponse primaire a l'exposition aux
allergénes (Hammad et al., 2010). De plus, les basophiles semblent coopérer avec les cellules

dendritiques dans 1'initiation de la réaction immunitaire de type 2 (Tang et al., 2010).

1.4.4 Cellules T auxiliaires de type 2 (TH2)

L’asthme allergique est une maladie induite par les cellules Th2, cela provient de plusieurs
¢tudes. Premiérement, des cellules Th2 spécifiques aux allergenes et leurs cytokines associées
sont clairement présentes dans le lavage bronchoalvéolaire des patients asthmatiques et des
souris atteintes d'asthme €éosinophilique allergique (Tibbitt et al., 2019). Ensuite, des cellules
Th2 spécifiques aux allergénes circulants, produisant des cytokines telles que I'lL-4, 1'[L-5,
I'IL-13 et méme I'IL-9, peuvent étre trouvées dans le sang des patients asthmatiques

allergiques (Seumois et al., 2020).

De plus, des études préliminaires réalisées sur des modeles murins asthmatiques induit par
l'antigene inhalé ovalbumine (OVA) ont démontré que I'épuisement des cellules T CD4+
empéchait le développement de I'asthme. A l'inverse, le transfert adoptif de cellules Th2
polarisées in vitro, issues de souris exprimant de maniere transgénique un récepteur spécifique
de l'antigéne des cellules T (TCR) pour un peptide OVA, entrainait l'induction des

caractéristiques de I'asthme (Hammad and Lambrecht, 2021).

Les cellules Th2 obtenues chez des humains atteints d'asthme de type 2 et chez des modeles
murins d'asthme éosinophilique allergique présentent des profils d'expression génique
similaires. Ces cellules produisent de fortes concentrations de cytokines Th2, expriment des
récepteurs spécifiques reconnaissant les signaux dérivés de I'épithélium et, de maniére

inattendue, se caractérisent par l'expression du récepteur nucléaire PPAR-y (Tibbitt et al.,
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2019). Le PPAR-y (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma) semble étre
essentiel dans les cellules Th2 pour conduire leur pathogénicité, car il contribue a la

production de cytokines Th2 en augmentant 1'expression du récepteur de 1'lL-33 (Chen et al.,

2017).

D’autre part, Des études réalisées sur des modeles d’asthme expérimentale induits par ’OVA
ont montré que 1'lL-4, en agissant sur le récepteur IL-4Ra, induit le changement de classe des
immunoglobulines vers les IgE dans les cellules B, favorise I'hyperréactivité bronchique et
induit I'expression de molécules d'adhésion telles que ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule-1) et VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1). Ces molécules permettent
l'extravasation des cellules inflammatoires, comme les éosinophiles, dans les poumons
inflammés (Godar et al., 2018). Beaucoup de ces effets sont également induits par I'lL-13, qui
utilise également le récepteur IL-4Ra pour la signalisation (Godar et al., 2018). Bien que l'on
pensait initialement que I'IL-13 n'était pas impliquée dans la stimulation du changement de
classe vers les IgE, une sous-population de cellules T folliculaires auxiliaires (TFH)
produisant de 1'l[L-13 et augmentant les IgE anaphylactiques a récemment ¢été identifiée chez

les souris et les humains (Gowthaman et al., 2019) .

1.4.5 Cellules dendritiques (CD) présentatrices de I’allergéne

Apres pénétration dans la sous-muqueuse, 'allergéne est capté par les cellules présentatrices
d'antigéne (CPA), généralement les cellules dendritiques (CD), traité et présenté aux cellules
T dans les tissus lymphoides secondaires ou tertiaires (par exemple, les ganglions
lymphatiques hilaires). La migration des CD vers les organes lymphoides est essentielle pour
optimiser les chances de rencontre avec les quelques cellules T naives spécifiques de
l'antigéne en circulation (Kambayashi and Laufer, 2014). La présentation de l'allergene par les
CD est une étape décisive qui détermine le résultat de la réaction immunitaire (Schuijs et al.,
2019). 1l a été démontré que les CD sont indispensables pour I'induction de I'immunité de type
2 chez les souris naives. En particulier, les CD conventionnelles de type 2 (CD¢2s) exprimant
IRF4, CD11b+ CD172+ sont nécessaires et suffisantes pour la différenciation des cellules

TH2 dans le poumon (Gao et al., 2013; Krishnaswamy et al., 2017).

Dans un modéle murin d'asthme induit par les ADP(Acariens Domestiques permanents), les
réponses des cellules B médiées par les cellules TFH (Follicular helper T cell) dépendaient
des CDc2s(Cellule dendritique conventionnelles Type 2) exprimant CXCRS5(récepteurs de

Chimiokine) qui pouvaient migrer vers la méme région des ganglions lymphatiques que les
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cellules TFH, a la frontiécre des zones T-cellulaires-B-cellulaires, en raison de la
reconnaissance des mémes agents chimiotactiques qui recrutent également les cellules TFH
(Krishnaswamy et al., 2017). La décision des CD d'induire des réponses tolérogéniques ou de

type 2 est également déterminée par des signaux €pithéliaux (de Kleer et al., 2016).

1.4.6 Macrophages alvéolaires, interstitielles et infiltrantes dans les tissus

Les macrophages alvéolaires pulmonaires (MAP) sont des cellules résidentes du tissu
pulmonaire a longue durée de vie (Westphalen et al., 2014). En revanche, les monocytes et les
macrophages dérivés des monocytes peuvent rapidement infiltrer les voies respiratoires en
réponse a des signaux environnementaux et inflammatoires, ainsi qu'en réponse a l'exposition
aux allergénes au niveau des barriéres épithéliales (Guilliams et al., 2020). Ces cellules
Présentent un haut degré de plasticité et, en fonction du microenvironnement tissulaire
pulmonaire, elles peuvent modifier leur expression génique et leur profil de médiateurs entre
les profils M1 (pro-inflammatoire) et M2 (anti-inflammatoire) (Sokolowska et al., 2014; Yang
et al., 2021). Les macrophages alvéolaires, interstitiels et dérivés des monocytes jouent un
role important dans la protection contre divers virus respiratoires, bactéries et champignons.
Les modéles chez le rat et la souris ont révélé la fonction principalement immunosuppressive
des MAP dans les allergies des voies respiratoires (Zastona et al., 2014).Cela est partiellement
médié par CD40 (Tang et al., 2001), TNF-a (Holt et al., 1993), PGE2 (Prostaglandine E2)
(Speth et al., 2016) et la sécrétion d'exosomes qui exercent leur effet sur les cellules
¢épithéliales (Bhattacharya and Westphalen, 2016), et peut étre déficiente chez les patients
asthmatiques (Tang et al., 2001). Il a ét¢ démontré dans des modeles de rats allergiques des
voies respiratoires que les MAP pouvaient supprimer la capacité d'activation des cellules T
des CD a la fois in vitro et in vivo (Lauzon-Joset et al., 2014). De méme, la déplétion des
MAP résidentes a entrainé une aggravation significative de l'inflammation allergique des
voies respiratoires chez les souris (Zastona et al., 2014). Les macrophages interstitiels
pulmonaires peuvent également supprimer les réponses des cellules T par l'induction de
cellules T régulatrices (Bedoret et al., 2009; Soroosh et al.,, 2013). Cependant, Les
macrophages bronchiques chez les asthmatiques expriment moins de CD16 et de CD64, ce
qui pourrait diminuer leurs activités phagocytaires et leurs capacités anti-inflammatoires
(Moniuszko et al., 2007). Certaines expériences ont €galement démontré un role pro-
inflammatoire pour les MAP dans le contexte de l'inflammation allergique des voies
respiratoires. Dans des modéeles murins, les MAP ont été identifiées comme des sources

significatives d'IL-17 et leur déplétion a empéché le développement de l'inflammation
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allergique et de I'hyperréactivité des voies respiratoires (Song et al., 2008). De plus, les MAP
répondent a 1'IgE via les récepteurs Fc avec une libération de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires et médiateurs lipidiques, ce qui pourrait perpétuer 1'inflammation chronique et
augmenter la bronchoconstriction dans les voies respiratoires asthmatiques (Komloési et al.,

2022).

1.5 Traitement classique de I’asthme allergique

Le traitement de l'asthme vise soit la bronchoconstriction, soit les composantes de
lI'inflammation des voies respiratoires de la maladie. Des spasmodiques tels que I'histamine,
les leucotriénes cystéinylés et la prostaglandine D2 libérés par les mastocytes et les basophiles
des voies respiratoires favorisent la contraction des muscles lisses entrainant une
bronchoconstriction, qui peut étre prévenue par un traitement par des agonistes -2 et des
anti-leucotriénes. L'activation de 1'épithélium et des cellules inflammatoires résidentes
entraine l'accumulation de cellules immunitaires, notamment des ¢éosinophiles, des
lymphocytes, des macrophages, des neutrophiles et des basophiles, qui favorisent un
environnement tissulaire inflammatoire et contribuent a I'hypersécrétion de mucus, a
I'hyperréactivité des voies respiratoires et au remodelage. Les corticostéroides sont efficaces
pour supprimer l'inflammation des voies respiratoires et prévenir ainsi les exacerbations de
l'asthme. Le taux de réponse variable aux thérapies de I'asthme dans la population de patients

peut étre 1ié€ a des différences génétiques entre les individus (Ranjbar et al., 2022).

1.6 Role du stress oxydatif dans la physiopathologie de 1'asthme allergique

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production de ROS et le systéme
de défense antioxydant, entrainant des dommages cellulaires (Hybertson et al., 2011). La
présence d'asthme tend & augmenter la production de ROS, et le systéme antioxydant dans les
poumons est insuffisant pour le mitigé. Par conséquent, I'asthme peut conduire a un état de
stress oxydatif dans le corps, ce qui aggrave l'hyperréactivité des voies respiratoires et
l'inflammation des voies respiratoires (fig.5). Les ROS et les espéces réactives de l'azote
(RNS) jouent des roles vitaux dans la régulation du stress oxydatif. Pendant ce temps, les
ROS sont impliqués dans le déclenchement des réponses inflammatoires en impactant les
protéines de signalisation cellulaire, telles que NFxB, TLR MAPKs et Keapl-Nrf2-ARE
(Kaspar et al., 2009; Mishra et al., 2018).
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FIGURE 5 : IMPLICATION DU STRESS OXYDATIF DANS L’ INFLAMMATION DE TYPE 2 ET LE
REMODELAGE DES VOIES AERIENNES DANS L’ASTHME.

(Liu et al., 2022)

ROS : Espéces réactives de I’oxygene, SOD : Superoxyde dismutase, CAT : Catalase, GPX : Glutathion
peroxydase, TNF-a : Facteur de nécrose tumorale alpha, IL : Interleukine, IL-1p : Interleukine 1 béta, TGF-p :
Facteur de croissance transformant béta.

1.6.1 Source de Production des ROS

1.6.1.1 Sources cellulaires endogene des ROS

Les ROS dérivés des cellules sont principalement libérés dans les poumons par des cellules
inflammatoires telles que les €osinophiles, les neutrophiles et les macrophages, bien que les
cellules résidentes, y compris les cellules épithéliales (CE), les cellules musculaires lisses des
voies respiratoires (CMLVR) et les fibroblastes produisent également des ROS(Stock et al.,
2019).

Le précurseur de la plupart des ROS intracellulaires est 1'ion superoxyde (O2e-), qui est
produit a partir de 'oxygene moléculaire apres avoir gagné un €lectron unique provenant de la
phosphorylation oxydative dans les mitochondries, ou a partir de 1'oxydation du phosphate de
nicotinamide adénine réduit (NADPH) catalysée par les NADPH oxydases (Nox)
(Michaeloudes et al., 2017). Les ions O2e- sont dismutés en peroxyde d'hydrogéne (H>0>)
par l'action des superoxyde dismutases (SOD) (Fridovich and Freeman, 1986). Le H>O, est
une molécule plus stable, avec une demi-vie plus longue, capable de diffuser dans le cytosol

et le noyau pour activer des voies de signalisation sensibles aux rédox. De plus, en présence
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de "fer libre" (Fe2+), le H,O» peut étre converti en radical hydroxyle hautement réactif (e OH)
qui peut causer des dommages oxydatifs aux lipides, aux protéines et aux nucléotides (Valko
et al., 2007). L'interaction du H>O» avec les halogénures, catalysée par les peroxydases des
¢osinophiles et des neutrophiles, conduit a la formation des hypohalogénures, l'acide
hypobromeux (HOBTr) et I'acide hypochloreux (HOCI). L'oxyde nitrique (NO), produit lors de
la conversion de l'acide aminé L-arginine en L-citrulline par les oxyde nitrique synthases
(NOS), réagit avec O2e- pour produire la molécule hautement réactive peroxynitrite (ONOO-
). Les hypohalogénures et le peroxynitrite peuvent modifier les résidus de tyrosine par
bromation, chlorination et nitration, respectivement, altérant la fonction des protéines (Sahiner

et al., 2018).

Le réticulum endoplasmique (RE) est également une source d'H>O; intracellulaire, Produite
comme sous-produit du repliement des protéines. Les réactions métaboliques dans les
peroxysomes, telles que I'oxydation des acides gras, 1'oxydation des acides aminés et 'activité
de la xanthine oxydase, sont également des sources d'O2e- intracellulaire et de H>O»

(Maamoun et al., 2019).

En raison des différences dans leurs mécanismes d'activation, leur localisation subcellulaire et
leur modele d'expression tissulaire, les enzymes Nox ont des fonctions biologiques distinctes.
De plus, leurs activités et leur expression sont étroitement régulées par des facteurs de
transcription, des kinases et des phosphatases, tandis qu'elles modulent les voies de
transduction du signal par des mécanismes dépendant du redox. Par conséquent, ils sont des
régulateurs clés de la signalisation et de la fonction cellulaires et jouent un role clé dans les

processus pathogenes (Schroder, 2020; Stock et al., 2019)

1.6.1.2 Sources exogenes des ROS
Divers agents environnementaux, tels que les allergénes et les polluants, contribuent a la

production de ROS dans les voies respiratoires. Cette section aborde les principales sources
exogenes impliquées dans le stress oxydatif pulmonaire.

Tout d’abord, les allergénes qui favorisent la production de ROS dans les poumons a la fois
de maniere indirecte, par l'activation des cellules immunitaires et structurelles, et directe, par
la production intrinséque de ROS. Les pollens sont des structures complexes qui, en plus de
protéines antigéniques, contiennent également plusieurs autres protéines, y compris des
enzymes Nox végétales. Boldogh et al. ont démontré que l'activit¢ de Nox dans le pollen

d'ambroisie induit la production de ROS dans les cellules épithéliales des voies respiratoires,
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entrainant une production accrue d'IgE spécifiques de l'antigéne et une inflammation
allergique renforcée chez un modéle murin (Boldogh et al., 2005). Cependant, une étude
ultérieure a rapporté que l'activité¢ intrinséque de la Nox du pollen n'induisait pas
d'inflammation chez les souris exposées au pollen de bouleau, suggérant que I'effet des ROS
dérivés du pollen peut dépendre du type de pollen et d'autres facteurs (Shalaby et al., 2013).
Ensuite, les polluants gazeux et les matieres particulaires (MP) sont des sources riches de
ROS, et le stress oxydatif est un facteur majeur dans la toxicit¢ pulmonaire et les effets
pathologiques causés par la pollution de l'air (Vogel et al., 2020).Les MP sont produites par
diverses sources, notamment les pots d'échappement des voitures, les émissions industrielles,
la poussiére fine et la construction. Leur toxicité pulmonaire dépend de leur taille, qui
détermine a son tour leurs sites de dépdt, leurs propriétés chimiques, leur solubilité et leur
persistance dans le corps (Huang et al., 2015). De plus, les métaux de transition dans les MP,
y compris le Ni, le Cr, le Co et le Fe, catalysent la production de radicaux ®eOH dans les
poumons en utilisant la réaction de Fenton (Han et al., 2001). L'entrée de MP dans les voies
respiratoires entraine leur absorption par les CE (cellules épithéliales)et les macrophages,
provoquant l'activation de mécanismes inflammatoires sensibles au stress oxydatif (Vogel et
al., 2020). L'ozone, un constituant majeur de la pollution de I'air, est une importante source de
ROS. 1 est généré par la réaction des oxydes d'azote avec des composés organiques volatils,
sous l'action du soleil. Normalement, l'ozone est neutralis¢ par des antioxydants
hydrosolubles, notamment l'acide urique, le glutathion, I'ascorbate et 1'a-tocophérol, dans le
liquide de revétement épithélial (Kelly et al., 1995). Cependant, des concentrations élevées
d'ozone submergent les mécanismes antioxydants et géncrent des ROS et des produits
d'oxydation lipidique réactifs qui agissent sur 1'épithélium des voies respiratoires et les
cellules immunitaires innées pour provoquer une lésion épithéliale et déclencher la libération
de médiateurs pro-inflammatoires (Michaudel et al., 2018).La réponse inflammatoire
résultante amplifie le stress oxydatif endogene par les ROS dérivés des CE des voies

respiratoires et des neutrophiles (Wiegman et al., 2020).

1.6.2 Déséquilibre redox au niveau cellulaire

Les ROS sont désormais reconnus comme des médiateurs importants de la pathogenese de
l'asthme en induisant des réponses inflammatoires, ainsi que la remodélisation et
I'hyperréactivité des voies respiratoires, comme le démontrent de nombreuses études utilisant
des modeles in vitro et in vivo (Bazan-Socha et al., 2022; Comhair and Erzurum, 2010). Le

déséquilibre redox dans les poumons asthmatiques a été identifi¢ des le début comme étant le
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résultat d'une production accrue de ROS et d'une protection antioxydante atténuée dans les
cellules inflammatoires infiltrantes et les cellules résidentes, ce qui est déclenché en réponse a
I'exposition aux allergénes et aux oxydants exogeénes (Combhair et al., 2000). Des études
ultérieures ont examiné les mécanismes potentiels sous-jacents du stress oxydatif dans
l'asthme. Les éosinophiles et les neutrophiles sont une source clé de ROS dans les poumons
asthmatiques par le biais de leur explosion oxydative, qui dépend de O,e- produit par Nox2
(Lacy et al., 2003). O,e- est converti en H>O», qui est utilisé par la peroxydase éosinophilique
(PEO) et la my¢lopéroxydases neutrophilique (MPO) pour induire la nitration des protéines,
I'halogénation et la réticulation de la tyrosine (Sahiner et al., 2018). Pour les réactions
d'halogénation, la PEO utilise principalement le bromure tandis que la MPO utilise le
chlorure. Les ¢€osinophiles sanguins des patients asthmatiques sévéres présentent une
expression plus élevée de Nox2 par rapport aux asthmatiques 1égers/modérés et aux sujets
sains (Gaurav et al., 2015). De méme, les neutrophiles sanguins des patients asthmatiques
montrent une production de ROS spontanée et stimulée plus élevée par rapport aux sujets
sains, tandis que les neutrophiles des patients asthmatiques sévéres présentent une production
de ROS stimulée plus ¢élevée par rapport aux neutrophiles des patients avec un asthme non
sévere (Kim et al., 2019).. Le stress oxydatif médi¢ par les éosinophiles et les neutrophiles
peut donc jouer un role pathogéne dans I'asthme €osinophilique et neutrophilique sévére, ainsi
que lors des exacerbations. De manicre intrigante, les éosinophiles activés dans les
expectorations montrent une plus grande libération extracellulaire de O2e- par rapport aux
neutrophiles, en raison d'un assemblage différentiel de Nox2, suggérant que les éosinophiles
peuvent avoir une plus grande capacité a causer des dommages tissulaires (Michaeloudes et

al., 2022).

Le déséquilibre redox est également observé dans les cellules structurales des voies
respiratoires asthmatiques. Les cellules épithéliales des voies respiratoires montrent une
production accrue de ROS médiée par Duox1 et Duox2 dans l'asthme, tandis que Nox4 est
¢levé dans les cellules épithéliales des voies respiratoires asthmatiques et dans les cellules
musculaires lisses des voies respiratoires (Wan et al., 2016). De plus, la peroxynitrite a été
associée aux lésions épithéliales, a la libération de médiateurs inflammatoires, a l'insensibilité
aux corticostéroides, a 1'hyperréactivité des voies respiratoires et a la réduction de la fonction
pulmonaire chez les patients asthmatiques. Par conséquent, les niveaux de ROS générés par
l'activation des cellules inflammatoires ou par les polluants inhalés peuvent inhiber l'activité

antioxydante par 1'oxydation des protéines dans 1'épithélium asthmatique, créant ainsi un cycle
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futile de stress oxydatif, de 1ésions tissulaires et d'inflammation. Cependant, les cellules des
voies respiratoires produisent également de faibles niveaux de ROS intracellulaires, qui
agissent comme des médiateurs de signalisation régulant des fonctions cellulaires clés

(Michaeloudes et al., 2022).

1.6.3 Mécanismes antioxydants cellulaires

Les ions O2e- sont dismutés en H>O; par l'action des superoxyde dismutases (SOD), des
enzymes ubiquitairement exprimées contenant des co-facteurs métalliques, qui se composent
de trois isoformes. La superoxyde dismutase cuivre-zinc (CuZnSOD) est localisée dans le
cytosol et représente 80 a 90 % de l'activité SOD intracellulaire. Le reste de 1'activit¢ SOD
intracellulaire est di a la superoxyde dismutase manganése (MnSOD), localisée dans la
matrice mitochondriale ou elle dismute les ions O2°* produits par la phosphorylation
oxydative (Fridovich and Freeman, 1986). Une troisieme isoforme de SOD, la SOD
extracellulaire (EC-SOD), contient des ions Cu et Zn comme co-facteurs et est I'enzyme
principale protégeant la MEC contre les dommages oxydatifs (Fattman et al., 2003). Les
principaux mécanismes antioxydants ¢liminant le H>O; intracellulaire sont le glutathion, les
peroxiredoxines et la catalase. Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinyl-
glycine) contenant un groupe thiol (-SH) (Rahman et al., 2001). Sa concentration varie a
travers les voies respiratoires et est particuliérement abondante dans le liquide de revétement
épithélial. La plupart du glutathion intracellulaire est localisé dans le cytoplasme, avec des
concentrations plus faibles dans les mitochondries et le RE. Le glutathion est principalement
trouvé sous forme thiol réduite (GSH), ce qui confére une protection antioxydante. Le GSH
réduit les oxydants tels que le H2Og, et les peroxydes lipidiques et organiques, en s'oxydant en
sa forme disulfure-oxydée (GSSG) par l'action de la glutathion peroxydase. La glutathion
réductase utilise le NADPH pour réduire le GSSG en GSH, qui subit ensuite une oxydation
supplémentaire créant un cycle redox (Lu, 2009). Le rapport GSH/GSSG est donc essentiel
dans le maintien de 'homéostasie redox. Dans des conditions de stress oxydatif, les cellules
maintiennent le rapport GSH/GSSG en induisant la synthése de GSH ou en réduisant les
niveaux de GSSG. Cette dernicre est réalisée par la réduction de GSSG par le glutathion
réductase ou par son exportation hors de la cellule (Mueller et al., 2005).Les peroxyredoxines
sont des peroxydases thiol, localisées dans le cytoplasme, les mitochondries, le RE et les
peroxysomes, qui réduisent le H>O> en eau (Lismont et al., 2019). Les peroxyredoxines sont
restaurées a leur forme réduite par l'action du systeme thioredoxine/thioredoxine réductase,

utilisant le NADPH comme co-facteur, complétant ainsi le cycle catalytique. La catalase est
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une protéine tétramérique composée de quatre sous-unités identiques, chacune ayant un site
actif contenant un groupe héme et NADPH. Elle est principalement localisée dans les
peroxysomes et décompose le H,O> en eau et en oxygeéne moléculaire par des réactions
d'oxydation et de réduction alternatives se produisant a ses sites actifs (Fridovich and
Freeman, 1986). Nrf2 est un facteur clé régulant 1'équilibre redox cellulaire. Son activité est
principalement contrdlée par Keapl, qui le cible pour une dégradation protéosomale. Les
ROS modifient Keapl, permettant I'accumulation de Nrf2, qui active les génes antioxydants
via des coactivateurs comme CBP (C binding protéine) (Song et al., 2023; Zhu et al., 2005).
Nrf2 est également régulé par la phosphorylation, des facteurs épigénétiques et des

interactions protéiques (Michaeloudes et al., 2014).
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2 Chapitre II L’Imiquimod « agoniste du TLR7 »

2.1 Définition

Les agonistes des récepteurs de type Toll (TLR) sont récemment devenus d'intérét en tant que
nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement des allergies et de l'asthme (Aryan et al.,
2014). Les TLR, qui sont un sous-ensemble de récepteurs de reconnaissance de pathogenes
sensibles aux virus et aux bactéries, sont essentiels pour la réponse précoce contre l'infection.
Leur activation entraine une production immédiate de cytokines pro-inflammatoires et, le plus

souvent, le développement d'une réponse de type Thl (Kawai and Akira, 2011).

Le traitement avec des agonistes des TLR, seuls ou en tant qu'adjuvants dans
l'immunothérapie spécifique aux allergenes, a ét¢ montré pour modifier et atténuer la réponse
inflammatoire allergique (Connolly and O'Neill, 2012). En particulier, le traitement avec des
agonistes de TLR7, qui reconnaissent I'ARN viral a brin simple, entraine une réduction des
niveaux de cytokines de type Th2, de 1'éosinophilie, de I'hyperplasie des cellules caliciformes
et des niveaux totaux d'IgE (Grela et al., 2011), ainsi qu'une hyperréactivit¢ des voies
respiratoires in vivo et une réactivité des voies respiratoires apres une culture a long terme in
vitro (Adner et al., 2013; Ekman et al., 2011). En clinique, les agonistes de TLR7 se sont

révélés efficaces dans le traitement de la rhinite allergique saisonniere (Greiff et al., 2012).

Les agonistes de TLR7 sont d'un intérét particulier car de nouvelles études ont démontré que
'agoniste prototypique, L'imiquimod (1-(2-méthylpropyl)-1H-imidazo(4,5-c) quinolin- 4-
amine)(fig.6), également connu sous le nom de S-26308 ou R-837, est le premier analogue
nucléosidique non osidique (c'est-a-dire ne contenant pas de sucre) de la famille des
imidazoquinoléines. Il s'agit d'une molécule organique tricyclique avec un composé
hétérocyclique contenant de l'azote (N) et quatre atomes N, un composant quinoléine, un
anneau 1H-imidazole et un groupe méthyle-propyle (Baumann and Baxendale, 2013).
L'imiquimod appartient a la classe des modificateurs de la réponse immunitaire (Rudy,
2002).L'imiquimod (R-837), posséde également la capacité d'induire des relaxations rapides
des voies respiratoires in vitro et in vivo. Cela souligne davantage un rdle pour l'utilisation de

ces agonistes dans le traitement de 1'asthme (Larsson et al., 2016).
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FIGURE 6 : STRUCTURE CHIMIQUE DE L’ IMIQUIMOD
(Baumann and Baxendale, 2013).

2.2 Meécanismes d'action de l'imiquimod

Les mécanismes exacts d'action de 1'imiquimod n'ont pas encore été pleinement explorés.
Néanmoins, il est bien documenté que 1'imiquimod est un agoniste du TLR-7 (Hemmi et al.,
2002; Walter et al., 2013), qui se lie aux cellules immunitaires activant le TLR-7. Le TLR-7
est exprimé a la surface endosomale des cellules présentatrices d'antigéne et est couramment
impliqué dans la reconnaissance des pathogenes (Arevalo et al., 2001). D'autres types de
cellules activées par l'imiquimod comprennent les cellules tueuses naturelles, les
macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B, entrainant I'activation
consécutive des protéines kinases et de facteurs de transcription en aval, y compris le facteur
nucléaire(NF-xB), et la production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, y
compris le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a), l'interleukine (IL)-6, IL-8 , IL-12,
l'interféron (IFN)-a et IFN-y (Moarbess et al., 2008; Weber et al., 2013). L'induction de
cytokines et les infiltrats cellulaires sous-jacents aux réponses immunitaires a médiation
cellulaire entrainent la régression des verrues causées par l'infection a HPV (virus du
papillome humain) (Sauder, 2000). Dans le cas de la leishmaniose cutanée, l'imiquimod
présente une activité anti-leishmaniale via l'activation des TLR, la production de cytokines
inflammatoires et 1'induction de la libération d'oxyde nitrique (El Hajj et al., 2018).En effet, il
a ¢t¢ démontré que l'imiquimod régule I'expression des TLR-7, TLR-11 et TLR-12, et médie
ensuite l'activation de la voie MyD88 (myeloid differentiation primary response 88),
aboutissant a l'induction d'une réponse immunitaire (Hamie et al., 2021). Il existe également

des preuves indiquant que l'imiquimod, lorsqu'il est appliqué sur la peau, peut entrainer
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l'activation des cellules de Langerhans, qui migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques

locaux pour activer le systéme immunitaire adaptatif (Arevalo et al., 2001).

Indépendamment de la liaison aux TLR, I'imiquimod peut également renforcer la signalisation
pro-inflammatoire. En ce sens, l'imiquimod inhibe 1'activité de l'adényl cyclase et supprime
par conséquent les voies de signalisation des récepteurs a l'adénosine impliquées dans la
régulation négative de l'inflammation (Ng and Levine, 2017). L'imiquimod a également été
démontré pour inhiber la progression tumorale chez les animaux immunodéprimés, et son
application topique inhibe puissamment l'angiogenése induite par les tumeurs in vivo, de
manicre dépendante de la dose et du temps. Cet effet a été associé a la production induite par
I'imiquimod de plusieurs cytokines, y compris I'lFN-y, le TNF-a et I'lL-18. Cela constitue une
réponse efficace au traitement des tumeurs bénignes et pré-malignes associées au HPV, mais
aussi des tumeurs prolifératives malignes précoces dépendantes de 1'angiogenése (Obeid et al.,

2023).

2.3 Application de I’imiquimod dans le traitement de I’asthme allergique

L'asthme allergique est un trouble respiratoire et immunitaire complexe et hétérogene et son
incidence est en augmentation dans le monde entier. Actuellement, le traitement standard de
l'asthme repose sur l'utilisation de corticostéroides pour tenter de supprimer la réaction
inflammatoire se produisant dans l'arbre bronchique. Moisan et al. (2006) utilisant un modele
murin d'asthme allergique atopique impliquant une souche de souris hyperréactive a la
méthacholine (A/J) ainsi qu'une souche hyporéactive (C57BL/6) sensibilisées et exposées a
I'ovalbumine, nous démontrons que le traitement avec un ligand synthétique du récepteur
Toll-like 7 (TLR7) (S-28463, un membre de la famille des imidazoquinolines) prévient le
développement du phénotype asthmatique. Le traitement avec S-28463 a entrainé une
réduction de la résistance et de I'élasticité des voies respiratoires aprés sensibilisation et
exposition a Il'ovalbumine. Cela s'est accompagné d'une réduction spectaculaire de
l'infiltration des leucocytes, en particulier des éosinophiles, dans les poumons des souris
C57BL/6 et A/J apres la provocation a I'OVA. Le traitement avec S-28463 a également
supprimé 1'élévation du taux de sérum IgE ainsi que l'induction d’IL-4, IL-5 et IL-13 par la
provocation a 'OVA. De méme absence dans le changement dans le profil des cytokines de
TH2 a TH1, car les niveaux d’IL-12p70 et d'IFN-y étaient réduits apres le traitement par S-
28463. Ces résultats démontrent clairement I'effet anti-inflammatoire des imidazoquinolines
dans un modele d'asthme allergique ainsi que le potentiel clinique des ligands TLR7 dans le

traitement des maladies allergiques (Moisan et al., 2006).
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Des agonistes de TLR7 ont été ajoutés aux voies respiratoires de cobayes apreés pré-
contraction avec le carbachol in vitro ou de l'histamine in vivo. Des inhibiteurs
pharmacologiques ont ¢été utilisés pour disséquer les voies conventionnelles de
bronchodilatation ; la tétrodotoxine a été utilisée ou une vagotomie bilatérale a été réalisée
pour évaluer l'implication neuronale. Des cellules musculaires lisses des voies respiratoires
humaines (CMLVR) ont été utilisées pour déterminer l'effet des agonistes de TLR7 sur la
mobilisation intracellulaire de Ca2". L’imiquimod, agoniste de TLR7 bien connu, relaxé
rapidement les voies respiratoires pré- contractées in vitro et in vivo. Cette relaxation était
indépendante de I'oxyde nitrique, du monoxyde de carbone et de la signalisation de I'AMPc,
ainsi que de l'activité neuronale. L'imiquimod a induit la libération de Ca2* a partir des
réserves du réticulum endoplasmique dans les CMLVR, inhibant la libération de Ca2" induite
par 'histamine. Cette étude montre que l'imiquimod agit directement sur le muscle lisse des
voies respiratoires pour induire une bronchodilatation, via une libération de Ca2"
intracellulaire indépendante de TLR7. L'effet est parallele a celui d'autres composés
bronchodilatateurs, comme la chloroquine, qui, tout comme I'imiquimod (Larsson et al.,

2016).

Une étude menée par Xirakia et al. (2010) a montré que 'administration intranasale de R-848
(agoniste de TLR 7/8) a induit une réponse immunitaire transitoire caractérisée par la
production d'interféron de type I et l'infiltration de cellules immunitaires innées dans les
poumons. Cela a entrainé une suppression a long terme de la maladie allergique des voies
respiratoires via deux processus moléculaires complémentaires : I'un médi€ par les interférons
de type I, offrant une protection aigu€ en inhibant directement les réponses effectrices Th2, et
l'autre médi¢ par les cellules T CD8 régulatrices immunitaires, induisant une protection

durable en supprimant les réponses Th2 de maniére dépendante de I'lFN-y.

L'administration intranasale de R-848 est un traitement efficace pour la maladie allergique des
voies respiratoires. Elle détourne un processus immunitaire pro-inflammatoire déclenché par
TLR7 pour entrainer une suppression durable de la maladie. Cela fournit des informations
importantes sur l'efficacité et le mode d'action des ligands de TLR7 dans les modeles murins
de maladies allergiques des voies respiratoires et ouvre la voie a leur application clinique chez

I'homme (Xirakia et al.,2010).
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2.4 Utilisation clinique de l'imiquimod

L'imiquimod est approuvé et disponible commercialement sous forme de créeme a 2,5 %, 3,75
% ou 5 % pour le traitement des verrues génitales externes et du carcinome basocellulaire
superficiel. Cependant, il est également utilis€ pour des indications non conformes aux
recommandations officielles, comme suit : les proliférations mélanocytaires, telles que le
lentigo maligna, les navus atypiques, ainsi que le lichen scléreux, l'alopécie areata, le
sarcome de Kaposi et le molluscum contagiosum. La recherche sur I'imiquimod est encore un
domaine actif. En effet, plus de 450 études ont été publiées sur ce sujet au cours de la derniere

année seulement (a partir de mai 2023).

Une étude précédente a évalué l'effet potentialisateur de l'imiquimod sur la diphencyprone
pour l'immunothérapie topique de l'alopécie areata et a rapporté¢ que 77 % des patients ont
présenté une amélioration des symptomes suite a I'ajout d'imiquimod (Diaz-Guimaraens et al.,
2022). L'imiquimod a également été testé comme traitement topique chez des patients atteints
du VIH et présentant des lésions squameuses intraépithéliales de haut grade, susceptibles
d'évoluer en cancer anal (Palefsky et al., 2022).Comparé au groupe de surveillance active, le
taux de survenue du cancer anal était inférieur de 57 % dans le groupe de traitement, ce qui
suggere que le traitement des lésions squameuses intra-épithéliales de haut grade avec des
médicaments tels que I’imiquimod protége contre le cancer anal (Palefsky et al., 2022). Une
autre étude récente a décrit Defficacité de I’imiquimod chargé dans des vésicules
unilamellaires de petite taille sans phospholipides ciblant les hépatocytes, dans le traitement
de I’hépatite B chronique (Al Fayez et al., 2022). Chez les patients atteints de lentigo malin, il
a ét¢ démontré que I’imiquimod réduisait la surface du lentigo malin aprés un mois de
traitement et pourrait étre prescrit pour prévenir la progression de ces Iésions vers la
carcinogenese (Daude et al., 2023). Dans une lignée de cellules de mélanome humain,
I’imiquimod a induit la mort cellulaire par perméabilisation de la membrane lysosomale et la
libération d’enzymes protéolytiques lysosomales, y compris les cathepsines, ce qui a entrainé

un dysfonctionnement mitochondrial (Chang et al., 2022).
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3 Chapitre III : Monographie sur le lierre grimpant d’Algérie H. algeriensis

3.1 Définition

Hedera., le genre lierre, (famille des Araliaceae) comprend environ 15 espéces réparties en
Afrique du Nord, en Asie, en Macaronésie et en Europe (Ackerfield and Wen, 2002).Les
membres du genre sont trés apprécié€s en tant que plantes ornementales et sont fréquemment
utilisés dans l'aménagement paysager et a l'intérieur. Les saponines triterpéniques et les
composés phénoliques sont les principaux phytoconstituants signalés dans les especes du
genre Hedera. De nombreuses activités biologiques ont été rapportées pour les especes de
Hedera, notamment des activités molluscicides, antibactériennes, antivirales, antioxydantes,
cytotoxiques, antidiabétiques, hépatoprotectrices et anti-inflammatoires. En raison de ses
propriétés spasmolytiques et expectorantes, les feuille de lierre était traditionnellement utilisée
pour traiter les symptomes des infections des voies respiratoires supérieures (Khdair et al.,

2010).

En outre, la Commission E allemande, coopérative scientifique européenne en phytothérapie.
(ESCOP) et comité on Herbal Medicinal Products (HMPC) ont tous publi¢ des monographies
sur H. helix (Phytotherapy, 2003) et l'ont approuvé pour le traitement des symptdmes des
affections bronchiques inflammatoires chroniques ainsi que des catarrhes des voies

respiratoires.

3.2 Classification taxonomique

Malgré la présence de plusieurs especes végétales connues sous le nom de lierre, telles que le
Sumac vénéneux ou le lierre de Boston, le nom est généralement compris comme faisant
référence aux plantes du genre Hedera (famille des Araliaceae), en particulier le lierre anglais,
H. helix (Small, 2019). Le genre comprend environ 15 espéces et malgré son importance
médicinale et économique considérable, sa taxonomie et sa classification manquent de
consensus et sont considérées comme problématiques, de nombreuses études tentant de
distinguer entre les différentes espéces et d'évaluer leurs relations phylogénétiques
(Ackerfield and Wen, 2002). Dans le tableau (1) ci-dessous, toutes les espéces rapportées sont
considérées comme des especes acceptées et sont reconnues dans la Liste mondiale et

Bibliographie des Araliaceae, publiée par les Jardins botaniques royaux de Kew (Osama et al.,

2023).
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Tableau 1 : Principales especes de lierre (Hedera spp) et leur répartition géographique

(Osama et al., 2023).

Nom scientifique

Nom commun

Lieu d’origine

Hedera canariensis Willd

Lierre des Canaries

Iles Canaries

Hedera colchica K. Koch

Lierre de Colchide

Géorgie et Turquie

Hedera helix

Lierre commun

Mondial

Hedera nepalensis K. Koch

Lierre chinois/himalayen

Chine, Népal, Himalaya

Hedera rhombea Bean

Lierre japonais

Japon, Corée, Taiwan

Hedera scotica A. Chevall

Lierre écossais/irlandais

Irlande, Ecosse

Hedera taurica (Hibberd)

Lierre de Crimée

Crimée

Hedera algeriensis

Lierre algérien

Algérie

L’espece spécifique de notre étude est Hedera algeriensis, elle releve du régne Plantae, du

phylum Spermatophyta et du sous-phylum Angiospermae. Sur le plan de la classe, elle est

classifiée comme Dicotylédones, puis elle appartient a I'ordre des Araliales, a la famille des

Araliaceae, et enfin au genre Hedera (Tab.2)(Al-Snafi, 2018).

Tableau 2 : Classification botanique de Hedera algeriensis

(Al-Snafi, 2018).

Royaume Plantae

Phylum Spermatophyte
Subphylum Angiospermae
Classe Dicotylédones
Ordre Araliales

Famille Araliaceae

Genre Hedera

Espéce Hedera algeriensis
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3.3 Distribution géographique

I1 était distribué en Afrique (Algérie, Libye, Maroc, Tunisie); en Asie (Arménie, Géorgie,
Fédération de Russie, Iran, Irak, Palestine, Liban, Syrie, Turquie); en Europe (Biélorussie,
Lettonie, Lituanie, Moldavie, Ukraine, Autriche, Belgique, Allemagne, Hongrie,
Tchécoslovaquie, Pays-Bas, Pologne, Suisse, Danemark, Irlande, Norvége, Su¢de, Royaume-
Uni, Albanie, Bulgarie, Ancienne Yougoslavie, Italie, Roumanie, France, Portugal, Espagne);
en Australasie (Australie, Nouvelle-Zélande); en Amérique du Nord (Canada, Etats-Unis) et il

¢tait largement cultivé (Al-Snafi, 2018).

3.4 Description botanique

C'est une plante vivace ligneuse a feuillage persistant (Fig. 6). La tige est longue, rampante ou
grimpante et peut atteindre une longueur pouvant aller jusqu'a 30 metres. Lorsqu'elle est
vieille, les tiges peuvent atteindre un diamétre de plus de 10 cm et méme produire un tronc
court. La tige est attachée au substrat par de nombreuses petites racines produites a chaque
nceud foliaire, qui portent des mycorhizes vasculaires-arbusculaires. Les feuilles vertes foncé,
brillantes et coriaces sont persistantes, hétérophylles, et principalement lobées palmatément
sur les tiges stériles tandis que celles sur les tiges florales sont ovales et plus grandes. Les
feuilles de la plante ont généralement moins de 8 cm de diametre, elles sont longues a vivre et
ont une forte odeur lorsqu'elles sont écrasées. Les fleurs parfaites, parfois protandres, jaune-
vert, de 5 a 7 mm de diameétre, sont regroupées en inflorescences terminales portées sur des
tiges grimpantes atteignant la hauteur de la canopée. Le fruit, une drupe de 6 a 9 mm de
diametre, est vert devenant pourpre foncé/noir a maturité et contient de 2 a 5 graines (Strelau

et al., 2018; Victor 2018).
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FIGURE 7 : LES FEUILLES, LES FLEURS ET LES FRUITS D’HEDERA ALGERIENSIS

(Strelau et al., 2018 ; Victor 2018).

3.5 Usages traditionnels

11 était utilisé pour le rhume commun associ¢ a la toux et pour le traitement symptomatique
des troubles bronchiques inflammatoires aigus et chroniques (Sierocinski et al., 2021). Les
feuilles étaient utilisées comme analgésiques et anti-inflammatoires, et les feuilles et les baies
étaient consommeées oralement comme expectorant pour le traitement de la toux et de la
bronchite (Rashed, 2013). Les feuilles bouillies d'Hedera helix étaient appliquées sur la partie
du corps affectée pour combattre la teigne, la gale et les vers. Il était utilisé pour traiter la
dépression, comme stimulant, narcotique et hallucinogéne selon la quantit¢ consommée
(Brussell, 2004). Une décoction des feuilles d'Hedera était utilisée dans le traitement du
diabete en Turquie (Kiiltiir, 2007). En application topique, il était utilisé comme apaisant et
antiprurigineux, et comme traitement protecteur pour les fissures, écorchures, peau gercée et

piqtres d'insectes (Kiiltiir, 2007).
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3.6 Activités pharmacologiques du genre Hedera

Bien que de nombreuses études aient mis en évidence les propriétés pharmacologiques du
genre Hedera, notamment celles de Hedera helix, aucune investigation approfondie sur les
activités biologiques n’a été menée jusqu’a présent sur Hedera algeriensis. La présente
section synthétise les principales activités biologiques rapportées pour le genre Hedera, afin
de situer scientifiquement notre travail et de souligner la pertinence de 1’évaluation

pharmacologique de Hedera algeriensis.

3.6.1 Activité antioxydante et hépato-protectrice

L’a-hédérine et 1’hédéracoside C possedent une activité antioxydante démontrée par divers
tests (DPPH, pouvoir réducteur, chélation, etc.), comparable a 1’a-tocophérol, BHA et BHT
(Giilgin et al., 2004). Le prétraitement a 1’a-hédérine protége le foie contre la toxicité du
tétrachlorure de carbone en réduisant les enzymes hépatiques, la peroxydation lipidique, et
I’expression de P450 2E1, tout en préservant le glutathion (Lutsenko et al., 2010). Chez la
souris, I’extrait d’H. helix a réduit les effets hépatotoxiques de 1’acétaminophéne, en abaissant
les enzymes hépatiques et en rétablissant les niveaux d’enzymes antioxydantes (Moshaie-

Nezhad et al., 2019b).

3.6.2 Activité antiinflammatoire

L'extrait éthanolique de Hedera helix a été testé pour ses propriétés anti-inflammatoires. Des
L’extrait éthanolique de H. helix a montré une inhibition significative (88,89 %) de I’cedéme
de la patte induit par la formaline et a atténué¢ les symptomes de 1’arthrite (Rai, 2013).
Les saponines brutes (EBS) et purifiées (EPS) ont révélé une activité anti-inflammatoire,
I’EPS étant plus efficace (Siileyman et al., 2003). L’extrait sec de feuilles de lierre a diminué
la libération d’IL-6 induite par le LPS, ce qui suggere un effet bénéfique sur les
inflammations respiratoires (Osama et al., 2023 ; Schulte-Michels et al., 2016).
L’hédéracoside C a réduit I’inflammation mammaire induite par S. aureus, en diminuant les
cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1, TNF-a) et en augmentant I’IL-10 (Muhammad et
al., 2020).

3.6.3 Effet sur la fonction respiratoire

H. helix est traditionnellement utilisée pour soulager la toux et les inflammations bronchiques
grace a ses propriétés expectorantes (Yu et al., 2015). Chez des enfants atteints de bronchite
aigué, le sirop Prospan® s’est montré aussi efficace que I’acétylcystéine, avec une disparition

plus rapide des symptdomes et une meilleure tolérance (Bolbot et al., 2004).
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3.6.4 Activité cytotoxique

L’hédéragénine agit sur des cellules cancéreuses résistantes au cisplatine, en perturbant leurs
mitochondries et en induisant leur mort (Kim et al.,, 2017). L’extrait de H. helix spp.
Rhizomatifera a montré une meilleure efficacité que la doxorubicine contre des cellules Hep-
G2 et MCF7 (Elsohafy et al., 2020). L’hédéragénine induit la mort des cellules du colon par
un stress mitochondrial (Liu et al., 2014) et bloque la voie Nrf2-ARE (Kim et al., 2017).
L’extrait de Hedera pastuchovii a aussi montré une toxicité envers les cellules cancéreuses de

I’ovaire et du poumon (Osama et al., 2023).

3.6.5 Activité antimicrobienne

Des especes du genre Hedera, en particulier Hedera helix, présentent une activité
antimicrobienne due a leurs composés phénoliques, comme 1’a-hédérine et I’hédéracoside C.
Ces derniers alterent 1’enveloppe cellulaire et provoquent la mort de levures (Candida
albicans) ainsi que [I’inhibition de bactéries Gram-positives et Gram-négatives

(Staphylococcus, Escherichia coli, Pseudomonas) (Lutsenko et al., 2010).
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4 Chapitre IV. Matériel et méthodes

Avant d’aborder la partie expérimentale de ce travail, il convient de rappeler les principaux
objectifs de cette étude, centrée sur 1’exploration du potentiel bioactif de Hedera algeriensis
et ’évaluation de son efficacité dans un modele d’asthme allergique. Dans cette optique, notre
recherche vise a valoriser une plante endémique méditerranéenne encore peu étudiée, en
examinant ses propriétés biologiques dans un contexte d’inflammation allergique.

L’objectif principal est double : d’une part, caractériser les composés phytochimiques de
I’extrait aqueux de H. algeriensis et évaluer ses activités antioxydante, antimicrobienne et
inhibitrice enzymatique in vitro ; d’autre part, analyser son potentiel thérapeutique in vivo a
I’aide d’un modele expérimental d’asthme allergique induit chez le rat. L’efficacité¢ de
I’extrait est également comparée a celle de I’imiquimod, un immunomodulateur ciblant les
récepteurs TLR7.

Ce travail s’inscrit dans une approche intégrative, combinant analyses phytochimiques,
biologiques et histopathologiques, afin de mieux comprendre les effets protecteurs potentiels
de cette plante et d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques naturelles contre

I’asthme.

4.1 Matériel végétal

Les feuilles de Hedera algeriensis ont été récoltées, en septembre 2021, dans la région de
Seraidi (36°55'00” N, 7°40'00” E), sur le mont de ’Edough a +£860 m d’altitude, wilaya
d’Annaba (Est de 1’Algérie) (Fig.8).

La plante a ¢été préalablement identifiée par le Professeur Tarek Hamel (Département de
Biologie, Université Badji Mokhtar d’ Annaba, Algérie).

Cette espéce de lierre appartient a la famille des Araliaceae et est référencée dans 1’herbier du

Professeur Gérard de Belair (http://gdebelair.com/) sous le numéro de spécimen 031 _14. »
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Altitude (m)

Tin_Annaba
Elevation

900 - 1010
800 - 900
700 - 800
600 - 700
500 - 600
400 - 500
300 - 400
200 - 300
100 - 200
0-100

FIGURE 8 : CARTE D’ANNABA MONTRANT LE SITE DE RECOLTE DE LA PLANTE « HEDERA ALGERIENSIS » SUR LES HAUTEURS DE
SERAIDI (ANNABA)

(https://gifex.com/)

4.2 Etude phytochimique et diverses activités biologiques in vitro

4.2.1 Préparation de I’extrait aqueux de Hedera algeriensis

Les feuilles de la plante ont été séchées, puis broyées a l'aide d’un broyeur électrique afin
d’obtenir une poudre fine. A partir de cette poudre, un extrait aqueux a été préparé dans de
I’eau distillée (fig.9). Le mélange a ét¢ agité magnétiquement a température ambiante pendant
trois heures, a 1’abri de la lumicre et de 1’air. Il a ensuite ét¢ homogénéisé, puis filtré une
premicere fois a I’aide de papier filtre Whatman, avant d’étre conservé au réfrigérateur a 4 °C
jusqu’a utilisation, conformément a la méthode décrite par Eguale et al. (2007). Cette
premiére macération a été réalisée a raison de 10 g de poudre pour 100 mL d’eau distillée

(ratio 1:10). Elle a été utilisée pour 1’analyse phytochimique.
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FIGURE 9 : PREPARATION DE L’EXTRAIT AQUEUX DE HEDERA ALGERIENSIS.
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4.2.2 Calcul du rendement

Le rendement (R) de I’extrait a été déterminé par la formule suivante : R (%) = m /M x 100.
ou : m : poids apres agitation, M : Poids de la matiere végétale de départ.

4.2.3 Dosages spectrophotométriques des composés phénoliques

Afin de mieux comprendre les effets biologiques de ’extrait aqueux de Hedera algeriensis,
une premicre étape essentielle a consisté a caractériser la composition phytochimique. Cette

analyse a été menée parallelement a I’évaluation de ses activités biologiques in vitro (voir Fig.

10).

| ! ' ' 7 |

= ! Activité inhibitrices
AT ( i’ "\ des enzymes
ﬁ_ & | (AchE/BehE / Tyr/
- — | Activité antimicrobienne | Dosage colorimétriques | aGluco / o Amy)

[ LC-MSMS | Activité antioxydantes (PolyphenTols, 'Fla\'ono'l'des,
(DPPH / FRAP/ CAT) annins)

FIGURE 10 : DIAGRAMME RECAPITULATIF DES INVESTIGATIONS EXPERIMENTALES MENEES IN
VITRO SUR L’EXTRAIT AQUEUX DE LA PLANTE
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4.2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La concentration en phénols totaux de 1’extrait aqueux de Hedera algeriensis a été déterminée
en utilisant le réactif Folin-Ciocalteau (Bouaziz et al., 2010). En bref, 50uL de 1’extrait ont éte
ajoutés a 250uL du réactif Folin-Ciocalteau et 500uL de carbonate de sodium (NaCO3)
(20%). Apres agitation au vortex, le volume est ajusté a 5 mL avec de 1’eau distillée puis le
mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante. La densité optique (DO) est
mesurée a une longueur d’onde de 765 nm, réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre. Le
contenu en phénols totaux a été déterminé a partir de 1’équation du courbe étalon de 1’acide
gallique (ANNEXE 1). Les phénols totaux sont exprimés en mg d’acide gallique par g de la
matiere seche.

4.2.3.2 Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de AICl; Djeridane et al. (2006). En
bref, une quantité¢ de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol) a
été¢ ajoutée a 1 ml de la solution d'AICI3 (2 % dissous au méthanol). Aprés 15 minutes,
'absorbance a été mesurée par rapport au blanc a une longueur d’onde de 430 nm. Les
concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la courbe d'étalonnage de la rutine
(ANNEXE 2) Les résultats exprimés en milligrammes d'équivalents de quercétine par g de la
matiere séchée.

4.2.3.3 Dosage des tanins condensés

Le dosage des tannins a été réalisé selon la méthode de Julkunen-Tiitto (1985). En bref, 50 uL
de D’extrait de plante dilué¢ de fagon appropriée, 3 mL de vanilline (4% dans le méthanol) et
1.5 mL de Hcl concentré ont été mélangés. Apres 15 min, [’absorbance a ét¢ mesurée a A =
500 nm contre un blanc. Le contenu en tannins a été calculé a partir de 1’équation du courbe
¢talon de la catéchine (ANNEXE 3). Les tannins ont été¢ exprimés en mg équivalent de
catéchine/g d’extrait.

4.2.4 Dosage des composés bioactive par LC-MS/MS

L'analyse phytochimique de Il'extrait aqueux d'Hedera algeriensis a été réalisée par
chromatographie liquide ultra-haute performance (UHPLC) couplée a un spectrometre de
masse en tandem (LC-MS/MS) développé et validé. Elle a été réalisée au sein du Centre de
recherche et d’application en sciences et technologies (DUBTAM) de 1’Université de Dicle
(en Turquie). Pour cela, un total de 53 standards phytochimiques (14 aglycones flavonoides,
13 glycosides flavonoides, 20 acides phénoliques, trois aldéhydes phénoliques, un

benzopyrane, un glucoside stilbénoide et un biflavonoide) ont été utilisés comme références
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(Yilmaz, 2020). Un systeme de chromatographie liquide ultra-haute performance Shimadzu-
Nexera a été utilisé pour effectuer l'évaluation quantitative des 53 phytochimiques. La
chromatographie en phase inverse UHPLC ¢était équipée d'un échantillonneur automatique
(modgele SIL-30AC), d'un four a colonne (modéle CTO-10ASvp), de pompes binaires (modé¢le
LC-30AD) et d'un dégazeur (modele DGU-20A3R). Les conditions chromatographiques ont
été optimisé€es pour obtenir une séparation optimale des 53 phytochimiques et surmonter les
effets de suppression. Différentes colonnes telles que le modele Agilent Poroshell 120 EC-
C18 (150 mmx2,1 mm, 2,7 pm) et RP-C18 Inertsil ODS-4 (100 mmx2,1 mm, 2um),
différents phases mobiles (B) telles que I'acétonitrile et le méthanol, différents additifs de
phase mobile tels que le formiate d'ammonium, l'acide formique, 'acétate d'ammonium et
l'acide acétique, différentes températures de colonne telles que 25°C, 30°C, 35°C et 40°C ont
été testées et appliquées. Des conditions optimales ont été obtenues.

Par conséquent, la séparation chromatographique a ét¢ réalisée sur une colonne analytique en
phase inverse Agilent Poroshell 120 EC-C18 (150 mmx2,1 mm, 2,7 um). La température de
la colonne a été réglée a 40°C. Le gradient d'é¢lution était composé de 1'éluant A (eau + 5 mM
de formiate d'ammonium + 0,1% d'acide formique) et de I'¢luant B (méthanol + 5 mM de
formiate d'ammonium + 0,1% d'acide formique). Le profil d'élution par gradient suivant a été
utilisé : 20-100% B (0-25 min), 100% B (25-35 min), 20% B (35-45 min). De plus, le débit de
solvant et le volume d'injection ont été fixés a 0,5 mL/min et 5 pL, respectivement.

La détection par spectrométrie de masse a été effectuée a 1'aide d'un spectromeétre de masse en
tandem Shimadzu LCMS-8040 équipé d'une source d'ionisation par électrospray (ESI)
fonctionnant en modes d'ionisation négative et positive. Les données LC-ESI-MS/MS ont été
acquises et traitées par le logiciel Lab Solutions (Shimadzu). La méthode MRM (monitoring
de multiples réactions) a été optimisée pour détecter et quantifier sélectivement les composés
phytochimiques sur la base du dépistage de transitions précises d'ions phytochimiques
précurseurs vers des ions fragments. Les énergies de collision (EC) ont été optimisées afin de
générer une fragmentation photochimique optimale et une transmission maximale des ions
produits souhaités. Les conditions de fonctionnement du MS étaient les suivantes : gaz de
séchage (N2), débit 15 L/min ; gaz de nébulisation (N2), débit 3 L/min ; température DL
250°C ; température du bloc chauffant 400°C et température de 1'interface 350°C.
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4.2.5 Evaluation de activité antioxydante in vitro

4.2.5.1 Méthode DPPH

Le test utilisé pour mesurer le pouvoir anti-radicalaire d’un échantillon est celui décrit par
Bouaziz et al. (2010). En bref, une quantit¢ de 50 uL de l'extrait, test¢ a différentes
concentrations, a été mélangée avec 5 mL d'une solution de DPPH méthanolique (60 mg/L).
Aprés agitation, les solutions ont été conservées a l'obscurit¢é pendant 30 minutes.
L'absorbance a ensuite ¢ét¢ mesurée a 517 nm par rapport a un témoin. Le résultat a été
exprim¢ en IC50, la concentration de l'extrait (ug/mL) nécessaire pour inhiber 50% des
radicaux DPPH. La plus forte activité anti-radicalaire correspond a la fraction qui possede
I’ICs la plus faible

4.2.5.2 Méthode FRAP

L'activité réductrice du fer attribuée a 1’extrait de la plante est déterminée selon la méthode
décrite par Pan et al. (2008). En bref, une quantit¢ de 1 mL de l'extrait a différentes
concentrations a été mélangée avec 2,5 mL d'une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH =
6,6) et 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium a 1% (KsFe (CN)s). Les tubes ont
¢été¢ incubés a 50°C pendant 30 minutes dans un bain-marie, puis refroidis a température
ambiante. De 1'acide trichloroacétique (TCA) a 10% (2,5 mL) a été ajouté pour arréter la
réaction. Les tubes ont ensuite été centrifugés a 3000g pendant 10 minutes. Le surnageant a
été récupéré et mélangé avec 2,5 mL d'eau distillée et 500 pL d'une solution de chlorure
ferrique (FeCls) a 1%. L'absorbance a été mesurée a 700 nm. Les résultats ont été¢ exprimés en
EC50, la concentration de I'extrait (ug/mL) nécessaire pour réduire 50% des radicaux.

4.2.5.3 Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (CAT) de ’extrait de plante, ainsi que des témoins positifs,
sont déterminées par la méthode utilisant le phosphomolybdene, décrite par Prieto et al.
(1999). Cette technique est basée sur la réduction ou le transfert d’électrons, par I’extrait de la
plante, du molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO42- en
molybdeéne Mo (V) sous la forme MoO2+ avec formation du complexe phosphate/Mo (V), de
couleur verdatre a pH acide. En bref, une quantit¢ de 100 puL de chaque échantillon sont
mélangés a ImL de la solution de réaction, composée par l'acide sulfurique (H2SO4 a 0,6
M/L), le tampon phosphate (Tpo4 a 28 mM/L) et le molybdate d'ammonium (MoNH4 a 4
Mm/L). Les tubes sont ensuite incubés durant 90 mn a 95°C. Apres incubation et
refroidissement des échantillons a température ambiante, 1’absorbance est déterminée a 695

nm contre un blanc contenant ImL de la solution du réactif et 0.1 mL de méthanol, qui a été
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incubée dans les mémes conditions que l'échantillon. La capacité antioxydante totale est
exprimée en mmol d’équivalent de trolox par /g. Les expériences ont été répétées 3 fois.
4.2.6 Tests de I’activités inhibitrices enzymatiques de I’extrait aqueux de Hedera
algeriensis
4.2.6.1 Activité inhibitrice de ’acétylchilinestérase et la Butyrylthiocholine estérase
Une solution d'échantillon (I mg/mL ; 50 pL) a ét¢ mélangée avec du DTNB (acide 5,5-
dithio-bis(2-nitrobenzoique), Sigma, St. Louis, MO, Etats-Unis) (125 pL) et une solution
d'AChE [acétylcholinestérase (Electric ell AChE, Type-VI-S, EC 3.1.1.7, Sigma)] ou de
BChE (BChE de sérum équin, EC 3.1.1.8, Sigma) (25 pL) dans un tampon Tris—HCI (pH 8,0)
dans une microplaque a 96 puits, puis incubée pendant 15 minutes a 25°C. La réaction a été
initiée par l'ajout d’iodure d'acétylthiocholine (ATCI, Sigma) ou de chlorure de
butyrythiocholine (BTCI, Sigma) (25 pL). De la méme maniére, un blanc a été préparé en
ajoutant la solution d'échantillon a tous les réactifs de la réaction sans la solution enzymatique
(AChE ou BChE). Les absorbances des échantillons et des blancs ont été lues a 405 nm apres
une incubation de 10 minutes a 25°C. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de
'échantillon, et I'activité inhibitrice de la cholinestérase a été exprimée en équivalents de
galanthamine (mgGALAE/g extrait) (Ak et al., 2020).
4.2.6.2 Activité inhibitrice de la tyrosinase
Une solution d'échantillon (1 mg/mL ; 25 pL) a été mélangée avec une solution de tyrosinase
(40 pL, Sigma) et un tampon phosphate (100 puL, pH 6,8) dans une microplaque a 96 puits,
puis incubée pendant 15 minutes a 25°C. La réaction a ét¢é initiée par 1'ajout de L-DOPA (40
pL, Sigma). De la méme maniére, un blanc a été préparé en ajoutant la solution d'échantillon a
tous les réactifs de la réaction sans la solution enzymatique (tyrosinase). Les absorbances des
échantillons et des blancs ont été lues a 492 nm apres une incubation de 10 minutes a 25°C.
L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de I'échantillon, et I'activité inhibitrice de la
tyrosinase a €té exprimée en équivalents d'acide kojique (mgKAE/g extrait) (Ak et al., 2020).
4.2.6.3 Activité inhibitrice de I'a-amylase
Une solution d'échantillon (I mg/mL ; 25 pL) a été mélangée avec une solution d'a-amylase
(provenant du pancréas porcin, EC 3.2.1.1, Sigma) (50 puL) dans un tampon phosphate (pH
6,9 avec 6 mM de chlorure de sodium) dans une microplaque a 96 puits, puis incubée pendant
10 minutes a 37°C. Apres la pré-incubation, la réaction a été initiée par I'ajout d'une solution
d'amidon (50 pL, 0,05 %). De la méme maniere, un blanc a été préparé en ajoutant la solution

d'échantillon a tous les réactifs de la réaction sans la solution enzymatique (a-amylase). Le

Page 38



Partie expérimentale Chapitre IV. Matériel et Méthodes

mélange réactionnel a été incubé pendant 10 minutes a 37°C. La réaction a ensuite été arrétée
par l'ajout de HCI (25 pL, 1 M), suivi de 1'ajout de la solution d'iode-iodure de potassium (100
uL). Les absorbances des échantillons et des blancs ont été lues a 630 nm. L'absorbance du
blanc a été soustraite de celle de I'échantillon, et I'activité¢ inhibitrice de 'a-amylase a été
exprimée en équivalents d'acarbose (mmol ACE/g extrait) (Lobine et al., 2021).

4.2.6.4 Activité inhibitrice de I'a-glucosidase

Une solution d'échantillon (1 mg/mL ; 50 puL) a ét¢ mélangée avec du glutathion (50 pL), une
solution d'a-glucosidase (provenant de Saccharomyces cerevisiae, EC 3.2.1.20, Sigma) (50
uL) dans un tampon phosphate (pH 6,8) et du PNPG (4-N-trophényl-a-D-glucopyranoside,
Sigma) (50 pL) dans une microplaque a 96 puits, puis incubée pendant 15 minutes a 37°C. De
la méme maniere, un blanc a été préparé en ajoutant la solution d'échantillon a tous les
réactifs de la réaction sans la solution enzymatique (a-glucosidase). La réaction a ensuite été
arrétée par l'ajout de carbonate de sodium (50 pL, 0,2 M). Les absorbances des échantillons et
des blancs ont été¢ lues a 400 nm. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de
'échantillon, et l'activité inhibitrice de l'a-glucosidase a été exprimée en équivalents
d'acarbose (mmol ACE/g extrait) (Lobine et al., 2021).

4.2.7 Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de l'extrait aqueux des feuilles de Hedera algeriensis a été évaluée
par la méthode de diffusion sur disque en utilisant le milieu Mueller Hinton agar (MH). Trois
concentrations différentes de l'extrait (5, 25, 50 mg/mL) ont été testées en triplicata contre les
levures Candida albicans 90028 et Rhodotorula sp., ainsi que contre les souches bactériennes
cliniques et de références suivantes : Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus
ciprofloxacine résistant ; Bacillus cereus ; Serratia sp. ; Klebsiella pneumonie ; Escherichia
coli 25922 ; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa 27853 et Acinetobacter sp.. Des
colonies bactériennes issues d'une jeune culture de 24 heures ont €t€ prélevées afin de
préparer une suspension bactérienne avec une turbidité équivalente a 0,5 Mc Farland. Dans
des conditions aseptiques, les milieux MH ont ét¢ ensemencés avec chaque souche testée. Des
disques de papier filtre stériles d'un diameétre de 6 mm ont été imprégnés avec 40 pL de
chaque concentration préparée et placés sur la surface de la gélose ensemencée.

Les boites ensemencées ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 24 a 72 heures. Apres la
période d'incubation, les diameétres des zones d'inhibition autour des disques ont été mesurés

avec le pied a coulisse. Les résultats ont étés exprimés en millimetres.
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4.3 Activités biologiques in vivo dans un modele d’asthme expérimental

4.3.1 Préparation de I’extrait aqueux concentré d’Hedera algeriensis

En utilisant la poudre obtenue a partir des feuilles séchées, un second extrait aqueux a été
préparé selon la méthode décrite précédemment (Figure 9, section 4.2.1.). Cette fois, la
macération a été réalisée avec 5 g de poudre dans 30 mL d’eau distillée (ratio = 1:6),
conférant a 1’extrait une concentration légerement plus élevée que la premiere préparation
(1:10). Cet extrait a été utilis€ pour le traitement des rats Wistar, administré a raison de 1
mL/jour a une dose de 500 mg/kg, conformément aux données de 1’étude de Khan et al.,2020
avec une légere adaptation.

4.3.2 Animaux et conditions d’élevage

Quarante-huit rats males (Albino Wistar), pesant environ 100-150g, agés de 6 a 8 semaines,
ont été fournis par I'Institut Pasteur d'Algérie. Tous les animaux étaient logés dans des cages
nettoyées tous les deux jours et maintenus dans des conditions réguliéres de 25°C et d'un
cycle de 12h lumiére et 12h obscurité, avec un acces libre a la nourriture et a I'eau. Avant le
début des expériences, les rats ont bénéficié¢ d'une période d'adaptation de 15 jours. Toutes les
procédures expérimentales ont été réalisées conformément aux recommandations du National
Institute of Health (NIH) pour le soin et 1’utilisation des animaux de laboratoire, et ont été
approuvées par le comité d’éthique de notre institution (MESRS) dans le cadre du projet
PRFU : DOINO1UN230120200008.

4.3.3 Protocole expérimental

4.3.3.1 Formation des lots et traitements des rats

Les animaux ont été répartis de maniere aléatoire en huit groupes comme suit (fig.11) :
Groupe 1 : Groupe témoin (control).

Groupe 2 : Rats sensibilisés a 1'ovalbumine (injection intrapéritonéale et inhalation) (OVA).
Groupe 3 : Rats traités uniquement par Prednisolone par voie orale tous les trois jours a une
concentration de 15 mg/kg de poids corporel du rat (Pred).

Groupe 4 : Rats traités uniquement avec l'extrait aqueux de Hedera algeriensis par gavage a
une concentration de 500 mg/kg de poids corporel du rat (Ha).

Groupe 5 : Rats recevant uniquement une injection intrapéritonéale d'Imiquimod a une dose
de 5 mg/kg de poids corporel du rat, une heure apres chaque session de nébulisation (Imiq).
Groupe 6 : Rats sensibilisés et traités par la prednisolone (OVA+Pred).

Groupe 7 : Rats sensibilisés et traités par Hedera algeriensis (OVA + Ha).

Groupe 8 : Rats sensibilisés et traités par Imiquimod (OVA-+Imiq).
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48 rats males wistar

Période d’adaptation 15 jours
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Urée/Créatinine (MDA/AOPP/PCO/NO/GSH/ TNF-u histologique
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FIGURE 11 : DIAGRAMME RECAPITULATIF DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL IN VIVO.
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4.3.3.2 Sensibilisations des rats

Les rats ont été sensibilisés a I'ovalbumine (grade II, Réf. A5253-250G, Sigma Aldrich) selon
une méthode induisant une inflammation aigu€ avec un phénotype d'asthme allergique,
conformément a la procédure décrite par Moerloose et al. (2005). La sensibilisation a été
réalisée le premier jour (J1) et répétée jusqu'au troisiéme jour (J3) par voie intrapéritonéale
(injection) en utilisant une solution d'ovalbumine a une dose de 1 mg/kg (de poids corporel)
associée a un adjuvant d'hydroxyde d'aluminium (Al (OH3)) a 100 mg/mL (Fig.12) (Ghorani
et al., 2018; Marefati et al., 2018).

4.3.3.3 Provocations des rats par aérosols

Ainsi, aux 6eme, 9eme, 12eme, 15eme, 18eme et 21eme jours, les animaux ont été¢ placés
dans une chambre en Plexiglas munie d'une ouverture permettant le passage libre du nébulisat
via un nébuliseur a compression (OMRON, NE-C29-E) a une dose de 1 % d'ovalbumine
pendant une durée de 20 minutes. Les autres groupes de rats ont été exposés a un aérosol
d'eau saline a 0,9 % pendant 20 minutes aux mémes moments que le groupe précédent (Fig.
12).

4.3.3.4 Administration de Prednisolone

L'administration de l'anti-inflammatoire Prednisolone (Sanofi Aventis Algérie spa Lot :
210389) a été effectuée pendant 7 jours a raison de 1 mL par jour tous les trois jours (du jour
3 au jour 21) par gavage a une concentration de 15 mg/kg de poids corporel du rat (Rana et
al., 2016).

4.3.3.5 Administration d'Imiquimod (R837)

L'Imiquimod (un ligand synthétique de TLR7) (Lot IMQ-41-03, Cat tlrl-imq, Invivogen) a
été administré par injection intrapéritonéale le 6eme et le 21°™ jour a raison de 5 mg/kg de
poids corporel du rat (Damm et al., 2012), une heure apres chaque session de nébulisation

(Fig 12).
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FIGURE 12: PROTOCOLE EXPERIMENTAL D'ASTHME ALLERGIQUE. VOIES D’ ADMINISTRATION ET

REPARTITION DES TRAITEMENTS.

4.3.3.6 Prélevements du sang, du liquide du LBA et des organes clés

Les rats ont été sacrifiés 24 heures apres le dernier défi par aérosol, pour la collecte de sang,
de liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) et des organes clés : le foie, les poumons, les
reins et la rate.

Le préléevement sanguin est effectué¢ a l'aide de deux types de tubes. Le premier, sec, est
centrifugé a 3000 tours par minute pendant 15 minutes afin de récupérer le sérum pour les
analyses biochimiques. Le deuxiéme tube, contenant de I'héparine, est réservé aux analyses
hématologiques.

La procédure de lavage broncho-alvéolaire (LBA) a été réalisée immédiatement apres le
prélevement sanguin. Le processus consiste a pratiquer une incision dans la cage thoracique
de I'animal et a insérer un cathéter dans la trachée. Des seringues remplies de solution saline a
0,9 % étaient connectées au cathéter. Apres injection de la solution saline dans le poumon,
celle-ci était ensuite aspirée dans la seringue. Le LBA a été répété trois fois en utilisant 1 mL

de solution saline a chaque fois. Ensuite, le LBA a été recueilli, et les échantillons ont été
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centrifugés a 1500 tours par minute. Le culot résultant a été utilis€ pour compter les globules
blancs dans le LBA.

Apres le sacrifice, les animaux ont été disséqués pour prélever le foie, les poumons, les reins
et la rate. Chacun de ces organes a été divisé en deux parties : une premicre partie a été
conservée dans le congélateur pour préparer 'homogénat et effectuer le dosage des paramétres
liés au stress oxydatif et au TNF-alpha. L'autre partie a été fixée dans du formol en vue de la
réalisation de coupes histologiques.

4.3.3.7 Préparation des homogénats de tissus

Les homogénats des tissus ont été préparés en broyant 1 gramme de tissus dans 2 mL de
solution saline tamponnée au Tris (TBS) (50 mM de tris, 150 mM de NaCl, pH=7,4). Les
homogénats ont été centrifugés (a 3500 tours par minute, 4°C, 35 minutes) et les surnageants
ont ét¢ aliquotés puis utilisés pour la quantification du TNF-a et I'analyse des marqueurs du
stress oxydatif.

4.3.4 Evaluation des paramétres hématologiques

Pour compter le nombre total de globules blancs et les niveaux de lymphocytes, de monocytes
et de granulocytes dans le sang et le LBA, un automate d'hématologie (Blood Cell, ERMA
INC, PCF-210 N) a ét¢é utilisé.

4.3.5 Evaluation des parameétres biochimiques et immunologiques

4.3.5.1 Dosage des protéines totales :

Le dosage des protéines totales a ét¢ effectué¢ selon la méthode de Bradford (1976) avec
I’utilisation de l'albumine sérique bovine (BSA) comme étalon. La procédure consistait a
mélanger 50 pL de I'échantillon avec 2,5 mL de réactif de Bradford contenant du Bleu de
Coomassie Brillant G-250. Le mélange était ensuite agité et incubé pendant 5 minutes.
L'absorbance a été mesurée a 595 nm.

4.3.5.2 Dosage des parameétres biochimiques des fonctions rénale et hépatique

Le dosage de tous les autres parametres biochimiques : Les transaminases (ASAT, ALAT),
les phosphatase Alcalines (PAL), les protéines totales, I’albumine, la protéine réactive C
(CRP), la bilirubine totale, I’urée et la créatinine, ont ét¢ effectués sur les échantillons de
sérum des différents groupes de rats, en utilisant un automate A15 (Analyseur automatique a
acces aléatoire biosysteme 15).

4.3.5.3 Dosage des gammaglobulines et du TNF-alpha

L’¢électrophorese capillaire des protéines sériques a été réalisée a I’aide du systéme automatisé

CAPILLARYS, basé sur la séparation en solution libre a travers 8 capillaires paralléles. Apres
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dilution, les échantillons sont injectés par aspiration puis soumis a un champ électrique,
assurant la séparation des protéines, détectées par spectrophotométrie a 200 nm (longueur
d’onde d’absorption des liaisons peptidiques). L’analyse a été réalisée avec le kit
CAPILLARYS PROTEIN 6, selon les recommandations du fabricant (Capillarys Sebia). La
migration des fractions suit I’ordre : gamma, béta-2, béta-1, alpha-2, alpha-1 globulines, et
albumine. Pour cette étude, seul le pourcentage des gammaglobulines a été relevé et pris en
compte dans les différents lots expérimentaux.

Le dosage du TNF-a dans I'homogénat pulmonaire est réalisé par la méthode ELISA (Enzyme
Linked Immuno-Sorbent Assay) sandwich en phase solide grace au kit Invitrogen Rat TNFa
(invitrogen REF: BMS 622 ; lot: 186640000). Un anticorps monoclonal spécifique du TNF-a
avait été fixé au fond des puits de la microplaque (revétement pendant 24 heures a 4°C). Cette
étape est déja réalisée par le fabricant lors de 1'achat du kit. La liaison du TNF-a dans les puits
est révélée par des anticorps anti-TNF-a couplés a la biotine, qui se lient ensuite au complexe
streptavidine-peroxydase. La révélation est réalisée grace au substrat de peroxydase
(TetraMethylBenzidine (TMB)), qui devient bleu en présence de l'enzyme. L'intensité de la
coloration est directement proportionnelle a la concentration de TNF-a dosée. La DO est
mesurée a 450 nm par le systtme MR-96A qui est un lecteur de microplaques Mindray. Les
résultats finaux sont exprimés en pg/mL.

4.3.6 Evaluation des paramétres du stress oxydatif

4.3.6.1 Dosage de Malondialdéhyde (MDA)

Les peroxydes lipidiques ont été mesurés par la méthode de Buege and Aust (1978). En bref,
375 uL d'homogénat de tissus ont été mélangés avec 150 uL de TBS a pH 7,4, et 375 pL de
butylhydroxytoluéne-trichloroacétique (1 % p/v de BHT dissous dans 20 % de TCA), et le
mélange a été centrifugé a 1000 g pendant 10 min. Ensuite, 400 pL du surnageant ont été
mélangés avec 80 mL de HCI et 320 puL de réactif a l'acide thiobarbiturique (TBA), et le
mélange a été incubé pendant 10 min dans un bain-marie bouillant. L'absorbance a été
mesurée a 530 nm.

4.3.6.2 Dosage des Produits Avancés de 1'Oxydation des Protéines (AOPP)

Pour I'analyse des Produits Avancés de 1'Oxydation des Protéines (AOPP), la méthode décrite
par Kayali et al. (2006) a été utilisée. La procédure consistait a ajouter 200 uL. d'homogénat a
100 pL d'iodure de potassium (KI 1,16M) et 200 pL d'acide acétique glacial. L'absorbance a

été mesurée a 340 nm.
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4.3.6.3 Dosage des protéines carbonylées (PCO)

La mesure des carbonyles protéiques liés a été réalisée a 370 nm en utilisant la 2,4-
dinitrophénylhydrazine, suivant la méthode de Levine et al. (1990). En bref, 100 uL de
1'échantillon ont ét¢ mélangés avec 500 uL de solution DNPH-HCI (10 mM de DNPH, 2M de
HCI) et laissés a température ambiante pendant une heure, avec agitation toutes les 15
minutes. Ensuite, 500 uL. de TCA a 20 % ont été ajoutés, et le mélange a été centrifugé a 1100
g pendant 3 minutes. Ensuite, le surnageant a été éliminé. Les pellets ont ensuite été lavés
trois fois avec 1 mL d'éthanol-acétate d'éthyle (1:1), en laissant reposer 1'échantillon pendant
10 minutes avant chaque centrifugation, et en éliminant le surnageant a chaque fois. La
protéine précipitée a ensuite été redissoute dans 0,6 mL de solution de guanidine et laissée
reposer pendant 15 minutes a 37°C. Le mélange a été centrifugé a 1100 g pendant 3 minutes,
et I'absorbance a été mesurée a 370 nm.

4.3.6.4 Dosage de I'oxyde nitrique (NO)

Le niveau de NO dans les tissus a été mesuré en utilisant la réaction de Griess (Rahman et al.,
1996). Pour ce faire, un volume égal de réactif de Griess (composé de 5 % d'acide
phosphorique avec 1 % de sulfanilamide et 0,1 % de N-naphtyl-éthylénediamine) a été
mélangé avec les échantillons. Le mélange a ensuite été incubé a température ambiante
pendant 10 minutes. Apres incubation, 1'absorbance des surnageants des échantillons a été
mesurée a 540 nm.

4.3.6.5 Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode d' Ellman (1959) a été utilisée pour le dosage du GSH. La procédure consiste a
mélanger 0,8 mL d'homogénat de tissus avec 0,2 mL d'acide sulfosalicylique (0,25 %). Apres
incubation dans un bain de glace pendant 15 minutes et centrifugation a 1000 g pendant 5
minutes, 0,5 mL du surnageant a ét¢ mélangé avec 1 mL de tampon Tris-EDTA (0,4 M de
Tris, 0,02 M d'EDTA, pH 9,6) et 25 uL. de DTNB (0,01 M), et incubé pendant 5 minutes a
température ambiante pour stabiliser la couleur. L'absorbance a été mesurée a 412 nm.

4.3.6.6 Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

La mesure de l'activité enzymatique de la GPx a été réalisée en utilisant la méthode de Flohé
and Giinzler (1984). La procédure consistait a mélanger 0,2 mL d'homogénat de tissus avec
0,4 mL de GSH (0,1 mM) et 0,2 mL de TBS et a incuber pendant 5 minutes a 25°C. Ensuite,
0,2 mL de H»0: (1,3 mM) ont été ajoutés au mélange pour démarrer la réaction et ont été
laissés pendant 10 minutes. Un volume de 1 mL de TCA (1 %) a été ajouté pour arréter la

réaction, et le mélange a été refroidi sur de la glace pendant 30 minutes. Apres centrifugation
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a 2000 g pendant 10 minutes, un volume de 0,48 mL du surnageant a été mélangé avec 2,2
mL de NaoHPOj4 et 0,32 mL de DTNB (1 mM), et incubé pendant 5 minutes a température
ambiante pour stabiliser la couleur. L'absorbance a été mesurée a 412 nm.

4.3.6.7 Dosage de I’activité enzymatique de la catalase

La méthode de Aebi (1984) a été utilisée pour doser l'activité enzymatique de la catalase. La
procédure consistait a mélanger 20 pL. d'homogénat de poumon avec 780 uL de tampon
phosphate (pH 7,5) et 200 uL de peroxyde d'hydrogéne (500 mM). L'absorbance a été
enregistrée a 240 nm toutes les 15 secondes pendant 1 minute.

4.3.6.8 Dosage de la superoxyde dismutase (SOD)

L'activité¢ de la SOD a été évaluée en utilisant la méthode de Beyer and Fridovich (1987).
Dans un mélange réactionnel, 50 pL d'homogénat de poumon ont ét¢ mélangés avec 1 mL
d'EDTA-Méthionine (0,3 mM), 1830 uL de tampon phosphate (50 mM, pH 7,8), 85 uL de
tétrazolium bleu nitro (NBT 75 uM) et 22 pL de riboflavine (2 uM). Le mélange a ensuite été
incubé pendant 20 minutes a la lumicre a température ambiante avant de mesurer I'absorbance
a 560 nm par rapport a un blanc conservé dans 1'obscurité.

4.3.6.9 Dosage de ’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

Pour mesurer l'activité de la GST, la méthode décrite par Habig et al. (1974) a été utilisée. La
procédure consistait a mélanger 200 pL. d'homogénat de poumon avec 1200 pL d'un mélange
réactionnel contenant du 1-Chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB 1 mM) et du GSH (5 mM)
dissous dans un tampon phosphate pH 6,5 (0,1 M). L'absorbance a été enregistrée a 340 nm
toutes les 1 minute pendant 5 minutes.

4.3.7 Examen histopathologique

Apres sacrifice des rats, les organes clés (foie, poumons et reins) ont été collectés et trempés
dans un tampon de formol a 10%. Apres fixation, les tissus ont ensuite été inclus dans de la
paraffine. Les coupes de tissus (5 wum) ont ét€¢ apposées sur des lames et colorées a
I'hématoxyline et a 1'éosine (H&E) (Hould, 1984). Enfin, les tissus de chaque lot ont été
examinés a l'aide d'un microscope optique et des microphotographies ont été prises. Les

principales étapes sont illustrées dans la figure 13.
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FIGURE 13 : DIAGRAMME RECAPITULATIF DE LA TECHNIQUE D’ HISTOLOGIE

4.4 Analyse statistique

Les données sont présentées sous forme de moyenne = SEM. L'analyse de la variance
(ANOVA) a été utilisée pour évaluer les comparaisons entre les groupes, et les tests de
comparaison multiple de Tukey ont été suivis. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées
a l'aide du logiciel statistique Graph Pad Prism 8. Tous les tests statistiques ont ¢t€ considérés
comme significatifs a partir de p < 0,05. Comparaisons : tous les groupes traités ont été
comparés au groupe témoin (‘p < 0,05, “p < 0,01, *"p < 0,001) et comparés au groupe
sensibilisé a 'ovalbumine (OVA) (*p < 0,05, *p < 0,01, *p < 0,001).

L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée sur une matrice de données
comprenant 24 échantillons (8 groupes X 3 rats), pour lesquels 16 parametres biologiques

(neuf inflammatoires et sept relatif au stress oxydatif) ont été mesurés.
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5 Chapitre V : Résultats et discussion

Les résultats que nous avons obtenus a partir de 1’évaluation phytochimique et biologique in
vitro de I’extrait aqueux de Hedera algeriensis, ainsi que ceux issus de I’étude in vivo sur le
modele murin d’asthme allergique, sont présentés de facon succincte dans ce cinquieéme
chapitre. L’analyse conjointe des données expérimentales et des références bibliographiques a

permis de discuter de maniére critique le potentiel thérapeutique de Hedera algeriensis.
5.1 Propriétés in vitro de ’extrait d’Hedera algeriensis

5.1.1 Rendement d’extraction
L'extrait aqueux obtenu a partir des feuilles d'Hedera algeriensis présente un rendement de

12%, tableau (3).

5.1.2 Teneurs en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux dans l'extrait aqueux de Hedera algeriensis a été
réalisée en utilisant une courbe d'étalonnage établie a partir de solutions standard d'acide
gallique a diverses concentrations (ANNEXE1). La concentration des polyphénols totaux
dans I'extrait est exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait
(mg EAG/g d'extrait). Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau (3). Les
données obtenues révelent que l'extrait contient une quantit¢ de 89,11+2,51 mg EAG/g

d'extrait.

5.1.3 Teneurs en flavonoides Totaux

Le dosage des flavonoides dans l'extrait aqueux d'Hedera algeriensis a été effectué en
utilisant la méthode de trichlorure d'aluminium (Alclz). La quantité¢ de flavonoides présents
dans l'extrait a ét¢ déterminée en se référant a une courbe d'é¢talonnage ¢€tablie avec différentes
concentrations de quercétine comme standard (ANNEXE2). La teneur en flavonoides,
présentée dans le tableau (3), est exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par
gramme d'extrait (mg QE/g d'extrait). Les résultats obtenus révelent que 1'extrait contient une

quantité de flavonoides égale a 10,03 + 0,38 mg QE/g d'extrait.

5.1.4 Teneurs en tannins condensés
Le dosage des tanins a été effectué¢ selon la méthode spectrophotométrique de la vanilline,
avec la catéchine comme étalon de référence. La concentration en tanins est exprimée en

milligrammes d'équivalents de catéchine par gramme d'extrait (mg EC/g d'extrait). La
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quantification des tanins dans l'extrait aqueux d'Hedera algeriensis a été réalisée a partir d'une
courbe d'é¢talonnage établie a différentes concentrations (ANNEXE3). Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau (3), indiquant que 1'extrait aqueux d'Hedera algeriensis contient

2,59 + 0,32 mg EC/g d'extrait.

TABLEAU 3 : RENDEMENT, TENEURS EN POLYPHENOLS, FLAVONOIDES ET TANINS DE L'EXTRAIT

AQUEUX DE HEDERA ALGERIENSIS.

Paramétres Rendement Polyphénols totaux Flavonoides totaux  Tannins condensés
(%) (mg GAE/g) (mg QE/g) (mgCE/g)
Extrait aqueux 12,55 89,11 +£2,52 10,03 £ 0,38 2,59 +0,32

5.1.5 Résultat de ’analyse de I’extrait aqueux par LC-MS/MS

L'analyse phytochimique réalisée dans la présente étude a montré que l'extrait était riche en
acides phénoliques bioactifs, en flavonoides et en leurs dérivés. La figure (14) et le tableau (4)
montrent I'évaluation phytochimique quantitative de l'extrait aqueux dérivé des feuilles de
Hedera algeriensis par LC-MS/MS. L'analyse a révélé des concentrations significatives de
quinze composés différents, classés par ordre décroissant de la concentration la plus élevée a
la plus faible : acide quinique (131 302 mg/g), nicotiflorine (1 297 mg/g), hespéridine (0,952
mg/g), acide protocatéchuique (0,709 mg/g), acide chlorogénique (0,586 mg/g), astragaline
(0,545 mg/g), acide fumarique (0,292 mg/g), acide p-coumarique (0,243 mg/g), rutine (0,240
mg/g) et aldéhyde protocatéchuique (0,142 mg/g). En outre, l'isoquercitine, 'acide caféique,
l'acide salicylique, la naringénine et la daidzine ont été détectés a des concentrations de 0,095

mg/g ; 0,061 mg/g ; 0,045 mg/g ; 0,013 mg/g et 0,006 mg/g, respectivement.

Page 50



Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

Jo23245 56 A
8,00 53
E 21,22
6,00
E 49 54
B 1 48 50 55
Jiios
’GUE 33
3 34
1 3 2 35 42
2‘00_: 9 17 25 20 36 43 45 46/ 51
i1 23 » 2 = ;; i 1
e 4 36 13 15| 19 23,24 5
11 7 J1'2)114 16|18 =227 ik 3], 4; I
0,00
e T T T TP T P P
5 10 15 20 25 30 35 40 45
min
B
(x1.000.000)
1-5{}_:1.636.28?
1.40H 1
1.20H
1.00H
0,80
(].6(]—;
0404 32(18)
E 33
020 9 3 42 (18) 46
E 2 6 10 17 a1 24 25018) 29 33 43 48
{]{}{}: " ra L a A A " L A
- T T T '| T T T T | T T T T [ T T T T '| T T T T | T T T T [ T T T T | T T T T | T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

min

FIGURE 14 : CHROMATOGRAMMES DES SUBSTANCES PHYTOCHIMIQUES STANDARD (A) ET DE

L'EXTRAIT AQUEUX DE HEDERA ALGERIENSIS (B) OBTENUS PAR LES ANALYSES LC-MS/MS.

L’axe des X correspond au temps de rétention (en minutes). L’axe des Y correspond a
I’Intensité du signal ionique détecté (nombre de counts d’ions) multiplié par 10,
proportionnel a la quantité relative du métabolite Les chiffres indiqués sur les pics
correspondent aux métabolites nommés dans le tableau 4

Page 51



Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

TABLEAU 4 : PROFIL LC-MS/MS DES METABOLITES PHYTOCHIMIQUES IDENTIFIES DANS

L’EXTRAIT AQUEUX DE HEDERA ALGERIENSIS

ML AEHa ML AEHa

No Analytes RT“ (m/z)* F.I. (m/z) ¢ (mg/g No  Analytes RT« (m/zy’ F.I. (m/z) ¢ (mg/g

DW) DW)
1 Acid Quinique 3.0 190.8 93.0 131,302 29 Acid Salicylique 21.8 137.2 65.0 0,045
2 Acid Fumarique 39 115.2 40.9 0,292 30 Cynaroside 23.7 447.0 284.0 N.D.
3 Acid Aconitique 4.0 172.8 129.0 N.D. 31 Miquelianin 24.1 477.0 150.9 N.D.
4 Acid Gallique 4.4 168.8 79.0 N.D. 32 Rutin-D3-IS" 25.5 612.2 304.1 N.A.
5 Epigallocatechin 6.7 304.8 219.0 N.D. 33 Rutine 25.6 608.9 301.0 0,24
6 A. Protocatechuique 6.8 152.8 108.0 0,709 34 isoquercitrin 25.6 463.0 271.0 0,095
7 Catechin 7.4 288.8 203.1 N.D. 35 Hespéridine 25.8 611.2 449.0 0,952
8 Acid Gentisique 8.3 152.8 109.0 N.D. 36 Acid o-Coumarique 26.1 162.8 93.0 N.D.
9 Acid Chlorogénique 8.4 353.0 85.0 0,586 37 Genistin 26.3 431.0 239.0 N.D.
10 erg;hcif;huique 8.5 1372 920 0,142 38 Acid Rosmarinique 266 3590  197.0 N.D.
11 Acid tannique 9.2 182.8 78.0 N.D. 39 Acid Ellagique 27.6 301.0 284.0 N.D.
12 gﬁiﬁg“mwhin 9.4 4570 305.1 N.D. 40 Cosmosiin 282 4310 269.0 N.D.
13 é\iiz‘gi'quumique 9.8 515.0 191.0 N.D. 41 Quercitrin 298 447.0 301.0 N.D.
14 Acid 4-OH Benzoic 10.5 137,2 65.0 N.D. 42 Astragalin 30.4 447.0 255.0 0,545
15 Epicatechin 11.6 289.0 203.0 N.D. 43 Nicotiflorin 30.6 592.9 255.0/284.0 1,297
16 Acid Vanillique 11.8 166.8 108.0 N.D. 44 Fisétin 30.6 285.0 163.0 N.D.
17 Acid Cafféique 12.1 179.0 134.0 0,061 45 Daidzein 34.0 253.0 223.0 N.D.
18 Acid Syringique 12.6 196.8 166.9 N.D. 46 Quercetin-D3-IS" 35.6 304.0 275.9 N.A.
19 Vanillin 13.9 153.1 125.0 N.D. 47 Quercetin 35.7 301.0 272.9 N.D.
20 Syringic aldehyde 14.6 181.0 151.1 N.D. 48 Naringenin 359 270.9 119.0 0,013
21 Daidzin 15.2 417.1 199.0 0,006 49 Hespéretin 36.7 301.0 136.0/286.0 N.D.
22 Epicatechin gallate 15.5 441.0 289.0 N.D. 50 Luteolin 36.7 284.8 151.0/175.0 N.D.
23 Piceid 17.2 391.0 135/106.9 N.D. 51 Genistein 36.9 269.0 135.0 N.D.
24 Acid p-Coumarique 17.8 163.0 93.0 0,243 52 Kaempferol 37.9 285.0 239.0 N.D.
25 ;\Sc,,id Ferulique -D3- g0 1962 1521 NA. 53 Apigenin 382 2688  151.0/149.0 N.D.
26 Acid Ferulique 18.8 192.8 149.0 N.D. 54 Amentoflavone 39.7 537.0 417.0 N.D.
27 Acid Sinapique 18.9 222.8 193.0 N.D. 55 Chrysine 40.5 252.8 145.0/119.0 N.D.
28 Coumarine 20.9 146.9 103.1 N.D. 56 Acacétine 40.7 283.0 239.0 N.D.

SRT (Retention time): Temps de rétention ; °MI (Molecular ions) : ions moléculaires des
analytes standards (rapport masse/charge : m/z) ; °FI (Fragment lons) : ions fragments (rapport
masse/charge : m/z) ; MS (Internal standard): étalon interne ; NA (Not applicable) : non
applicable ; ND (Not detected) : non détecté ; DW (dry weight) : poids sec ; AEHa (aqueous
extract of Hedera algeriensis) : extrait aqueux de Ha. Le surlignage gris correspond aux seuls
métabolites détectés dans I’extrait aqueux de Ha.
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5.1.6 Résultats de I’activité Antioxydante

Trois méthodes chimiques différentes ont été utilisées pour mettre en évidence le pouvoir
antioxydant de 1'extrait aqueux de Hedera algeriensis : le piégeage du radical libre DPPH, le
test FRAP, et la détermination de la capacité antioxydante totale. Les résultats de cette étude

sont initialement exprimés individuellement pour chacune des trois méthodes employées.

5.1.6.1 Méthode DPPH

L'évaluation de l'inhibition du radical DPPH a été réalisée pour l'extrait aqueux d'Hedera
algeriensis. Les résultats sont présentés dans le Tableau (5). La capacité antioxydante de
I'extrait aqueux d'Hedera algeriensis a été évaluée a partir de 1'Cso, qui représente la
concentration requise pour réduire de 50 % le radical DPPH. Le calcul d’ICso est réaliser a
partir de la courbe pourcentage d’inhibition en fonction de concentration. Une valeur d'ICso
plus faible indique une activité antioxydante plus importante pour un composé donné.

L’extrait aqueux posséde une activité antioxydante intéressante avec un ICso = 138,6 pg/ml.

5.1.6.2 Test du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

La valeur ECso de Hedera algeriensis est représenté dans le tableau (5). L’activité
antioxydante de I’extrait aqueux d’Hedera algeriensis a été évaluée en utilisant la méthode de
FRAP. La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe**/complexe ferricyanide a la forme (Fe*"). Le passage de la couleur jaune a la couleur verte
ainsi, une couleur intense signifie un puissant effet réducteur. Notre extrait présente un fort
pouvoir antioxydant en termes de capacité de réduction ferrique, avec une ECso de 63,23

pg/ml.

5.1.6.3 Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale de l'extrait aqueux de Hedera algeriensis a été évaluée en
termes d'équivalents de trolox. Pour ce faire, une courbe d'étalonnage a été réalisée
simultanément dans des conditions identiques, en utilisant le trolox comme référence. La
capacité antioxydante totale de l'extrait aqueux d'Hedera algeriensis est également apparait

importante et de I’ordre de 1,09 (mmol TE/g).,
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TABLEAU 5 : ACTIVITES DPPH, FRAP ET CAT DANS L'EXTRAIT AQUEUX DE HEDERA

ALGERIENSIS (HA4).
DPPH FRAP CAT
Paramétres
ICso(ng/mL) ECso(ug/mL) (mmol TE/g)
Extrait aqueux de Ha 138,6 £ 6,07 63,2343 1,09 £ 0,015

5.1.7 Résultats de P’activité inhibitrice des enzymes

L'effet inhibiteur de 1’extrait de Hedera algeriensis sur les enzymes AChE, BChE, tyrosinase,
a-amylase et a-glucosidase a été évalué, et les résultats sont présentés dans le tableau (6). Par
conséquent, l'extrait aqueux de Ha a montré une activité inhibitrice modéré sur I'AChE de
1,73 + 0,01 mg GALAE/g. Cependant, pour la BChE, I’extrait aqueux de Ha a révélé une
inhibition faible de 0,98 = 0,08 mg GALAE/g. pour I’inhibition de tyrosinase notre plante a
montré une activité inhibitrice élevée de 20,94 + 1,37 mg KAE/g. En ce qui concerne
l'inhibition des enzymes glucidiques, 1’extrait aqueux de Ha a montré une activité inhibitrice
faible sur I'a-amylase de 0,09 £ 0,003 mmol ACAE/g. Pour l'a-glucosidase, I'extrait aqueux

de Ha a démontré une activité inhibitrice modérée de 1,41 + 0,03 mmol ACAE/g

TABLEAU 6 : ACTIVITES INHIBITRICES ENZYMATIQUES DE L’EXTRAIT AQUEUX DE HEDERA

ALGERIENSIS
. AChE BChE Tyrosinase a-Amylase a-Glucosidase
Parametres (mgEGALA/g) (mgEGALA/g) (mgEA/g) (mmol EAC/g)  (mmol EAC/g)
Activités 1,73 £ 0,01 0,98 + 0,08 20,94 + 1,37 0,09 + 0,003 1,41 £0,03

mesurées

5.1.8 Résultats de I’activité antimicrobienne

Les résultats de l'évaluation de l'activité antimicrobienne de l'extrait de Hedera algeriensis
contre les différentes souches microbiennes testées (cliniques et de référence) n'ont montré
aucune zone d'inhibition de croissance, et ce dans toutes les concentrations testées (Tab.7).
Ces résultats suggerent une absence d'activité antimicrobienne de l'extrait dans les conditions

expérimentales appliquées.
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TABLEAU 7 : DIAMETRES D’ INHIBITION EN FONCTION DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE
L’EXTRAIT DE HEDERA ALGERIENSIS

Concentrations (mg/mL)

Microorganismes 5 25 50

Staphylococcus aureus 25923 <06mm <06mm <06mm
Staphylococcus ciprofloxacine SC <06mm <06mm <06mm
Bacillus cereus SC <06mm <06mm <06mm
Serratia sp.SC <06mm <06mm <06mm
Klebsiella pneumoniae SC <06mm <06mm <06mm
Escherichia coli 25922 <06mm <06mm <06mm
Escherichia coli SC <06mm <06mm <06mm
Pseudomonas aeruginosa 27853 <06mm <06mm <06mm
Acinetobacter sp. SC <06mm <06mm <06mm
Candida albicans 90028 <06mm <06mm <06mm
Rhodotorula sp. <06mm <06mm <06mm

SC : souche clinique

5.2 Propriétés biologiques in vivo chez les rats wistar sensibilisés a ’ovalbumine

5.2.1 Effet sur les poids corporel, relatifs et absolu des organes

Tout au long du protocole expérimental, les rats ont été pesé€s un jour sur deux. Ceci nous a
permis de calculer I'évolution du poids corporel dans les différents lots (tableau 8). Ainsi, nos
résultats montrent une diminution hautement significative (p<0,01) du gain de poids corporel
chez les lots traités seul par Prednisolone, Hedera algeriensis, imiquimod et chez les lots
traités par la combinaison (OVA + Pred / OVA + Ha / OVA + Imiq). Tout comme, on
enregistre une diminution significative (p<0,05) dans le lot sensibilisé a 1'ovalbumine et ceux
comparativement au rats témoins. Alors que on note une diminution significative et méme
hautement significative du gain de poids corporel chez les lots traités par la combinaison
(OVA + Pred / OVA + Ha) et OVA + Imiq respectivement, comparativement au lot

sensibilisé par I’ovalbumine.

Nous avons également suivi 1’évolution des poids absolu (PA) et relatif (PR) des organes clés

suivants : le Foie, les poumons, les reins et la rate (tableau 9). Les résultats obtenus montrent
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une diminution hautement significative du poids relatif du foie chez les rats traités par la
combinaison (OVA + Ha) et (OVA + Pred) comparativement aux rats sensibilisés par
I’ovalbumine (OVA) et aussi une diminution trés hautement significative par rapport au lot

témoins.

Concernant le poids relatif des reins, 1’analyse des résultats obtenus montre une augmentation
significative du poids relatif des reins chez le lot sensibilis¢ a I'ovalbumine par rapport au lot
témoins, cependant le traitement par la combinaison (OVA + Pred / OVA + Ha / OVA +
Imiq) montre une diminution significative, hautement et méme trés hautement significative
respectivement. On note aussi une diminution hautement significative et trés hautement

significative dans le lot Pred et Ha et ceux comparativement au lot OVA.

Quant au poids relatif des poumons, comparativement aux rats témoins, on note une
augmentation significative chez le lot sensibilisé a 1'ovalbumine par rapport au lot Témoins,
tandis qu’on enregistre une nette amélioration du poids relatif des poumons dans les lots
sensibilisés et traités par Hedera algeriensis, Prednisolone, Imiquimod comparativement au
lot sensibilisé a 1'ovalbumine de méme une diminution significative dans lot traité uniquement

par la plante (Ha).

On n’enregistre aucune différence significative dans le poids relatif de la rate chez les

différents lots.
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TABLEAU 8 : VARIATION DU POIDS CORPOREL CHEZ LES RATS TEMOINS ET TRAITES.

Lots expérimentaux
Parameétres

Control OVA Pred Ha Imiq OVA+Pred OVA+Ha OVA-+Imiq

Poids Initial (g) 221,83+30,47 192,75+8,24  192,5+15,59  203,25+7,67 162,66+8,50 198,66+15,16 193,4+6,5 158,5+6,35

EEE e otk

Poids Final (g) 317,7¢11,4 270+22,3 262,5+28,3°  253,75428,3" 230,664,737 252,75+18,2 252,8+23 226,7+29°

Gain de poids (g)  104,2+21,7 74,8+17,3" 70 £14,3" 50,5+20,9" 66,67+7,51" 57,339,377 542412 5244247

Les valeurs sont données sous forme de moyenne = SEM. Tous les groupes traités ont €t€¢ comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,

*#%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001)
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TABLEAU 9 : VARIATIONS DES POIDS ABSOLU (PA) ET RELATIF (PR) DES ORGANES CLES

Lots expérimentaux
Parameétres

Control OVA Pred Ha Imiq OVA+Pred OVA-+Ha OVA+Imiq

PA des poumons (g) 3-39£031  2,610,06" 2824033  2,73£0.84  2,14%0,14 2,01:£0,36 1,69+0,11  1,870,79"

PR des poumons 0,85+0,04  1,18+0,22"  0,96+0,18  0,80+0,04" 0,88+0,03 0,83+0,17% 0,71£0,03**  0,67+0,01%
(g/100g de PC)

PA du foie (g) 11,2440,84 10,05+1,03™ 9,21+£1,08"  8,5242,03  7,9+0,38™"*  6,85+0,89""# 6 724+1,15""% 8 07+1,05
PR du foie 3,60+0,15  3,53+0,35 3,50+0,22  3,31+0,46 3,42+0,12 2,70+0,20"*  2.66+0,23""*  3,53+0,19
(g/100g de PC)

PA des reins (g) 1,96+0,14  1,85£0,05  1,76+0,15" 1,630,223  1,50+0,06™ " 1,56+0,06""* 1,57+0,19""*  1,44+0,20"
PR des reins 0,63+0,03  0,71+0,01"  0,65+0,03" 0,62+0,05"*  0,64+0,03 0,62+0,03" 0,64+0,05"  0,63+0,01
(g/100g de PC)

PA de la rate (g) 0,61+0,15  0,62£0,07  0,57+0,11  0,48+0,14 0,7+0,05 0,53+0,05 0,53+0,09 0,69+0,12
PR de la rate 0,15£0,05  0,23£0,02  0,21+0,03  0,18+0,04 0,30:£0,02 0,2+0,03 0,21+0,03 0,30+0,05
(g/100g de PC)

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + SEM. Tous les groupes traités ont €t¢ comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,

*#%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001)
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5.2.2 Effet sur les paramétres hématologiques

Le tableau (10) illustre les résultats de la formule numérique sanguine des rats témoins et
traités apres un protocole d'asthme allergique de 21 jours. L’analyse des résultats montre que
la sensibilisation par ’ovalbumine a augmenté de maniére significatif le nombre total de
globules blancs et les taux de lymphocytes, de monocytes et de granulocytes dans le sang par
rapport au groupe témoin (p < 0,01 pour le nombre total de globules blancs et les monocytes,
et p < 0,05 pour les lymphocytes et les granulocytes). Cependant, le traitement a 1'extrait
aqueux d'Hedera algeriensis et l'injection intrapéritonéale d'imiquimod permet un
rétablissement de ces valeurs chez les rats sensibilisés. Cela s'est manifesté par une
diminution trés hautement significative du taux des globules blancs et de lymphocytes (P <
0,01), ainsi qu'une diminution significative des monocytes et des granulocytes (P < 0,05). De
méme, il a ét¢ démontré que l'administration de prednisolone en tant que molécule de
référence réduit significativement ces taux de cellules sanguines (P < 0,01 pour les globules

blancs et les lymphocytes, et P < 0,05 pour les monocytes et les granulocytes).

Le tableau (10) montre également qu'il y a eu une augmentation hautement significative (p <
0,01) du nombre moyen de globules rouges (GR) et trés hautement significative (p < 0,001)
de plaquettes dans le groupe OVA par rapport au groupe témoin. Notamment, le groupe OVA
trait¢ avec une dose de 500 mg/kg de Ha et 5 mg/kg d'Imiq a montré une réduction
significative de la numération des GR et des plaquettes. En revanche, les niveaux de volume
corpusculaire moyen (MCV) et d'hémoglobine (HB) dans le groupe OV A étaient inférieurs a
ceux du groupe témoin (p < 0,05), tandis que le groupe traité avec l'extrait de feuille de Ha et
Imiq présentait des niveaux similaires a ceux du groupe témoin. De méme, I'administration de
prednisolone a révélé une amélioration significative de tous ces parametres dans le sang des
différents groupes expérimentaux, en particulier une restauration significative du MCV

uniquement dans le lot OVA + Ha.

5.2.3 Effet sur la numération des leucocytes dans le liquide du LBA

Le résultat des variations des taux de leucocytes dans le liquide du LBA est présenté dans le
tableau (11). Ce tableau montre une augmentation significative du taux de WBC et du
pourcentage de monocytes (p < 0,05) et une augmentation trés hautement significative du
pourcentage de lymphocytes (p < 0,001), ainsi qu'une augmentation hautement significative
des granulocytes dans le liquide broncho-alvéolaire chez les rats sensibilisés a I'ovalbumine.

D'autre part, le traitement des rats sensibilisés a 1'ovalbumine avec l'extrait aqueux de Hedera
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algeriensis diminue de maniére significative les taux de WBC et de lymphocytes (p < 0,05),

ainsi que ceux des monocytes (p < 0,01) et des granulocytes (p < 0,001). De méme,
I'immunothérapie par l'imiquimod diminue de maniere significative les WBC, les
lymphocytes, les monocytes et les granulocytes (p < 0,001). En outre, le traitement par la
Prednisolone a significativement diminué les cellules inflammatoires (monocytes et

granulocytes (p < 0,001) par rapport au groupeOVA.
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TABLEAU 10 : VARIATION DES PARAMETRES HEMATOLOGIQUES CHEZ LES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Lots expérimentaux

Paramétres Control OVA Pred Ha Imiq OVA +Pred  OVA +Ha OVA + Imiq
WBC (x10%/uL) 9,05+2,65 21,47£2,63"  9,49+1,50" 9,23+0,9* 10,83+0,15"  12,25+2,25%  11,60+1,59" 11,43+1,95%
Lymph (x103/uL) 6,55+2,65 16,331,177 7,8+0,5% 8,83+1,04%  82+0,2% 8,5+0,7% 8,25+1,25" 5,28+2,23%
Lymph (%) 70,83+1,16 88,30+3,88"  70+16,9 82,27+2,10"  84+5,95" 59,50+7,83"% 68,53+2,58" 75,73+4,46%
MO (x103/uL) 1,02+0,62 2,15£0,07°°  0,7+0,2% 1,06+0,3" 1,16+0,61 1,3+0,2% 1,55+0,35" 0,95+0,49"
MO (%) 5,78+1,28 10,93+2,12"  4,8+0,67* 7,46£0,64*  6,13+1,42" 10,5+1,73" 7,17+1,04" 5,66+0,76™
GR (x103/uL) 1,15+0,05 3,33+0,55" 1,10+0,36* 1,63+0,05%  1,25+0,05 1,30+0,20" 1,55+0,25" 1,4+0,17
RBC (x10%/uL) 4,74+0,12 9,23+0,46"  5,51+0,34" 4.39+1,5" 3,74+0,43% 5,29+0,40% 6,08+0,16***% 4 05+2,20"
Hb (g/dl) 15,05+2,05 9+0,8" 14,53+1,60" 12,66+0,57%  11+1,02 13,5+0,57% 15,16+0,4% 15,1043,9%
MCYV (f1) 50,37+2,35 4327+2.48"  51,23+2.42* 4543+6,36  46,20+5,20 47,1346,25 48,3+1,49" 40,66+1,75"
Plaquette (x103/uL) 419,7+35,1 923+65™" 419,3£12.4"%  444+17,7%% 355,728 631,4+83" 484,5+51%% 43450

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,

*H%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001).
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TABLEAU 11 : NUMERATION CELLULAIRE DANS LE LIQUIDE DU LBA DES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Lots expérimentaux

Parameétres Control OVA Pred Ha Imiq OVA + Pred OVA + Ha OVA + Imiq
WBC (x103/uL)  3,70+0,15 10,60£0,41"  3,00+0,10 2,30+0,15 5,00+0,10 9,00+0,43 4+0,19* 6+0,17"

Lym (%) 28,60+0,50 63,176,225 35,67+6,20  35,10+2,5 52,8+2.20 47 ,9+0,60 37,8+2.20" 46,73+4,70
MO (%) 8,00+1,90 4.20+0,70" 4,60+1,50 4,90+1,27 6,23+0,87 10,87+1,90%  9,30+0,65" 11,53+1,65%
GR (%) 477342.72  73,8348,95"° 54,23+3,10  59,53+3,44  3420+12.4  33,25+10,40%% 29,60+11,26"" 26,73+9,20%%

Les valeurs sont données sous forme de moyenne = SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p

<0,001) et au groupe sensibilis¢ a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, #Hp < 0,001).
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5.2.4 Effet sur les parameétres biochimiques et immunologiques
Les résultats obtenus suite a l'analyse des parameétres biochimiques dans le sérum sont

présentés dans le tableau (12) et regroupés comme suit :

5.2.4.1 Le bilan Hépatique
Les transaminases (ASAT, ALAT)

La sensibilisation des rats a I'ovalbumine induit une augmentation significative (p<0,05) du
taux de ASAT et une augmentation hautement significative (p<0,01) du taux de ALAT,
comparativement aux groupes témoins. Par ailleurs, nous avons observé que I'administration
de l'extrait aqueux d'Hedera algeriensis et le traitement par l'imiquimod induisent une
diminution hautement significative (p<0,01) des taux de transaminases par rapport a ceux du
groupe sensibilisé¢ a 'ovalbumine. De méme, le traitement par la prednisolone induit une

diminution hautement significative (p<0,01) des taux de ASAT et de ALAT.
Phosphatase Alcaline (PAL)

Les résultats de la présente étude révelent une augmentation significative (p < 0,05) du taux
de phosphatase alcaline chez les rats sensibilisés a I'ovalbumine par rapport a ceux du groupe
témoin. Tandis que les rats traités par l'extrait aqueux de Hedera algeriensis et la
prednisolone ont montré une réduction trés hautement significative (p < 0,001) de 1'activité de
la PAL, on note également une diminution hautement significative (p < 0,01) dans le groupe
qui recoit le traitement par I'imiquimod comparativement aux rats asthmatiques sensibilisés a

I'ovalbumine.
Protéines totales et albumine

Dans le groupe des rats sensibilisés a I'ovalbumine, nous avons constaté que celle-ci a induit
une augmentation significative (p < 0,05) de I'albumine et de la teneur sérique en protéines
totales par rapport au groupe témoin. D'autre part, nous avons noté chez les rats sensibilisés a
I'ovalbumine recevant un extrait aqueux de Hedera algeriensis a une dose de 500 mg/kg et
une immunothérapie a I'imiquimod a une dose de 5 mg/kg, une amélioration significative de
la concentration de I'albumine et des protéines totales par rapport aux rats sensibilisé a
I’ovalbumine. Cependant, le traitement par la prednisolone n'a montré aucune différence

significative.
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TABLEAU 12 : VARIATION DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES CHEZ LES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Paramétres Lots expérimentaux
Controle OVA Pred Ha Imiq OVA +Pred OVA +Ha OVA + Imiq
Urée (mmol/L)  4,79+0,08 7,530,447  5,65+0,5%  3,61+1,34" 4,63+0,5 5,19+0,3" 6,29+0,3"%  4,67+0,5"

Créa (mmol/L)  39,33+1,15 61+1,73" 473349,29 51,67+3,717%  42+2,65% 53,33+£2,52"% 48,67+3,517%  44,33+0,57"

ASAT (UI/L) 129,33+8,5 153,33+5,13"  126,7+10,1 124,3+9,2 133,67+4,62  120+£5,57* 129+4,58" 133+6,08"

ALAT (UI/L) 124,541,5 159,30+5,13" 107+1,2"% 82,67+9,61 135,67+4,62% 122,5+¢3,5%  132+1,73"%  131,33+3,21%

PAL (UI/L) 226,546,5 290+3,2" 185+7.2"  154,67+3,5"% 199+1 3## 143£3"### 15246 ### 230,7+1,1%

BT (umol/L) 2+1,02 2,33+0,57 2,67+1,53  2,66+0,57 1,60+0,57 2,66+0,55 1,66+0,56 1,33+0,50

PROT. T (g/L) 56,65+1,81 62,33+£0,57 59,7+1,48"  59,08+0,11"  52,11+£1,88"  60,08£2.40  58,24+5,24"  51,45+0,50"

Albumine (g/L)  30,67+1,15 33,67+1,20°  31+1,02" 30,33+0,57" 27,33+1,15"  31,33+0,57 27,10£1,01"%  28,67+1,15%

Y-Globuline (%) 5,30+0,17  9,16+0,45"  5,75+0,75% 5,50+0,75% 5,60+0,8" 8,40+0,7" 7,80+0,47%  7,50+0,5"

CRP (mg/L) 27,33+£2,52 38+2,65" 26+1,3% 25,542,02" 23+1,05" 24,242,65"  23,33+3,06" 18,671,537

Les valeurs sont données sous forme de moyenne+=SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p
<0,001) et au groupe sensibilis¢ a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, #Hp < 0,001).
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CREP et bilirubine totale

L’induction de l'asthme allergique chez les rats par 'ovalbumine a entrainé une augmentation
hautement significative de la CRP (p < 0,01) par rapport aux rats témoins. En revanche, le
traitement par 1'extrait aqueux d'Hedera algeriensis et le traitement par la prednisolone, ainsi
que l'injection intrapéritonéale par 1’imiquimod, ont conduit & une réduction hautement
significative (p < 0,01) du taux de CRP par rapport aux rats témoins. En ce qui concerne la

concentration de la bilirubine totale, elle n'a pas varié¢ dans tous les lots expérimentaux.

5.2.4.2 Le Bilan Rénal

Urée & Créatinine

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p < 0,01) et trées hautement
significative (p < 0,001) des taux sériques d'urée et de créatinine respectivement dans le
groupe sensibilis¢é a I’ovalbumine comparativement au group témoins. En revanche, on
observe une diminution significative (p < 0,05) chez le lot sensibilis¢ a I'ovalbumine et traité
par Hedera algeriensis, ainsi qu'une diminution hautement significative (p < 0,01) chez les
lots sensibilisés et traités par l'imiquimod. De méme, l'administration de la prednisolone a
montré une réduction significative et hautement significative des taux de créatinine et d'urée

respectivement.

5.2.4.3 Réponse immunitaire

Gammaglobulines

D’aprés les résultats obtenus (Tab.12), une augmentation hautement significative du
pourcentage de Y-globulines sériques est observée dans le lot sensibilis¢é a 1’ovalbumine
(OVA) par rapport au lot t¢émoin. En revanche, les rats traités avec la combinaison OVA + Ha
et OVA + Imiq présentent une amélioration significative de ce parametre comparativement au
groupe sensibilisé. Aucune différence significative n’est observée dans le groupe OVA + Pred
par rapport aux rats sensibilisés a I’ovalbumine.

TNF-a

Le niveau du biomarqueur inflammatoire TNF-a dans les poumons des rats sensibilisés a
I'OVA ¢était significativement élevé (p<0,001) par rapport au groupe témoin (Fig.15).
Cependant, le traitement avec l'extrait aqueux de Ha et Imiq a remarquablement restauré les

niveaux de TNF-a (p<0,001).
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FIGURE 15 : VARIATION DU TAUX DU FACTEUR DE NECROSE TUMORALE ALPHA CHEZ LES
DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (***p < 0,001) et au groupe
sensibilisé a 'OVA (###p < 0,001). ND : non détecté

5.2.5 Effets sur les paramétres du stress oxydant

Dans la présente étude, le stress oxydatif a induit une augmentation trés hautement
significative (p < 0,001) de la peroxydation lipidique (représenté par le taux de MDA) dans le
foie, les poumons, les reins et la rate chez les rats sensibilisés a l'ovalbumine
comparativement au lot témoin. Cependant, le traitement par Hedera algeriensis et la
Prednisolone et I'imiquimod a induit une diminution hautement significative voire méme tres
hautement significative du taux de MDA dans les quatre organes. De plus, on note une
ameélioration trés hautement significative du taux de MDA chez les lots traités uniquement

avec Pred, Ha et Imiq (Tab.13).
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TABLEAU 13 : VARIATION DU TAUX DE MDA DANS LES ORGANES CLES CHEZ LES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Lots expérimentaux

Parameétres Organe
Control OVA Pred Ha Imiq OVA+Pred OVA+Ha  OVA+lmiq
Foie 0,27£0,01  0,61£0,02°  0,19+0,02%* 0,18+0,017 0,17+0,01"*  0,37+0,05%  0,30+0,05%  0,21+0,03%**
MDA Poumons 0,89+0,06  1,7240,09" 0,840,007 0,82:+0,03"# 0,810,004 1,05+0,12%#* 0,92+0,03* 0,97+0,06"*
(nmol/mg protéines)  Reing 2,36+0,33  5,06+0,10"*  2,93+0,18"% 2,81+0,06"* 1,19+0,08"* 3,48+0,05" 3,21+0,17"* 3,39+0,09"
Rate 0,53+0,005  0,90+0,03""  0,42+0,05* 0,490,057  0,52+0,03"*  0,45+0,02"% 0,65+0,007* 0,64+0,003"

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,

*#%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ##H#p < 0,001).
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La sensibilisation des rats a l'ovalbumine pendant un protocole d'asthme allergique de 21
jours a provoqué une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) de la teneur
cellulaire en AOPP dans le foie, les poumons, les reins et la rate comparativement aux lots
témoins. Par ailleurs, l'administration de l'extrait aqueux d'Hedera algeriensis, de la
prednisolone et de 1l'immunothérapie par I'imiquimod chez le lot sensibilisé¢ a induit une
amélioration par diminution trés hautement significative par rapport au lot sensibilisé¢ a
I'ovalbumine. on note aussi une amélioration trés hautement significative du taux d’AOPP

chez les lots traités uniquement avec Pred, Ha et Imiq par rapport au lot OVA.( (Tab.14).

Les concentrations de NO dans le foie, les poumons, les reins et la rate ont révélé une
augmentation hautement significative (p < 0,01) chez le groupe sensibilisé a I'ovalbumine,
ainsi qu'une augmentation significative (p < 0,05) dans les poumons des lots traités par la
combinaison (OVA + Pred) comparativement aux groupes témoins. En ce qui concerne
'administration de Hedera algeriensis, de la prednisolone et de I'imiquimod, elles ont induit
un rétablissement des niveaux de NO par une diminution hautement significative (p < 0,01)
dans le foie des lots traités par la combinaison (OVA + Pred/ OVA + Imiq), une diminution
significative (p < 0,05) pour le lot traité par la combinaison (OVA + Ha), et une diminution
hautement significative (p < 0,01)  voire trés hautement significative (p < 0,001) dans les
poumons des lots traités par la combinaison (OVA + Ha) et (OVA + Imiq) respectivement.
On note également une diminution significative (p < 0,05) et hautement significative (p <
0,01) dans les reins traités par la combinaison (OVA + Pred/OVA + Ha) et (OVA + Imiq)
respectivement. D'autre part, on enregistre une amélioration par diminution trés hautement
significative (p < 0,001) dans la rate des lots traités par la combinaison (OVA + Pred) et
(OVA + Ha), ainsi qu'une diminution hautement significative (p < 0,01) pour le lot traité par

la combinaison (OVA + Imiq), et tout cela comparativement aux lots OVA.
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TABLEAU 14 : VARIATION DU TAUX D’ AOPP DANS LES ORGANES CLES CHEZ LES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Lots expérimentaux

Parameétres Organes
Control OVA Pred Ha Imiq OVA+Pred OVA+Ha OVA-+Imiq
Foie 4,28+0,20 8,52+0,49™" 3,76+0,30"*  3,54+0,35"*  3,5240,35"%  4,10+0,52"*  435+0,61"*  4,11+0,29"*
AOPP Poumons 0,92+0,07 4,23+0,40" 0,97+0,13*# 1,009+0,08"* 1,12+0,25"*  1,65£0,29"*% 1,69+0,23**  1,40+0,07**
:;2:::3 Reins 2,83+0,24 7,24+0,117"  3,40+0,117%  3,39+0,15%  3.43+0,16""  3,9+0,207* 3 36+0,12"* 3,86+0,11"

EEE]

Rate 0,59+0,04 2,47+0,29 0,65+0,04"* 0,61£0,10"*  0,65+0,02"* 0,79+0,008"* 1,02+0,07**  0,97+0,02%

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,
*#%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001).
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TABLEAU 15 : VARIATION DU TAUX DE NO DANS LES ORGANES CLES DES DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.

Lots expérimentaux

Paramétres Organes
Control OVA Pred Ha Imiq OVA+Pred OVA+Ha  OVA+Imiq
Foie 8,81%0,59 13,9+0,57°"  7,02+0,89%% 8,18+0,73"* 8,22+0,35"* 9,76+0,76" 10,29+0,85%  8,99+0,73%
NO Poumons 5,95+0,42  17,10<1,49™ 8,47+0,80"" 6,67+0,86"" 6,65£0,70"" 10,66+0,58" 9,26x1,87"  8,96+0,73"
(uM/mL)  Reins 10,97+0,92  27,83+0,60" 18,01£0,89% 13,03+0,31% 12,95+0,81% 20,03+2,15% 15,92+0,74* 14,70+1,24*
Rate 2,82+0,26 5,04+0,32"  2,72+0,19"%  2,92+0,48"  1,97+0,23"% 2,91+0,24"% 3,17+0,61"*  3,32+0,73"

Les valeurs sont données sous forme de moyenne + SEM Tous les groupes traités ont été comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01,
*#%p < 0,001) et au groupe sensibilisé a 'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, #H#p < 0,001).
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La variation des concentrations de PCO est présentée dans la Fig.16. Les tissus pulmonaires
des rats sensibilisés a 'OVA ont montré une augmentation trés hautement significative (p <
0,001) de la production de PCO par rapport aux groupes témoins. L'administration seule de
Pred, de I'Imiq et de I’extrait aqueux de Ha a entrainé une diminution trés hautement
significative (p < 0,001). D’autre part, on note une amélioration trés hautement significative
chez les rats sensibilisés a 'OVA et traités par 1’extrait aqueux de Hedera algeriensis et
I’imiquimod et de maniére hautement significative (p < 0,01) chez les rats sensibilisés a

I'OVA et traités par la Pred par rapport au groupe OVA.

4

7]
[«}]
o
>,€ 3 kK
55 1
0 o
- T
S 2 21
g,‘—o“ B H
L E
§ E 1- .######ﬂ'ﬁ
[o) -
|
[«
0- |
AN
‘éo Q?' 6 Q‘fb \Os ‘b \2@'
a vi‘ N\g v~
O\\ o o~\

Lots Expérimentaux

FIGURE 16 : VARIATION DES TAUX DE PCO DANS LES POUMONS CHEZ LES DIFFERENTS LOTS
EXPERIMENTAUX.
Tous les groupes traités ont ét€¢ comparés au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001) et au groupe sensibilisé a I'OVA (#p < 0,05, ##p < 0,01, ##p < 0,001).

D'apres les résultats de la Fig. (17), on constate qu'il existe une diminution trés hautement
significative (p < 0,001) du taux de GSH au niveau du foie, des poumons, des reins et de la
rate chez les rats sensibilisés a l'ovalbumine. De plus, on note une réduction significative
(p<0,05) dans le foie des lots traités par (OVA + Ha) et dans les poumons des lots traités par
I'imiquimod seul, ainsi que dans la combinaison (OVA + Pred), comparativement au groupe
de rats témoins. En revanche, on enregistre un rétablissement par une augmentation
hautement significative (p<0,01) voire méme trés hautement significative (p<0,001) du taux
de GSH dans le foie des lots traités par la combinaison (OVA + Ha/ OVA + Imiq) et (OVA +

Pred). Quant aux poumons, on note une augmentation tres hautement significative (p<0,001)
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dans les lots traités par la combinaison (OVA + Pred / OVA + Ha/ OVA + Imiq). De plus, on
constate dans les reins une augmentation hautement significative (p<0,01) et significative
(p<0,05) dans les lots traités par la combinaison (OVA + Pred) et (OVA + Ha/ OVA + Imiq)
respectivement. En outre, on observe une augmentation hautement significative (p<0,01) et
significative (p<0,05) dans la rate des lots traités par la combinaison (OVA + Ha) et (OVA +
Imiq) respectivement, on ne note aucune différence significative dans la rate des lots traités

par la combinaison (OVA + Pred).
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FIGURE 17 : VARIATION DES TAUX DU GLUTATHION REDUIT DANS LES DIFFERENTS GROUPES
EXPERIMENTAUX.
(A) : Foie ; (B) : Poumons ; (C) : Reins ; (D) : Rate. Tous les groupes traités ont été comparés
au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001) et au groupe sensibilis¢ a 'OVA (#p
< 0,05, ##p < 0,01, #t#p < 0,001).
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Les résultats du dosage de 1'activité enzymatique de la GPx au niveau du foie, des poumons,
des reins et de la rate sont illustrés dans la (Fig.18). On constate qu'il existe une diminution
trés hautement significative (p<<0,001) de l'activité de la GPx dans tous les organes étudiés
entre le lot témoin et le lot sensibilisé (OVA), ainsi qu'une diminution significative dans les
poumons et les reins des lots traités par la combinaison (OVA+Imiq). De plus, une diminution
hautement significative est observée dans les reins des lots traités par la combinaison
(OVA+Ha) comparativement au lot témoin. Cependant, le traitement des rats sensibilisés avec
la prednisolone induit une augmentation trés hautement significative (p<0,001) de la
concentration de la GPx dans les organes étudiés. D'autre part, le traitement par l'extrait
aqueux d'Hedera algeriensis induit, dans le lot sensibilisé a I'ovalbumine, une augmentation
trés hautement significative (p<<0,001) dans le foie, hautement significative (p<0,01) dans la
rate et les reins, et significative (p<0,05) dans les poumons. Ensuite, le traitement des rats
sensibilisés par l'imiquimod induit également une augmentation trés hautement significative
(p<0,001) dans les reins, hautement significative (p<0,01) dans le foie et la rate, et
significative (p<0,05) dans les poumons, comparativement aux lots sensibilisés a

I'ovalbumine.
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FIGURE 18 : VARIATION DE L’ACTIVITE DE LA GLUTATHION PEROXYDASE DANS LES DIFFERENTS
LOTS EXPERIMENTAUX.
(A) : Foie ; (B) : Poumons ; (C) : Reins ; (D) : Rate. Tous les groupes traités ont été comparés
au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001) et au groupe sensibilisé¢ a 'OVA (#p
< 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001).
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Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

Les résultats obtenus dans la Fig.19 montrent une diminution trés hautement significative
(p<0,001) de I’activité¢ de la catalase dans le foie, les poumons, les reins et la rate. Cette
diminution est améliorée de facon trés hautement significative (p<0,001) dans le foie, les
poumonts, les reins des rats traités avec Hedera algeriensis et 1'imiquimod dans les groupes
(OVA + Ha) et (OVA + Imiq), Et de fagon trés hautement significative dans le foie, et
hautement significative dans les poumons, les reins et la rate du groupe traité par la

prednisolone (OVA + Pred), par rapport au groupe OVA.
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FIGURE 19 :VARIATION DE L'ACTIVITE DE LA CATALASE DANS LES DIFFERENTS LOTS
EXPERIMENTAUX.

(A) : Foie ; (B) : Poumons ; (C) : Reins ; (D) : Rate. Tous les groupes traités ont été comparés
au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) et au groupe sensibilis¢ a I'OVA (#p
<0,05, ##p < 0,01, ##p < 0,001).
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Chapitre V. Résultats et Discussion

Nos résultats montrent une diminution hautement significative (p<0,01) de 1’activité

enzymatique de la SOD dans le foie chez les lots OV A, ainsi qu'une diminution significative

(p<0,05) dans les reins et une diminution trés hautement significative (p<0,001) dans les

poumons et la rate, comparativement au groupe témoin. De plus, le traitement avec Hedera

algeriensis et 'imiquimod dans les lots (OVA + Ha / OVA + Imiq) aboutit & une amélioration

significative du taux de SOD dans tous les organes ¢tudiés par rapport au lot OVA. De méme,

le traitement avec la prednisolone montre une amélioration hautement significative (p<0,01)

dans le foie, les reins et la rate, et trés hautement significative dans les poumons du lot (OVA

+ Pred) par rapport au lot OVA (Fig.20).
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FIGURE 20 :VARIATION DE L’ ACTIVITE DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE DANS LES DIFFERENTS

LOTS EXPERIMENTAUX.

(A) : Foie ; (B) : Poumons ; (C) : Reins ; (D) : Rate. Tous les groupes traités ont été comparés
au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001) et au groupe sensibilisé¢ a 'OVA (#p
< 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001).
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La sensibilisation des rats par l'ovalbumine provoque une diminution trés hautement
significative (p<<0,001) de l'activité enzymatique de la GST dans tous les organes étudiés par
rapport aux rats témoins. Tandis qu'on observe une restauration par une augmentation tres
hautement significative (p<0,001) de l'activité de la GST dans le foie, les reins et hautement
significative dans les poumons des rats sensibilisés et traités par la prednisolone, 1'Hedera
algeriensis et ''miquimod. On observe également une augmentation hautement significative
(p<0,01) et significative (p<0,05) dans la rate des lots traités par la combinaison (OVA + Pred
/ OVA + Imiq) et (OVA + Ha) respectivement par rapport aux lots sensibilisés a I’ovalbumine
(Fig.21).
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FIGURE 21 : VARIATION DE L’ACTIVITE DE LA GLUTATHIONNE S TRANSFERASE DANS LES
DIFFERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.
(A) : Foie ; (B) : Poumons ; (C) : Reins ; (D) : Rate. Tous les groupes traités ont ét€ comparés
au groupe témoin (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001) et au groupe sensibilisé¢ a 'OVA (#p
< 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001).
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5.2.6 Corrélations entre les marqueurs de I’inflammation bronchique et ceux du stress
oxydatif

La projection des variables dans 1’espace a été obtenue par ACP (Figure 22). L’axe 1 est
exprimé vers son pole négatif par la SOD, la GST et la GPx, et vers son pdle positif par
certains marqueurs de I’inflammation bronchique (tels que les globules blancs, les
lymphocytes, les granulocytes et les protéines totales dans le sang, ainsi que les niveaux de
TNF-a) ainsi que certains marqueurs du stress oxydatif (comme les niveaux de MDA, AOPP,
NO et PCO), qui présentent de bonnes corrélations entre eux. Quant a I’axe 2, il est défini par
les monocytes, qui sont opposés au GSH. L’examen de la matrice de corrélation entre les
variables révele la présence de groupes de variables bien corrélées entre elles :Une corrélation
positive forte et significative entre les globules blancs, les lymphocytes, les protéines totales
dans le sang et les niveaux de TNF-a avec les niveaux de MDA, AOPP, PCO et NO.Une
corrélation négative forte et significative a ¢été observée entre les globules blancs, les
lymphocytes, les protéines totales sanguines et le TNF-a avec les parametres du stress

oxydatif GPx, GST et SOD.
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FIGURE 22 : CERCLE DES CORRELATIONS DES VARIABLES ISSUES DE L’ANALYSE EN
COMPOSANTES PRINCIPALES DES MARQUEURS DE L’ INFLAMMATION BRONCHIQUE (EN BLEU) ET
DU STRESS OXYDATIF (EN ROUGE).
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5.2.7 Effet sur I’histologie des organes clés

5.2.7.1 Tissu hépatique

Dans cette étude histologique, différents lots de rats ont été examinés pour évaluer les effets
de divers traitements sur le parenchyme hépatique (Fig.23). Le lot controle présente une
morphologie hépatique normale, avec une architecture lobulaire intacte et des hépatocytes
réguliers. En revanche, le lot exposé a 'OV A montre des altérations significatives, telles qu'un
¢largissement des sinusoides, une souffrance cellulaire caractérisée par une ballonisation et
une clarification cytoplasmique, ainsi qu'un infiltrat inflammatoire dense. De plus, une
congestion vasculaire importante est observée dans les espaces portes. Dans le lot traité
uniquement par la prednisolone, Hedera algeriensis et I'imiquimod, le parenchyme hépatique
présente une histologie similaire a celle des rats témoins, sans modification morphologique ou
cellulaire notable. Pour les rats exposés a 'OVA et traités avec la prednisolone, on observe
une amélioration significative des altérations histologiques, avec une réduction de
l'inflammation, de la congestion vasculaire et de I'¢largissement des sinusoides, ainsi qu'une

diminution des signes de souffrance hépatocytaire.

Dans le lot des rats traités avec 1’extrait aqueux de Hedera algeriensis en combinaison avec
I'OVA, les altérations du parenchyme hépatique persistent mais sont minimisées, avec une
réduction de l'inflammation, de la congestion vasculaire et des modifications cellulaires.
Enfin, pour les rats exposés a I'OVA et traités avec l'imiquimod, les altérations
morphologiques sont minimes, avec une inflammation discrete et des signes de souffrance
cellulaire 1égers a absents. Ces observations suggerent des effets protecteurs potentiels de

traitements sur le foie en présence de stimuli inflammatoires.
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FIGURE 23 : MICROGRAPHIES DE SECTIONS HEPATIQUES COLOREES A
L'HEMATOXYLINE-EOSINE CHEZ LES DIFFERENTS GROUPES
EXPERIMENTAUX.

(A) rats témoins, (B) rats sensibilisés a 1’ovalbumine, (C) rats traités
uniquement a la prednisolone, (D) rats traités uniquement a Ha, (E) rats
traites uniquement par Imiq, (F, G, H) rats sensibilisé a ’OVA et traité
par Pred, Ha, imiq respectivement. Grossissement (x10). Fléche rouge :
congestion, fleche jaune : ¢élargissement de sinusoide, fleche bleue : un
dense infiltrat inflammatoire.
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5.2.7.2 Tissu pulmonaire

L'analyse histologique du tissu pulmonaire est présentée a la figure (24). L'examen
microscopique du groupe témoin a révélé une morphologie alvéolaire normale et une structure
normale du parenchyme pulmonaire alvéolaire. Les lumicres alvéolaires sont tapissées de
cellules pneumocytaires réguliéres, tandis que les parois bronchiques sont tapissées d'un
épithélium pseudostratifi¢ de type respiratoire. D'autre part, la sensibilisation a 'OVA a induit
des changements histologiques par rapport au groupe témoin, en particulier une altération du
parenchyme pulmonaire, un infiltrat inflammatoire interstitiel composé de petits lymphocytes
réguliers, une hypersécrétion de mucus, une hyperplasie des cellules de gobelet et une
congestion vasculaire. Le traitement par les trois thérapies (Pred, Ha et Imiq) a permis
d'améliorer l'architecture du tissu pulmonaire. Nous avons également observé que les
phénomeénes de congestion étaient moins importants, que l'infiltrat inflammatoire était moins
dense et que I'hypersécrétion de mucus avait disparu. De plus, une légére hyperplasie des

cellules de gobelet a été observée.
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FIGURE 24: MICROGRAPHIES DES SECTIONS PULMONAIRES COLOREES A
L'HEMATOXYLINE-EOSINE CHEZ LES DIFFERENTS GROUPES EXPERIMENTAUX.

(A) rats témoins, (B) rats sensibilisés a 1’ovalbumine, (C) rats traités uniquement a
la prednisolone, (D) rats traités uniquement a Ha, (E) rats traités uniquement a
Imiq, (F) rats sensibilisés et traités a la pred, (G) rats sensibilisés et traités a
l'extrait aqueux d’Ha, (H) rats sensibilisés et traités a l'imiq. Grossissement (x10).
Cercle noir : infiltrat inflammatoire cellulaire ; fléche noire : hyperplasie des
cellules de gobelet ; fleche bleue : diminution de l'infiltrat inflammatoire ; fleche

rouge : Congestion.
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5.2.7.3 Tissu rénal

Les reins des lots témoins montrent un parenchyme rénal normal comportant des tubules
proximaux et distaux réguliers ainsi que des glomérules de Malpighi entourés par une capsule
de Bowman. En revanche, Les reins des lots sensibilisés a 1'ovalbumine montrent un
parenchyme rénal marqué par une congestion vasculaire (présence d'hématies) et des
phénomeénes inflammatoires représentés par un infiltrat lymphocytaire réalisant quelques
renforcements nodulaires. D’autre part, les reins des lots traités uniquement par I’extrait
aqueux de Hedera algeriensis et de 'immunothérapie a I’imiquimod et la corticothérapie par
la prédnisolone montrent une architecture rénale semblable aux reins témoins. Pour les lots
sensibilisés a 1’ovalbumine et traités par Hedera algeriensis et imiquimod, le parenchyme
rénal présente une architecture conservée sans altérations histologiques décelables (pas
d’infiltrat inflammatoire lymphocytaire, pas d’atrophie glomérulaire, pas de congestion).
Cependant, le lot sensibilis¢ a 1’ovalbumine et traité avec le prednisolone montre des
altérations histologiques minimes, un infiltrat inflammatoire lymphocytaire discret et, par

endroits, une atrophie des glomérules de Malpighi (Fig.25).
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FIGURE 25: MICROGRAPHIES DE SECTIONS RENALES COLOREES A
L'HEMATOXYLINE-EOSINE CHEZ LES DIFFERENTS GROUPES
EXPERIMENTAUX.

(A) rats témoins, (B) rats sensibilisés a 1’ovalbumine, (C) rats traités
uniquement a la pred, (D) rats traités uniquement a Ha, (E) rats traités
uniquement a Imiq, (F) rats sensibilisés et traités a la pred, (G) rats
sensibilisés et traités a l'extrait aqueux d’Ha, (H) rats sensibilisés et traités
a l'imiq. Grossissement (x10). Fléche rouge : CONGESTION, fléche verte
: INFILTRAT inflammatoire lymphocytaire, fléche bleue : une atrophie
glomérulaire, fléche noire : infiltrat inflammatoire lymphocytaire discret.




Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

Discussion

L’asthme allergique constitue un probléme de santé publique mondial, particulierement
préoccupant en pédiatrie en raison de sa prévalence ¢levée (Han et al.,, 2022). C’est
principalement dans ce contexte que s’inscrit la présente recherche au cours de laquelle nous
avons induit un asthme expérimental chez le rat Wistar, dans 1’objectif de déterminer si
I’extrait aqueux d’Hedera algeriensis pouvait exercer des effets bénéfiques, en comparaison a
I’imiquimod, sur les effets déléteéres de I’asthme, tout en évaluant une série de parameétres
(biochimiques, hématologiques, immunologiques, histologiques, ainsi que ceux li€s au stress
oxydatif). Actuellement, les corticoides représentent la classe thérapeutique la plus utilisée
pour soulager les symptomes de cette pathologie. Toutefois, leur usage prolongé est associé a
d’importants effets secondaires (Yang et al., 2022). D’autres alternatives, comme
I’immunothérapie, montrent un potentiel croissant, notamment chez les patients atteints de
formes séveres de la maladie (Esmaeilzadeh et al., 2020). Cependant, leur cofit élevé constitue
un frein a leur accessibilité, surtout comparé aux traitements des formes légeres a modérées.

Dans cette optique, I’exploration de molécules bioactives d’origine végétale représente une
piste prometteuse. Il est désormais bien établi que 1I’inflammation caractéristique de I’asthme
est étroitement liée & une augmentation du stress oxydatif dans les voies respiratoires.
Plusieurs études antérieures ont montré que I’administration d’extraits de plantes médicinales
a des modeles animaux asthmatiques pouvait réduire le stress oxydatif et 1’inflammation
allergique (Ounaceur et al., 2024 ; Zemmouri et al., 2017). Parmi ces plantes, nous avons
porté notre attention sue le lierre algérien Hedera algeriensis, une espece a feuilles
persistantes de la famille des Araliaceae, largement répandue en Algérie. A notre
connaissance, aucune étude n’a évalué, ni sa richesse potentielle en composés bioactifs,
encore moins son effet sur I’asthme allergique. En amont, notre démarche expérimentale in
vitro visait a identifier les métabolites phytochimiques spécifiques présents dans I’extrait
aqueux d’Hedera algeriensis, éventuellement responsables de ses activités biologiques, que
nous avons explorés en évaluant ses effets antiasthmatiques et antioxydants dans le contexte
de I’asthme allergique (étude in vivo). En paralléle, cette étude a évalué I’efficacité de 1’extrait
aqueux de la plante en comparaison avec une immunothérapie par imiquimod, un agoniste des
récepteurs TLR7, toujours dans le modele murin d’asthme induit par ’ovalbumine (OVA).
L’imiquimod est reconnu pour son action immunomodulatrice et sa capacité a piéger les

radicaux libres, contribuant ainsi a atténuer 1’inflammation allergique des voies respiratoires.
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Phytochimie et activités biologiques in vitro

Depuis plusieurs années, la recherche sur les plantes médicinales connait un essor
considérable. Les études phytochimiques et les évaluations biologiques se sont multipliées, en
raison des effets thérapeutiques observés. Cet engouement s’inscrit ¢galement dans une
dynamique de valorisation de la biodiversité, notamment dans les régions riches en flore
endémique, ou les ressources végétales offrent un potentiel considérable pour le
développement de nouvelles approches thérapeutiques. Cette richesse végétale, ancrée dans le
patrimoine naturel, est également au cceur des savoirs traditionnels. En effet, la médecine
traditionnelle repose depuis longtemps sur 1’utilisation d’extraits de plantes riches en
métabolites secondaires, qui jouent un role fondamental dans les activités biologiques
(Hussein and El-Anssary, 2019).

Dans le cadre de notre étude, nous avons obtenu un bon rendement d’extraction (12,55 %),
témoignant a la fois de la richesse des parties aériennes en composés hydrophiles, notamment
en polyphénols et flavonoides, et de I’efficacité de la macération, méthode d’extraction en lien
avec ’usage traditionnel de la plante sous forme de tisanes. En effet, les feuilles de lierre sont
traditionnellement consommeées en tisane ou sous forme d’extrait aqueux pour soulager la
toux et faciliter le dégagement des voies respiratoires (Pecoraro et al, 2024). D’ailleurs,
I’analyse, LC-MS/MS de I’extrait aqueux de la plante, a révélé une teneur élevée en composés
phénoliques confirmant la richesse en composés bioactifs, avec la détection de 15 composés,
incluant des composés non phénoliques (acide quinique, acide fumarique), des acides
phénoliques (acide protocatéchuique, acide chlorogénique, acide p-coumarique, acide
caféique, acide salicylique), un aldéhyde phénolique (aldéhyde protocatéchuique), et des
flavonoides (nicotiflorine, hespéridine, astragaline, rutine, isoquercitine, naringénine,
daidzine). Certains de ces composés (hespéridine, daidzine, aldéhyde protocatéchuique, acide
fumarique, acide salicylique) n’ont pas été identifiés dans les études antérieures sur Hedera
(Ahchouch et al., 2024 ; Sen et al., 2023), soulignant 1’originalit¢ chimique de H. algeriensis.
Les techniques spectroscopiques ont également permis de mettre en évidence la concentration
totale en polyphénols qui s’¢levait a 89,11 mg EAG/g d’extrait, tandis que les flavonoides et
les tanins condensés présentaient respectivement des concentrations de 10,03 mg QE/g et 2,59
mg EC/g. Ces valeurs sont nettement supérieures a celles rapportées pour Hedera helix par
Bezruk et al. (2022), qui ont trouvé des concentrations de polyphénols allant de 0,033 a 2,92
mg EAG/g et de flavonoides de 0,031 a 0,281 mg/g. De méme, Salma et al. (2018) ont
rapporté des teneurs en polyphénols de 39,16 + 0,48 mg/g et en flavonoides de 2,25 + 0,05

mg/g. Une autre étude menée par Pop et al. (2017) sur des feuilles de H. helix issues de
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Roumanie a relevé une teneur en polyphénols de 1,03 + 0,09 mg GAE/g et en flavonoides de
0,87 = 0,01 mg RE/g. Par contre, nos résultats montrent une faible teneur en tanins condensés
dans l'extrait aqueux de feuilles de Hedera algeriensis, avec 2,59 mg/g d'extrait. Ces
variations pourraient s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment les techniques
d’extraction et les méthodes analytiques employées, mais surtout les conditions
environnementales (climat, type de sol), la période de récolte et le stade phénologique des
plantes. En effet, plusieurs études ont montré que la teneur en composés phénoliques et
flavonoides du lierre varie selon 1’ensoleillement, les caractéristiques pédoclimatiques, et la
provenance géographique. D’autres ont démontré I’effet marqué de la région de collecte sur la
composition qualitative et quantitative des métabolites secondaires du lierre, notamment les
acides phénoliques, flavonoides et saponines, mettant en évidence la polymorphie chimique
induite par le climat et le sol (Bezruk et al, 2022 ; Gallego-Narbon et al, 2024).

Partant de cette caractérisation phytochimique, nous avons évalué les activités biologiques, en
particulier I’activité antioxydante, afin de relier la composition chimique aux effets potentiels
de D’extrait. Ainsi, P’activité antioxydante de 1’extrait a été¢ évaluée a 1’aide de trois tests
complémentaires : DPPH, FRAP et la capacité antioxydante totale. Les résultats obtenus par
la méthode DPPH sont exprimés en termes de concentration inhibitrice de 50% des radicaux
(ICs0). L’ICso de D’extrait aqueux de H. algeriensis était de 138,6 pg/ml, un résultat
comparable a ceux obtenus par Baharfar et al. (2015) sur Hedera pastuchovii (ICso = 139,02
png/ml) et par Pop et al. (2017) sur H. helix (ICso = 122,47 + 9,31 pg/ml). Cette activité
antioxydante peut €tre attribuée a la capacité des composés a donner des atomes d’hydrogéne
(Saiah et al., 2016). Cependant, le test FRAP, mesurant le pouvoir réducteur des antioxydants
en évaluant leur capacité a céder des atomes d’hydrogéne et a rompre les chaines de radicaux
libres, a montré que le pouvoir réducteur de I’extrait s’élevait a 63,16 pg/mL. Suran et al.
(2021) ont également rapporté une activité antioxydante significative pour divers extraits de
plantes dont H. helix a I’aide du test FRAP. Par comparaison, Qabaha et al. (2024) ont
rapporté¢ une valeur de 9,5 = 0,9 mmol Fe*'/g DW pour ’extrait éthanolique de H. helix. La
méthode au phosphomolybdate a révélé une capacité réductrice de 1,09 + 0,015 mmol TE/g,
supérieure a celles rapportées par Bezruk et al. (2020), dont les valeurs variaient entre 0,027
et 0,688 mg/g.

Au-dela de leur pouvoir antioxydant, les composés bioactifs présents dans 1’extrait de Hedera
algeriensis pourraient €galement interagir avec certaines enzymes clés impliquées dans
diverses pathologies humaines. Dans cette optique, et dans le but d’explorer plus largement le

potentiel thérapeutique de cette espeéce, nous avons entrepris, pour la premicre fois a notre

Page 87



Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

connaissance, I’évaluation de ses activités inhibitrices vis-a-vis d’enzymes biologiquement et
cliniquement pertinentes (AChE, BChE, tyrosinase, a-glucosidase et a-amylase) associées
aux maladies neurodégénératives, aux troubles pigmentaires et au diabéte de type II. Ainsi,
I’extrait aqueux de feuilles de Hedera algeriensis a présenté une activit¢ modérée d’inhibition
de I’acétylcholinestérase (AChE), avec une valeur de 1,73 mg GALAE/g, et une inhibition
plus faible de la butyrylcholinestérase (BChE), mesurée a 0,98 + 0,08 mg GALAE/g. Ces
résultats suggerent un effet neuroprotecteur potentiel de 1’extrait, en particulier dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer, ou la stimulation des niveaux d’acétylcholine dans le
cerveau est associée a une amélioration des fonctions cognitives (Santos et al., 2018 ; Lobine
et al., 2021). En effet, les deux enzymes AChE et BChE sont impliquées dans la dégradation
de I’acétylcholine, un neurotransmetteur clé de la mémoire. L’AChE est prédominante aux
stades précoces de la maladie, tandis que la BChE joue un role accru dans les stades avancés,
lorsque I’activité de I’AChE diminue. L’inhibition combinée de ces deux enzymes constitue
donc une stratégie thérapeutique prometteuse. L’effet observé pourrait étre attribué a la
richesse en composés phénoliques de I’extrait, tels que I’acide chlorogénique, 1’acide
protocatéchique, 1’acide caféique, I’acide salicylique et 1’acide p-coumarique. Ces molécules
sont reconnues pour leurs propriétés antioxydantes et leur capacité a protéger les neurones
contre les dommages oxydatifs, ainsi qu’a moduler les voies impliquées dans la mémoire et
I’apprentissage (Caruso et al., 2022). Ces résultats préliminaires soutiennent ainsi 1’intérét de
Hedera algeriensis comme source potentielle d’inhibiteurs naturels des cholinestérases, avec
des perspectives intéressantes dans la prévention ou le ralentissement du déclin cognitif
associ€ a la maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, 1’extrait a montré une forte activité inhibitrice
de la tyrosinase (20,94 + 1,37), pouvant s’expliquer par la présence d’acide chlorogénique,
connu pour inhiber la mélanogenése via I’inhibition de la tyrosinase (Li et al., 2014).
Concernant la gestion du diabéte de type II, I’inhibition des enzymes a-amylase et a-
glucosidase représente une stratégie thérapeutique efficace pour limiter 1’hyperglycémie
postprandiale. Nos travaux ont montré une activit¢ inhibitrice notable contre les enzymes
impliquées dans la digestion des glucides, avec des valeurs respectives de 0,09 + 0,003 mg
EACA/g pour I’'a-amylase et 1,41 = 0,03 mg EACA/g pour 1’a-glucosidase. Ces résultats
suggerent un potentiel antidiabétique, en particulier par la réduction de I’hyperglycémie post-
prandiale. De tels effets sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature. En effet, Oboh
et al. (2015) ont montré que les acides phénoliques peuvent exercer une action antidiabétique
en inhibant les enzymes a-glucosidase et a-amylase. De méme, Johnston et al. (2003) ont

indiqué que I’acide chlorogénique, issu de 1’estérification de ’acide caféique et de 1’acide
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quinique, poss¢de des propriétés antioxydantes et permet de ralentir la libération du glucose
dans le sang. Plus généralement, la gestion glycémique est une approche thérapeutique
cruciale pour le traitement du diabéte de type II et la prévention des complications
cardiovasculaires. Dans ce contexte, les inhibiteurs d’enzymes digestives, notamment 1’a-
glucosidase et 1’a-amylase, sont recommandés pour réduire la conversion des glucides en
glucose au niveau intestinal (Yilmaz et al., 2023).

Parallelement a 1’é¢tude des activités enzymatiques, une autre facette essenticlle de cette
investigation a consisté a évaluer le potentiel antimicrobien de 1’extrait de Hedera algeriensis,
dans le but de compléter le profil bioactif de la plante. Pour cela, il a été testé sur les souches
suivantes : les bactéries Gram positives : Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus
ciprofloxacine résistante (souche clinique), Bacillus cereus (souche clinique) ; les bactéries
Gram négatives : Serratia sp. (souche clinique), Klebsiella pneumoniae (souche clinique),
Escherichia coli 25922, Escherichia coli (souche clinique), Pseudomonas aeruginosa 27853,
Acinetobacter sp. (souche clinique) ; et les levures fongiques : Candida albicans 90028 et
Rhodotorula sp. Nos résultats montrent que notre plante ne possede pas d’activité
antimicrobienne, et en cela notre résultat différe de ceux obtenus par Uddin et al. (2011) qui
ont évalué l'activité antibactérienne de l'extrait d'acétate d'éthyle et de méthanol de Hedera
helix, montrant une activité contre trois souches bactériennes Gram positives (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis) et deux Gram négatives (Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia). Une autre étude menée par Suica-Bunghez et al. (2020) similaire
a nos résultats a montré l'absence de l'activité antimicrobienne contre Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. En revanche, une légére activité contre Aspergillus niger et une bonne
activité antifongique contre Candida albicans a été observée. L’absence de D’activité
antimicrobienne de notre plante dans ces conditions expérimentales pourrait étre expliquée
par le fait que les composés bioactifs de la plante pourraient étre spécifiques a d'autres
microorganismes, ou que l'extrait pourrait nécessiter une concentration plus élevée pour
exprimer une activité. Il convient également de rappeler que la concentration de 1’extrait
aqueux utilisée pour les essais in vitro était relativement faible, avec un ratio de 1:10, tandis
qu’une concentration plus élevée a été utilisée pour les tests in vivo, avec un ratio de 1:6.
Cette différence pourrait également expliquer 1’absence d’activité antimicrobienne observée
in vitro dans notre étude. Plusieurs facteurs pourraient affecter I’activité antibactérienne des
extraits aqueux, notamment 1’origine de la plante et les méthodes d’extraction. L'extrait
aqueux selon certains auteurs présente généralement peu ou pas d'activité antimicrobienne par

rapport aux extraits non-polaires ceci pourrait étre dii a une solubilité plus faible des
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composés bioactifs a activité antimicrobienne dans les solvants polaires par rapport aux
solvants non-polaires (Bhattacharjee et al. 2011 ; Pakdel et al., 2017). De plus, les conditions
expérimentales, les méthodes d’extraction et les souches microbiennes testées peuvent varier
considérablement d’une étude a 1’autre, ce qui pourrait expliquer les différences observées par
rapport a I’espéce Hedera helix, soulignant ainsi la nécessité de considérer les variations
interspécifiques et méthodologiques lors de 1’interprétation des résultats. Ces divergences
mettent en lumicre la complexité des propriétés biologiques des plantes du genre Hedera et la
nécessité de poursuivre les recherches pour mieux comprendre les facteurs influencgant leurs
activités antimicrobiennes.

Prise dans leur ensemble, ces observations renforcent I’intérét porté a Hedera algeriensis en
tant que source naturelle de composés bioactifs. En effet, les résultats obtenus mettent en
¢évidence la richesse phytochimique de 1’extrait aqueux, notamment en composés phénoliques
aux propriétés biologiques variées. Au-dela de son potentiel inhibiteur sur plusieurs enzymes
clés impliquées dans des maladies neurodégénératives et métaboliques, telles que la maladie
d’Alzheimer et le diabete de type II, et de son modeste effet antifongique, 1’extrait présente
également une activité antioxydante significative. Ces données soutiennent 1’intérét
pharmacologique de cette plante et justifient des investigations approfondies en vue de sa
valorisation comme agent thérapeutique naturel, notamment dans les pathologies chroniques
ou I’inflammation et le stress oxydatif jouent un role central, a I’instar de I’asthme allergique.
C’est dans cette perspective qu’une seconde phase expérimentale a été entreprise afin
d’évaluer les effets préventifs de 1’extrait d’H. algeriensis dans un modele d’asthme
allergique induit.

Effets in vivo dans un modéle d’asthme expérimental

Pour explorer les effets de Hedera algeriensis dans un modele expérimental d’asthme, une
attention particuliére a été portée en premier lieu aux variations de poids corporel et aux
modifications morphométriques d’organes, indicateurs clés d’une atteinte systémique ou
inflammatoire. Ainsi, 1’exposition a I’ovalbumine (OVA) a induit une perte pondérale
significative chez les animaux sensibilisés par rapport aux témoins. Cette diminution pourrait
résulter d’une réponse inflammatoire systémique, d’une réduction de 1’appétit ou d’une
augmentation de la dépense énergétique associée a 1’état inflammatoire chronique de 1’asthme
allergique, comme 1’ont montré¢ Kim et al. (2011) et Wouters (2000). L’administration
d’Hedera algeriensis, de prednisolone ou d’imiquimod a également réduit le poids corporel,
possiblement par des effets métaboliques, une perte d’appétit ou ’amertume de la plante. La

prednisolone peut altérer I’équilibre énergétique (Bray, 2000), tandis que 1’imiquimod peut
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engendrer un malaise diminuant I’ingestion alimentaire (Mutz et al., 2017). Les rats exposés a
I’OVA ont montré une augmentation significative du poids relatif des poumons, indicative
d’un cedéme pulmonaire et d’une accumulation de mucus, conforme aux observations d’El-
Kashef (2018) et Zemmouri et al. (2017). Ce phénomene correspond aux caractéristiques
classiques de I’asthme allergique avec inflammation et infiltration cellulaire (Temelkovski et
al., 1998). Une hausse du poids relatif des reins a également été constatée, pouvant refléter
une inflammation ou une rétention hydrique secondaire (Holgate, 2012). En revanche, les
traitements par 1’extrait aqueux d’Hedera algeriensis, ’imiquimod ou la prednisolone ont
significativement diminué les poids relatifs des poumons, reins et foie, suggérant une
atténuation des processus inflammatoires et cedémateux induits par I’OVA. Enfin, le poids
relatif de la rate est resté stable, indiquant 1’absence d’impact morphologique notable sur cet
organe lymphoide, que ce soit par la sensibilisation ou les traitements.

Au-dela des altérations morphométriques observées, nous avons approfondi notre analyse en
étudiant les paramétres hématologiques et cellulaires associés a la réponse inflammatoire
systémique et locale. Ces analyses ont porté sur les populations cellulaires circulantes et
broncho-alvéolaires afin de caractériser I’impact de la sensibilisation a 1’ovalbumine et 1’effet
des différents traitements sur les profils leucocytaires, érythrocytaires et plaquettaires. C’est
ainsi que nous avons observé une augmentation significative du nombre total de leucocytes
(WBC), granulocytes, lymphocytes et monocytes dans le sang et le liquide de lavage broncho-
alvéolaire des rats sensibilisés par rapport aux témoins, en accord avec Kandhare et al. (2013).
Cette réponse inflammatoire caractéristique de 1’asthme allergique a également été décrite
chez I’homme par Adamko et al. (2003), ainsi que dans des modeles animaux (Boskabady et
al.,, 2010; Thakur et al., 2019). Le traitement par I’extrait aqueux d’Hedera algeriensis,
comparable a I’imiquimod et a la prednisolone, a significativement réduit ce recrutement
cellulaire inflammatoire dans le sang et le liquide du LBA, confirmant ainsi un effet anti-
inflammatoire potentiel de ces approches thérapeutiques. Par ailleurs, une augmentation du
nombre de globules rouges (RBC) a été observée chez les rats sensibilisés, possiblement due a
I’hypoxie liée au rétrécissement des voies respiratoires, stimulant [’érythropoiese
compensatoire (Vosooghi et al.,, 2013). Ce phénomene a été atténué par les traitements
étudiés, suggérant une amélioration de la fonction respiratoire. De plus, une diminution du
volume corpusculaire moyen (MCV) et du taux d’hémoglobine (Hb) dans le groupe OVA est
cohérente avec une anémie inflammatoire rapportée dans ce type de pathologie (Chekchaki,
2017). Enfin, le nombre de plaquettes, qui jouent un role clé dans I’inflammation allergique

via les récepteurs IgE et la libération de médiateurs comme la sérotonine et le CCLS5, a été

Page 91



Partie expérimentale Chapitre V. Résultats et Discussion

augmenté chez les rats sensibilisés (Turkalj & Banic, 2019). Chez des modéles murins
d’asthme, les plaquettes sensibilisées migrent vers les poumons et contribuent activement a la
réponse inflammatoire (Turkalj & Banic, 2019). L’atténuation de cette thrombocytose par
I’extrait d’Hedera algeriensis, ’imiquimod et la prednisolone soutient 1’existence d’un effet
anti-inflammatoire puissant, susceptible d’améliorer I’intégrité de la barriére épithéliale et de
limiter la progression de 1’inflammation.

Outre les altérations hématologiques qui traduisent une activation systémique de
I’inflammation, [’asthme allergique implique également un déséquilibre profond des
médiateurs immunitaires et pro-inflammatoires. Il est donc essentiel de souligner le rdle des
médiateurs pro-inflammatoires dans la pathogenése de 1’asthme, tels que le TNF-a et le NO.
En effet, ce dernier joue un rdle pro-inflammatoire crucial dans ’asthme, notamment au
niveau de la muqueuse des voies respiratoires (Ricciardolo, 2003). Dans notre étude, nous
avons observé une augmentation significative du NO dans les poumons, le foie, les reins et la
rate des rats sensibilisés a 1’ovalbumine (OVA), comparativement aux témoins. Cette
¢lévation concorde avec les résultats rapportés par Moon et al. (2008). Selon Prado et al.
(2011), des concentrations ¢levées de NO peuvent entrainer une vasodilatation, une fuite
plasmatique, une sécrétion excessive de mucus et une activation indirecte des cellules Th2,
notamment via le recrutement des éosinophiles. L’administration de prednisolone,
d’Imiquimod et de I’extrait de Hedera algeriensis a permis d’atténuer significativement
I’inflammation asthmatique induite par ’OVA, parallelement a une inhibition marquée de la
production de NO. En plus de I'implication du NO dans la réponse inflammatoire
asthmatique, un autre médiateur clé attire I’attention par son rdle central dans 1’orchestration
de I'inflammation : le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). Ce dernier s’intégre dans
un réseau cytokinaire ou les réponses Th2 dominantes, soutenues par des interactions avec les
cytokines Thl, favorisent la production d’IgE et I’amplification de 1’inflammation allergique
(Luo et al., 2022). Des études antérieures ont démontré que les macrophages alvéolaires de
patients asthmatiques sécrétent du TNF-a en réponse a I’ovalbumine. Cette cytokine pro-
inflammatoire est impliquée dans plusieurs affections respiratoires chroniques, dont la BPCO
et I’asthme bronchique. Son élévation refléte donc son implication directe dans la progression
de ces maladies (Kubysheva et al., 2020). Dans notre mod¢le expérimental, nous avons relevé
une augmentation significative des taux de TNF-a dans le tissu pulmonaire des rats exposés a
I’OVA. Ces résultats sont en accord avec ceux de Khazdair et al. (2019), Shakerinasab et al.
(2022) et Ayakannu et al. (2019), qui mettent en évidence 1’implication du TNF-a dans le

développement et la régulation de I’asthme. Ce médiateur contribuerait notamment a la
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migration des cellules inflammatoires vers les voies respiratoires, ainsi qu’a I’induction de
molécules d’adhésion et de protéines pro-inflammatoires (Rana et al., 2016). Par ailleurs, Jin
et al. (2006) ont montré que I’Imiquimod réduit I’infiltration lymphocytaire induite par
I’OVA dans les voies respiratoires et diminue 1’hyperréactivité bronchique, en inhibant les
cytokines Th2 tout en favorisant la réponse Thl. Dans notre étude, Hedera algeriensis et
I’Imiquimod ont également montré une efficacité comparable. Tous deux ont induit une
réduction significative de la libération de TNF-o dans le tissu pulmonaire, traduisant une
modulation immunitaire favorable, avec une atténuation de la réponse Th2 et une diminution
de I’inflammation dans notre modéle murin d’asthme.

Par ailleurs, I’examen histopathologique des poumons corrobore 1’inflammation sévére
observée dans le groupe OVA, avec infiltrat inflammatoire massif, congestion et hyperplasie
des cellules caliciformes. La réduction marquée de ces lésions dans les groupes traités,
notamment avec D’extrait d’Hedera algeriensis, illustre [’atténuation de la réponse
inflammatoire bronchique, en accord avec les marqueurs systémiques mesur¢s.

Au-dela de la sphere locale des médiateurs pulmonaires tels que le NO et le TNF-a, et du tissu
pulmonaire en lui-méme, 1’asthme induit également une réponse inflammatoire systémique
qui mérite d’étre examinée. Dans cette perspective, 1’évaluation de biomarqueurs circulants
comme les gammaglobulines et la protéine C-réactive (CRP) permet d’appréhender 1’ampleur
de Dinflammation systémique induite par la sensibilisation allergénique. L’analyse
¢électrophorétique des protéines sériques a révélé une augmentation significative du
pourcentage de gammaglobulines chez les rats sensibilisés a 1’ovalbumine, par rapport aux
témoins. Cette ¢lévation traduit une stimulation de la réponse immunitaire humorale, associée
a une production accrue d’immunoglobulines E spécifiques dirigées contre [’antigéne
(Doorley et al., 2017). Ce résultat concorde avec les caractéristiques de 1’inflammation
chronique des voies respiratoires, marquées par l’activation des lymphocytes B et leur
différenciation en plasmocytes, entrainant une sécrétion exacerbée d’anticorps (Feldman et
al., 2017). En revanche, les traitements administrés, a savoir I’imiquimod et 1’extrait aqueux
de Hedera algeriensis, ont permis de réduire significativement ce taux de gammaglobulines,
suggérant une modulation de la réponse immunitaire, avec inhibition partielle de la
production d’anticorps. Cette modulation témoigne d’un effet immunosuppresseur et/ou anti-
inflammatoire des traitements, confirmant leur efficacité a atténuer 1’inflammation systémique
induite par la sensibilisation a I’ovalbumine.

L’inflammation bronchique induite par la sensibilisation allergénique a également entrainé

une augmentation significative de la CRP sérique dans le groupe OVA, en comparaison au
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groupe témoin. La CRP, marqueur bien établi de I’inflammation et des Ié€sions tissulaires
(AL-Daami, 2020), s’¢léeve dans des contextes inflammatoires chroniques, comme 1’ont
également rapporté Al-Hindy et al. (2021), Kumar et al. (2023) et Bazan-Socha et al. (2022).
Cette ¢lévation pourrait aggraver les Iésions pulmonaires existantes. Par ailleurs,
I’augmentation de la CRP peut étre interprétée comme une conséquence directe de
I’inflammation systémique dans 1’asthme. Le tissu pulmonaire endommagé pourrait aussi
constituer une source de signaux persistants stimulant sa production, impliquant ainsi la CRP
dans le maintien de 1’état inflammatoire (Monadi et al., 2016).

Une réduction de la CRP sérique, observée notamment sous prednisolone, traduit un retour
vers un ¢état physiologique normal. De maniére similaire, une diminution hautement
significative de la CRP a été observée chez les rats traités avec 1’extrait aqueux de Hedera
algeriensis et I’imiquimod, méme en présence de la sensibilisation allergénique. Ces résultats
soutiennent I’hypothése d’une action anti-inflammatoire des composés bioactifs présents dans
Hedera algeriensis. Chez Hedera helix, espéce proche, les flavonoides, composés
phénoliques, polyacétylénes et saponosides sont reconnus pour leurs propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes.

Apres avoir examiné les modifications des paramétres inflammatoires systémiques, reflétant
I’état immunitaire via les y-globulines et la CRP, nous avons élargi notre analyse aux
altérations des fonctions hépatique et rénale. L’ovalbumine, utilisée dans notre modele
comme allergéne de référence, induit une réponse immunitaire de type Th2 caractéristique de
I’asthme, avec production de cytokines pro-inflammatoires pouvant entrainer des effets
systémiques au-dela du tissu pulmonaire. En effet, le foie, organe a forte immunotolérance en
raison de sa micro-architecture et de sa composition cellulaire spécialisée, est également
exposé a ces médiateurs inflammatoires via la circulation systémique. Une inflammation
chronique, méme d’origine extra-hépatique, peut ainsi perturber 1’axe intestin—foie et
provoquer des lésions hépatiques (Wiest et al., 2017 ; Zheng & Tian, 2019). C’est dans cette
optique que nous avons évalué¢ 1I’'impact de la sensibilisation a 1’ovalbumine, ainsi que
I’éventuel effet protecteur de 1’extrait aqueux de Hedera algeriensis et de 1’imiquimod, a
travers la mesure de biomarqueurs hépatiques (ALT, AST, PAL) et une étude
histopathologique du foie. Les résultats montrent que, dans le groupe OVA, les taux sériques
de ces enzymes ¢étaient significativement augmentés, accompagnés d’une altération marquée
de ’architecture hépatique par rapport au groupe témoin. Ces observations concordent avec
celles de Jia et al. (2023) et Khaldi et al. (2022), et confirment que I’inflammation induite par

I’ovalbumine peut entrainer une élévation de ces enzymes, marqueurs fiables de toxicité
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hépatique (Singh et al., 2011). Par ailleurs, une élévation de ces enzymes a été associée a la
sévérité de 1’asthme, en lien avec une altération du transport de I’oxygeéne et une hypoxie
hépatique (Iribarren et al., 2001). En revanche, les groupes traités par la prednisolone,
I’imiquimod ou D’extrait aqueux de Hedera algeriensis ont montré une amélioration
significative des taux d’ALT, AST et PAL, ainsi qu’une restauration quasi normale de
I’architecture hépatique (réduction de I’inflammation, moindre congestion vasculaire,
sinusoides faiblement dilatés, absence notable d’anomalies cellulaires), suggérant une activité
hépatoprotectrice. La plupart des protéines sériques, dont I’albumine, étant synthétisées par le
foie, I’évaluation de la protéinémie permet de distinguer une fonction hépatique normale d’un
dysfonctionnement (Kennelly et al., 2015). Dans notre étude, la sensibilisation a 1’ovalbumine
a entrainé une augmentation des taux sériques d’albumine, en accord avec les résultats de Nair
& Prabhavalkar (2021b). Ces résultats biochimiques sont étayés par les observations
histopathologiques hépatiques, montrant, chez les rats sensibilisés a 1’ovalbumine, une
congestion hépatique, un élargissement des sinusoides et un infiltrat inflammatoire dense. Ces
altérations sont nettement atténuées dans les groupes traités, en particulier avec l'extrait
aqueux de Hedera algeriensis et I’'imiquimod, confirmant leur effet protecteur au niveau
hépatique.

Sur le plan rénal, une augmentation hautement significative de la créatinine et de l’urée
sériques a été observée dans le groupe OV A, accompagnée de 1ésions tissulaires rénales. Ces
résultats sont comparables a ceux rapportés par Abdelmawgood et al. (2023). L ¢lévation de
ces biomarqueurs traduit un dysfonctionnement rénal, secondaire a I’inflammation systémique
(Small et al., 2013), et constitue un indicateur classique d’insuffisance rénale (Liu et al.,
2013). Il est bien établi que I’asthme peut étre associé a des complications rénales, un concept
évoqué par le terme « asthme rénal ». Lors des crises aigués, 1’augmentation de I’effort
respiratoire et [’hypoxie qui en résulte peuvent provoquer une rhabdomyolyse, une
déshydratation, et donc une insuffisance rénale aigué (Ejaz et al., 2017). L’analyse
histologique rénale confirme également les 1ésions induites par la sensibilisation a
I’ovalbumine, avec présence d’infiltrats inflammatoires lymphocytaires, d’atrophie
glomérulaire et de congestion. A I’instar des observations hépatiques, les traitements,
notamment ceux combinés a Hedera algeriensis ou a I’imiquimod, permettent de limiter ces
dommages, traduisant une restauration partielle de 1’architecture rénale.

Ainsi, nos résultats suggérent que 1’imiquimod et 1’extrait aqueux de Hedera algeriensis
possedent un potentiel hépato- et néphroprotecteur, en maintenant les niveaux normaux des

biomarqueurs hépatiques et rénaux et en préservant I’intégrité histologique du foie et des
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reins. Ces effets protecteurs sont appuyés par les travaux de Ali et al. (2022), qui ont
démontré les propriétés hépatoprotectrices de I’extrait de feuilles de lierre dans un modele
d’hépatotoxicité induite par I’isoniazide chez le lapin, ainsi que par ceux de Moshaie-Nezhad
et al. (2019a), ayant montré ’effet protecteur de ce méme extrait contre la néphrotoxicité
induite par le paracétamol chez la souris.

L’asthme se caractérise par une inflammation chronique des voies respiratoires, impliquant
I’infiltration de leucocytes, notamment les €osinophiles et les neutrophiles, qui libérent des
médiateurs cytotoxiques, enzymes protéolytiques et especes réactives de 1’oxygene (ROS),
aggravant les lésions bronchiques (Bloemen et al., 2007 ; Prussin and Metcalfe, 2006 ;
Pearlman, 1999). Cette cascade inflammatoire crée un microenvironnement propice au stress
oxydatif, dont le role dans la dégradation tissulaire et les dysfonctionnements cellulaires est
désormais bien établi. Le stress oxydatif, en induisant des altérations biomoléculaires via
I’accumulation de ROS, est reconnu comme un acteur clé dans la physiopathologie de
I’asthme (Adam-Bonci et al., 2021). Plusieurs études ont mis en évidence un déséquilibre
oxydant/antioxydant chez les asthmatiques, marqué par une élévation des produits de
peroxydation lipidique et des carbonyles protéiques (Ajayi et al., 2022).

Afin de mieux caractériser 1I’implication du stress oxydatif dans notre modele expérimental
d’asthme, nous avons évalué plusieurs biomarqueurs clés du déséquilibre redox, permettant
d’apprécier I’ampleur des dommages oxydatifs induits et 1’effet potentiel des traitements sur
la restauration de I’homéostasie cellulaire.

Dans notre étude, nous avons observé une augmentation marquée de la concentration de
MDA, indicateur de la peroxydation lipidique, dans le foie, les poumons, les reins et la rate
des rats sensibilisés a 1’ovalbumine (OVA), comparativement au groupe controle, ce qui est
conforme aux données rapportées dans la littérature (Ahmad et al., 2022 ; Moshaie-Nezhad et
al., 2019b ; Rouibah et al., 2022). Ces ¢lévations pourraient indiquer une oxydation des
lipides et des dommages aux membranes cellulaires dans les tissus pulmonaires, hépatiques,
rénaux et spléniques, associés a une diminution de la capacité antioxydante endogene (Jedli et
al., 2022). En effet, la formation de ROS induite par 1’ovalbumine peut déclencher
I’oxydation des lipides et des protéines, entrainant la formation de peroxydes lipidiques et de
carbonyles protéiques, responsables de 1ésions de I’endothélium vasculaire. Ce mécanisme est
considéré comme un événement clé dans le développement de 1’athérosclérose, exposant ainsi
les patients asthmatiques a un risque accru de complications cardiovasculaires (Al-Harbi et
al., 2015). Nos résultats montrent effectivement une augmentation significative des niveaux

de PCO (carbonyles protéiques) et d’AOPP (produits finaux de 1’oxydation des protéines)
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dans les homogénats de foie, rein, poumon et rate chez les rats du groupe OVA. Ces résultats
concordent avec ceux rapportés par Tokac et al. (2017) et Khaldi et al. (2018).
L’administration d’Hedera algeriensis, d’imiquimod ou de prednisolone (Pred) aux rats
sensibilisés a permis de réduire significativement les niveaux de MDA, PCO et AOPP, en
atténuant les lésions tissulaires induites par les ROS. Cette protection est attribuée a la
richesse en composés phénoliques de I’extrait aqueux d’Hedera algeriensis, susceptibles
d’inhiber la formation des produits oxydés des lipides et des protéines.

Par ailleurs, les cellules pulmonaires, hépatiques, rénales et spléniques disposent de multiples
systtmes de défense antioxydante. Ceux-ci comprennent des enzymes telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la glutathion S-transférase (GST) et la glutathion
peroxydase (GPx), ainsi que des composants non enzymatiques, dont le glutathion réduit
(GSH), principal thiol intracellulaire non protéique. Le GSH et la catalase jouent un role
essentiel dans l'atténuation de la fibrose et des lésions cellulaires pulmonaires chez les
patients asthmatiques (Rogers et Cismowski, 2018). Selon Martinez-Martos et al. (2014), le
GSH est un antioxydant biologique majeur qui inhibe la formation de radicaux libres, et sa
diminution refléte généralement une élévation du stress oxydatif.

Dans notre étude, une baisse significative des concentrations de GSH a été observée dans le
groupe OVA, probablement en lien avec son épuisement secondaire a la peroxydation
lipidique et a la production excessive de ROS (Xiao et al., 2022). Ce déficit en GSH pourrait
activer la voie NF-«B, un facteur central dans les maladies inflammatoires respiratoires et la
surexpression des genes pro-inflammatoires (Usmani et al.,, 2023). Toutefois, une
amélioration significative des niveaux de GSH a ét¢€ notée dans les groupes traités par 1’extrait
d’Hedera algeriensis, I’'imiquimod et la prednisolone.

La SOD et la catalase sont également des enzymes essentielles pour la neutralisation des
ROS. La SOD convertit 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, que la catalase
décompose ensuite en eau et en oxygene, protégeant ainsi les cellules du stress oxydatif
(Nantapong et al., 2019). Nos résultats, en accord avec ceux de Benetti et al. (2013), montrent
une diminution significative de I’activité de la SOD et de la catalase dans les poumons, le
foie, les reins et la rate des rats sensibilisés, comparativement aux témoins, ce qui est
également cohérent avec les travaux de Ezz-Eldin et al. (2020).

Par ailleurs, la GPx catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogene en oxydant le GSH en
GSSG, tandis que la GST participe a la détoxification cellulaire en catalysant la conjugaison
du GSH avec les composés électrophiles (Ajayi et al., 2022). Dans notre étude, une

diminution de ’activité de la GPx et de la GST a été constatée dans les tissus étudiés du
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groupe OV A par rapport au groupe témoin. Ces observations rejoignent celles de Min-Chang
et al. (2014) et Abdelmawgood et al. (2023), confirmant que 1’exposition a 1’ovalbumine
induit un stress oxydatif important, comme en témoigne la réduction significative de I’activité
des enzymes antioxydantes et du taux de GSH dans les tissus pulmonaires, hépatiques, rénaux
et spléniques.

L’administration de prednisolone a permis d’atténuer ce stress oxydatif, comme cela a été
rapporté¢ dans des modeles murins d’asthme allergique avec d'autres corticostéroides tels que
la dexaméthasone (Ito et al., 2008). Toutefois, 1’administration d’Hedera algeriensis et
d’imiquimod s’est révélée également efficace en améliorant significativement les niveaux de
GSH et I’activité des enzymes antioxydantes (GPx, GST, SOD, CAT).

Des recherches antérieures ont identifié 1’a-hederine et I’héderacoside C comme principaux
métabolites actifs des extraits de lierre (Shawky et El Sohafy, 2020). Toutefois, dans notre
étude, I’effet protecteur observé pourrait étre attribué a la richesse de notre extrait aqueux en
composés phytochimiques, notamment 1’acide quinique, constituant majoritaire, reconnu pour
ses propriétés antioxydantes (Aydemir et al., 2024) et anti-inflammatoires (Yilmaz et al.,
2023). De plus, I’acide protocatéchique a été démontré comme capable d’augmenter I’activité
de la GPx et de la catalase, tout en réduisant les niveaux de MDA (Kakkar et Bais, 2014).
D’autres composés présents dans [’extrait, tels que I’acide chlorogénique, 1’astragaline,
’acide p-coumarique, la rutine, I’isoquercitrine, I’acide caféique et la naringénine, possedent
également des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires.

Par ailleurs, Nadeem et al. (2016) ont rapporté des résultats similaires a ceux de notre étude :
I’administration intranasale d’un ligand synthétique du TLR-7 a réduit I’inflammation et
I’hyperréactivité des voies respiratoires en stimulant la défense antioxydante via le facteur
nucléaire Nrf2, en réponse a la production excessive de ROS, activant notamment les voies
Nrf2-Cu/Zn SOD.

Afin d’explorer les relations potentielles entre les marqueurs du stress oxydatif et les
indicateurs de I’inflammation, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée a
partir de ’ensemble des données recueillies. Cette approche multivariée a permis de révéler
une corrélation significative entre D’intensité du stress oxydatif et les niveaux des
biomarqueurs inflammatoires mesurés dans le tissu pulmonaire, le sang et le liquide de lavage
broncho-alvéolaire (BALF). Ce résultat corrobore les observations de Bazan-Socha et al.
(2022), qui ont mis en évidence une association entre la réponse systémique au stress oxydatif

dans 1’asthme et la gravit¢é de la maladie, la fonction pulmonaire, les marqueurs de
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remodelage des voies respiratoires, ainsi que les biomarqueurs inflammatoires sanguins et
broncho-alvéolaires.

A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a évalué 1’effet de Hedera algeriensis dans
un modele d’asthme allergique, ni caractérisé son profil moléculaire bioactif de maniére aussi
détaillée. Notre étude met en évidence cinq composés bioactifs jamais rapportés auparavant
dans le genre Hedera. Bien que ces composés soient connus dans d’autres plantes pour leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, immunomodulatrices et antiallergiques
(Yilmaz et al., 2023 ; Ekinci Akdemir et al., 2016 ; Boga et al., 2016 ; Zhang et al., 2021),
leur identification dans Hedera algeriensis est inédite. Nos résultats démontrent que Hedera
algeriensis, tout comme I’imiquimod, exerce un effet protecteur significatif contre
I’inflammation pulmonaire, le stress oxydatif et les médiateurs immunologiques (TNF-a) chez
les animaux sensibilisés. L’effet anti-inflammatoire et antioxydant de Hedera algeriensis s’est
révélé équivalent, voire supérieur, a celui de la prédnisolone, suggérant ainsi un potentiel

thérapeutique prometteur dans le traitement de 1’asthme allergique.
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Cette ¢étude s’inscrit dans la continuité de nos travaux sur la phytothérapie appliquée a un
modele expérimental d’asthme allergique validé dans la littérature, que nous adoptons au sein
de notre laboratoire de recherche (LBTE). Elle met en lumicre le potentiel thérapeutique
d’une espéce locale dans la gestion des maladies inflammatoires chroniques, et notamment de

I’asthme.

Il est important de souligner que ’espéce Hedera algeriensis, dont 1’épithéte spécifique
rappelle son origine algérienne, fait partie intégrante du patrimoine végétal national. Sa
valorisation dans un contexte thérapeutique renforce I’intérét de la recherche endogene et du

développement de solutions naturelles issues de la biodiversité locale.

Cette ¢étude représente donc la premiére investigation approfondie des propriétés
phytochimiques et bioactives de I’extrait aqueux d’Hedera algeriensis. Grace a une méthode
LC-MS/MS rigoureusement validée, nous avons identifié¢ 15 composés phytochimiques, dont
cing n’avaient jamais été détectés auparavant dans le genre Hedera : 1’hespéridine, 1’acide
fumarique, ’aldéhyde protocatéchique, 1’acide salicylique et la daidzine. La richesse de
I’extrait en composés phénoliques, flavonoides et tanins condensés explique ses propriétés
antioxydantes, neuroprotectrices, antidiabétiques et inhibitrices d’enzymes (tyrosinase, AChE,
BChE, a-amylase, a-glucosidase), confirmant ainsi son potentiel thérapeutique. Dans un
modele expérimental d’asthme allergique induit par 1’ovalbumine chez le rat Wistar, nous
avons comparé les effets préventifs de 1’extrait aqueux d’Hedera algeriensis a ceux de
I’immunothérapie par imiquimod (agoniste du TLR7) et de la prednisolone (traitement de
référence). Les résultats ont montré que ’extrait d’Hedera algeriensis et 1’imiquimod
atténuent significativement I’inflammation et le stress oxydatif, comme en témoignent la
réduction des biomarqueurs oxydatifs, I’augmentation des enzymes antioxydantes, la
diminution des niveaux de TNF-a dans les tissus pulmonaires, ainsi que la normalisation des
parametres biochimiques et histologiques au niveau hépatique, rénal et pulmonaire. Ces
effets, confirmés par I’analyse histologique, sont comparables a ceux de la prednisolone et de
I’imiquimod, suggérant que Hedera algeriensis pourrait constituer une alternative naturelle

prometteuse pour le traitement de I’asthme allergique.
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Conclusion et perspectives

Les perspectives futures incluent I’exploration des mécanismes moléculaires de 1’extrait
d’Hedera algeriensis via 1’étude de 1’expression des génes inflammatoires et antioxydants
(NF-xB, cytokines) par RT-qPCR. L’étude d’autres activités biologiques in vitro et
I’optimisation des formulations (nanoparticules, microencapsulation) pourraient améliorer son
efficacité. Enfin, la validation dans des modeles précliniques avancés, suivie d’essais

cliniques, sera essentielle pour confirmer son potentiel thérapeutique.
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ANNEXE 1 : courbe d’étalonnage des polyphénols totaux
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Annexe

ANNEXE 3 : courbe d’étalonnage des tanins condensés
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ANNEXE 5 : Préparation des solutions

1) Dosage des protéines par la méthode de bradford

Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol
(95%). Agiter par pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85%) et
850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 L de solution). Ce réactif doit étre filtré puis conserver
pendant 1 mois au maximum a une température de 4°C et a I’abri de la lumicere.

Gamme d’etalonnage de BSA

0,9 y=0,4258x-+ 0,0076
08 R? = 0,9915
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
01
0

DO a 595 nm

0 05 1 1,5 2 25

concentration de BSA (mg/mil)

2) Dosage de MDA

-La solution du tampon TBS (pH 7,4) : 0,6057g de Tris (50 mM) et 0.877g Na CI (150 mM)
dans 100 ml d’eau distill¢ et ajuster le pH par NaOH ou HCI.

-La solution de Tris - TBA : 1.73g de TBA (120 mM) dans 100ml d’une solution Tris (26
mM).

-La solution de TCA — BHT : 1g de BHT (Butyl hydroxytoluene) dans 100 ml de TCA (acide
trichloracétique) a 20%.

-La solution d‘H Cl1 (0,6 M) : 5.1569 ml de H C1 36% dans 100ml d‘eau distillé.

3) Dosage de ’AOPP

-Tampon phosphate (pH=7.4) : NaHPO4 (0.1M) : 3,4 g dans 240 ml d‘eau distillée
-NaH>PO4 (0.1M): 4,8 g dans 240 ml d‘eau distillée.

-lodure de potassium (KI, 1.16 M) : 4.46 g dans 23,16 ml de H20.

4) Dosage des protéines carbonylées

-La solution de DNPH: 4.5 mg de DNPH dans 1 ml de HCI (2N).
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-La solution du HCIl (2N): Pour préparer une solution de 2N, il faut ajouter 24 ml d‘eau
distillée a 4 ml de HCI (12N).

-La solution de TCA (20 %): 20 mg de TCA dans 100 ml d‘eau distillée

-Ethanol : éthyl acétate: (1v :1v)

-La solution de Guanidine-HCI (6M): 573,216 g/litre.

5) Dosage du glutathion réduit

-L’acide salicylique (0,25%) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml d’eau
distillée

-Tampon Tris + EDTA (0,4 M Tris + 0,02 M EDTA), pH 9,6: dissoudre 48,45 g Tris + 5,84

g EDTA dans 1000 ml d’eau.

-DTNB (0,01 M) : Dissoudre 20 mg DTNB dans 5 ml de méthanol absolu.

6) Dosage de L’activité enzymatique de la GPx

Solution du GSH (0.1 mM) : dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 mL d’eau distillée.

Solution TCA (1 %) : dissoudre 1g TCA dans 100 mL d’eau distillée.

Solution DTNB (1,0 mM) : dissoudre 100 mg DTNB dans 250 mL de méthanol absolu.

7) Dosage de ’activité enzymatique de la catalase

Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) :

Solution A, dissoudre 6,24 ¢ NaH2PO4 (2 H20) dans 200 ml d’eau distillée.

Solution B, dissoudre 14.32 g Na2HPO4 (12 H20) dans 200 ml d’eau distillée.

Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B.

8) Dosage de P’activité enzymatique de la SOD

-Le tampon phosphate (50 mM,PH = 7, 8): Na2HPO4 : 4,476g, NaH2PO4 : 1,95g : dans
250ml d‘eau distillée.

-La solution de Na2 — EDTA : 50mg dans 50 ml de tampon phosphate.

-La solution EDTA — M¢éthionine (0,1 mM, 13 mM) : 11,16 ml (Na2 — EDTA) + 580 mg
Méthionine et compléter a 100 ml par le tampon phosphate.

-La solution de NBT (75 uM) : 10, 79 mg dans 5ml de tampon phosphate.

-La solution de Riboflavine (2 pM) : 10 mg dans 100 ml de tampon phosphate.

9) Dosage de I’activité enzymatique de la GST

-Tampon phosphate (0.1 M, pH 6) :

Solution A, dissoudre 3.58g Na2HPO4 (12 H20) dans 100 ml d’eau distillée.
Solution B, dissoudre 1.38 g NaH2PO4 (2 H20) dans 100 ml d’eau distillée.

Me¢élanger 12.3 ml de la solution A avec 87.7 ml de la solution B
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-Mixture de CDNB (ImM)+ GSH (5mM) :

Dissoudre 20,26 mg CDNB et 153.65 mg GSH dans 1 ml d’éthanol absolu puis dans 100 ml
de tampon phosphate.

10)courbe d’etalonnage NO

y=10,0035x + 0,0147
A% = 0,3959

0 100 200 300 400 500
COMCENTRATION (UMOLSML)
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Introduction

Abstract:

This study investigates the phytochemical profile and in vitro antioxidant activity of the
aqueous extract of Hedera algeriensis (AEHa), as well as its hepatoprotective effects in
vivo against oxidative stress and liver damage induced by ovalbumin (OVA)
sensitization in a rat model of allergic inflammation. The bioactive compounds (total
polyphenols, total flavonoids, and condensed tannins) and antioxidant activities (DPPH,
FRAP, TAC) of AEHa were analyzed. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
was used to characterize its phytochemical profile. Twenty-four male Wistar rats were
divided into four groups: Group 1 (Control): rats receiving no treatment, Group 2 (OVA-
sensitized): rats receiving OVA, Group 3 (AEHa): rats treated with AEHa at a dose of
500 mg/kg by gavage, and Group 4 (OVA+AEHa): OVA-sensitized rats treated with
AEHa. Serum biochemical parameters, oxidative stress markers, and liver histology were
evaluated. The phytochemical analysis revealed that AEHa was rich in polyphenolic
compounds and exhibited significant antioxidant activity. FTIR analysis identified
various chemical functional groups in AEHa, indicating its richness in bioactive
compounds. Furthermore, AEHa administration effectively protected against OVA-
induced liver dysfunction by reducing the levels of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), albumin, and globulin.
Additionally, AEHa decreased malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), and
advanced oxidation protein products (AOPP), while increasing levels of reduced
glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST),
glutathione peroxidase (GPX), and catalase, and improving liver histology. These
findings suggest that the bioactive compounds in Hedera algeriensis provide antioxidant
and hepatoprotective effects. Therefore, this plant could serve as a source of bioactive
natural products, potentially initiating new pharmaceutical research.

Keywords: Hedera algeriensis, Antioxidant, Hepatoprotective, Oxidative stress,
Inflammation, FTIR.

Allergic asthma is a chronic inflammatory lung condition affecting the airways. It is
characterized by heightened sensitivity of the bronchi and reversible obstruction of airflow,
which may ultimately result in structural changes to the airway wall. Currently, asthma is a
serious public health issue worldwide, with its prevalence and severity steadily increasing in
both industrialized and developing countries (Hough et al., 2020). The pathogenesis of asthma
is driven by inflammatory cells that produce high amounts of endogenous oxidants, such as
hydrogen peroxide and superoxide, leading to a redox imbalance in the airways. This imbalance
occurs when antioxidant defenses are overwhelmed, resulting in the accumulation of reactive
oxygen species (ROS) and triggering oxidative stress. Oxidative stress exacerbates
inflammation and can have systemic effects, affecting not only the lungs but also other critical
organs, including the liver (Li, 2015; Michaeloudes, 2022).

The liver plays a pivotal role in maintaining metabolic homeostasis and detoxification, acting
as a primary site for metabolizing endogenous and exogenous substances, including
inflammatory mediators. In inflammatory diseases, such as allergic asthma, the liver's function

can be significantly compromised due to increased production of reactive nitrogen species and
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ROS. These molecules contribute to systemic oxidative stress and inflammation by activating
transcription factors such as nuclear factor Kappa-B and mitogen-activated protein kinases.
These pathways drive the production of inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-
alpha, which can exacerbate damage to both the lungs and the liver. Kupffer cells, the liver's
resident macrophages, are key players in this process, linking systemic inflammation to hepatic
dysfunction (Barnabas et al., 2023). Despite the primary focus on the lungs in asthma research,
investigating hepatic involvement in inflammatory and oxidative stress responses provides
critical insights into the systemic nature of the disease. The liver's central role in metabolic
processes and its vulnerability to inflammatory mediators make it a crucial organ for studying
the broader impacts of allergic asthma. Furthermore, oxidative stress in the liver can have
cascading effects on overall health, emphasizing the importance of addressing hepatic
dysfunction in systemic inflammatory diseases (Wang et al., 2024). Few studies have
specifically explored the extra-pulmonary effects of allergic asthma, highlighting the
importance of this research in bridging this knowledge gap.

With growing awareness of the side effects associated with synthetic drugs, there has been
renewed interest in natural compounds that support health and well-being. Antioxidants,
particularly polyphenols, have been suggested as potential therapeutic agents for mitigating the
severity of asthma (Rouibah et al, 2019; Arora et al., 2022, Ahmida et al, 2024). Countless
medicinal plants and their derived compounds have shown promise in the treatment of chronic
inflammatory diseases, including asthma. This is the case of several Araliaceae such as Hedera
helix, known for its use in the treatment of bronchial diseases and which has given rise to
several experimental studies in animal models (Khan et al, 2020). On the other hand, Hedera
algeriensis, a member of the Araliaceae family, has not given rise to any experimental studies,
not even to elucidate its chemical composition. But it is certainly known for its use in traditional
medicine for its therapeutic potential against acute and chronic respiratory diseases. So, to the
best of our knowledge, this is the first study to explore the in vivo and in vitro effects of this
plant, providing novel insights into its potential applications. Plants compounds are known for
their hepatoprotective, anti-inflammatory, and antioxidant properties, which help maintain
redox balance in the liver and mitigate systemic oxidative damage (Luca et al., 2020; Chenna
et al, 2024). By focusing on the liver, this research seeks to illuminate not only the systemic
impacts of allergic asthma but also the potential role of natural antioxidants, such as those
found in Hedera algeriensis, in addressing the underexplored hepatic damage caused by
inflammation and oxidative stress.

Materials and methods
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Chemical Reagents

All reagents were of premium quality and purchased from Sigma-Aldrich.

In vitro study

Plant collection and extraction

The leaves of Hedera algeriensis were collected from Annaba, located in eastern Algeria. The
plant was identified by Professor Tarek HAMEL a botanist at the Annaba University, and is
referenced in the herbarium of Prof. Gérard de Belair (http://gdebelair.com/) under the VVoucher
number 031_14. A maceration of 10g of crushed Hedera algeriensis leaves was carried out in
100 mL of distilled water for 24 hours at room temperature and in darkness. The mixture was
then filtered using filter paper and the filtrate was collected for further analysis. The extraction
yield was calculated by dividing the mass of the extract obtained after maceration by the initial
mass of the plant material used, and then multiplying the result by 100 to obtain the percentage
yield.

Total Polyphenol Assay

The determination of total polyphenols was carried out according to the colorimetric method
using the Folin-Ciocalteu phenolic reagent (Bouaziz et al., 2010). Briefly, 50 pL of the extract
were added to 250 pL of Folin-Ciocalteu reagent and 500 pL of sodium carbonate (Na2CO3)
(20%). After vortexing, the volume was adjusted to 5 mL with distilled water, and the mixture
was incubated for 30 minutes at room temperature. The absorbance was measured at 765 nm.
The total phenolic content was determined from the calibration curve equation of gallic acid.
Total phenols are expressed in mg of gallic acid per gram of dry weight.

Total Flavonoid Assay

The quantification of flavonoids was performed using the AICIz method (Djeridane et al.,2006).
An amount of 1 mL of extract was added to 1 mL of AICIs solution (2% dissolved in methanol).
After 15 minutes of incubation, the absorbance was measured against a blank at 430 nm. Total
flavonoid concentrations were determined from the calibration curve of rutin. The results were
expressed in milligrams of quercetin equivalents per gram of dry weight.

Condensed Tannin Assay

The quantification of tannins was performed using the method of Julkunen-Tiitto (1985). A
volume An amount of 50 pL of the extract was added to 3 mL of the vanillin solution (4%)
prepared in methanol; then 1,5 mL of concentrated HCI was added. The tubes were then
incubated in the dark at room temperature for 20 minutes. The absorbance was measured at
500 nm. The tannin content was calculated from the standard curve equation of catechin. The

results were expressed in milligrams of catechin equivalent per gram of dry weight.
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DPPH Assay

The test used to measure the DPPH radical-scavenging activity was described by Bouaziz et
al. (2010). An amount of 50 uL of the extract, tested at various concentrations, were mixed
with 5 mL of a methanolic DPPH solution (60 mg/L). After shaking, the solutions were kept
in the dark for 30 minutes. The absorbance was then measured at 517 nm against a blank. The
result was expressed as 1Cso, the extract concentration (ug/mL) required to inhibit 50% of
DPPH radicals.

FRAP Assay

The iron reducing activity was determined according to the method described by Pan et al.
(2008). An amount of 1 mL of the extract at different concentrations was mixed with 2.5 mL
of a 0.2 M phosphate buffer solution (pH = 6.6) and 2.5 mL of a 1% potassium ferricyanide
KsFe (CN)s solution. The tubes were incubated at 50°C for 30 minutes in a water bath, then
cooled to room temperature. Trichloroacetic acid (TCA) at 10% (2.5 mL) was added to stop
the reaction. The tubes were then centrifuged at 3000g for 10 minutes. The supernatant was
collected and mixed with 2.5 mL of distilled water and 500 pL of a 1% ferric chloride (FeCls)
solution. Absorbance was measured at 700 nm. The results were expressed as ECsp, the extract

concentration (ug/mL) required to reduce 50% of the radicals.

Total antioxidant capacity assay

The total antioxidant activity was measured by the Phosphomolybdenum method described by
Berk et al. (2011). An amount of 0.3 mL of the extract was mixed with 3 mL of reagent solution
(0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). the
absorbance was measured at 695 nm after a 90 min incubation at 95°C. The result was expressed
as Trolox equivalents (TEs/g extract).

FTIR analysis

FTIR spectroscopy was used to investigate the aqueous extract of Hedera algeriensis using
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). FTIR spectra were recorded in the range of 4000 to 500 cm ™. The peaks obtained in the
IR spectrum represent the functional groups of the sample.

In vivo study

Experimental animals

Twenty-four Wistar male rats, aged 6-8 weeks and weighing 100-150g, were procured from
the Pasteur Institute of Algeria. These rats were housed under standard conditions, provided

with food and water ad libitum, and kept in sterile group enclosures. All experiments followed
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international guidelines for the care and use of laboratory animals and were approved by our
institution's ethics committee under the project PRFU: DO1N01UN230120200008.
Experimental design

Wistar rats were divided randomly into four groups. Each group contained 6 rats as follows
Group 1: Control rats received saline water through intraperitoneal injection and inhalation
and treated orally only with distilled water.

Group 2: OVA-sensitized rats, received OVA through intraperitoneal injection and inhalation
Group 3: Rats treated only with an aqueous extract of Hedera algeriensis (AEHa) at a dose of
500 mg/kg by gavage khan (2020).

Group 4: OVA-sensitized rats and treated with an aqueous extract of Hedera algeriensis
(OVA+AEHa).

Experimental asthma protocol

The method employed in this study to induce asthma followed by Marefati et al. (2018). Rats
were sensitized with an intraperitoneal injection of 1mg/kg OV A mixed with 100 mg aluminum
hydroxide during the first three days. For aerosol exposure, rats inhaled 1% OVA once every
two days on days 6, 9, 12, 15, 18, and 21 for 20 minutes each day (Figure 1).

Administration of the aqueous extract of Hedera algeriensis

The aqueous extract of Hedera algeriensis was administered for twenty days at a rate of 1mL
per day every day (except first day) by gavage at a concentration of 500 mg/Kg BW of rat
(figure 1).

Sample collection

Twenty-four hours after the last aerosol exposure, rats were sacrificed, and blood was collected
to assess serum biochemical parameters (ALT, AST, ALP, Albumin and globulin). Liver
homogenates were also prepared to measure oxidative stress biomarkers (MDA, AOPP, NO,
GSH, GPX, GST, SOD and Catalase). Additionally, liver samples were used to evaluate OVA-
induced histopathological changes.

Quantification of serum biochemical parameters

The biochemical parameters were assessed in serum samples using an Al5 analyzer
(Automated Random-Access Analyzer Biosystem 15).

Quantification of oxidative stress biomarkers

MDA: The MDA assessment method, as previously described by Buege and Aust (1978).
AOPP: The AOPP assay follows the protocol described by Kayali et al. (2006).
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NO: The measurement of NO levels was conducted following the procedure outlined by
Rahman et al. (1996).

GSH: The Ellman (1959) method was used for GSH quantification.

GPx: The GPx assay was conducted following the procedure outlined by Flohé and Glinzler
(1984).

GST: GST activity was measured according to Habig et al. (1974).

SOD: SOD activity was assessed following the method described by Beyer Jr and Fridovich
(1987).

Catalase: catalase activity was determined using the method of Aebi (1984).

Liver histology

The liver was removed and fixed in 10% formalin for histological examination. Tissue sections
were prepared, stained with hematoxylin and eosin (H&E), and observed under a light
microscope.

Statistical analysis

All experimental measurements are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was
performed using one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test using GraphPad Prism 8

software. When p < 0.05, the variance is considered statistically significant.

Results

Yield, and the content of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins

The agqueous extract from Hedera algeriensis leaves yielded approximately 12,5%. The results
for the quantitative determination of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins in
the AEHa are shown in Table 1. The phytochemical analysis of AEHa revealed that the
amounts of total phenolics, total flavonoids and condensed tannins in aqueous extract were
89,11+2,52 mg GAE/g DW, 10,03+0,38mg QE/g DW and 2,59+0,32 mg CE/g DW,
respectively.

In vitro Antioxidant activity

The scavenging activity of the AEHa showed an ICso of 138.6 £ 6.07 pug/mL. The ferric
reducing antioxidant power showed a reductive potential with an ECs of 63.23 £ 3 pug/mL.
Additionally, the total antioxidant capacity had a value of 1,09 + 0,015 (mmol TE/qg) (Table 2).
FTIR results

The infrared spectral analysis was performed to identify the types of functional groups present
in the AEHa. Figure 2 illustrates the FTIR spectrum of the AEHa, and Table 3 represents the

peaks values with their corresponding functional groups. FTIR analysis of the AEHa revealed
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several functional groups. Bands at 3744.10 cm™ and 3382.27 cm™ indicate O-H stretching
vibrations (alcohols, phenols, amines). The peaks at 2914.63 cm™ and 2846.59 cm™
correspond to C-H stretching vibrations of aliphatic chains. The band at 2114.46 cm™! suggests
the presence of alkynes or nitriles. A significant peak at 1729.64 cm™ corresponds to C=0
stretching, typical of carbonyl compounds. Additional bands at 1617.60 cm™2, 1369.98 cm ™,
1312.57 cm™, and 1244.80 cm ™! indicate aromatic and aliphatic C=C, C-H, and C-N vibrations.
The peaks at 1149.77 cm™" and 1022.92 cm™ is associated with C-O stretching, confirming the
presence of alcohols, carbohydrates, and amides. Lastly, 776.30 cm™! corresponds to aromatic
C-H bending vibrations.

Effect of AEHa on Serum Biochemical Parameters

The results of serum biochemical analyses are presented in Table 4. The OVA group showed
significantly increased levels of AST, ALT, and ALP (p<0.01 for ALT and p<0.05 for AST
and ALP) compared to the control rats, with significantly higher levels of albumin and globulin.
(p<0.05 and p<0.01, respectively). Moreover, treatment with the AEHa showed an
improvement in these parameters.

Effect of AEHa on Liver Antioxidant and Oxidative Stress Biomarkers

Table 5 illustrates the data concerning liver oxidative stress markers. Levels of MDA, AOPP,
and NO were significantly higher in the OVA group compared to the control group (p<0.001
for MDA and AOPP, and p<0.01 for NO). However, the administration of the aqueous extract
alone in the AEHa group reduced the levels of these markers compared to the OVA group.
Additionally, the administration of the aqueous extract in the OVA+AEHa group also
decreased these parameters.

Effect of AEHa on Liver Antioxidant Enzymes (GPx, GST, CAT, and SOD) and GSH
Levels

Results regarding liver antioxidants such as GSH levels, GPx, GST, SOD, and catalase activity
are shown in Figure 3. GSH levels were significantly decreased (p<0.001) in the OVA group
compared to the control group. Subsequently, the activities of GPx, GST, SOD, and catalase
were also significantly reduced (p<0.001) in the OVA group compared to the control.
Furthermore, the administration of the aqueous extract alone in the AEHa group and in the
OVA+AEHa group restored all these antioxidant parameters compared to the OVA group.
Effect of AEHa on liver histopathology

In the histological study, different groups of rats were examined to assess the effects of
treatment with AEHa on hepatic parenchyma. The control group exhibits normal hepatic

morphology, with intact lobular architecture and regular hepatocytes (Figure 4). Conversely,
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the group exposed to OVA shows significant alterations, such as sinusoidal enlargement,
cellular injury characterized by ballooning and cytoplasmic clarification, as well as dense
inflammatory infiltrate. Additionally, significant vascular congestion was observed in portal
spaces. In the group treated solely with AEHa, the hepatic parenchyma exhibited histology
similar to that of control rats, with no cellular modifications. In the group of rats sensitized to
OVA and treated with the AEHa hepatic parenchymal alterations persisted but were minimized,
with a reduction in inflammation, vascular congestion, and cellular modifications.

Discussion

In the present study, in vitro analysis revealed that the AEHa contains significant bioactive
compounds and exhibits notable antioxidant activity. FTIR analysis confirmed the presence of
characteristic functional groups such as hydroxyls (—OH), carbonyls (C=0), aromatic double
bonds (C=C), alcohols and glucosides (C—O, C—O—C), aliphatic and aromatic bonds (C—H),
alkyne (C=C) or nitrile (C=N) groups, and amines (C—N), suggesting a rich composition of
secondary metabolites with potential antioxidant properties. Additionally, treatment with
AEHa protected the liver against ROS and inflammation by suppressing inflammation and
oxidative stress, restoring serum biochemical markers of liver function, and improving hepatic
tissue architecture in a rat model. Furthermore, a decrease in MDA, AOPP, and NO levels,
along with an increase in antioxidant enzymes such as GST, GPX, SOD, catalase and GSH,
was observed. To the best of our knowledge, this study is the first to investigate the content of
polyphenols, flavonoids, condensed tannins as well as antioxidant activity of AEHa, FTIR
profile, and its hepatoprotective effects in ovalbumin-induced experimental asthma.

A large group of structurally varied molecule, including polyphenols, flavonoids, all possess
one or more hydroxyl groups attached to benzene rings. These hydroxyl groups are
fundamental to their chemical structure and play a crucial role in their biological activity and
health benefits (Yilmaz et al., 2018). This study evaluated the total phenolic content, total
flavonoid content, and condensed tannins in the aqueous extract of Hedera algeriensis leaves.
The findings showed that the extract contained 89.11+2.52 mg GAE/g DW of total phenolics,
10.03+0.38 mg QE/g DW of total flavonoids, and 2.59+0.32 mg CE/g DW of condensed
tannins. This content of polyphenols and flavonoids is higher than that previously reported by
Bezruk et al. (2022), which have found values ranging from 0.033 to 2.92 mg EAG/g and from
0.031 to 0.281 mg/g respectively for leaves of Hedera helix. Salma et al. (2018) reported a
concentration of 39.16 £ 0.48 mg/g for polyphenols and 2.25 + 0.05 mg/g for flavonoid from

Hedera helix. Another investigation conducted by Pop et al. (2017) on the ethanolic extract of
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Hedera helix L. leaves from Romania reported lower values compared to ours. They found a
polyphenol content of 1.03 £ 0.09 (mg GAE/g) and flavonoid content of 0.87 £ 0.01 (mg RE/Q).
To evaluate the hydrogen atom donation ability of aqueous extracts of Hedera algeriensis, the
stable free radical DPPH was used. A lower ICsp value means the extract has a stronger ability
to neutralize radicals, indicating better antioxidant activity. In this case, AEHa showed a
moderate scavenging activity, with an 1Cso value of 138.6 pg/mL. These findings are consistent
with those reported by Baharfar et al. (2015) demonstrating that the 1Cso of the aqueous extract
of Hedera pastuchovii was 139.02 pg/ml, and to those obtained by Pop et al. (2017), showing
that the 1Cso of Hedera helix was 122.47 + 9.31 pg/ml.

The ferric ion reduction capacity of a substance can be utilized to assess its antioxidant potential
by donating electrons to radicals, thereby rendering them more stable and less reactive (G6zcu
et al., 2023). The ferric ion reducing power of AEHa was assessed in this study. The extract
demonstrated a reducing power (ECso) of 63.23 pg/mL, indicating its ability to convert ferric
ions to ferrous ions. according to Saiah et al. (2016) the methanolic extract of Hedera possesses
a high ferric reducing antioxidant power, with 373.58+4.25 mM Fe (11) Eq/g extract. The total
antioxidant capacity was measured using the phosphomolybdate method, which is based on the
reduction of molybdate to molybdenum. Our results show that the concentration of the AEHa,
which exhibits significant reducing capacity, was 1.09 + 0.015 mmol Trolox/g extract. This is
higher than the values obtained by Bezruk et al. (2020), who found that antioxidant capacities
ranged from 0.027 to 0.688 mg/qg.

When the results were compared with the literature, minor discrepancies were observed. This
difference in antioxidant activity and the content of polyphenols, flavonoids, and tannins could
be attributed to various factors: the environment (climate, soil type), harvest period, plant
maturity stage, extraction technique, and the method and the solvent used for the assay can
affect the composition of bioactive products and their biological properties (Disli and Yesilada,
2019).

The chemical composition of the AEHa was revealed by FTIR analysis, which also showed the
presence of several functional groups associated with antioxidant compounds. The presence of
organic components such as aromatics, phenols, carboxylic acids, and alcohols further supports
the extract’s high antioxidant content (Patkar and Khan, 2024). These findings are comparable
with the study conducted by Suica-Bunghez et al. (2020) on Hedera helix, where similar
functional groups were identified through FTIR.

The antioxidant activity of AEHa is attributed to its richness in bioactive compounds. For

example, in the study carried out by Ahchouch et al. (2024), an HPLC-DAD analysis was
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conducted on the leaf extract of Hedera helix, which belongs to the same genus as our plant,
and revealed six phenolic compounds (p-hydroxybenzoic acid, naringenin, rutin, quercetin,
kaempferol, trans-chalcone). Additionally, chemical analyses show that Hedera helix leaves
are abundant in diverse phytochemicals, including sterols, tannins, terpenoids, glycosides,
phenols, emetine alkaloids, flavonoids, saponins, volatile and fixed oils, vitamins,
carbohydrates, reducing sugars, and minerals. Moreover, research using disease models and
clinical trials has highlighted their potential therapeutic effects, such as anti-inflammatory,
analgesic, cough suppressant, expectorant, anticancer, antimicrobial, anticoagulant, and
smooth muscle relaxant properties (Shokry et al., 2022).

The liver has a wide range of functions, including detoxification, protein synthesis and the
production of enzymes. Typically, when evaluating liver function tests, the discussion includes
ALT, AST, ALP, total protein, globulins, and albumin. These tests can show the location of
hepatic injury, and the patterns of elevation may be helpful in differential diagnosis (Lala et
al., 2023). The hepato-protective effect of Ha was established by serum biochemical markers
AST, ALT and ALP followed by histopathological examination. Our results also revealed that
serum levels of AST, ALT, and ALP were significantly increased in the OVA-treated group,
along with altered liver tissue architecture compared to the control group. These findings agree
with the results of Jia et al. (2023) and Khaldi et al. (2022). The rise in transaminase activity
has been seen as a marker for the severity of liver inflammation in asthma. This increase is
thought to be caused by inadequate gas exchange, leading to reduced hepatic oxygenation and
subsequent liver cell damage.

The assessment of protein levels is useful for distinguishing between normal liver function and
impaired liver function, as the liver synthesizes most plasma proteins, including albumins and
globulins (Kennelly et al., 2015). Our findings demonstrate that sensitization to ovalbumin
increased the levels of albumin, and globulins in the liver of the OVA group compared to the
control group. Our data are consistent with the results obtained by Nair and Prabhavalkar
(2021). However, Administration of the aqueous extract of Hedera algeriensis in the OVA
sensitized group and treated with the AEHa (OVA+AEHa) exhibited a significant potential
protective effect against liver injury and mitigated hepatocellular damage, as confirmed by our
histological study, in comparison to the OVA group. This ameliorative effect aligns with the
findings of Adil et al. (2017) who found that the aqueous extract of Hedera helix possesses a
hepatoprotective effect in rats treated with carbon tetrachloride-induced hepatotoxicity.
Oxidative stress, driven by an imbalance favoring pro-oxidant mechanisms over antioxidant

defenses, is a key factor in asthma pathogenesis. For example, inflammatory cells that secrete
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peroxidases cause protein carbonylation, resulting in sustained oxidative damage to proteins,
lipids, and cell membranes, which can overwhelm the antioxidant defenses and contribute to
allergic diseases (Ali,2023; Panedy,2023).

Our study revealed that OV A sensitization significantly increased liver levels of MDA, AOPP,
and NO. In biological systems, antioxidant enzymes such as SOD, catalase, glutathione
reductase, GPx, GSH, and GST are essential for protecting against oxidative stress. SOD
converts superoxide radicals into H20. and O, which are then broken down into water and
oxygen by catalase and GPx. glutathione reductase helps regenerate GSH by converting its
oxidized form (GSSG), while GST detoxifies various electrophilic compounds by conjugating
them with GSH, thereby sustaining proper intracellular GSH levels. Collectively, these
enzymes mitigate the damage caused by free radicals. Indeed, superoxide dismutase (SOD)
converts harmful superoxide radicals into hydrogen peroxide, which is then broken down into
water and oxygen by catalase and glutathione peroxidase (GPx). Glutathione reductase
regenerates reduced glutathione (GSH) from its oxidized form, maintaining intracellular
antioxidant defenses. These coordinated actions ensure protection against oxidative damage
(Katsoulis, 2003; Schaffer and Baronnikova, 2012). In our study, sensitization with OVA
caused a significant reduction in liver antioxidant enzymes (GPx, GST, SOD, and catalase) and
GSH content. These results are consistent with those obtained by Abdelmawgood et al. (2023).
The administration of AEHa in the OVA+AEHa groups suppressed ovalbumin-induced
oxidative liver damage. This was evidenced by enhanced antioxidant enzyme activity,
including elevated levels of SOD, catalase, GPx, GST, and GSH, along with decreased MDA,
AOPP, and NO levels, demonstrating its antioxidant and hepatoprotective effects. This was
further supported by histological findings. Similarly, Moshaie-Nezhad et al. (2019)
demonstrated the hepatoprotective and antioxidant effects of Hedera helix extract on
acetaminophen-induced oxidative stress and hepatotoxicity in mice. It has been previously
shown that natural products can alleviate pathological aspects at the liver level by inhibiting
oxidative stress and inflammation in animals treated with xenobiotics and/or allergens
(Berrouague et al, 2019; Khaldi et al, 2022).

Conclusion

From the above results, it is evident that AEHa exhibited both in vitro and in vivo antioxidant
activity. This was demonstrated by a decrease in the levels of MDA, AOPP, and NO, and an
increase in the levels of GPx, GST, SOD, catalase, and GSH content. AEHa prevented
oxidative damage as well as histopathological and functional alterations in the liver. The FTIR

analysis, performed for the first time on an extract of Hedera algeriensis, further corroborated
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these findings by identifying functional groups characteristic of bioactive compounds, such as
polyphenols, flavonoids, and tannins, which contribute to the antioxidant and hepatoprotective
effects observed. This is further supported by the high levels of phytochemical compounds
identified.

List of abbreviations

AEHa: Aqueous extract of Hedera GAE: Gallic acid equivalent
algeriensis GPX: Glutathione peroxidase
ALP: Alkaline Phosphatase GSH: L-glutathione reduced
ALT: Alanine aminotransferase GST: Glutathione -S- Transferase
AOPP: Advanced Oxidation Protein MDA: Malondialdehyde
Product NO: Nitric oxide
AST: Aspartate aminotransferase OVA: Ovalbumin
CE: Catechin equivalent QE: Quercetin equivalent
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ROS: Reactive oxygen species
DW: Dry weight SOD: Superoxide dismutase
FRAP: Ferric Reducing Antioxidant TAC: Total antioxidant capacity
Power

References

Abdelmawgood, I.A., Mahana, N.A., Badr, A.M., Mohamed, A.S., Al Shawoush, A.M., Atia,
T., Abdelrazak, A.E. and Sakr, H.l. (2023). Echinochrome Ameliorates Physiological,
Immunological, and Histopathological Alterations Induced by Ovalbumin in Asthmatic Mice
by Modulating the Keap1/Nrf2 Signaling Pathway. Mar Drugs 21(8), 455.

Adil, A., Khan, S.S., Naeem, S., Ikram, R. and Jaffer, N. (2017). Evaluation of acute and
chronic hepatoprotective activity of Hedera helix L. Aqueous leaf extract on carbon
tetrachloride-induced hepatotoxicity in rat model. Ak. J. Phytopathol 34, 1-15.

Aebi, H. (1984). Catalase in vitro, In: Methods in enzymology. Elsevier, 121-126.

Ahchouch, H., Al-Moubaraki, A.H., Noor, E.A., Hadfi, A., Driouiche, A., Bammou, L.,
Belkhaouda, M.H., Salghi, R., Chafig, M. and Chaouiki, A. (2024). From Nature to Protection:
Unleashing the Protective Potential of Hedera helix Leaves against Corrosion in Harsh Acidic
Environments using Experimental and Theoretical Insights. Arabian Journal of Chemistry
17(2), 105593.



Halimi Imen /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3738

Ahmida M., Zadam M.H., Djaber N., Khaldi T., Bensouici C., Khattabi L., Amara H., Zaafour
M., Boumendjel A., Messarah M., Boumendjel M. (2024). Exploring the In Vitro and In Vivo
Therapeutic Efficacy of Juniperus oxycedrus Cade Oil: Antioxidant, Anti-inflammatory, and
Anti-asthmatic Effects in an Allergic Asthma Model Cellular and Molecular Biology 70 (7):
58-65.

Ali, N.H., Rehman, S., Naqvi, M., Reshi, M.R., Gulati, K. and Ray, A. (2023). Withania
somnifera extract ameliorates airway inflammation and oxidative stress in ovalbumin-induced
bronchial asthma in rats. South African Journal of Botany 155, 310-317.

Arora, P., Ansari, S.H. and Nainwal, A.L.M. (2022). Clerodendrum serratum extract attenuates
production of inflammatory mediators in ovalbumin-induced asthma in rats. Turkish Journal
of Chemistry 46(2), 330-341.

Baharfar, R., Rahmani, Z., Mohseni, M. and Azimi, R. (2015). Evaluation of the antioxidant
and antibacterial properties of ethanol extracts from berries, leaves and stems of Hedera
pastuchovii Woron. ex Grossh. Nat Prod Res 29(22), 2145-2148.

Barnabas, M., Awakan, O.J., Rotimi, D.E., Akanji, M.A. and Adeyemi, O.S. (2023). Exploring
redox imbalance and inflammation for asthma therapy. Mol Biol Rep 50(9), 7851-7865.

Berk, S., Tepe, B., Arslan, S.A. and Sarikurkcu, C. (2011). Screening of the antioxidant,
antimicrobial and DNA damage protection potentials of the aqueous extract of Asplenium
ceterach DC. African Journal of Biotechnology 10(44), 8902-8908.

Berrouague S., Rouag M., Khaldi T., Boumendjel A., Boumendjel M., Taibi F., Messarah
M., (2019). Efficacy of Allium sativum oil to alleviate tebuconazol-induced oxidative stress in
the liver of adult rats, Cellular and Molecular Biology 65(8), 23-31.

Beyer Jr, W.F. and Fridovich, I. (1987). Assaying for superoxide dismutase activity: some large
consequences of minor changes in conditions. Analytical Biochemistry 161(2), 559-566.
Bezruk, 1., Marksa, M., Georgiyants, V., Ivanauskas, L., and Raudone, L. (2020).
Phytogeographical profiling of ivy leaf (Hedera helix L.). J Industrial Crops Products 154,
112713.

Bezruk, 1., Materiienko, A., Gubar, S., Proskurina, K., Budanova, L., Ivanauskas, L. and
Georgiyants, V. (2022). Estimation of the influence of the environmental factors on the
accumulation of phytochemicals and antioxidant capacity in the ivy leaves (Hedera helix L.).
Nat Prod Res 36, 1014-1019.

Bouaziz, M., Jemai, H., Khabou, W. and Sayadi, S. (2010). Oil content, phenolic profiling and
antioxidant potential of Tunisian olive drupes. J Sci Food Agric 90(10), 1750-1758.



Halimi Imen /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3739

Buege, J.A. and Aust, S.D. (1978). Microsomal lipid peroxidation, In: Methods in enzymology.
Elsevier, 302-310.

Chenna H., Khelef Y., Halimi 1., Yilmaz MA., Cakir O., Djouder C., Tarhan A., Idoughi K.,
Boumendjel M., Boumendjel A., Messarah M. (2024). Potential Hepatoprotective Effect
of Matricaria Pubescens on High-Fat Diet-Induced Non-Alcoholic Fatty Liver Disease in
Rats. Chemistry and Biodiversity, €202302005 (1 of 12).

Digli, M. and Yesilada, E. (2019). Tiirkiye’de bitkisel tibbi {iriinler (Tirkiye’de bitkisel
iriinlerin standardizasyonu, tiretimi ve tagsis). Journal of Biotechnology Strategic Health
Research 3, 13-21.

Djeridane, A., Yousfi, M., Nadjemi, B., Boutassouna, D., Stocker, P. and Vidal, N. (2006).
Antioxidant activity of some Algerian medicinal plants extracts containing phenolic
compounds. J Food Chemistry 97(4), 654-660.

Ellman, M.J. (1959). A spectrophotometric method for determination of reduced glutathione
in tissues. Anal Biochem 74(1), 214-226.

Flohé, L. and Ginzler, W.A. (1984). Assays of glutathione peroxidase, In: Methods in
enzymology. Elsevier, 114-120.

Gozci, S., Aksit, Z., Simsek, S., Kandemir, A., Aydin, A., Yilmaz, M.A. and Aksit, H. (2023).
Phytochemical analysis and biological evaluation of Ferulago setifolia K. Koch. J Journal of
the Science of Food Agriculture. 104(3), 1382-1390.

Habig, W.H., Pabst, M.J., Fleischner, G., Gatmaitan, Z., Arias, I.M. and Jakoby, W.B. (1974).
The identity of glutathione S-transferase B with ligandin, a major binding protein of liver. Proc
Natl Acad Sci U S A 71(10), 3879-3882.

Hough, K.P., Curtiss, M.L., Blain, T.J., Liu, R.M., Trevor, J., Deshane, J.S. and Thannickal,
V.J. (2020). Airway Remodeling in Asthma. Front Med (Lausanne) 7, 191.

Jia, B., Shang, J., Zeng, H., Wang, X., Fang, M., Xu, L., Liu, X., Wu, K., Gong, Z. and Yang,
Q. (2023). Hepatoprotective Effects of Rosmarinic Acid on Ovalbumin-Induced Intestinal
Food Allergy Mouse Model. Molecules 28(2)788.

Julkunen-Tiitto, R. (1985). Phenolic constituents in the leaves of northern willows: methods
for the analysis of certain phenolics. Journal of Agricultural Food Chemistry. 33(2), 213-217.
Katsoulis, K., Kontakiotis, T., Leonardopoulos, I., Kotsovili, A., Legakis, I.N. and Patakas, D.
(2003). Serum total antioxidant status in severe exacerbation of asthma: correlation with the
severity of the disease. J Asthma. 40(8), 847-854.



Halimi Imen /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3740

Kayali, R., Cakatay, U., Akcay, T. and Altug, T. (2006). Effect of alpha-lipoic acid
supplementation on markers of protein oxidation in post-mitotic tissues of ageing rat. Cell
Biochem Funct 24(1), 79-85.

Kennelly, P.J., Murray, R.K., Jacob, M., Varghese, J.J.R.V., Bender, D.A. and Botham, K.M.
(2015). Plasma proteins & immunoglobulins. Harpers Illustrated Biochemistry 31.

Khaldi, T., Chekchaki, N., Rouibah, Z., Chouala, K., Cheniti, H., Boumendjel, M., Taibi, F.,
Messarah, M. and Boumendjel, A. (2022). Preventive effects of oral administration of Nigella
sativa oil against smokeless tobacco induced toxicity and oxidative stress in the liver and
kidney of allergic asthma induced rats. J Toxicology Environmental Health Sciences. 14(3),
291-300.

khan, S.S., 2020. Evaluation of Acute and Chronic Antidiabetic Activity of lvy (Hedera
helix.L) Aqueous Leaf Extract in Rat Model. Pakistan Journal of Biological Sciences 23,
1357-1368.

Lala, V., Zubair, M. and Minter, D. (2023). Liver function tests. J StatPearls.

Li, S., Tan, H.Y., Wang, N., Zhang, Z.J., Lao, L., Wong, C.W. and Feng, Y. (2015). The Role
of Oxidative Stress and Antioxidants in Liver Diseases. Int J Mol Sci 16(11), 26087-26124.
Luca, S.V., Macovei, I., Bujor, A., Miron, A., Skalicka-Wozniak, K., Aprotosoaie, A.C. and
Trifan, A. (2020). Bioactivity of dietary polyphenols: The role of metabolites. Crit Rev Food
Sci Nutr 60(4), 626-659.

Marefati, N., Eftekhar, N., Kaveh, M., Boskabadi, J., Beheshti, F. and Boskabady, M.H. (2018).
The Effect of Allium cepa Extract on Lung Oxidant, Antioxidant, and Immunological
Biomarkers in Ovalbumin-Sensitized Rats. Med Princ Pract 27(2), 122-128.

Michaeloudes, C., Abubakar-Waziri, H., Lakhdar, R., Raby, K., Dixey, P., Adcock, I.M.,
Mumby, S., Bhavsar, P.K. and Chung, K.F. (2022). Molecular mechanisms of oxidative stress
in asthma. Mol Aspects Med 85, 101026.

Moshaie-Nezhad, P., Faed Maleki, F., Hosseini, S.M., Yahyapour, M., Iman, M. and
Khamesipour, A. (2019). Hepatoprotective and antioxidant effects of Hedera helix extract on
acetaminophen induced oxidative stress and hepatotoxicity in mice. Biotech Histochem 94(5),
313-319.

Nair, P. and Prabhavalkar, K. (2021). Anti-asthmatic effects of saffron extract and salbutamol
in an ovalbumin-induced airway model of allergic asthma. J Sinusitis 5(1), 17-31.

Pan, Y., Wang, K., Huang, S., Wang, H., Mu, X., He, C., Ji, X., Zhang, J. and Huang, F. (2008).
Antioxidant activity of microwave-assisted extract of longan (Dimocarpus Longan Lour.) peel.
J Food Chemistry 106(3), 1264-1270.



Halimi Imen /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3741

Pandey, V., Yadav, V., Singh, R., Srivastava, A. and Subhashini (2023). beta-Endorphin (an
endogenous opioid) inhibits inflammation, oxidative stress and apoptosis via Nrf-2 in asthmatic
murine model. Sci Rep 13(1), 12414.

Patkar, S.S. and Khan, S.Y. (2024). Evaluation of Antioxidant Activity and FTIR
Spectroscopic Analysis of Bark Extracts of Psydrax dicoccos Gaertn. international journal of
plant environment 10(2), 279-285.

Pop, C.E., Parvu, M., Arsene, A.L., Parvu, A.E., Vodnar, D.C., Tarcea, M., Toiu, A.M. and
Vlase, L. (2017). Investigation of antioxidant and antimicrobial potential of some extracts from
Hedera helix L. J Gut 4(11).

Rahman, 1., Morrison, D., Donaldson, K. and MacNee, W. (1996). Systemic oxidative stress
in asthma, COPD, and smokers. Am J Respir Crit Care Med 154(4), 1055-1060.

Saiah, H., Allem, R. and Kebir, F. (2016). Antioxidant and antibacterial activities of six
Algerian medicinal plants. Int. J. Pharm. Pharm. Sci 8(1), 367-374.

Salma, U., Khan, T. and Shah, A.J. (2018). Antihypertensive efficacy of extract of Hedera
helix in high salt-induced hypertensive Sprague-Dawley rats. J Asian Pacific Journal of
Tropical Medicine 11(8), 473-479.

Schaffer, W. and Bronnikova, T. (2012). Peroxidase-ROS interactions. J Nonlinear Dynamics
68, 413-430.

Shokry, A., El-Shiekh, R., Kamel, G. and Ramadan, A. (2022). Phytochemical contents,
biological activities and therapeutic applications of Hedera helix (ivy leaf) extracts: a review.
The Natural Products Journal 12(4), 22-32.

Victoni, T., Barreto, E., Lagente, V. and Carvalho, V.F. (2021). Oxidative imbalance as a
crucial factor in inflammatory lung diseases: could antioxidant treatment constitute a new
therapeutic strategy? J Oxidative Medicine Cellular Longevity, 6646923.

Wang, Y., Li, C., Li, Z., Moalin, M., Hartog, G.J.d. and Zhang, M. (2024). Computational
Chemistry Strategies to Investigate the Antioxidant Activity of Flavonoids—An Overview. J
Molecules 29(11), 2627.

Yilmaz, M.A,, Ertas, A., Yener, I., Akdeniz, M., Cakir, O., Altun, M., Demirtas, I., Boga, M.
and Temel, H. (2018). A comprehensive LC-MS/MS method validation for the quantitative
investigation of 37 fingerprint phytochemicals in Achillea species: A detailed examination of
A. coarctata and A. monocephala. Journal of Pharmaceutical Biomedical Analysis 154, 413-
424,



Halimi Imen /Afr.J.Bio.Sc. 6(16) (2024) Page 3742

Hedera algeriensis extract (gavage)

TREETEEEEERER

Sensitization with
OVA (IP)

AR -
sacrifice

Figure 1. Diagram illustrating the protocol for inducing the experimental model of allergic

asthma, along with the treatment using Hedera algeriensis.
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Figure 3. Effect of AEHa on Liver Antioxidant Enzymes (GPx, GST, CAT, and SOD) and
GSH Levels. The values represent the means for 6 mice in each group, £SEM. Significant
difference: OVA group compared to the control (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001), and
OVA+AEHa compared to the OVA group (#p< 0.05, ##p<0.01, ###p<0.001). OVA:
ovalbumin, AEHa: Aqueous extract of Hedera algeriensis, GPx: glutathione peroxidase;
GST: glutathione S-transferase; GSH: L-glutathione reduced; SOD: superoxide dismutase.
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eosin showing the liver. (A) Control rats, (B) Ovalbumin-sensitized rats, (C) Rats treated only
with AEHa, (D) rats sensitized and treated with aqueous extract (OVA+AEHa). red arrow:
congestion, yellow arrow: sinusoidal dilation, blue arrow: dense inflammatory infiltrate
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Table 1. Yield, Total polyphenols, Total flavonoids, Condensed tannins content in the AEHa.

Parameters  Yield Total polyphenols Total flavonoids Condensed tannins
Extract (%) (mg GAE/g DW) (mg QE/g DW) (mg CE/g DW)
AEHa 12,50 89,11 + 2,52 10,03 £ 0,38 2,59 £0,32

Data are expressed as means + SEM of triplicate replications. GAE: gallic acid equivalents; QE:
quercetin equivalents; CE: catechin equivalents; DW: dry weight, AEHa: aqueous extract of Hedera

algeriensis.

Table 2. DPPH free radical scavenging activity (ICso values), ferric reducing antioxidant power
(FRAP: ECso values) and Total antioxidant capacity (TAC) in AEHa.

Parameters  DPPH ICs (ug/mL) FRAP ECso (ug/mL) TAC (mmol TE/g)

Extract
AEHa 138,60 + 6,070 63,23 + 3,000 1,09 £ 0,015

Data are expressed as means £ SEM of triplicate replications. ECso/ICso: inhibiting concentration at

50%, TE: Trolox equivalents, AEHa: aqueous extract of Hedera algeriensis.

Table 3. FTIR Peak Values and Their Interpretation of the AEHa.

Peak values (em™) Assigned Functional Group

3744.10 Free O-H stretching vibration (alcohols, phenols)

3382.27 Bonded O-H or N-H stretching vibration (alcohols, amines)
2914.63 Asymmetric C-H stretching vibration (aliphatic chains)

2846.59 Symmetric C-H stretching vibration (aliphatic chains)

2114.46 C=C (alkynes) or C=N (nitriles) stretching vibration

1729.64 C=0 stretching vibration (carbonyl groups: aldehydes, ketones, esters, carboxylic acids)
1617.60 C=C stretching vibration (aromatic or aliphatic double bonds)
1369.98 C-H deformation vibration (methyl groups)

1312.57 C-N stretching vibration (amines)

1244.80 C-O stretching vibration (alcohols, esters)

1149.77 C-0 and C-O-C stretching vibration (alcohols, carbohydrates)
1022.92 C-O or C-N stretching vibration (alcohols, amides, carbohydrates)

776.30 Out-of-plane C-H bending vibration (aromatic rings)
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Table 4. Effect of AEHa on Serum Biochemical Parameters.

Groups
Control OVA AEHa OVA+ AEHa
AST (UI/L) 129,33+8,50  153,33+5,13" 124,30 + 9,20 129,00 + 4,58*
ALT (UI/L) 12450+ 1,50 159,30 +5,13™ 82,67 + 9,61 132,00 £ 1,73%#
ALP (UI/L) 226,50 £6,50 290,00 +3,20° 154,67 + 3,50"* 152,00 + 6,00
Albumin (g/L) 30,67 +1,15 33,67 +1,20° 30,33+ 0,57* 27,10 + 1,01%
Globulin (%) 5,30+ 0,70 9,16 + 0,45™ 5,50 + 0,75* 7,80 + 0,40*
The values represent the means for 6 mice in each group £ SEM. Significant difference: OVA group
compared to the control (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001), and OVA+AEHa compared to the OVA
group (#p< 0.05, ##p<0.01, ###p<0.001). OVA: ovalbumin, AEHa: Aqueous extract of Hedera
algeriensis. AST: Aspartate Aminotransferase, ALT: Alanine Aminotransferase, ALP: Alkaline

Parameters

Phosphatase.

Table 5. Effect of AEHa on the hepatic levels of MDA, AOPP and NO.

Parameters Groups

Control OVA AEHa OVA+ AEHa
MDA (nmol/mg prot) 0,27+0,01 0,61 £ 0,02 0,81 £ 0,01%# 0,30 + 0,05%#
AOPP (nmol/mg prot) 428+020 852+0,49™  354+0,35%  4,35+0,61"

NO (umol) 8,81+059 13,90+0,57" 8,18 +0,73"* 10,29 + 0,85%

The values represent the means for 6 mice in each group £ SEM. Significant difference: OVA group
compared to the control (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001), and OVA+AEHa compared to the OVA
group (#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001). OVA: ovalbumin, AEHa: Aqueous extract of Hedera
algeriensis. MDA: Malondialdehyde, AOPP: Advanced Oxidation Protein Product, NO: Nitric oxide.
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