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Résumeé

La physiopathologie de la maladie pulmonaire olotitra chronique (MPOC),
également connue sous le nom de broncho-pneumepathbnique obstructive (BPCO) se
caractérise principalement par une inflammation deses aériennes centrales et
périphérigues et du parenchyme pulmonaire, et padéséquilibre de la balance protéase-
antiprotéase, qui est la clé de voute de la phgsihmpogie de cette maladie. La recherche a
partir des graines ddigella sativa L. d’inhibiteurs de I'élastase produite lors dectigation
des polynucléaires neutrophiles et des macrophagesous I'effet d’'un taux réduit eml
antitrypsine est d’'un grand intérét thérapeutiqdens ce contexte nous avons tenté d'évaluer
les effets des huiles polaires et apolaires daisgs deNS sur I'activité de I'élastasin vitro.
L’huile totale des graines d&¥S a été extraite avec un rendement de 29,21 + Zo1k
fractionnement de cet huile par chromatographiecsionne (CC) a été permet de séparer
cing fractions apolaires (92,12 %) et trois fraetigolaires (7,83 %).’analyse de ces huiles
par GC/MS a révélé leurs richesses en acides gisaturés.L’inhibition de I'activité de
I'élastase pure (activité spécifique de 3;866le/min/mg d’enzyme) par I'huile totale et les
différentes fractions a révélé que I'huile totgb@sseéde I'effet inhibiteur le plus puissant avec
un 1Gyde 129,29 1,4 ug/ml, alors que les différentes fractions exereeneffet synergiqud.a
moyenne des concentrations de I'élastdaas les lavages broncho-alvéolaires de patients
atteints du MPOGst de 39,19 + 19,54 nkt 'activité enzymatique détectée a une moyenne
de 0,0149 £ 0,0037 Ul/ml. L'inhibition de cette asté par I'huile totale d&S est puissante
avec un IGy de 104,69 + 3,58g/ml. De ce fait, I'activité inhibitrice de I'éleate des lavages
broncho-alvéolaires (élastase leucocytaire) pdwile totale manifeste un effet inhibiteur
relativement supérieur a celui exercé sur I'élastpare (élastase pancréatique porcine).
D’aprés les résultats obtenus dans ce travail,eut @ire que les huiles polaires et apolaires
des graines dHigella sativa possedent une activité inhibitrice considérabléalastase et est

localisée principalement dans les acides grasuréste ces huiles.

Mots-clés: Elastase, Emphyséme, Inflammation, Lavages brgoekiNigella sativa,
MPOC.



Summary

The physiopathology of the chronic obdfiee pulmonary disease (COPD), also
known as chronic obstructive lung disease (COLDypwoic obstructive airway disease
(COAD), chronic airflow limitation (CAL) and chroaiobstructive respiratory disease
(CORD), is the co-occurrence of chronic bronchéied emphysema.lt is characterized
mainly by an inflammation of the central and peegi lung airways and pulmonary
parenchyma, and by an imbalance of the balancesgwsetantiprotéase, which is the
master key of the physiopathology of this diseassedrch fronNigella sativa L seeds
(NS of inhibitors, to the highly raised elastase \atti by activated polynuclear
neutrophils and macrophages or to the reductiomladntitrypsin is of great medical and
therapeutical use in COPD. In this context, we hatempted to assess and evaluate,
vitro, the effects of polar and non-polar lipids exteaicirom the seeds of the plaxigella
sativa (NS) on the protease activity of the enzyme elastaghe context of COPD and
emphysema. The total oil of seedsN8 was extracted with a yield of 29,21 + 2,012 %,
the separation of this oil by column chromatograf®{) was used to separate five non-
polar fractions (92,12 %) and three polar fractigh83 %). Analysis by GC/MS of this
oil extracted from NS seeds showed revealed a higiount of non-saturated fatty
acids.Inhibition of elastase activity pure (specHctivity 3.96umole / min / mg enzyme)
by the total oil and different fractions reveal&dttthe total oil fraction showed the highest
inhibitory effect with ICso of 129.29 £ 1.4ug/ml, while the different fractions exerta
synergistic effect. The mean of protein contenthi@ bronchoalveolarwashes (BAW) from
patients with COPD is 399 + 1954 nM and elastase activity was detected with tbam
of 0.0149 + 00037 Ul/ml.The inhibition of this activity by thetal oil of NSis strong
with a 1G, of 104,69 % 3,58ug/ml.So the inhibitory effect on the elastase aigtiin
bronchoalveolar washings (leucocyte elastase) bgl toil was relatively higher than
thatobserved on the pure élastase (porcineparcreltstase).From these results, one
could say that polar and non-polar lipids extradiedn NS seeds possess an important
inhibitory effect on the enzyme elastase whichaauily implicated in lung disease. This
effect is likely to be due to the fatty acids praseon these lipid fractions.

Keywor ds.Elastase, Emphysema, Inflammation, Bronchoalveetmhes (BAW)Nigella sativa,
COPD.
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Introduction

Introduction

La maladie pulmonaire obstructive chronique (MPQ£3} la cause principale de la
morbidité et de la mortalité et c’est prévu ge'e#présentera dans un avenir proche la troisieme
cause de la mortalité dans le monde. C'est laigoea principale cause de la mort aux Etats-
Unis et en Europe (Barnes al., 2003). Le tabagisme est la cause principaleetie enaladie.
Les études ont prouvé que le taux des neutropbdissvoies aériennes augmenté chez les
patients présentant une bronchite chronique (Rlis#., 1997) et une corrélation forte entre le
recrutement des neutrophiles et la sévérité dsthottion des voies respiratoires a été rapportée
(Di Stefanoet al., 1998). Ces neutrophiles produisent des sérinegéases tel que I'élastase,
impliguée dans la production de plusieurs disgeside MPOC y compris I'emphyseme
pulmonaire (Surkovat al., 2005), des processus destructifs intensifs dargatenchyme de
poumon (Komlewt al., 2005), les dommages de ré-perfusion (Mbal., 2005), la fonction de
provoquer I'hypersécrétion de mucus et l'inactbratet I'altération des systemes de défenses
pulmonaires (Stockley., 1999). L'emphyseme estmakadie lentement progressive caractérisée
par la distension permanente des espaces aériens xdisiaugs en aval des bronchioles
terminales et par une destruction des parois auégsl sans fibrose (Komleat al., 2005). La
MPOC a été relativement négligée et il n'existeuaacthérapie courante qui empéchant la
progression inévitable de la maladie. Il y a nmamant un intérét croissade la recherche au
niveau cellulaire et moléculaire visant de nowegthérapies (Barnes., 2000; Barnes., 2001).

Pendant plusieurs années les chercheurs dansstirdpharmaceutique se sont intéresseés
au développement des antiprotéases comme traitgpoeintempécher la survenue ou ralentir
MPOC et I'emphyséme. L'avantage de la thérapiangirotéase est de ralentir le taux du déclin
de fonction de poumon en arrétant les dommagesramsa Les rapports de l'organisation
mondiale de la santé (OMS) estime que plus de 80d%la population mondiale utilisent les
extraits traditionnels de plantes médicinales consoiestances thérapeutiques contre beaucoup
de maladies. Alors il est nécessaire de développerressources naturelles des plantes
médicinales. L'avantage de ces produits est I'@esdas substances chimiques a l'origine des

effets secondaires. La plaritiigella sativa est parmi les plantes médicinales les plus utilisées
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Des extraits de cette plante ont été employés tlamsédecine traditionnelle contre certains
symptdmes et maladies respiratoires telles queol,tl'asthme et les inflammations
pulmonaires. Etant donné le peu de dans I'ethnopwoiogie des produits naturels contre les
MPOC, nous avons tenté d'évaluer les effets deledpolaires et apolaires des graines de
Nigella sativa L sur l'activité de I'élastase: en application a haaladie pulmonaire obstructive

chronique (MPOC) et a 'emphyséme pulmonaire.

Dans ce présent travail, nous avons fixé les objéstsuivants:

» Préparation de I'huile totale des graines\iigella sativa,

» Préparation et caractérisation des huiles pol@tegpolaires a partir de I'huile totale des
graines deéNigella sativa,

« Deétermination de la composition en acides grashdéss deNigella sativa,

» Etude,in vitro, des effets des huiles polaires et apolaires #&r g I'huile totale des
graines deNigella sativa sur I'activité de I'élastase,

« Deétermination de l'activité élastasique dans lésré&tions et les lavages bronchiques
alvéolaires de patients,

» Etude des effets de I'huile totale ddigella sativa sur I'activité de I'élastase dans les

lavages broncho-alvéolaires.
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I.1 La maladie pulmonaire obstructive chronique

[.1.1 Description générale des poumons

L’homme posséde deux poumons, organesgsgux. Chacun a une face externe
convexe située contre la paroi thoracique, et ane interne concave. L'ensemble est couvert
d'une fine membrane a double feuillet appelée éwrpl Leur base concave repose sur le
diaphragme, et leur sommet (apex) remonte jusg@uise du cou. Les poumons sont séparés
par une structure appelée médiastin ainsi que earodur, et ils sont limités par la cage

thoracique qui les entoure.

Le poumon droit est sensiblement plus Igqé&D a 700 grammes) que le gauche (550 a

600 grammes) mais leur taille, et leur poids vadrééan individu a l'autre.

Le poumon droit est subdivisé en trois lofagpérieur, moyen et inférieur) que 'on
distingue grace a la présence d’entailles profodegénétre le feuillet le plus intérieur de la
plevre. Ces entailles sont appelées scissurescdpéire le poumon gauche, possede 2 lobes

(supérieur, et inférieur) avec une seule scisdigeré 1).

L’'appareil respiratoire représente une vasteface d’échange avec I'environnement
extérieur. Sa fonction essentielle est d'assuregéalrange gazeux entre le sang des veines et

I'air atmosphérique. Cette fonction prend placenaveau des alvéoles pulmonaires.

Parmi les maladies de I'appareil respiraiamn note la maladie pulmonaire obstructive

chronique (MPOC) ou la Broncho-pneumopathie chnomigbstructive (BPCO).
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le poumon droit est le poumon gauche &5
divisé en 3 lobes divisé en 2 lobes

(b) (c)

Figure 1 : Vue de face des poumons,(@élé thorax au rayon X montrant la sévérité de la
maladie MPOC (voir la dimension réduite du cceurrppport aux poumons) (b), Vue élargie
du tissu pulmonaire montrant la différence entrggommon sain et un poumon MPOC (c).
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[.1.2 Définition de la MPOC

La MPOC est caractérisée par une oblstruprogressive et partiellement réversible,
associée a une réponse inflammatoire anormale malimeoa des particules ou gaz nocif
(CDC, 2002 ; ASPC, 2007 ; GOLD, 2009). Le tabagissie impliqué dans plus de 80% des
MPOC et constitue le facteur de risque majédlajn et al, 2011)

La limitation des débits aériens est caractérig@eup trouble ventilatoire obstructif
défini par un rapport volume expiré maximal paosele (VEMS) sur capacité vitale forcée
(CVF) inférieur & 70% et sans réversibilité sigaitive, apres test de bronchodilatation et

/ou test aux corticostéroides.

[.1.3 Classification des MPOC
Les MPOC sont classées selon leur degré de sévént@renant comme élément

d’appréciation principal la valeur de VEMS (Tabldau

Tableau | : Classification des MPOC selon le stade de si&v@&lobal initiative for
chronic Obstructive Lung Disease, GOLD, 2006).

Stade Caractéristiques fonctionnelles
I. Léger VEMS /CVF < 70%
VEMS > 80% de la valeur prédite
Il.  Modéré VEMS /CVF < 70%
50%< VEMS < 80% de la valeur prédite
.  Sévére VEMS /CVF < 70%
30%< VEMS < 50% de la valeur prédite
IV. Trés sévere VEMS /CVF < 70%
VEMS < 30% de la valeur prédite
Ou VEMS< 50% de la valeur prédite
associée a une insuffisance respiratoire chronique

La limitation des deébits ventilatoire résulte deuxlemécanismes distincts, mais
souvent associés; (i) l'obstruction des petitesesoaériennes (bronchite chronique

obstructive) ; (ii) la destruction du parenchynunponaire (emphyseme).
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[.1.3.1 La bronchite chronique

La bronchite chroniqueest caractérisée par une toux et une expectoratimnique
pendant au moins trois mois par an et depuis aumsn@deux années consécutives. Elle est
caractérisée par une inflammation de la mugueusechique, une hyperplasie des glandes
muqueuses, une hypersécrétion bronchique et umeeaigtion de la perméabilité épithéliale.
La bronchite chronique n’est pas obligatoiremesbage a un trouble ventilatoire obstructif,
mais en constitue un facteur de risque. 30% deensatatteints de bronchite chronique

développent ultérieurement un trouble ventilatoiostructif (Pauwelset al., 2001).

La bronchite chronique ou la maladie pestes voies aériennes est caractérisée par
une réduction du calibre des bronchioles (broncl2emm de diameétre) en rapport avec des
lésions inflammatoires impliquant essentiellemeimfiltration cellulaire inflammatoire
(lymphocytes T CD§ macrophages) associée a un remodelage bronchaamment une

fibrose péribronchique.

[.1.3.2 L’emphyséme

C'est la distension permanente des espaces aédisteux situés en aval des
bronchioles terminales et par la destruction desipalvéolaires sans fibrose (Snidtral,
1985 ; Komlevet al, 2005). L’intoxication tabagique est la premieause d’emphyséeme
chez I'homme (Hervé Makt al, 1999). Deux formes principales d’emphyséme aét é

décrites:

1) L’'emphyséme centrolobulaire est caractérisé par destruction focale centrée
sur les bronchioles respiratoires et la portiantrede du lobule pulmonaire.
2) L’emphyseme panlobulaire détruit les parois alai#et de facon diffuse au-dela

des bronchioles respiratoires.

Il est probable que la physiopathologie de cex @atités morphologiquement distinctes soit
différente. Malheureusement, la plupart des travdeita littérature ne différencient pas ces
deux formes, ce qui expliqgue probablement certaimeshérences (Hervé Mat al, 1999).

Le développement de 'emphyseme doit étre concunm®mnin phénomene dynamique dans le
temps et dans I'espace. A sa phase initiale ibiste en des pertes de substance des parois
alvéolaires, invisibles a I'ceil nu, qui augmentpragressivement en taille et en nombre. On
parle ainsi d’emphyséme microscopique. Ces léstatr®inent une diminution de la force de

rétraction élastique du poumon qui, alliée a lardeson précoce des zones d’attachement
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des septums inter alvéolaires sur les bronchiaeplique le développement du trouble
ventilatoire obstructif caractéristique de cettdladee (Hervé Malet al, 1999). Ces lésions
destructrices s’'associent a un remodelage de lacmatxtracellulaire, caractérisé par une

augmentation du contenu en collagéne du poumon ysaptateux (Finlagt al, 1996).

I.1.4 Facteurs de risque

Plusieurs facteurs concourent a la survenue de PO® Les nombreuses études
épidémiologiqgues menées sur ce sujet ont surtouhipede découvrir de puissants liens
d’association plutét que des relations de causdlitécte entre ces facteurs (exogenes et

endogenes) et la maladie (GOLD, 2009). Parmi aestias on note :
[.1.4.1 Facteurs exogenes

* Le tabagisme
Le principal facteur exogene est le tabagisme quejun roéle primordial dans le
développement de I'emphyséme et de la bronchitenidue (Mizutaniet al, 2009 ). Le tabac
est schématiqguement un facteur de MPOC pour lssmraisuivantes :

- la fumée de cigarettes a une action broncho-totrte aigué ;
- le tabagisme perturbe la fonction d'épuration eoatiaire ;

- il entraine un affaiblissement des défenses inuvugatlulaires du poumon profond,

assurées par les macrophages alvéolaires ;

Enfin et surtout linhalation chronigue de fumées ctigarettes favorise
I'nyperproduction de mucus par le biais notammeéunhel hyperplasie des glandes de la
muqueuse bronchique. Cette hyperplasie représemsigbistratum anatomique de la bronchite
chronique. Le tabagisme peut par ailleurs pertufbquilibre protéase-anti-protéase, ce qui
pourra favoriser le développement d'un emphyseneev@HMalet al, 1999 ; Barnes, 2000).
La fumée de cigarette stimule les macrophages laivés, lesquels produisent un facteur
chimiotactique qui attire les neutrophiles dangpd@imon (Fournieet al, 1989 ; Barnes,
2000). Les neutrophiles sécretent une puissanttadlka capable de détruire les structures
élastiques du poumon. La fumée de cigarette a mbgale un effet direct ou les agents
oxydants qu'elle contient peuvent inactiver I'alikantitrypsine, qui est l'anti-protéase
majeure (Nowak et Ruta., 1990 ; Barnes, 2000). Gxglique que le tabagisme peut
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perturber profondément I'équilibre protéase-arigmse et favoriser ainsi la destruction des

structures élastiques qui est le substratum moogiople de I'emphyseme (Barnes, 2000).

La pollution participe dans le développement deO@Rnais avec un réle minime. Il
a été démontré que certains gaz inhalés tels openk, le SQ le NG, sont a l'origine des
réactions inflammatoires bronchigues. Dans ce ¢adréaines expositions professionnelles,
souvent intriquées au tabagisme favorisent la surwele MPOC (Christos, 1995).

Les infections respiratoires a l'origine de lésianflammatoires de I'épithélium
bronchique, contribuent également a la constitutidaone hypersécrétion muqueuse
bronchique.(Morris et al, 2008).

[.1.4.2 Facteurs endogéenes

a) Déficits génétiques

Déficit ena-1 antitrypsine (AAT) contribue a la genése de piyseme, Il intervient
dans environ 1% des cas. L’AAT est une glycopr@&é&érique d’origine hépatique, présente
dans le poumon. Elle inhibe I'élastase neutropliile est codée par un seul géne situé sur le
chromosome 14. Le phénotype homozygote normal P&¥#dcompagne, en regle, d’'un taux
sérique normal d’AAT. Les mutations constitutioieglles plus fréquentes du gene de cette
protéine provoquant une déficience de la prot&oet les mutations de type S (remplacement
d'un acide glutamique par une valine) et Z (remghaent d’un acide glutamique par une
lysine) ; Plus de 95% des personnes présentaneficitdsévere en AAT ont un phénotype
homozygote anormal PiZZ ou la concentration en Aé&flute a environ 13% du taux
plasmatique mesuré chez les sujets présentanhéygpe& normal (M/M) (Hutter et Consilia.,
2004).

b) Déficit en Ig favorise les infections respiratoires
c) Les maladies des cils sont responsables d’uneebdéska clairance muco-ciliaire.

d) La mucoviscidose.

I.1.5 Physiopathologie des MPOC

La fumée de tabac comporte de multiples composisiguires incluant des radicaux
libres et oxydants, ayant une activité pro-inflamoire et Iésionnelle au niveau broncho-
pulmonaire. Dans les MPOC il existe une réponsermaale a la fumée du tabac et
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eventuellement a d'autres facteurs, induisant desiéveloppement d’'une inflammation

broncho-pulmonaire chronique et la destruction atepchyme pulmonaire.

L’inflammation broncho-pulmonaire est caractérisdans les MPOC par une
infiltration cellulaire associant les neutrophilesacrophages et les lymphocytes T CRar
comparaison avec des sujets fumeurs non MPOC, t&n dans les MPOC une augmentation
de lymphocytes T CD8et macrophages au niveau de I'épithélium bronahi@fournieret
al., 1989), une augmentation en volume des glandesreogueuses et une augmentation en
nombre des neutrophiles, macrophages, lymphocyt€3D8 dans les lavages broncho-
alvéolaires. Le site principal de l'infiltrationflammatoire est localisé au niveau des petites
voies aériennes (Hogg, 2004). L’activation des lgogytes T CD8 a activité cytotoxique
favorise la sécrétion de TNkimpliqué dans la destruction du parenchyme pulinend
s’associe a cette infiltration inflammatoire, uitedse péri-bronchiolaire et une hypertrophie
des muscles lisses (Maestradli al, 2001 ; Saett&t al, 2001). L’hyperplasie des glandes
mugueuses est présente aussi bien chez les fuM@®E et non MPOC.

Les cellules épithéliales et les macrophages awésl sont en contact direct avec les
constituants de la fumée de tabac et leur activgieut entrainer la production de médiateurs
inflammatoires, tels que I'lL8 et LTB4 impliquésrdale chimiotactisme des neutrophiles. Le
recrutement et l'activation des neutrophiles indiait production de protéases (élastase
neutrophile, protéinase-3 et cathepsine G) impkgudans la destruction du parenchyme
pulmonaire en induisant un déséquilibre de la lz@grotéase-antiprotéase (Barnes, 2000)
(Figure 2 et 3).
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Figure 2: Schéma général des mécanismes engendrés panl’dattabagisme sur les
cellules épithéliales bronchiques et les macrophagecours des MPOC

'éprés Barnes, 2000).

Alveol ar
\ (4

Figure 3: L'aspect inflammatoire de la MPOC (D’apres Barred Hansel., 2004).
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Parmi les arguments incriminant I'implication debance protéase-antiprotéase dans

la physiopathologie de 'emphyseme pulmonaire de no

1) le risque d’emphyséme est augmenté chez l@gdnd ayant un déficit em-1 antitrypsine

qui est le principal inhibiteur de I'élastase neptiile (Stolleret al, 2003) ;

2) Des facteurs protéasiques tel que I'élastastophile (Luceyet al, 1985) et protéinase-3
(Kao, 1988) deux sérines protéases produites pandatrophiles, et les cathepsines B et G

(Lesseret al, 1992) peuvent induire un emphyséme dans les lemdaimaux;

3) Les métalloprotéases (MMP) produites par lagrophiles et les macrophages telles que
MMP-1(Imai et al, 2001) , MMP-2 (Segura-Valdex al, 2000) et MMP-14 (Ohnislet al,

1998) sont surexprimées dans les tissus pulmonaingshysémateux;

4) des inhibiteurs spécifiques de ces protéasesgient de protéger d’'un emphyséme des

souris soumises a un tabagisme expérimental (Weighlt, 2002 ; Selmast al.,2003);

5) des manipulations génétiques de certains fectrotéasiques, tels que la délétion du gene
MMP-12 (Souris MMP-12 KO) permettent de protéger $ouris exposées a un tabagisme
expérimental de I'emphyséme (Hautametkal., 1997).

Au niveau pulmonaire un déséquilibre de la balartee les facteurs protéasiques tels
gue la neutrophile élastase, la protéinase-3 dé®epsines, les métalloprotéases (MMP-1, 2, 9
et 12) et les facteurs anti-protéasiques, telslgué& antitrypsine, les inhibiteurs des MMP

pourraient étre impliqués dans la genese de I'esgrng (Abboud et Vimalanathan., 2008)

Le stress oxydatif est un autre élément potentredl@ impliqué dans la
physiopathologie des MPOC. Le stress oxydatif egtreenté dans les MPOC, notamment en
cas d'exacerbation (Dekhuijzezt al, 1996), Il existe une corrélation directe liaatdtress
oxydatif a la fumée de cigarette et aux celluldlammatoires (neutrophiles, macrophage)
(Barnes, 2000). Le stress oxydatif induit ; (i) désions directes sur I'épithélium ; (ii) un
recrutement des cellules inflammatoires par adtwmatdu facteur NF-kB régulant la
production de cytokines pro-inflammatoires, tekpee TNFe, IL8 ; (iii) une diminution de
I'activité des facteurs anti-protéasiques, tel fjuel antitrypsine ; ( iv) une augmentation de
la production du mucus ; (v) une broncho-constiittet un cedeme en rapport avec la

production d’isoprostane ( Barnes, 2000) (Figute 4)

11
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Figure 4: Implication du stress oxydatif dans la physiopathy@ de la MPOC
(D'apres Barnes, 2000).

Enfin, des facteurs infectieux bactériens et/oawirsont probablement incriminés au
moins comme cofacteurs dans la genése et I'aggnavaes MPOC (Retamales al, 2001 ;
Wedzicha, 2004). Les colonisations bactériennesrates sont fréquentes dans les MPOC
(Sethiet al, 2006). Dans les exacerbations, les facteurstiefex présentent 80% des causes
et sont associés a une accélération du déclindS/et donc a une majoration de la sévérité
de la maladie (Donaldsaet al, 2002).

Il a été récemment émis I'hypothése que des méoasisi’auto-immunités pourraient
étre également en cause dans la genése des MPO@ éPatrick., 2009). Le nombre de
follicules lymphoides comportant des lymphocytestB est augmenté au niveau des petites
voies aériennes des MPOC séveres (Hogg, 2004).doebre de follicules lymphoides
comportant des lymphocytes B est également augndami® un modéle animal d’emphyseme
induit par la fumée de tabac (Van Der Stretteal, 2006). Les produits de dégradation de la
matrice extra cellulaire, mais également des adldpithéliales et endothéliales pourraient

12
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constituer des cibles d’auto-anticorps (TarasensiBtewaret al, 2006). Ce concept d’auto-

immune reste cependant a démontrer de facon claire.
[.1.6 Epidémiologie des MPOC

[.1.6.1 Mortalité
La maladie pulmonaire obstructive chronique estdaatriéeme principale cause de
mortalité dans le monde (OMS, 2002) et d'ici 20BOMPOC en sera la troisieme.

1.1.6.2 Prévalence

La prévalence de la MPOC est sous-estimée eonras I'importance du sous-
diagnostic (Mannineet al, 2000). La prédominance mondiale de MPOC est ¢&u8% en
Europe (Halbertet al, 2006), 11% en Amérique latin (Menezes al, 2005) , 8.6% en
japon (Fukuchiet al, 2004) Aux Etats-Unis, 14 millions de personnesfisent de MPOC
(12,5 millions de bronchites chroniques et 1,5ionls d’emphysémateux). On estime gu'il y a
actuellement en France 2 millions et demi a 3 ambi de bronchitiques chroniques et
d'emphysémateux. Ce chiffre important inclut eh diaie grande majorité de cas de bronchite

chronique simple. On estime que le 1/3 environegesujets, ont une vraie MPOC.

Age :La broncho-pneumopathie chronique obstructiverdttes adultes de plus de 40 ans et

sa fréquence augmente avec l'age.

Sexe :La MPOC prédominait classiquement dans le sexe utinsenais la différence de
fréquence entre les deux sexes a tendance a dispdED% de MPOC dans le sexe
féminin aux Etats-Unis ; 1/3 de MPOC chez les fesere France, La MPOC touche
4,8 % des femmes et 3,9 % des hommes au Canadddjtcest habituellement
attribuée aux modifications des habitudes tabagiqlles femmes seraient, selon
certains auteurs, plus sensibles aux effets dugisipe que les hommes, du fait

probable de leurs plus petites voies aériennestiiaret al, 2007).
I.1.7 Les Tests de diagnostic

[.1.7.1 Spirométrie

La spirométrie est le test de référence, facileffaceier pour le diagnostic de la
MPOC, et elle est facile a effectuer. Elle meswerdlume maximal d’'air expiré a partir
d’une inhalation maximale. C’est la capacité vitmeée (CVF). Le volume d’air expiré est
mesuré pendant la premiére seconde de la capatité forcée. On appelle ce résultat le

13
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volume expiratoire maximal par seconde (VEMS). Uois le spirométre en marche, Le
patient remplit ses poumons d’air, le malade seufifendant six secondes d'une seule
expiration ininterrompue. Des études exhaustiveasdémontré que trois mesures suffisent
pour obtenir de bons résultats de spirométrie (GARAD3). Habituellement, de 70 a 75 % de
la CVF est expirée au cours de la premiere secqrade;sonsequent, le ratio VEMS/CVF doit
étre supérieur a 70 % (GOLD, 2003).

La spirométrie est indiquée chez tout patient des gle 40 ans, fumeur (actuel ou
ancien) qui tousse et expectore réegulierementsaide lors de I'exécution de taches

simples et dont I'expiration est sifflante a I'effou pendant la nuit.

[.1.7.2 Analyses sanguines

Il faut envisager d’analyser les gaz du sang &itéhez les patients dont le VEMS est
de moins de 40% de la valeur prédite si leur stturale I'oxygene artériel est faible (moins
de 92% selon l'oxymétrie) (Roberest al, 1993), ou chez lesquels on soupgonne une
insuffisance respiratoire. On peut procéder a aedyses du sang veineux pour évaluer la
concentration d’AAT (Cibson et Mac Nee., 2006).

[.1.7.3 Examen cytologique des expectorations

Méme s’il est préférable de valider I'obstructiogsdsoies aériennes par spirométrie, il
est possible de valider I'inflammation des voieseades par des dénombrements quantitatifs
de cellules dans des expectorations provoquéepanianées. (Hargreave et Parameswaran.,
2006).

.1.8 Traitement des MPOC

[.1.8.1 Cessation du tabagisme

Du fait que le tabagisme est la cause principalB©C, sa cessation est la seule
interposition thérapeutique pour réduire la progjws de cette pathologie a tous les stades
(GOLG, 2005).

[.1.8.2 Les Bronchodilatateurs

Un traitement bronchodilatateur (anticholinergique32-mimétique) est recommandé
dans le traitement de la MPOC a patrtir du stadie lla classification de GOLD (modérément
sévere) (Lindholnet al, 2005) qui joue le réle d’'un traitement symptoicpa¢ de la MPOC.

Les bronchodilatateurs a longue durée d'actionz(tdee patients qui ont des symptémes plus

14
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persistants et une obstruction des voies aériequiesarie de modérée a seévere) sont plus
efficaces et pratique que les bronchodilatatewrsuste durée d'action (chez les patients dont
les symptdmes se manifestent a I'effort et quiretdtivement peu d’incapacité), mais ils sont
plus colteux (GOLD, 2003). D'autres données, déraponique le tiotropium améliore la
dyspnée, la fonction pulmonaire, la qualité de lagplérance a I'effort et réduit la fréquence
des exacerbations. (Vinckemnal, 2002).

Au cours d'études d’efficacité des bronchodilatedesu courte durée, I'utilisation conjuguée
d’anticholinergique et de32-agonistes a courte durée d’action produit unelleoee
bronchodilatation (Ikeda&t al., 1995).

[.1.8.3 Traitement substitutif du déficit eml-antitrypsine

Il a été démontré, chez des sujets de phénotypg, Rjde I'on pouvait, par des
perfusions d’AAT d’origine humaine, obtenir sarfes secondaires des taux subnormaux
d’AAT dans le sang et le liquide de recouvremerithé&tial alvéolaire et restaurer une activité
anti-élastasique normale dans ces milieux, Actodint, ce traitement substitutif est utilisé
par plusieurs milliers de patients dans le mondeecAle recul, on peut affirmer que la
toléerance du produit est excellente, que le risqaetransmission d’'un agent viral a été
minimisé par le processus de fabrication de I'’AAJe traitement substitutif qui doit étre

prescrit a vie, est astreignant pour le patiesbatco(t est élevfHervé Malet al,, 1999).

[.1.8.4 Traitement chirurgical de 'emphyseme

L’approche chirurgicale actuelle de 'emphyseémeosgpsur deux techniques:

() la chirurgie de résection pulmonaire qui englobeésection de grosses bulles et la
réduction de volume pulmonaire pour emphysemesigans bulle volumineuse,

(i) la transplantation pulmonaire (Hervé Mdlal, 1999).

1.2 Elastase du neutrophile (NE)

L’élastase du neutrophile (NEHEC 3.4.21.36)est une enzyme appartenant a la famille
des sérines protéases. Chez I'homme, le géne ctaldt est localisée sur le bras court du
chromosome 19 (19p13.3), il possede une taille idb # est organisé en cing exons et quatre

introns (Zimmeret al, 1992).
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1.2.1 Synthéses et stockage du NE

La NE est synthétisée sous forme d’un précurseumd@gene) de 267 acides aminés et
subit deux phases de maturation au cours de laréif€iation du neutrophile pour étre
stockée sous forme active dans les granules azlgspbe niveau le plus élevé d’expression
des ARNms codant la NE se situe au stade promy&lioeyde la différenciation (Garwicet
al., 2005). Peu apres sa synthese, la forme zymogdié une phase de maturation puis
d’adressage dans les granules azurophiles. La atiaturde la pro-forme débute par un
clivage du cété N terminal, libérant un peptidenalgde 27 résidus. Il reste a cette extrémité
une pro-séquence formée de 2 résidus qui estegiael'action de la dipeptidyl peptidase |
(DPPI) appelée aussi cathepsine C (Adkiebal, 2002). Le clivage de ces résidus n’est pas
essentiel pour I'adressage de la NE au granuleophile mais il est indispensable pour son
activité enzymatique. La maturation de I'extrémitéerminale est essentielle au stockage
optimal de la NE dans les granules azurophilesabsence de DPPI, les pro-formes sont
sécrétées de facon constitutive (Garwetal, 2005) ou dégradées plus facilement (Pham et
Ley., 1999). La pro-forme subit ensuite le clivajene séquence a I'extrémité C-terminale
de 19 résidus (Salvesen et Enghid., 1990) donydéodctionnement peut affecter le transport
des protéases du Golgi aux granules azurophildi{&uglet al, 1995 ; Horwitzet al, 2004 )
(Figure 5).
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Figure 5. Processus de maturation de la NE humaine (D’apogkriazet al, 2008).

Cette phase de maturation de la pro-forme d’élastgle un site d’interaction avec
une protéine particuliere, 'AP3 (Adaptator Prat8), qui permet le transfert de la protéase
de I'appareil de Golgi aux granules azurophilesisSatte phase de maturation de I'extrémité
C-terminale, I'interaction avec la protéine AP3 sefait pas et I'élastase est adressée a la
membrane plasmique ou elle occupe une positiors{mambranaire (Bensost al, 2003)
(Figure 6).
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Figure 6. Biologie des sérine-protéases du neutrophile (@stham, 2006).

[.2.2 Caractéristiques biochimique
La NE est stockée sous forme mature de 30 kDa d2itles aminés) dans les granules

azurophiles, libérée dans I'environnement extratatle lorsque le neutrophile est exposé a
des stimuli inflammatoires (Lungareliet al, 2008). La structure de la forme mature est
stabilisée par des ponts disulfures et comportendetsfs N-glycosidiques dont la nature
variable permet la différenciation des trois isafes de la NE (Watorelket al, 1993)

(Figure 7).
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Figure 7: L’élastase est constitué de 218 acides amiessdeux pontes S-S
(D’aprés uafa, 1991).
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L’abondance de résidus basiques par rapport aiduggacides confére a la protéase
un caractéere fortement basique (pHi > 9). AindlER est inactive dans les granules en raison
du pH intragranulaire acide et du fait de son datoo a des protéoglycanes chargés
négativement comme la serglycine (Reeseal, 2002 ; Niemanret al, 2004). Le pH plus
élevé dans le milieu extracellulaire ou dans legphsosome ainsi que la dissociation des
complexes par des mécanismes dépendants du flipeinettraient de révéler son activité
protéolytiqgue (Reevest al, 2002).

L’enzyme mature est une glycoprotéine extrémeneationique avec un point
isoélectrique trés basique (10-11) (Kortameizal, 2008) (Figure8). La NE est une enzyme
puissante capable de dégrader différents subgiratéiques par clivage principalement de
liaisons —Val-X-, -Ala-X-, -Leu-X-, et Met-X-. L'etivité enzymatique de cette protéase
réside en sa triade catalytique His Asp '°* Ser!® ou la Serine représente le résidu

nucléophilique (Belaaouaj al., 2002).

Figure 8. Structure tridimensionnelle de I'élastase humainéldutrophile (D’aprés
Korkmaz et al, 2008). « Les résidus de la triade catalytiqueegissent en jaune »
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[.2.3 Inhibiteurs physiologiques endogenes de la NE

L’ al-protéinase inhibitorofl-P1), le SLPI (Secretory Leucocyte Peptidase linbripet
I'élafine sont des inhibiteurs physiologiques de MNE. lls s’opposent a lactivité
extracellulaire et excessive de I'enzyme (Fitethal, 2006).

Les inhibiteurs des sérine-protéase constituergranpe de molécules pléiotropiques
capables de limiter I'effet délétere des protéaded’hdte ainsi que celui des pathogénes.
L’ a1-PI est un inhibiteur systémique typique de plusiesérine-protéase incluant la PR3, la
CG et cible principalement la NE. Cet inhibiteuadtive la NE en s’y attachant de fagon
covalente et permanente (Dobbbal, 2004). Il inhibe approximativement 92% de la 8Hnhs
le sérum, le reste de I'inhibition est assuré palptha2-macroglobulineo-M) qui est
également un inhibiteur systémiqueal*M blogque en partie I'activité de la NE a travare
obstruction structurale d’'une fraction protéiquelaeérine protéase (Mooet al.,1999). Le
SLPI inhibe principalement la NE via son extrén@téerminale (Kidoet al, 1999).

L’élafine inhibe les protéases a travers son doen@isierminal, la NE est son substrat

principal (Simpsoret al, 1999).

[.2.4 Meécanismes d’échappement de la NE aux inhibiteurde protéases endogenes

La fonction physiologique des inhibiteurs endogerdes sérine-protéases du
neutrophile est d’empécher la NE d'induire desodesi tissulaires et d’'endommager les
poumons. Malgré ce meécanisme de contrble au nigkasgite inflammatoire, la NE est
capable d’échapper a la régulation des antiprosésslen differentes manieres. D’abord, du
fait de leurs haut poids moléculaire, les inhihitede protéases ne peuvent pas accéder au
microenvironnement inflammatoire entre les neutieghet la NE. D’autre part,d1-PIl peut
étre inactivée a travers I'oxydation de son ceaatalytique (méthionine en position 358) par
les espéces réactives de I'oxygene (ROS) dérivéssndutrophiles activés (Kramps al,
1987). Il a été démontré que ce mécanisme inaétjadement B2-M et le SLPI (Weis®t
al., 1989). Enfin, le troisieme mécanisme d’échappenue I'élastase consiste en la non
efficacité totale des inhibiteurs endogenes eolatNE liée au tissu (Kawabataal, 1996)
et a la surface des neutrophiles (Ovegral, 1995). Ce dernier mécanisme est cependant
contre versé. En effet. En 2005, Korkmaz et colatemurs ont montrés quenI-Pl est
capable d’inhiber la NE liée & la surface du neatiile. En outre, il a été montré que les
inhibiteurs endogénes de protéases de faibles poadsculaires sont parfaitement efficaces

contre la NE libre et liée au tissu.
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.3 La plante Nigella satival.

.3.1 Généralités

* Nomenclature
La nigelle nous offre des petites graines aromatgmenées d’'un noire intense
communément connues sous le nom de cumin noirek bled en anglaislabbat el baraka
ou El habbah saudaen Arabe, En Algérie connue sous le nom vernasu@inoud|
(Ghedira et Le Jeune., 2010).

e Aire de répartition

Nigella satival. est une plante herbacée appartenant a la fam#ld&Rdaonculacées
(Guignard, 2001). C’est une herbe originaire du emoprient, de I'Europe centrale et de
'ouest de I'Asie (Aljabreet al, 2005). Elle est cultivée dans les régions trdpg&t semi-
arides (D'Antuoncet al, 2002 ; Rajkapooet al, 2002). Les pays producteurs de la nigelle
sont principalement la Syrie, I'Egypte, |'Arabieo8dite, la Turquie, I'lran, le Pakistan et
I'Inde (Kokdil et al, 2005).

» Utilisation en médecine traditionnelle

Nigella sativaL. (Renonculacée), communément appelée nigelle éeltiest une
plante annuelle traditionnellement utilisée dassgays arabes, dans le sous-continent indien
et en Europe depuis des millénaires a des finsauodis et médicinales. C’est un remede
naturel pour de nombreuses pathologies, notammeut [@ traitement de l'asthme, de
I'inflammation, de la toux, de I'eczéma et des ®f@gtippaux(Ghedira, 2006)La graine ou
'huile qui en est issue sont employées comme tqué, carminatif, cholagogue et
vermifuge(Ghedira, 2006)Dans la médecine traditionnelle islamique, le pedptMohamed
satisfaction et salut de dieu sur lui avait diSoignez-vous en utilisant la graine noire, c'est
un remede contre tous les maux a I'exception daedd’. Ibn Sina (Avicenne) dans son livre
intitulé " livre de la guérisoh la recommanda contre la fatigue, les maux de l&fearalysie
faciale et les calculs rénaux. Plus tard, IbntRida recommanda pour les problemes de reins
et la gale, Ahmad lbn Ibrahim la recommanda colatrehute de cheveux et le tétanos et lbn
Moussa contre la fievre (Mahmoudi, 1990).

En Algérie, la nigelle cultivée (confondue avbligella damascenaest employée en
cas de fievre, d’algies dentaires, de maux de tEdwerme diurétique et emménagogue

(Ghedira, 2006) En infusion, elle est indiquée dans les nausées, gastralgies, les
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vomissements et les coliques. Ecrasées dans |'hiee graines sont employées comme
liniment contre les rhumatismes. Ecrasées et pdaas I'eau, elles seraient efficaces contre

la constipation et les céphalg&hedira, 2006).

[.3.2 Description botanique de la plante

Nigella sativaL. (Renonculacée) est une plante annuelle herbati@&gnant 30 a 60
cm de haut. Ses fleurs sont petites, a pétaleshddnes et sépales pétaloides et présentent de
nombreuses étamines insérées sur le réceftabkdira, 2006 ; Ghedira et Le Jeune., 2010)
Les feuilles, pennatiséquéalyisées en lobes étrojtsont lancéolées a linéaires et présentent
des onglets nectariferekes feuilles inférieures sont petites et pétal®ideles supérieures

sont longues (Bonnier, 1990).

~

La plante est hermaphrodite a reproduction autonemérme des capsules qui
contiennent des graines blanches. A maturitéca@sules s’ouvrent par une fente interne et
exposent les graines a l'air, ce qui les rend adighleicheet al, 1998). Les graines de
Nigella satival sont ovoides de 2 a 3.5mm qui présentent 03@nQkes et la face supérieure

est finement granuleuse et réticulée (figure 9)dwaset al, 2005 ; Ghedira, 2006).
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Fleure = S g

J-Embranl:hement : Bpermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Eanunculales

Famille @ Eanunculacées

Genre : Migella

Espéce | Mgella sutiva

Figure 9 : Aspect morphologique et classification botaniquéadalanteNigella satival.

(D’aprés Guignard, 2001).
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[.3.3 Composition biochimique

Les études phytochimiques effectuées pour déterraneomposition chimique et les
principes actifs des graines N& ont révélées qu’elles sont riches en plusiearstituants
(métabolites secondaires et primaires), dont lauemarie selon les conditions géographiques

et climatiques, ainsi que les méthodes d’extractiote détection.

En fonction de la région ou la plante est cultjés taux des composés nutritifs,
lipides, protéines et glucides varient significativent. A titre d’exemple les graines N&
cultivées en Turquie, le taux de protéines varid4ld a 26,4%, alors que celui des lipides de
28,6 & 42,5%. (Tableau II) (Aksay al, 2001 ; Atta, 2003 ; Cheikh-Rouhetial, 2007). Les
graines deNS contiennent des monosaccharides tels que le glua@snnose, xylose,
arabinose et des polysaccharides non amidonnéd@oous de fibres alimentaires (Zahaair
al., 2004).

En plus de ces composés majoritaifdgella sativacontient des huiles essentielles,
des acides gras, des phospholipides et plusieuaboiides secondaires comme les alcaloides
et les polyphénols. Elle contient plusieurs vitaesigA, B, B2, C et Niacine) (Salem, 2005) et

des sels minéraux (Ca, K, Fe, Zn, Mn et Se).

Tableau 1l : Composition des graines ddigella sativa de différentes régions
(Cheikh-Rouhowet al, 2007 ; Atta, 2003 ; Aksost al, 2001).

Constituants | Nigella sativa| Nigella sativa| Nigella sativa| Nigella  sativa
Tunisienne* | Iranienne* Egyptienne** | turquie***
Protéines 26,70% 22,60% 20,80% 14.10 a 26.40%
Matiére grasse 28,48% 40,35% 34,80% 28,60 a 42,50%
Humidité 08,65% 04,08% 07% 06,40 a 09,40%
Cendres 04,86% 04,41% 03,70% 02,40 a 07,80%
Carbohydrates 31,31% 28,65% 33,70% 12,40 a 30,80%
Fibres - - - 04,60 a 11,90%
- :inconnu

* Cheikh-Rouhotet al, 2007. ** Atta, 2003.*** Aksoyet al, 2001.
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[.3.3.1 Les protéines

La graine deNSest trés riche en protéines (20 a 26%). L’analgseatides aminés de
I'hydrolysat de ces protéines révéle la présencd f@i@cides aminés, y compris 8 acides
aminés essentiels. Quantitativement, les acidesxé@mconstitutifs majoritaires sont non
essentiels (69,81%). L’acide glutamique est fodetrprésent (24,74%) (Tableau 1) (Al-
Jassir, 1992 ; Salem, 2005 ; EI-Obetdal, 2006).

Le fractionnement des protéines Negella sativa par SDS-PAGE montre que des
bandes de poids moléculaire allant de 10 a 94 K et al, 1999). La protéine la plus
étudiée jusqu'a maintenant est la lipase qui csgdlys réactions de transestérification (Akova
et al, 2000 etTuteret al, 2003).

Tableau Ill: Les acides aminés des protéinedNigella sativa(D’apres Al-Jassir, 1992).

Acides aminés Teneur en acides aminés
Acides aminés essentiels 30,19%
Leucine 05,82
Valine 04,61
Lysine 04,04
Thréonine 03,65
Phénylalanine 03,61
Isoleucine 03,46
Histidine 03,35
Méthionine 01,65
Acides aminés non essentiels 69,81%
Acide glutamique 24,74
Arginine 09,19
Acide aspartique 08,94
Glycine 05,61
Proline 04,90
Serine 04,31
Alanine 03,73
Tyrosine 03,59
Cystéine 01,96

[.3.3.2 Les huiles fixes

Les huiles fixes déNigella sativaextraits par pression a froid sont majoritairement
composees de triglycérides (57,50%) et contienneet faible fraction de lipides polaires
(3,70%), des monoacyl-glycérol et diacyl-glycéreéa des proportions respectives de 4,80%
et 5,10% (Tableau IV). On y trouve aussi des stdibtes et estérifiés. L'analyse des stérols

libres montre que IB-sitostérol représente le composant majeur suivigpB5-avenastérol et
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le D7-avenastérol, alors que le stigmastérol, hapmstérol et le lanostérol ont été trouvés a
des taux tres faibles (Ramdanal, 2002).

Tableau IV: Taux des lipides de I'huile fixe déSextraite par différente Méthodes

(D’aprées Atta, 2003).

Extraction par pression | Extraction a chaud par
a froid (%) solvant apolaire (%)

Lipides polaires 03,70 04,80
Monoacyl-glycerol 04,80 05,70
Diacyl-glycerol 05,10 04,10
Stérols libres 03 05

Inconnu 05,40 04,50
Acides gras libres 14,20 08,30
Triacyl-glycerol 57,50 63,20
Stérols esters 02,50 04,40

L'analyse quantitative et qualitative des huilege$ de NS cultivée dans
différentes régions, montre que leur composition amides gras est fortement
influencée par les facteurs de I'environnements(stdmpérature, climat ...etc). Des
travaux effectués sur les huiles fixes M& d’origines iranienne, tunisienne et
egyptienne (Tableau V) montrent une variabilité tas< en différents acides gras.
Cependant, les acides gras insaturés restent tagment présents quel que soit
'origine de la plante. Dans ces huiles, les ppacx acides gras saturés sont
essentiellement 'acide palmitique, I'acide stéaeicet I'acide myristique, tandis que
les acides gras insaturés majoritaires sont I'alindé€ique et I'acide oléique (Ustuet
al., 1990 ; Atta, 2003).
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Tableau V: Composition des huiles fixes tlegella sativatunisienne (Cheikh-Rouhaat al.,
2007), iranienne (Nickavaet al, 2003 ; Cheikh-Rouhoet al, 2007) égyptienne (Atta,
2003).

Acides gras NS tunisienne NS iranienne NS égyptienne
AG saturées 22.70% 17 - 25.5% 24%
Acide myristique 0,35 0,40 - 0,50 09,80
Acide palmitique 17,20 12,50 — 18,40 09,90
Acide stéarique 02,84 03,40 - 03,70 03,30
Autres 02,12 02,80 01

AG insaturés 77,30% 74.8 — 82.5% 73,50%
Acide oléique 25 23,40 — 23,70 20,1
Acide linoléique 50,31 19,15 - 55,60 49
Autres 01,81 03,20 04,40

1.3.3.3L’huile essentielle

Représente entre 1,4 a 1,9 % du poids de 'huxie ét 0,18 a 0,50 % du poids des
graines (Benkaci-Alet al, 2006). L'analyse de cette huile par GC-MS s&adipar I'équipe
de Bucar (2000) a permis d'identifier 32 composadbnt la majorité d’entre eux sont ;la
thymoquinone (27,8%-57 %), p-cymene (7,07-15,83 @ajyacrol (5,8-11,6 %), longifolene
(1,2-8 %), 4-terpinol (1,98-6,59 %), et le tanetl@25- 4,28 %) (Burits et Bucar., 2000).
Alors que I'étude d’huile essentielle des graidesNS effectueé par I'équipe de Nickavar
démontre que les composés majoritaires somates-anethole (38.3 %)p-cymene (14.8 %),
limonene (4.3 %) et le carvone (4.0 %) (Nickaeaial.,2003) (Tableau VI). Récemment,
L’huile essentielle d&IS cultivée au Sahara algérien (Timimoune et Adradiyagte par deux
méthodes différented;hydrodistillation et distillation par micro-onde été analysée par CPG
et GC-MS, 112composés ont été identifiés et caractérisgscgmene représente toujours le

compose Iplus abondant suivi de la thymoquinone (BenkacieA&l, 2007).
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Tableau VI: Composition chimique des huiles essentielleBl8eultivée en Iran

(D’apres Nicleaet al, 2003).

Composant Pourcentage

Non terpenoides hydrocarbones 04

n-Nonane 01,70
3-Méthyl nonane 0,30
1,3,5-Trimethyl benzene 0,50
n-Decane 0,40
1-Methyl-3-propyl benzene 0,50
1-Methyl-2,3-dimethyl benzene 0,20
n-Tetradecane 0,20
n-Hexadecane 0,20
Monoterpnoides hydrocarbones 26,9
A-Thujene 02,40
a-Pinene 01,20
Sabinene 01,40
B-Pinene 01,30
Mycrene 0,40
a-Phylanrene0.3 0,60
P-Cymene 0.5 14,80
Limonene0.4 04,30
y-Terpinene 0,50
Monoterpenoides ketones 06

Fenchone 01,10
Dihydrocarbone 0,30
Carvone 04

Thymoquinone 0,60
Monoterpenoides alcools 02,70
Terpinen-4-ol 0,70
P-Cymene-8-ol 0,40
Carvacrol 01,60
Sesquiterpenoides hydrocarbones 01

A-Longipinene 0,30
Longifolene 0,70
Phenyl propanoides composants 46,10
Astragole 01,90
Anisaldehyde 01,70
Tran-anéethole 38,30
Myristicine 01,40
Dill apiole 01,80
Apiole 01

Total 86,70
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[.3.3.4 Les Alcaloides

Plusieurs alcaloides ont étés isolés a partigceaes déNS Les plus importants sont
la nigelline, nigellicine, nigellidines, nigelliméy isoquinoline, indazole et N-oxy nigellimine
(Gilani et al.,2004 ; Ghedira, 2006) (figure 12t les alcaloides diterpénes Dollabllane-types
nigellamines Al, A2, B1, B2 (Morikawat al.,2004a), A3, A4, A5, et C (Morikawat al.,
2004b).

_.-'

SN MeO

~ !, R
“'"ah \\ _‘E\i \|
+

=N
NS Me0” >F
N]gl:]]]l_'ml: Migelhmine

Figure 10: Structure des alcaloides N&(nigellicine et nigellimine) (D’aprés Ghedira.,
2006).

1.3.3.5 Les polyphénols

Les polyphénols d&lSsont les plus actifs pharmacologiquement. A palif'huile,
04 constituants ont été isolés et identifies stmatément par HPLC et RMN; la
thymoquinone, le dithymoquinone, le thymohydrogui@oet le thymol (figure 13) (Gilamit
al., 2004 ; Ghedira, 2006).

i o) 0
- \n/’ _"/LLN /\:F\Y -
o o] o]
Thymoguinone (TQ) Dithymoguinone (DTQ)
-5 P \_\’/,/
OH
Thymel (THY) Thymohy dreqmuone (THQ)

Figure 11 : Structure des polyphénols Négella sativa(D’aprés Salem, 2005).
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Des composeés phénoliques de type flavonol-triglgessont été aussi identifies dans
les huiles des graines de NS (Merfetrrtal, 1997) et qui sont :

-Quercétine-3-(B-glucopyranosyl (1- 2)-B-galactopyranosyl (1 - 2)-@-glucopyranoside.
-Kaempferol-3-OB-glucopyranosyl (1-2)-(B-galactopyranosyl (1-2)-®- glucopyranoside.

-Quercétine—3-0-(6-feruloyB-glucopyranosyl) (1 - 2 ) — Op-galactopyranosyl (1 - 2) -@~—

glucopyranoside.

[.3.3.6 Les triterpenes saponines

Les graines d&lScontiennent égalemeniine saponoside triterpénique appelée I
hederine (Kumara et Huat., 2001). Une étude uliéziele Taskin et collaborateurs (2005) a
permis d’isoler a partir de I'extrait méthanoliqueis autres saponosides apparentéesua I
hederine, avec I'élucidation de leurs structuresdes méthodes chimiques et spectrales et

qui sont :

3-0O43-D-xyl(1-3)-a-L-rha-(1-2)a-L-ara-28-Oe-L-rha(1-4)$-D-glu(1-6)$-D-glu- hédéragénine.
3-O-0-L-rha-(1-2)#-L-ara-28-Oe-Lrha-(1-4)$-D-glu (1-6)$-D-glu-hédéragénine.
3-O43-D-xyl (1-3)-0-L-rha-(1-2)«a-L-ara-hédéragénine.

Récemment, une recherche phytochimiqeadée sur I'extrait méthanolique de la
nigelle égyptienne, a menée a l'isolement de deitierpene saponines, appelés sativosides A

et B, douées d’une activité anti-inflammatoire @tlidyet al, 2009)

Un autre triterpéne glycosylé a été identifieesdéextrait éthanolique des graines en
tant que 3-O-[b-D-xyl-(1-3)-a-L-rha-(1-4)-b-D-gldjt-methoxy-16-hydroxy-17-acetoxy
hederagenine. (Bhupendsd al., 2009)

1.3.3.7 Les vitamines

La composition en vitamines a été déterminée aileda présence des vitamines B1,
B2, B6 et de 'acide folique (Nergiz et Otles., 2DORamadan et Morsel (2002) ont analysé
les vitamines liposolubles des graines I8 et ont pu identifier toutes les classes des
tocophérols dans I'huile. Les tocophérols totawnstibuent 0,05% de [I'huile, et sont
constitués majoritairement dexdtocophérol (48%) et dy-tocophérol (28%). Ces mémes
chercheurs ont pu également identifier d’autreanvibes liposolubles; Ig-carotene (0,05%)

et la vitamine K1 (0,1%). Dans une étude ultéricliamalyse par HPLC démontre que les
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teneurs eru et y-tocophérols sont relativement élevées: de 5, 83,39 et de 2, 26 a 6,95

mg/kg respectivement (Al-Salet al, 2006).

[.3.3.8 Les sels minéraux

Des travaux sur la composition minérale de la gra@i@NSont rapporté que sa teneur
en potassium est importante (1.18 % de poids tgdh graine) et que le calcium, le fer, le
sodium représentent 0. 188, 0. 0575 et 0. 0853s@ertivement (Nergiz et Otles., 2003), la
teneur des graines en sélénium a été égalemeniniiéte, et représente 0,13-0,20 mg/kg des
graines (Al-Salelet al., 2006).

[.3.4 Activités biologiques et propriétés pharmacologique

Durant les vingt derniéres années, plusieurs tpavant porté sur I'étude d&IS
notamment sur les effets dus aux extraits de lm@mde cette espece ainsi qu’aux principaux
constituants (notamment la thymoquinone) sur diggséémes biologiques ou ndn yivo et
in vitro) (Ghedira et Le Jeune., 2010).

[.3.4.1 Activité antioxydante

1) Activité antioxydante in vitro

L’huile fixe de NS ainsi que la thymoquinone (composé majoritairesdinuile
essentielle) inhibe la lipoperoxydation lipidigueonn enzymatique dans les liposomes
(Houghtonet al, 1995). La thymoquinone, le carvacrol, le transthole et le 4-terpinéol
(composés majoritaires de I'huile essentielle) eser un important effet piégeur de radicaux
libres (Burits et Bucar., 2000). Ces mémes coratifsl sont responsables de propriétés
antioxydantes variables sans présenter d’effetyyaent (Swamy et Huat., 2003 ; llhah
al., 2005) .L’'huile fixe et ses fractions (lipides neutres, @ipides et phospholipide)
montrent une activité antioxydante vis-a-vis deaxdeadicaux libres stables (DPPH et le
radical glavinoxyl). Cette activité antioxydantet eprrélée avec la teneur en acidgas
polyinsaturés, en composeés insaponifiables et asghtolipides, de méme que la valeur

peroxyde initiale de I'huile (Ramadan et MorsD03).
2) Activité antioxydante in vivo

L’administration de I'huile dNSet de la thymoquinone chez des rats protege contre
I'hyperhomocystéinémie induite par la méthionine dMoquant lPaccumulation de

I’'hnomocystéine, 'une des causes de I'état du stoaydant, conduisant a la protection contre
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la peroxydation lipidique et les changements dtusiaxydatif (Burits et Bucar., 2000 ; El-
Salehet al, 2004 ; Ilhanet al, 2005).Par ailleurs, le traitement de rats soumis a gmré
alimentaire contaminé par l'aflatoxine, avec I'leudeNS entraine une protection importante
contre I'hépatonéphrotoxicité et les altérationgdatives (réduction des taux de la GPx, de la
SOD, augmentation de la peroxydation lipidique e ditérations de ’ADN) induites durant
I'aflatoxicose. Cet effet protecteur de I'huile §ES est probablement attribué a leur effet
piégeur de radicaux libres (Abdel-Wahhab et Al902).

1.3.4.2 Activité anti-inflammatoire

Plusieurs travaux rapportent que la thymoquinor@) (@st le principe actif essentiel
responsable de l'effet anti-inflammatoire des atdrale NS la TQ s'est avérée étre un
puissant inhibiteur de la thromboxane B2 et desdgienes B4 par I'inhibition respective
des cyclooxygénase et lipooxygénase ( E1-Dakhakbhay, 2002 ; Hajhashensgt al, 2004).
C’est un inhibiteur efficace de la production desucbtrienes par l'inhibition de la
Leucotriene-C4-synthase (LT4 synthase) (MansoufT@nhamre., 2004). En 2002, El-
Mahmoudy et collaborateurs démontrent que la TQbaHa production de NO par la
réduction de I'expression de ’TARNmM du NOS. En 20BF Gazzar et ses collaborateurs, ont
rapportés que la TQ empéche la production de aygskipro-inflammatoires induit par LPS
en bloquant I'expression de facteur de transcnptie GATA et l'attache d'instigateur. Le
composé empéche la production d’ll-5 induit par leR8expression de TARNm de I'll-13 et
la traduction. Cependant, I'activité de I'huile dixsur les cyclooxygénases et lipooxygénases
est plus importante que la TQ elle-méme; I'activtéti-inflammatoire n’est pas donc
entierement due a la présence de la TQ. Des agrdssinsaturés de type C20: 2 semblent
étre impliqués (Houghtoet al, 1995 ; Gilaniet al, 2004).

1.3.4.3 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne dHS a été montrée contre plusieurs souches bactésenne
telles que;Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptococdaecalis, Staphylococcus aureus
et Pseudomonas aeruginogélanafy et Hatem., 1991 ; Morsi, 2000 ; Khetral, 2003).

Les différents extraits des graines N8 (aqueux, de méthanol et de chloroforme)
présentent un large spectre d’inhibition vis-a-gde nombreuses souches bactériennes

(Mashhadian et Rakhshandeh., 2005). L’huile dditgelle possede également un pouvoir
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inhibiteur supérieur a celui de la gentamicine soe vingtaine de souches désteria
monocytogenes(Nair et al., 2005). Récemment, Bourgou et collaborateurs démante
I'activité antimicrobienne de I'huile essentielldenue a partir des grainesN8tunisiennes a
été étudié contr&taphylococcus aureyssram positif) etEscherichia coli(Gram négatif).
L'évaluation des activités des composeés volatésgmtent dans I'huile a suggéreé que la TQ et
le longifolene aient été en grande partie resdwasale l'activité d'huile contre
Staphylococcus aureusalors que la TQ possede une bonne activitée&scherichia coli
(Bourgouet al., 2009).

1.3.4.4 Activité anticancéreuse

Plusieurs auteurs ont étudié I'éventuadtesiéé anti tumorale d'extraits ou de composés
purs issus des graines de .NEh 1991,Salomi et collaborateurs ont montrés qu'un extrait
méthanolique brut, préparé a partir des grainesette plante, présente une importante action
cytotoxique sur le carcinome ascitique d'Ehrlicls@t le lymphome ascitique de Dalton tout
en exercant une cytotoxicité minimale vis-a-vis esphocytes normaux. Les grainesNI®
ou ses constituants présentent une action préeemtds cancers et/ou réductrice de la
cytotoxicité des médicaments antinéoplasiques asill effet, la thymoquinone exerde,
vitro etin vivo, un effet inhibiteur de la carcinogenese de I'estogtadu fibrosarcome induit
par le 2o0-méthylcholanthrene chez la souris (Baeéal, 1999 ; Badary et Gamal., 2001).
Par ailleurs, ti-hédérine et la TQ exercent d'importantes progsiénti tumorales vis-a-vis le
carcinome de poumon, carcinome épidermoide de Xargdénocarcinome de colon et le

Carcinome de pancréad’une maniere dose et temps dépendante (RoonByaet, 2005).

1.3.4.5 Activité antidiabétique

Plusieurs études ont adresseé les propriétés dndittimes de la nigelldHaddadet al,
2006). Les effets des graines8sur certaines complications du diabéte expérimémdiaiit
chez le lapin ont fait I'objet de nombreux travdikZawahrawyet al, 1998 ; Merakt al,
2001). Al-Hader et collaborateurs (1993) rapportgme I'huile essentielle de la graine
administrée par voie intrapéritonéale (a raiso®d@eng/kg) abaisse de facon significative (de
15 a 23 %) la glycémie a jeun chez les animaux nemh hyperglycémiques. L'insulinémie
n'‘ayant pas été affectée par les traitementtetllefpoglycémiant observé se manifeste selon
un mécanisme, non encore identifié, nimpliquarg fiasuline (Hawsawet al, 2001 ; EI-
Dakhakhnyet al., 2002).
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Récemment; Meddah et collaborateurs (2009) rappodee I'extrait aqueux de
Nigella sativa inhibe d’'une maniére dose dépendante les trangpsrs®dium-dépendant de

glucosein vivo et in vitroa travers le jéjunum isolé des rats.

1.3.4.6 Activité sur le systeme respiratoire

Nigella sativa est 'une des plantes les plus renamdées pour le traitement des
maladies respiratoires. En 1993, El Tahir et calfateurs ont prouvés que I'administration
intraveineuse des huiles essentielles Nig est responsable d’'une augmentation, dose
dépendante, de la pression intra trachéal chenldaye. Gilani et ses collaborateurs (2001)
ont montrés que I'extrait brut méthanoliqgue desmgm deNS exerce un effet spasmolytique
et broncho-dilatateur avec implication probable bdequeurs des canaux calciques. Cette
activité est concentrée dans la fraction organgiesst dix fois supérieure a celle de I'extrait
brut. Le traitement des cobayes préalablement &spasies aérosols de I'acide citrique par
différents extraits d&NS €xtrait agueux, extrait macéré et extrait décoptéhtre un effet
antitussif tres important comparable a celui decddéine (Boskabadgt al., 2004). Les
investigations d’autres chercheurs ont permis deyar que le nigellone (polythymoquinone)
est un agent protecteur efficace contre I'asthmia éronchite, en inhibant efficacement la
libération de I'histamine (Gilanét al., 2004). L'action des graines déS sur le systeme
respiratoire est probablement la résultante deiqits effets; cholinergiques (Boskabady et
Shahabi., 1997), inhibition des récepteurs H1 kisthmine (Boskabady et Shiravi., 2000) et
antagonisme du calcium (Gilargt al., 2001 ; Boskabady et Shirmohammadi., 2002 ;
Boskabadyet al.,2004).
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1.3.4.7 Autres activités pharmacologiques de la nigelle

Activités

Effets et cibles

Constituants testés

Références

Anti-virale

Le virus de I'herpés
cytomégalovirus murin
(MCMV)

Huiles fixes

Salem, 2005

Immunologique

Immuno potentialisatrice des
lymphocytes T humain
Stimulateur des lymphocytes T
en culture Potentialisationde la
réponse immune ;
Augmentation des CD4, CD8 e
NK

Extrait brut ;
protéines ; extrait
d’éthyle acétate et
huiles fixes

Haqet al, 1999 ;
Swamyet al., 2000 ;
Ali et al, 2003 ;
Salem, 2005

gastro-intestinal

Diminution de la sécrétion de
I'acide gastrique et l'indice
d’ulcere ; Gastro-protectif contr
les lésions gastriques ; Effet
spasmolytique ; Augmentation

de la mucine gastrique

Extrait alcoolique ;
Extrait aqueux ;
eHuile fixe ; Extrait

méthanolique

Rajkapooret al.,
2002 ; Ali, 2003 ;
El-Abharet al,
2003 ; Gilani, 2004
Ghedira, 2006

Anti-parasitaire

la réduction du nombre de
Schistosoma mansoni dans le
foie et diminue le nombre
d’ceufs déposés dans le foie et

les intestins.

L’huile fixe

Mahmoudet al.,
2002
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Il. Matériel et Méthodes

[1.1. Matériel

[1.1.1. Les graines deNigella sativa

Les graines déligella sativa sont locales, cultivées et récoltées dans leoméde
Maguera (Wilaya de M'SILA) au cours de l'année2f®9. Les graines sont nettoyees des

débris végétaux et conservées a l'abri de la ltamiesqu'a utilisation.
[1.1.2. Les lavages broncho-alvéolaires

Les échantillons des lavages Broncho-alvéolaires pidients emphysémateux sont
obtenus a partir de différents centres hospitalgassitaires d’Algérie, répartis

soigneusement en aliquotes puis conservés a -fisg@’a utilisation.
[1.1.3. Produits chimiques

Les solvants (méthanol, Chloroforme, hexane,cmetet acide aceétique) utilisés
pour la préparation des huiles polaires et amsagont de grade analytique, de la firme
Sigma et Fluka. Les sels utilisés pour la prépamaties tampons ainsi que I'élastase porcine

pancréatique, le substrat Suc-AdaNA et I'a-1 antitrypsine sont en suite de Sigma.
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[1.2. Méthodes

[1.2.1. Extraction de I'huile totale de Nigella sativa

L’extraction de I'huile totale a été réalisée sele protocole de Ramadan et Morsel
(2003) avec des modifications; l'utilisation détmanol pur au lieu de I'hexane ou le

chloroforme/méthanol lors de I'extraction a chaud.
[1.2.1.1. Obtention de I'extrait méthanolique par ©xhlet

Les graines deNigella sativapréalablement nettoyées sont broyées pour donreer un
poudre. La poudre obtenue, est soumise a une tatrgmarsoxhlet(extraction a chaud), en
utilisant le méthanol comme solvant. Pour procé&dBextraction, des cartouches de 40 g de
poudre de la graine déSont été utilisées, 200 ml du méthanol est ajouté (p/v), puis la

poudre est soumise a une extraction a chaud peBdaares

Le méthanol est éliminé par évaporation sousspegéduite a 40°C en utilisant un
rotavapeur (BUCHI). Cette opération a permet aitgbtenir un extrait caractérisé par une
couleur brundoncée, qui est considéré comme étant I'extraiharélique.

11.2.1.2. Extraction de I'huile totale a froid

L’extrait méthanolique a été mélangé dans une atepduwécompter avec I'hexane
(50 ml). Apres agitation, deux phases ont été aleen(i) une phase aqueuse plus dense qui

apparait au-dessous, (ii) une phase organiqmégmant les lipides.

La phase organique supérieure a été recupérée. €atie a été repétée plusieurs fois
avec renouvellement du solvant jusqu’a ce qu’ilieletvtransparent. L’hexane a été par la
suite évaporé a 30°C, I'extrait résultant est @#Té comme étant I'huile totale des graines

deNigella sativacaractérisée par une couleur verdatre.
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40 g de la poudre de graing

de NS

Extraction a chaud 200 ml de Méthanol

Extrait Méthanoliqu

Extraction a froid 3 X 50 ml Hexane

Phase aqueuse

Figure 12: Etapes de I'extraction de I'huile totale a padies graines dHligella sativa

11.2.1.2.1. Fractionnement des huiles fixes

Le fractionnement de l'huile totale des grainesNigella sativaa été réalisé par
chromatographie sur colonne (CC). La colonne églisst de 30 cm de hauteur et de 30 mm
de diamétre. La phase stationnaire est le gellde $60G, 70-230 Mesh, Merck). L’élution
des différentes fractions a été faite dans un ahissant de polarité grace a la phase mobile

constituée de : 100% chloroforme suivie par 50%rcfibrme — 50 % Acétone. Alors que les
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fractions polaires sont éluées par le méthanalgtaiere fraction est éluée par I'ajout de 2ml

de I'acide acétique.

L’huile totale et toutes les autres fractions swaporisées dans une chambre de

température a 40° C puis conservés a - 20°C jadqurs utilisations.
[1.2.1.3. Calcule du rendement

Le rendement de I'extraction de I'huile totale @sprimé en pourcentage par rapport

au poids des graines et calculé selon la formulaaste:
a) Le Rendement pour I'huile totale :
Rendement = (poids de I'huile / poids des graines)00
b) Le Rendement des fractions :
Rendement = (poids de la fraction / poids de I'rautbtale) x 100
11.2.2. Composition en acides gras des huiles tigella sativa

Des analyses de chromatographie en phase gazeupke@ un spectrometre de
masse (GC/MS) ont été réalisées au centre de mehet d’'analyse physico-chimique
(CRAPC) Bab Ezzouar (Alger).

Les résultats ont été exprimés en pourcentage ftlretits composés et d’acides

gras a partir de la surface totale des pics duncarogramme par le logiciel de I'appareil.
11.2.2.1. Préparation de la solution a injecter (eers méthyliques)

La méthode appliquée est celle de Morrissosratth., (1964). Sur les extraits
lipidiques secs, on ajoute 1 ml de BF3 (Trifluorge bore dans le méthanol a 14 %). Le
mélange est transméthylé a 100 °C pour éliminer liigdes non polaires. Les esters
méthyliques sont alors extraits 2 fois par 'hexangrésence d’eau, puis évaporeés a sec. Les
esters méthyliques d’Acides Gras sont analyséschasmatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse. Les compesésxtraits sont analysés en utilisant un
chromatographe en phase gazeuse couplée a unospeitt de masse a impact d’électrons
(HP/MSD Agilent 5890) opérant dans le mode scarz (r®5-2000). Les échantillons sont
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injectés (température d’injection 250°C) dans uarmne capillaire HP-5MS (longueur: 30
m, diametre interne: 0,25 mm, épaisseur du filn250m) élué par de I'hélium a 0,3 ml/min
avec un rapport Split de 1/10. La température aml@nne est programmée a 50°C pendant 2
min, ensuite la température est portée a 240°C amegradient de 4°C/min. La séquence
s’'achéve aprés 40 min a 240°C. L'analyse est eféecsous une énergie d’ionisation de 70
eV (température du filament: 150°C, courant: 60607, Potentiel PM: 600 V).
L’identification est faite par comparaison des $pecde masse avec la banque de données

fournies par le logiciel Chemstation (NIST 2002\étey version 7.0).
[1.2.3. Etude cinétique de I'activité enzymatique @ |'élastase

La cinétigue enzymatique de I'élastase a étéié&udpectrophotométriquement, en
suivant la quantité de p-nitroanilide (pNA) pro@uipar I'hydrolyse de concentrations
croissantes (0,25 - 1,5 mM) du Suc-ANA dissoutes dans un tampon (Tris-HCI, 0.1 M, pH
8, contenant 0.1 M de NaCl), la réaction est iaifg@r I'ajout de 10@l d’élastase (solution
mere de 250 nM) dans un volume réactionnel fieab@0 L et la variation de I'absorbance a
été suivie a 405 nm dans un spectrophotométre Wb 8500 pendant au moins cing
minutes. Les vitesses initiales d’hydrolyse en uhdle/min) ont été calculées a partir du
coefficient d’extinction moléculairee{osnm= 8800 M*.cm®). Une transformation double
inverse de Lineweaver-Burk a été effectuée afinddeerminer les parametres cinétiques

graphiquement (et Vmax).
[1.2.4. Inhibition de l'activité élastase par leshuiles deNigella sativa

L’effet inhibiteur des huiles déligella sativasur l'activité d’élastase a été étudié
spectrophotométriquement en suivant la quantitépdtro-anilide (pNA) produite par
I'hydrolyse de Suc-AlapNA dissoutes dans un tampon (Tris-HCI, 0.1M , &H contenant
0.1 M de NaCl), en présence de concentrationsssantes de chaque fraction des huiles de
NS (préparées dans le tampon de Tris-HCI, 0.1M, 8pldontenant 0.1 M de NaCl, 0.05%
Triton-X100 ,1% DMSO). Les concentrations croisseardes huiles polaires et apolaires et de
I'huile totale ont été incubées avec [d0de I'élastase (solution mere de 200 nM) dans un
volume réactionnelle de 2Q0, pendant 20 min a 25°C. La réaction est initiée l@jout de

0,9 mM de substrat, L’'absorbance a été enregistd@ nm apres une deuxieme incubation
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dans les conditions précédentes (Moatyal, 2011), la-1 antitrypsine est utilisée comme

contrdle positif.

L’activité inhibitrice des huiles dbIS a été exprimée en pourcentage d’inhibition
(I %) calculé ainsi: | % =[1- (B / A)] x 100

A: absorbance en absence de I'inhibiteur (contnélgatif).
B: absorbance en présence de I'inhibiteur.

La concentration inhibitrice de 50 % de l'activighzymatique (I&) de chaque
fraction a été calculée a partir de I'équation datermine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de I'inhibiteur (Y =Xa+ b). Elle a été exprimée e / ml et
comparée avec celle dedlantitrypsine; 1Gy = (50 — b) / a.

[1.2.5. Test d’activité de I'élastase dans les |lages broncho-alvéolaire (LBA)

Apres la collection des échantillons des LBA des Rdtients atteints du MPOC a
partir de différents centres hospitalo-univers@gsidu pays. Le test d’activité protéasique de
I'élastase dans les LBA (n = 24) a été effectuérséd protocole de Duvoix et collaborateurs
(2011). En utilisant la Succ-Aj{@NA comme substrat. Les LBA, dilués dix fois ddas
tampon Tris-HCI 0.1M, pH 7,5, contenant 0.5 &NB&CI, 0.05 % Triton- X100, incubés en
présence de 1 mM du substrat dans un volumedma00ul de 96 puits de la microplaque.
L’absorbance a été enregistrée a 405 nm pendaniemps 1£ 1h et = 1,30h.

Une gamme de concentrations croissantes d’élaptase(10-50 nM) a été incubée

avec le substrat afin d’obtenir la droite d’étalage d’élastase.
[1.2.5. 1. Détermination de l'activité élastase ans les LBA

Le nombre d’unité d’élastase par millilitre de LB¥été calculée par la suit en

utilisant la relation suivante:
Ul/ ml d’enzyme = (d Abs X X FD) /&a05 pnay X Viea X dt
d Abs : différence de I'absorbance entre ett .

Ve : le volume final de la réaction.
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FD : Facteur de dilution des LBA.
€a05(pna) - Coefficient d’extinction molaire de pNA  8%nm.

Vga : volume du LBA dans chaque essai.
dt b -1t
11.2.5.2. Détermination de la concentration d’enzyne dans les LBA

La concentration d’élastase dans les LBA a étéraéniée a partir de I'équation de la

courbe d’étalonnage de I'élastase.
(Y=a X +Db). Elle aété exprimée en nM, calcailési : X = (Y - b)/a.

Les LBA des sujets atteints du MPOC ont été réparh pourcentage selon la

concentration d’élastase en nM et I'activité déalsase en Ul par millilitre du LBA.

[1.2.6. Inhibition de l'activité élastase dans les.BA par I'huile totale de Nigella sativa

L'effet inhibiteur des huiles deNS sur [lactivité délastase a été eétudié
spectrophotométriquement en suivant la quantitépdtro-anilide (pNA) produite par
I'hydrolyse de Suc-AlaPNA dissoute dans le tampon Tris-HCI, 0.1M , p#$ 7, contenant
0.5 M de NacCl, 0.05% de Triton X-100), en préseateeoncentrations croissantes, de chaque
fraction de I' huile deNS (préparées dans le tampon de Tris-HCI, 0.1M , 7p8l , contenant
0.5 M de NacCl, 0.05% Triton-X100, 1% DMSO. les ocemizations croissantes des huiles
polaires et apolaires et de I'huile totale ontidtdibées en présence de |2%les LBA dans
le tampon Tris HCI (15 a 2000y/ml) pendant 2 h a 37°C. Apres l'incubation, 1 nalgl
substrat a été ajouté et I'absorbance est enmégiat405 nm apres une deuxieme incubation
dans les mémes conditions que la premiére incubatio

L’activité inhibitrice des huiles dBS a été exprimée en pourcentage d’inhibition (I %)
(1% =[1- (B / A)] x 100).

41



Matériel et Méthodes

11.3. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SOdtiév standard), et en moyenne +
SEM (erreur standard de la moyenne) (n=3). Lesltedsuont été analysés par le test
d’ANOVA univarié (one-way ANOVA) suivie du test deukey pour la comparaison des
résultats en présence des extraits avec les cestn@iigatifs (en absence des extraits), et la
comparaison des différents extraits entre eux. ifférdnce a été considérée statistiquement

significative lorsque la valeur de p est < 0.05.
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lll. Résultats et Discussion

l11.1. Extraction de I'huile totale de Nigella sativa
L’extraction de l'huile totale a partir des grasnde Nigella sativaa été effectuée

selon la méthode de Ramadan et Mdrsel (2003) avelgques modifications, Cette extraction
a été effectuée en trois grandes étapes, la premstrune extraction a chaud par le méthanol
pur pour obtenir I'extrait méthanolique. La deum& étape est une extraction a froid par
I'utilisation de I'hexane pour obtenir I'huile tdéa La troisieme étape est un fractionnement
par chromatographie sur colonne (CC) a été réalm¥eune série des solvants dont la
polarité est croissante (chloroforme, un mélasg®roforme/ acétone (1 /1 : V/V), méthanol
puis méthanol avec quelques gouttes d’acide aadtigermettant ainsi de séparer les
composes de I'huile totale selon le degré de sliildans les solvants d’extraction et donc
selon leur degré de polarité. Neuf fractions or ébtenues, huile totale, cing fractions
apolaires (trois éluées par le chloroforme et dé&luges par le chloroforme/acétone (50 % :
V/V) et trois fractions polaires (deux éluées gaméthanol et la troisieme fraction éluées par
I'ajout de quelque gouttes d’acide acétique au arédh). La couleur, I'aspect ainsi que le

rendement de chaque fraction par rapport a I'Hotigle sont représentés dans le tableau VII.

Les résultats obtenus montrent carenples différentes fractions obtenues a partir
de 'huile totale des graines 85 qui représente 29,21 + 2,012 % du poids taalgtaines,
la fraction apolaire F1 représente le rendemeplius élevé (49 .17%), suivi par la fraction
apolaire F2 (39.76 %), les fractions polaires F694%), F8 (1.82 %), la fraction apolaire F4
(1.43 %), la fraction polaire F6 (1.32 %), les fracs apolaires F3 (1.14 %) et F5 (0.62 %).
De ce fait, les fractions apolaires combinées ésgmtent le rendement le plus éleve (92.12

%), alors que les fractions polaires représen®88 % du poids total de I'huile totale N&

Le rendement de I'huile totale des grainedN&xans cette étude est inférieur a 39.2
% et 37,9 % rapporté par Ramadan et Morsel (20083 auteurs étaient utilisés la méme
technique d’extraction mais les solvants d’ext@tt chaud étaient le chloroforme/ méthanol
(2/1 : VIV) et 'hexane, respectivement. Sacharg,qlans le présent travail le solvant utilisé
est le méthanol pur qui est plus polaire que lésasts utilisés par Ramadan et Moérsel ce qui

peut étre explique le rendement de cette étude.
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Tableau VIl : Aspect, couleur et rendement des diverses fracpotasres et apolaires

extraites a partir des graines de NS en pourcemagepport au poids total de I'huile totale.

fractions Couleur Aspect Rendement
" F1 Vert foncé Huileux 49.17%
o
5
o
=3 F2 Vert claire Huileux 39.76%
0
c
= F3 Jaune Huileux 1.14%
@
I
F4 Vert Pateux 1.43%
F5 Marron foncé Pateux 0.62%
0 F6 Marron Pateux 1.32%
c
Is)
o
" F7 Marron jaunatre Pateux 4.69%
S
3
'L F8 Brune foncé Pateux 1.82%

En comparant nos résultats a ceux rapportés paaamet Morsel. On souligne que
notre rendement en fractions apolaires (92,12 o)egerement inférieur aux rendements de
97.2 % et 96.1 % rapportés. Cette variation esbabrlement due au solvant utilisé. Par
contre le rendement en fractions polaires (7,83 dans cette étude est supérieur aux
rendements rapportés (3.64 % et 2.5 %). Ceci estadlutilisation du méthanol, lors de
I'extraction a chaud qui est plus polaire que Iiforme/méthanol et I’'hexane utilisés par
Ramadan et Mdorsel (2003).

Toutefois, il est difficile de comparer c&sultats avec ceux de la bibliographie,

car le rendement n’est que relatif et semble éraux propriétés génétiques des graines, a
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I'origine géographique, aux conditions et a la éude stockage de la récolte et également

aux méthodes d’extraction appliquées.

l11.2. Composition en acides gras des huiles deigella sativapar GC/MS

La composition en acides gras des huiles Nigella sativa est obtenue apres
méthylation, analysées par chromatographie enephaseuse couplée a un spectrometre de
masse (GC/MS). Les profils chromatographiques dikea gras de I'huile totale est présenté
a la figure 13 et les Composés identifies dangilehtotale des graines de NS par GC/MS

sont présentés au niveau du tableau VIII.
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Figure 13: Chromatogramme des composés et des acides gradsude tie Nigella

sativadéterminé par chromatographie en phase gazeupkeaun spectrometre de masse.
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Tableau VIII: Composés identifiés dans I'huile taades graines de NS par GC/MS.

Temps de Composants Teneur
rétention (%)
terpenoides hydrocarbones
14,44 0-cymeéne 3,50
15, 15 Gamma-terpinéne 1,04
15,82 p-cyméne 0,19
16,54 m-cymene 0,19
19,32 Alpha.-Longipinéne 0,16
21,67 (+)-Longifolene 1,59
22,95 Squalene 0,53
Non terpenoides hydrocarbones

16,25 Cuméne 0,12
16,92 1-éthyl-3,5-dimethyl-Benzene 0,51
18,59 Préhnitol 0,38
22,62 (E) 5-Octadecene 0,75
23,64 Heptadécane 1,04
23,94 Non identifiee 26,21
30,74 Sandaracopimaradiéne 3,28

Acides Gras

29,89 Acide palmitique 8,81
32,51 Acide stéarique 4,09
32,90 Acide oléique 22,58
33,72 Acide linoléique 25,03

Les résultats obtenus montrent que I'huile totae graines ddligella sativaest tres
riche en acides gras insaturés (47,61 % de I'toti@e). En comparant nos résultats a ceux
rapportés par Ramadan et Mérsel (2003). On soulggree notre teneur en acide oléique
(22,58%) est legerement inférieure a 24.1 et 28,%t en acide linoléique (25,03 %) est
inférieure a 57.3 1 % et 57.0 | % rapportés. Algue la teneur en acide stéarique (4,09 %) est
supérieure 8.16 % et 3.22 %, et en acide palmitique (8,81%)irdérieure & 13.0 | % et

13.1 % rapportés, de ce fait les acides gras satapgésentent 12,9 % de I'huile totale. Cette
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variation est probablement due au solvant utiliseeenble étre lié aux propriétés génétiques
des graines et a I'origine géographique.

Les autres composés identifies font partis de lehwessentielle (Longifolene,

O-cymene, Gamma-terpinene et p-cymene).

[11.3. Etude cinétique de I'activité enzymatique del’élastase

L'étude cinétique de [lactivité enzymatigue de d'siase a été étudiée
spectrophotométriquement, en suivant la quantitp-diro-anilide (pNA) produite lors de
I'hydrolyse de Succ-AlapNA. La lecture des absorbances a été effectud®® nm pendant

au moins 5 min, les vitesses initiales ont etéutaes et exprimées en Ul.

[11.3.1. Détermination graphique des parametres ciétiques

Il existe plusieurs modéles mathématiques peametla détermination de ces
parametres, mais la plus utilisée est celle dASEMVEAVER - BURK. C'est la méthode des
doubles inverses (Figure 14). Le calcul des patan cinétiques K (Constante de
Michaélis et Menten), et Vmag/itesse maximale) a été effectué a partir deuapn

suivante :

Y=a X +b.Ou b représente Imakx et a représente yKVmax.

~ 6 -
2
2 4-
2
—
2 ]
pd
| | | | |
-4 V 2 4 6
1/[S](1/mM)
_2 -

Figure 14: La représentation de la cinétique enzymatapiBélastase (Lineweaver-Burk).

Chaque point représente la moyenne de trois détations. un

Kv de 1,9 mM qul est definie comme etant I'invergel'dtfinite de I'enzymevis-a-visie
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substrat. L’activité spécifique calculée est d#3aumoble/ min/ mg d’enzyme, trés proche a
celle de I'enzyme commerciale qui est de 4,3 éhitg d’enzyme ou l'unité est définie
comme étant la quantité d’enzyme qui hydrolyseuorole de substrat par minute. Le K

obtenu est plus élevé que celui de 1 mM rappatéd A Barre et collaborateurs en 1996.

Il est difficile de comparer ces résultats avecxcda la bibliographie, puisque ces
parametres cinétiques varient selon l'origine di@ne utilisée (pancréatique, leucocytaire,
humain ou porcine), le substrat utilisé et seles dropriétés de I'enzyme (degré de pureté et
nombre d'unité par miligramme d’enzyme). Par extEmplutilisation de [I'élastase
pancréatique humain avec gutaryl-Ala-Pro-Leu-pnitroanilide a permet d’obtenir ug Ke
1,3 mM (Falleret al, 1990) alors que [I'élastase utilisé dans legrefavail est un élastase

pancréatique porcine.

l11.4. Inhibition de l'activité élastase par les huiles deNigella sativa

L’effet inhibiteur des huiles polaires, apolairébuile totale des graines déSetal-
antitrypsine sur l'activité protéasique de I'étese a été évaluée spectrophotomeétriquement
en suivant la quantité de para nitro-anilide (pNgvoduite par I'hydrolyse de Suc-AlpNA
a 405 nm. Les résultats obtenus montrent que tolee$ractions exercent un effet inhibiteur

significatif sur I'activité protéasique de I'élase d’'une maniére dose-dépendante (Figure

15).
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Figure 15 Effet inhibiteur des huiles totales, polaires, lapes deNS et al- antitrypsine

(AAT) sur lactivité de [I'élastase. Chaque pointpmésente la moyenne de trois

déterminations.
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Les valeurs des J£ des fractions polaires et apolaires, de l'huiléal® et de
I'inhibiteur spécifigue de I'élastase (AAT) montteque I'huile totale présente [I'effet
inhibiteur le plus puissant (p < 0.001), avec u@g de 129,29 + 1,40ug /ml, suivi par la
fraction apolaire F5 (I = 347,15 + 6,74), fraction polaire F7 (= 355,32 = 4,54),
fraction apolaire F2 (I = 363,02 + 0,35), la fraction apolaire F14J& 375,85 £ 2,96), la
fraction apolaire F3 (I§g= 512,46 £ 5,1), la fraction apolaire F4 (IG50542,9 + 3,64), la
fraction polaire F6 (16 = 784,28 £ 2,2) et la fraction polaire F8 {§C= 1438 + 4,40ug /
ml. Toutes les fractions présentent degolGupérieures de 1 a 20 fois, a EiG@le al-
antitrypsine (IGo= 70,88 + 0,56ug / ml (Tableau 1X). Les diverses fractions polsiet
apolaires inhibent I'activité de I'enzyme élastaldene maniere significative (p < 0.001) et

dose-dépendante (Figure 16 etl7).

Tableau IX : Les IG des huiles polaires et apolaires des grainell$lesur I'activité de

I'élastase.
Echantillons AAT HT F1
ICs0(pg / ml) 70,88+ 0,56 129,29+ 1,40 375,85 + 2,96
Echantillons F2 F3 F4
ICs50(ng / ml) 363,02+ 0,35 512,46+ 5,19 5429+ 3,64
Echantillons F5 F6 F7
ICs0(pg / ml) 347,15 + 6,7 784,28 +2.2 355,32+ 45
Echantillons F8
ICs0(ng / ml) 1435+ 4,4

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Les résultats obtenus montrent que l'huile toialebe I'élastase presque 2 fois
moins que 'AAT. Les fractions apolaires F1, 25 et la fraction F7 sont 5 fois plus faible.
Par contre les fractions F3 et F4 sont presqéeis®lus faible, alors que les fractions F6 et
F8 sont presque 11 et 21 fois plus faible, repament. Ces résultats expliquent I'effet
synergique des déférentes fractions de I'huileawiss I'inhibition de l'activité protéasique

de I'élastase.
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Figure 16: Les IG des fractions apolaires de I'huile N&sur I'activité de I'élastase.

Chaque valeur représente la moyenne = SD (n =8 ¥ 0.001.

52



Résultats et Discussion

2000+
EE AAT
[0 HT
%%k
1500
é;a;/ A F6
= F7
>
S
500 wek
ok o
0 34004055 'A
S S < @

Huiles polaires
(F6 -F8)

Figure 17: Les IGo des fractions polaires de l'huile 8 sur I'activité de ["élastase.

Chaque valeur représente la moyenne + SD de gprésentations. *** p < 0.001.

L’inhibition de I'activité de I'élastase par lesiles deNigella sativaest traduite par
la présence d'un ou de plusieurs composés agissanties sites actifs de I'enzyme.
Récemment, Moroy et collaborateurs, 2011 ont @glieffet inhibiteur de I'acide oléique
(composé majoritaire de I'huile totale de la nigeBur I'activité de I'élastase qui a urs§Qle
3 - 16 uM (Hornebecket al, 1985 ; Tyagi et Simon., 1990). Ont proposés éxanisme

d’inhibition suivant :

1. Le groupement carboxylique de I'acide oléique fonmepont en sel avec I'AfY du
site actif de I'élastase et cette liaison va erhpétinteraction de I'enzyme avec son
substrat.

2. La double liaison de I'acide oléique interagissecales acides aminés Bffe et
Val?*® du site S

3. L'extrémité de la chaine aliphatique occupe le Sitde I'enzyme.
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L’huile totale deNigella sativaainsi que les différentes fractions polairespeti@res
exercent un effet inhibiteur sur l'activité de Bétase grace a leur richesse en acide gras
insaturé particuliéerement I'acide oléique qui rejerite 20-25 % de I'huile totale. La richesse
de I'huile deNigella sativaen acide gras insaturé (73 — 77 %) (Atta., 2008kavaret al.,
2003; Cheikh-Rouhowet al, 2007) pourrait étre a l'origine de I'effet imiteur le plus

puissant sur I'activité de I'élastase (Moretyal., 2011).

l11.5. Test d’activité de I'élastase dans les lavaes broncho-alvéolaires

L’activité de I'élastase dans les lavages bromalvéolaire (LBA) a été évaluée
spectrophotométriquement a 405 nm. Les résultaenab montrent que tous les échantillons
provenant de sujets atteints des MPOC testésem@nt une activité de I'élastase. L'activité
est quantifiée en forme du nombre d'unité d’enzypae ml de LBA et quantifiée par la

détermination de la concentration de I'élastaseMn

[11.5.1. Détermination de l'activité élastase dandes LBA

Les résultats du calcul du nombre d’'unité d’élastaar millilitre de LBA a permet la
répartition des LBA des sujets atteints du MPOQGieumx catégories, la premiére catégorie a
nombre d’'unité d’élastase est inférieure a 0,0&unml d’enzyme et dont le pourcentage est
de 41,67 % et la deuxieme catégorie qui repré<8)83% possede plus de 0,01 unité / ml
(Figure 18). Cette différence en nombre d’uniténdigne entre les différents sujets peut étre
rendus au stade de la maladie (Iéger, modéré otregé\La moyenne du nombre d’unité
d’enzyme par millilitre du LBA est de 0,014860;0037 unité/ml.
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Figure 18: Répartition des lavages broncho-alvéolaires dggssatteints du MPOC

selon l'activité élastase par ml. Chaque valeyrégente la moyenne de trois déterminations.

[11.5.2. Détermination de la concentration d’enzyne dans les LBA

Pour la détermination de la concentration d’élast@ens les LBA, la production de
pNA par I'hydrolyse de 1mM de Succ-gdaNA en présence de gamme de concentration
d’élastase (10 - 50 nM) a été étudiée spectrophétiiguement a 405 nm (Figure 19). La
concentration de I'élastase dans les LBA des différ sujets a été déterminée a partir de la
courbe d’étalonnage de I'élastase en utilisantuldipn Y = a X + b et exprimée en nano
molaire (nM). Les résultats obtenus permettentélaartition du total des sujets en trois
catégories; 37,5% des sujets possedent des comioemg inférieures a 20 nM, 16,67%
possédent 20-50 nM et 45,83 % possedent plus deMb@Figure 20). La Moyenne des
concentrations d’élastase dans les LBA est d493919,54 nM.
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Figure 19. Courbe d’étalonnage de I'élastase. Chaque peprésente la moyenne de trois

déterminations.
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Figure 20: Répartition des lavages broncho-alvéolaires dgdssatteints du MPOC
selon la concentration en élastase. Chaque valeprésente la moyenne de trois

déterminations.
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Les résultats obtenus soulignent la détection aetivité élastasique et de I'élastase
dans les lavages broncho-alvéolaires des patidtagita des MPOC. Dans la littérature
plusieurs travaux confirment la présence de |'éestet de I'activité élastasique dans les
LBA. En 1986, Damiano et collaborateurs ont démamnt qu’il existe certainement une
augmentation des polynucléaires neutrophiles afsoai une augmentation de I'activité
élastasique des neutrophiles dans le LBA chezZueweurs et 'élastase neutrophile fut
détectée dans le poumon emphysémateux humain.dtaicigon des espaces aériens chez les
fumeurs est corrélée de fagcon négative avec le reh polynucléaires neutrophiles tandis
gu’elle est corrélée positivement avec le nombrenderophages alvéolaires (Finkelstesh
al., 1995) qui est trés élevé chez les fumeurs. Erepues macrophages alvéolaires ont la
capacité de deégrader les fibres élastiques (Seatoral, 1989) sous I'action des
métalloprotéases a activité élastolytique qu’ilsrétent (élastase macrophagique (MMP-12),

cathepsine L et S).

[11.6. Inhibition de l'activité élastase dans les IBA par I'huile totale de

Nigella sativa

L’effet inhibiteur de I'huile totale déligella sativa sur l'activité de I'élastase dans
les LBA a été évaluée spectrophotométriqguement5a@. Les résultats obtenus montrent
gu’elle inhibe l'activité de I'élastase, d’'une mara dose-dépendante. L’effet inhibiteur des
huiles polaires et apolaires n'a pas été étudigquiis ont un effet inhibiteur moindre par

rapport de celui de I'huile totale d’'une part et peffet synergique d’autre part.

L’IC 50 de l'activité enzymatique de I'élastase dans IBa lde cing sujets atteints de
MPOC de [I'huile totale d&IS varient de 100 a 1083/ml ce qui signifié qu’il 'y a pas de
différence dans l'inhibition de I'élastase dans IBBA. La moyenne des kg pour les cing
lavages est de 104,69 * 3,58§ml (Tableau X, Figure 21), deux fois plus qu€dd pour
I'al antitrypsine (51,41 £ 2,12 ug/ml) (Tableau Kigure 22).
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Tableau X: Les I1Gg de I'huile totale déNigella sativasur I'activité de I'élastase dans

les LBA de cinq sujets atteints de MPOC.

Echantillons S1 S2 S3

IC50(pug / ml) 100,15 + 4,24 102,08 10,88 108,35+ 0,27
Echantillons S4 S5

IC50(pug / ml) 104,94 + 2,29 107,93 + 3,18

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

Huile Totale

y =0,4297x + 5,1953
R?=0,9919
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O T T 1
0 50 100 150

Concentration pg/ml

Figure 21:. Effet inhibiteur de I'huile totale déligella sativasur I'activité de
I'élastase dans les Lavages broncho-alvéolairesimg sujets atteints de MPOC. Chaque

point représente la moyenne des trois détermimati@ns les cing LBA.
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Tableau XI: Les IGo de I'al antitrypsine sur I'activité de 'élastase dans I8A de cinqg

sujets atteints de MPOC.

Echantillons S1 S2 S3

IC50(pug / ml) 51,21+ 0,69 52,26 12,68 48,27 + 0,89
Echantillons S4 S5

IC50(pug / ml) 51,14+2,32 54,12 + 1,89

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3).

AAT
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Figure 22 Effet inhibiteur de k1 antitrypsine sur l'activité de I'élastase dans le

Lavages broncho-alvéolaires de cing sujets attalet$iIPOC. Chaque point représente la

moyenne de trois déterminations dans les cinq LBA.
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Figure 23: L'IC50 de I'huile totale deNSsur l'activité de I'élastase dans les LBA.

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n =3).<0.05.

Les résultats obtenus montrent que I'huile totake ld nigelle ainsi que d1
antitrypsine inhibe [I'élastase des lavages broraihiéelaires, qui représente [|'élastase
leucocytaire, d’'une maniere dose dépendante, tlefiet inhibiteur est meilleure par rapport
celui exercé sur I' élastase porcine pancréatiqudait que I'lGo sur I'activité de I'élastase
par I'huile totale est de 104,683/ml et de 129,29g/ml pour I'élastase leucocytaire et
I'élastase pancréatique porcine, respectivememtsiAil'al antitrypsine possede unsie
70,88ug/ml et 51,41ug/ml pour I'élastase pure commercialisée et I'@sstleucocytaire (des

LBA), respectivement.

Cette inhibition est due a la richesse de I'huile ld nigelle par les acides gras
insaturés particulierement, I'acide oléique qui@stsidéré comme un puissant inhibiteur de
I'élastase leucocytaire (Morast al,, 2011).

L’inhibition de I'élastase leucocytaire dans lesA_Bar I'huile totale deNS explique
leur efficacité comme inhibiteur de cette enzymelea LBA sont trés riche en différentes

protéines de lI'inflammation, malgré ca I'huile tiet@xerce leur effet inhibiteur significatif.

D’aprés les résultats obtenus, I'activité inhilogride I'élastase des LBA par ['huile
totale manifeste un effet inhibiteur relativemenpérieur a celui présenté par [I'élastase
pure, de ce fait les huiles des grainesNigella sativasemblent présenter un intérét réel et

potentiel dans I'inhibition de I'élastase produfar les polynucléaires neutrophiles et les
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macrophages chez les patients atteints des MPQfliginde dans la destruction de I'élastine
des fibres élastiques qui sont présentes en guatgité dans le poumon et qui lui conférent
les propriétés d’élasticité caractéristique . Rarséquent, les huiles diégella sativapeuvent

étre utilisées comme traitement contre les MPOC.
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Conclusion générale et perspectives

La physiopathologie de la maladie pulmonaire alasive chronique (MPOC) ou la
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCOYxaractérise principalement par un
déséquilibre de la balance protéase-antiprotéaseogué par I'hyperproduction lors de
I'activation des cellules inflammatoires activégslynucléaires neutrophiles, macrophages)
sous l'action de la fumée de cigarette, d'un gaafn ou par un déficit enl antitrypsine.
L’élastase fait partie de ces protéases produiteguantité importante, et est impliquée dans
la destruction de I'élastine des fibres élastigdes poumons des patients emphysémateux.
Par manque d'une thérapie courante empéchantiutéwo inévitable de la maladie, le
recours a la phytothérapie est d’'un grand inté@planteNigella sativaest parmi les plantes
médicinales largement exploitées dans la civibsaislamique et fortement utilisées de nos

jours en médecine traditionnelle a travers le monde

Dans notre étude, les huiles des grainesNigella sativasemblent présenter un
intérét réel et potentiel par leur activité inhiltié de I'élastase pure (élastase pancréatique

porcine) et I'élastase leucocytaire des lavdgescho-alvéolaires.

L’huile totale des graines ddigella sativa est trés active comme inhibiteurs de
I'activité protéasique de I'élastase pure, airs fractions apolaires (F5, F2 et F1) et la
fraction polaire F7 possedent un effet inhibitenéss timportantvis-a-vis de I'enzyme pure.

L’effet inhibiteur est attribué probablement plésence des acides gras insatures.

Le test de I'activité inhibitrice d’élastase dasdges broncho-alvéolaires par I'huile
totale manifeste un effet inhibiteur relativemenpérieur a celui présenté contre I'enzyme

élastase porcine pure.

Ces résultats restent préliminaires, Il serait regsant de déterminer le type
d’inhibition pour l'huile totale et toutes les ftamns polaires et apolaires. Et de tester les
huiles polaire et apolaires sur l'activité d’enzynheucocytaire des lavages broncho-
alvéolaires. Ainsi, la recherche de I'activit€l antitrypsine dans les sécrétions bronchiques

serait trés importante.
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L’induction de I'emphyséme chez les animaux de datmire et l'introduction des
huiles afin d’évaluer I'activité inhibitrice d’élessein vivo serait d’un grand intérét, I'étude
de la toxicité de ces principes actifs tiggella sativa serait d’'une grande utilité pour

déterminer les doses préventives et thérapeutiques
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Résumé

La physiopathologie de la maladie pulmonaire olasira chronique (MPOC), également connue sous 8 no
de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BP&Ccaractérise principalement par une inflammadies voies
aériennes centrales et périphériques et du parerelpulmonaire, et par un déséquilibre de la balgrotéase-
antiprotéase, qui est la clé de voute de la phasimpogie de cette maladie. La recherche a patirglaines dbligella
sativa L.(NS) d’inhibiteurs de I'élastase produite lors de tieation des polynucléaires neutrophiles et desroptages
ou sous l'effet d’'un taux réduit arl antitrypsine est d’'un grand intérét thérapeutidd@ns ce contexte nous avons
tenté d'évaluer les effets des huiles polaireapeiaires des graines 8§ sur I'activité de I'élastasin vitro. L'huile
totale des graines d¥S a été extraite avec un rendement de 29,21 + 201k fractionnement de cet huile par
chromatographie sur colonne (CC) a été permetéparer cinq fractions apolaires (92,12 %) et trfoégtions
polaires(7,83 %). L'analyse de ces huiles par GP@vélé leurs richesses en acides gras insdtimésition de
l'activité de I'élastase pure (activité spécifigde 3,96umole/min/mg d’enzyme) par I'huile totale et lesféientes
fractions a révélé que I'huile totale posseédddieinhibiteur le plus puissant avec unsd@e 129,29 + 1dg/ml, alors
que les différentes fractions exercent un effeesyigue. La moyenne des concentrations de I'élastass les lavages
broncho-alvéolaires de patients atteints du MRBCde 39,19 + 19,54 nM et I'activité enzymatiqdétectée a une
moyenne de 0,0149 £ 0,0037 Ul/ml. L'inhibition dette activité par I'huile totale ddS est puissante avec unside
104,69 + 3,58ug/ml. De ce fait, I'activité inhibitrice de I'élete des lavages broncho-alvéolaires (élastase
leucocytaire) par I'huile totale manifeste ufeefnhibiteur relativement supérieur a celui exestr I'élastase pure
(élastase pancréatique porcine).D’apres les résultatenus dans ce travail, on peut dire que légshpolaires et
apolaires des graines ddigella sativa possedent une activité inhibitrice considérablel'diastase et est localisée
principalement dans les acides gras insaturésgdbues.

Mots-clés: Elastase, Emphyséme, Inflammation, Lavages brgnekiNigella sativa, MPOC.

Summary

The physiopathology of the chronic obstie pulmonary disease(COPD), also known as chrobstructive
lung disease (COLD), is the co-occurrence of clordsmonchitis and emphysema. It is characterizechipdly an
inflammation of the central and peripheral lungnaiys and pulmonary parenchyma, and by an imbalahdbe
balance protease-antiprotéase, which is the masteof the physiopathology of this disease. Rese&nam Nigella
sativa L seeds NIS) of inhibitors, to the highly raised elastase \tti by activated polynuclear neutrophils and
macrophages or to the reductiondfantitrypsin is of great medical and therapeutirs# in COPD. In this context, we
have attempted to assess and evaluatétro, the effects of polar and non-polar lipids extealcfrom the seeds of the
plantNigella sativa (NS) on the protease activity of the enzyme elastaghe context of COPD and emphysema. The
total oil of seeds olNS was extracted with a yield of 29, 21 + 2,012 %, #Heparation of this oil by column
chromatography (CC) was used to separate five mdar-gractions (92, 12 %) and three polar fractigis833 %).
Analysis by gaz chromatography of polar and norapolls extracted from NS seeds showed revealeéghaamount of
non-saturated fatty acids. Inhibition of elastastvdy pure (specific activity 3.9eumdle / min / mg enzyme) by the
total oil and different fractions revealed that tis¢al oil fraction showed the highest inhibitorifeet with 1G5, of
129.29 + 1.4g/ml, while the different fractions exert a synst@ effect. The mean of protein content in the
bronchoalveolar washes (BAW) from patients with @OB 39.19 * 19.54 nM and elastase activity wagcted with
the mean of 0.0149 + 0.0037 Ul/ml. The inhibitminthis activity by the total oil oNSis strong with a |G, of 104,69
+ 3,58ug/ml. So the inhibitory effect on the elastase\atstiin bronchoalveolar washings (leucocyte elastdyy total
oil was relatively higher than that observed on ploee élastase (porcine pancreatic elastase).Riese tresults, one
could say that polar and non-polar lipids extradtedh NS seeds possess an important inhibitorycefia the enzyme
elastase which is heavily implicated in lung digedkhis effect is likely to be due to the fattydscpresents on these
lipid fractions.
Keywords:Elastase, Emphysema, Inflammation, Bronchoalvegteahes (BAW)Nigella sativa, COPD.
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