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Résumé

Le 1-méthylcyclopropene (1-MCP) est un régulateur de croissance des plantes (RCP)
émergeant utiliser depuis les années 2000 en horticultures dans le but de minimiser les pertes
postes récoltes quantitatifs et qualitatifs des fruits et Iégumes principalement climactériques tel
que mes pommes, les poires, les bananes, et les tomates. 11 agit en bloquant ’effet de
I’éthyléne ; une hormone végétale responsable de la maturation et la sénescence des vegétaux.
Le 1-MCP retarde ainsi les processus physiologiques végétale tel que le changement de
couleur, la fermeté, 1’acidité, la fleuraison, la perte de feuilles et d’autres aspect de maturation
des plantes. Ce qui retarde considérablement leur pourissage, préserves leurs qualités nutritives
et ainsi augmente leur temps de conservation et de stockage de plusieurs semaines a plusieurs
mois d’ou son intérét socioéconomique. Dans le but de répondre a la demande croissante du
marché intercontinentale des fruits et légumes, son utilisation ne cesse d’augmenter. Le
probléme qui se pose aujourd’hui est que le 1-MCP se métabolise en deux produits a savoir le
1-CMP et le 3-CMP déja classés entant que cancerigenes et mutagenes, ces derniers sont des
produits moins volatils que le 1-MCP et se lie encore plus avec les tissus des vegétaux traiter
avec le 1-MCP, d’autres part, dés le 1-MCP se présente sous forme de poudre qui, une fois
dilué dans I’eau se transforme en gaz qui se dépose et enveloppe les tissus des fruits et 1égumes
et donc des résidus de ce dernier ou bien de ces meétabolites peuvent étre ingérer lors de la
consommation des produits traiter, ces derniers peuvent étre encore plus toxique du produit
originale.

De plus, des doses de MRL et d’ADI qui sont autorisé sont trés faibles en les comparant avec
des produits phytosanitaires déja prouvé d’étre dangereux tel que le CIPC. D’autres part ; les
pays les plus utilisateurs de ce produit sont les pays exportateurs des fruits et légumes hors
saison tel que les pays africains et tropicales, les produits prévenant de ces pays possédent des

taux tres élevé de pesticides qui dépasses les niveaux autorisés ; ces derniers ne se munissent



pas de systeme de contrdle des résidus, les techniques correctes de manipulation et les pratiques
de protection sont défaillants ou absents comme 1’été déclarer par I’UE et le FAO. D’autre
part ; plusieurs études ont montré que les RCPs ayant un mode d’action similaire a celui du 1-
MCP tel que I’éthéphon avait des effets toxiques au niveau du foie, des reins, des poumons,
des gonades et du cerveau. Les RCPs agissent principalement par le biais du stress oxydant. En
fin aucun étude sur I’effet potentiellement toxique du 1-MCP sur les tissues mammiféres n’a
été réalis€¢ jusqu’a présent. Ainsi I’objectif de la présenté étude été d’évaluer 1effet
reprotoxique et hépatotoxique et sur le systeme antioxydant du 1-MCP chez le rat wistar. Pour
ce faire On essayer de mimer I’exposition et 1’ingestion a des résidus de 1-MCP lors de la
consommation de fruits et légumes traiter. Pour se faire on a créé un régime alimentaire
expérimentale a base de pomme et de faibles doses de 1-MCP qui a été consommer par les rats
pendant une période de 90 jours. A la fin de I'expérience, nous avons mesuré le poids corporel,
hépatique et testiculaire, les biomarqueurs biochimiques du foie (activités sériques de 'ASAT
et de I'ALAT) ainsi que les taux de bilirubine, les biomarqueurs biochimiques rénaux
(créatinine, urée, acide urique), le profil lipidique (cholestérol et triglycérides) et le profil
glucidique (glucose), le taux de I’hormone sexuelle mal (testostérone sérique), le systéme
antioxydant (taux de GSH, activités de GST, GPx, CAT et SOD) ainsi que le produit final de
peroxydation lipidique (niveaux de MDA) au niveau du foie et des testicules ; On a également
calculer I'OSI et réalisé des coupes colorées a I'nématoxyline et a I'éosine pour observer les
changements histopathologiques du foie et des gonades.

Les résultats ont révélé que le régime alimentaire contaminé par du 1-MCP a induit un stress
oxydatif dans le foie et a épuisé l'activité enzymatique générale du systeme antioxydant,
notamment GST, GPx, CAT et SOD, et I'OSI des rats traités au 1-MCP était significativement
élevé. Le 1-MCP a également augmenté les niveaux de MDA, suggérant une peroxydation

lipidique, mais sans modifications observables au niveau des hépatocytes ou des niveaux



sériques modifiés d'AST et d'ALT. Néanmoins le profil lipidique été perturbé causé par
I’interférence intrinséque du 1-MCP avec les acides gars et la synthése du cholestérol et des
triglycérides. D’autres part ; le 1-MCP a agi comme un perturbateur endocrinien en bloquant
la synthese de la testostérone et comme reprotoxique en modifiant I’organisation architecturale
et la masse des spermatozoides au niveau des tubes séminiferes comme le montre les coupes
histologiques des testicules, probablement causé par les ROS générés par le 1-MCP qui a
déclenché un processus de stress oxydant au niveau des tissues reproducteurs ; ceci est
démontré par la diminution des taux de GSH et de ’activité de GPx et de la CAT ainsi que

I’augmentation des taux de SOD, GST, et MDA.

Mots Clés : 1-méthylcyclopropene, Pommes, Ethylene, Rats, Reprotoxicité, Hépatotoxicité,

Stress oxydant.



Abstract

1-Methylcyclopropene (1-MCP) is an emerging plant growth regulator (PGR) used in
horticulture since the 2000s to minimize quantitative and qualitative post-harvest losses of
climacteric fruits and vegetables such as apples, pears, bananas, and tomatoes. It acts by
blocking the effect of ethylene, a plant hormone responsible for plant maturation and
senescence. 1-MCP delays physiological plant processes, including color change, firmness,
acidity, flowering, leaf loss, and other maturation aspects. This significantly delays spoilage,
preserves nutritional quality, and extends storage life from weeks to months, contributing to its
socio-economic significance. However, a concern arises as 1-MCP metabolizes into two
products, 1-CMP and 3-CMP, classified by the COC as carcinogenic and mutagenic. These are
less volatile than 1-MCP and bind even more with the tissues of treated plants. Moreover, when
1-MCP, a powdered substance, is diluted in water, it turns into a gas enveloping the tissues of
fruits and vegetables. Residues of 1-MCP or its metabolites may be ingested during
consumption, potentially being more toxic than the original product. Additionally, the
Maximum Residue Limits (MRL) and Acceptable Daily Intake (ADI) allowed are very low

compared to pesticides already proven to be hazardous, like CIPC.

Furthermore, the countries most utilizing 1-MCP are those exporting out-of-season fruits
and vegetables, such as African and tropical countries. Products from these countries often
contain high pesticide levels exceeding authorized levels. They lack residue control systems,
correct handling techniques, and protection practices, as reported by the EU and FAO. Several
studies have shown that PGRs, with a mode of action similar to 1-MCP, such as ethephon, have
toxic effects on the liver, kidneys, lungs, gonads, and brain primarily through oxidative stress.
Yet, no study has evaluated the potentially toxic effects of 1-MCP on mammalian tissues to

date. Hence, this study aimed to evaluate the reproductive and hepatic toxic effects and the



antioxidant system of 1-MCP in Wistar rats. To mimic exposure and ingestion of 1-MCP
residues during the consumption of treated fruits and vegetables, an experimental diet based on
apples and low doses of 1-MCP was created and fed to rats for 90 days. At the end of the
experiment, we measured body, liver, and testicular weights, biochemical liver biomarkers
(AST and ALT serum activities), bilirubin levels, renal biochemical markers (creatinine, urea,
uric acid), lipid profile (cholesterol and triglycerides), glucose, the male hormone testosterone,
the antioxidant system (GSH content, GST, GPx, CAT, and SOD activities), and the lipid
peroxidation end-product (MDA levels) in the liver and testicles. We also calculated OSI and

conducted H&E stained sections to observe histopathological changes in the liver and gonads.

The results revealed that the 1-MCP contaminated diet induced oxidative stress in the liver
and depleted the general enzymatic activity of the antioxidant system, particularly GST, GPx,
CAT, and SOD. The OSI of the 1-MCP treated rats was significantly elevated. 1-MCP also
elevated MDA levels, indicating lipid peroxidation, but without observable pathological
changes in hepatocytes or modified AST and ALT serum levels. However, the disrupted lipid
profile was caused by the intrinsic interference of 1-MCP with fatty acids and cholesterol and
triglyceride synthesis. Moreover, 1-MCP acted as an endocrine disruptor by blocking
testosterone synthesis and as a reproductive toxin by modifying the architectural organization
and mass of spermatozoa in the seminiferous tubules, as shown in testicular histological
sections. This was likely caused by ROS generated by 1-MCP, triggering oxidative stress in
the reproductive tissues, demonstrated by decreased GSH levels and GPx and CAT activity,

and increased SOD, GST, and MDA levels.

Keywords: 1-methylcyclopropene, Apples, Ethylene, Rats, Reprotoxicity, Hepatotoxicity,

Oxidative stress.
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Chapitre — | —
INTRODUCTION



Chapitre -1- Introduction

Afin de subvenir a nos besoins quotidiens en nutriments et vitamines et dans le but de maintenir
un état de santé équilibré ; L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande aux
adultes d'inclure une variété de fruits et légumes dans leur alimentation quotidiennes (WHO,
2023). Cette démarche permet la fortification du systeme immunitaire mais agit également
comme bouclier préventif contre divers troubles pathologiques tels que les maladies cardio-
vasculaires et le cancer (Slavin et Llyod, 2012 ; Donkor et al., 2016). Ces propriétés sont dues
aux diverses molécules phytochimiques que contiennent les plantes telles que les polyphénoles,
les flavonoides ou encore les caroténoides, et 1’acide ascorbique (Slavin et Llyod, 2012 ;
Rouphael et al., 2018). Cependant, nous ignorons si ces fruits et légumes disponibles sur le
marché d’aujourd'hui et qui sont sensé nous protéger des maladies offrent une réelle garantie
de sdreté concernant notre sante.

La demande de produits horticoles de qualité a augmenté considérablement au cours des vingt
dernieres annees, stimulée par l'intérét croissant de la societé pour les produits frais et hors
saison (Bisbis et al., 2018 ; Rouphael et al., 2018). La prise de conscience genérale sur les
habitudes alimentaires saines, les bienfaits nutritionnels des fruits et Iégumes ainsi que le
végétarianisme ont également renforcé cette tendance. Selon I'Organisation des Nations Unies
pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAO), entre 2000 et 2020, le commerce intercontinental
des fruits et légumes a doublé en terme de quantités de produits échanges et de valeurs
commerciale (FAO, 2023). Afin de répondre cette demande croissante tout au long de I'année
et de prolonger la durée de conservation des fruits et Iégumes, les procédures de maturation
artificielle sont devenues essentielles (Bhadoria et al., 2018 ; Bishis et al., 2018 ; Abdel-
Rahman et al., 2023). Cela correspond également a une augmentation de l'utilisation de
pesticides. En effet, les pesticides permettent d’améliorer et d’augmenter les rendements

agricoles ; lls protegent les plantes des agressions biologiques en climatiques et diminuent ainsi



les codts (Chen et al. 2011 ; Donkor, 2016). Parmi les différents agents chimiques de
maturation, les régulateurs de croissance des plantes (RCPs) tel que le carbure de calcium, ou
I'éthéphon sont largement utilisé (Bhadoria et al., 2015 ; Abdel-Rahman, 2023) a tel point que
la quantité des RCPs utilisé en agriculture aujourd’hui est entrain de dépasser grandement la
quantité d’insecticides, un des types de pesticides les plus utiliser dans le monde (Ozok et Celik,
2012). En effet ; Plus de 1000 composés sont utilisés dans 1’agriculture moderne (Donkor et
al., 2016). Ceci est d’autant plus vrai lorsqu’il s’agit de répondre a I'offre et a la demande du
marché des pays développés tout au long de I'année, En effet ; les fruits et Iégumes des régions
tropicales destinés a I'exportation sont soumis a une utilisation accrue de pesticides. La
contamination par les résidus de pesticides provoquée par cette manipulation ne se limite pas
seulement aux cultures, mais également au sol, a I'eau et a I'environnement. Ces résidus
finissent par pénétrer dans la chaine alimentaire et étre ingérés par les humains (Chen et al.,
2011 ; Hjorth et al., 2011 ; Donkor et al., 2016). On estime que les niveaux de pesticides dans
divers fruits et légumes pourraient dépasser les limites établies par I'Union Européenne (UE),
I’OMS et ’FAO (Chen et al. 2011 ; Donkor, 2016). En effet ; I'exposition aux pesticides par la
voie alimentaire est cing fois plus élevee que d'autres voies d'exposition, tel que l'air et I'eau
potable (Chen et al. 2011 ; Donkor et al., 2016). Une étude avait montré que dans 283 résidus
de pesticides analyser dans les fruits et légumes, environ le tier des échantillon dépasser la
valeur d’apport journalier acceptable (ADI) (Marques et Silva, 2021). Une autre étude avait
investigué la quantité de résidus de pesticides dans les fruits et légumes d’Amérique du Sud ;
8,4 % des échantillons étaient supérieurs aux niveaux maximal de résidus (MRL) (Hjorth et
al., 2011). Tel été le cas pour dichlorvos dont les concentrations dépassait I'ADI dans 18 types
de légumes dans le Népal (Bhandari et al., 2019). En effet, des résidus de pesticides ont été
trouvés dans de nombreux produits alimentaires, notamment les céréales (Hou et al., 2013), les

fruits de mer (Ernst et al., 2018) et le the (Chen et al., 2016). Mais principalement les fruits et



légumes, ou des niveaux encore plus élevés de pesticides ont été trouvés rendant les fruits et
légumes impropres a la consommation, comme cela a été le cas dans des pays tels que le
Burkina Faso (Lehmann et al., 2017), le Koweit (Jallow et al., 2017), la Tanzanie (Kariathi et
al., 2016) et le Sénégal (Diop et al., 2016). Cela va de méme pour les RCPs (Wang et Hao,
2023). Ces derniéres années l'utilisation des RCPs dans la culture de plantes médicinales
traditionnelles chinoises a sonné le signal d’alerte quant a la sécurité et la qualité nutritionnelle
des produits (Liu et al., 2016). Dans certaines herbes phytothérapiques traiter avec des RCPs,
la teneur en métabolites nécessaire été considérablement détérioré (Sutcharitchan et al., 2020).
Ainsi, en consommant des aliments contaminés par les résidus, I’humain peut étre exposés a
ces pesticides (Bhandari et al., 2019). Par conséquent, les effets sur la santé humaine peuvent
étre aigues (comme les maux de téte et les nausées) ou chronique, causant des troubles
pathologiques plus graves (comme le cancer ou la stérilité,) (Donkor et al., 2016). Ils affectent
ainsi les systemes immunitaires et endocriniens et des mammiféres de maniere interactif et
complexe (Baranski et al., 2021).

Les régulateurs de croissance végétale (RCPs), également connus sous le nom de régulateurs
d'hormones végétales ou PGR (pour Plant Growth Regulators), sont des composés organiques
utiliser en agriculture cote des pesticides. Ils influencent une multitude de processus
physiologiques des plantes (Hajam et al., 2018 ; Tousson et al., 2019) dans le but de controler
et de réguler la production des cultures (Hajam et al., 2018 ; Abdel-Rahman et al., 2023), et
sont applicables a différentes étapes du cycle de vie des plantes. Les RCPs peuvent étre
d’origine naturelle, dans ce cas ; appelées « phytohormones », produites naturellement par les
plantes elles-mémes. Elles exercent leur effet sur la croissance et le développement. Ces
hormones végétales jouent un réle déterminant dans le cycle de vie des plantes allant du
développement des fleurs, des tiges, des feuilles, la chute des feuilles, et la maturation des

graines et des fruits (Hajam et al., 2018). Ces derniers se répartissent en six grandes catégories



. auxines, gibbérellines, cytokinines, générateurs d'éthyléne, acide abscissique et polyamines
(Hassan et al., 2013). Et sont classées en deux classes selon I’effet qu’ils exercent sur les
plantes. Les promoteurs de la croissance des plantes sont des substances qui favorisent la
croissance et stimulent le développement des plantes. Et la deuxiéme classe c’est; les
retardateurs de croissance des plantes sont des composés qui inhibent la croissance et retarde
le développent des plantes (Hajam et al., 2018). A titre d'exemple, des composés tels que I'acide
abscissique (ABA) est responsable du développement des graines, régulation de la dormance
et de la germination (Xiong et Zhu, 2003 ; Isik et Celik, 2015). Alors que les gibbérellines
(GA), I'éthylene et les auxines inhibent la floraison de certains plantes (Hajam et al., 2018). En
outre, les RCPs sont impliqués de fagon positive ou négative dans I'allongement des tiges, la
dormance des graines, développement des bourgeons, maturation des fruits, la floraison, la
germination des graines, ainsi que dans la régulation de I'expression des caractéres sexuels
(Xiong et Zhu, 2003 ; Isik et Celik, 2015). Par ailleurs, les RCPs peuvent étre d’origine
synthétique, Ils agissent autant qu’agents régulateurs des niveaux d'hormones (libérant des
hormones ou inhibant leur synthése), ainsi que des substances modifiant la sensibilité a la
réception des hormones Par exemple ; le GAs est un agent inhibiteur des gibbérellines (GA)
qui inhibe la floraison, améliore la fermeté des fruits, leurs contenants en anthocyanines et
prévient les infections fongiques alors que 1’éthéphon (ETP) inhibe I’effet de 1’éthyléne et donc
blogue le ramollissement et la maturation des fruits (Hajam et al., 2018). Leur effet dépend
de plusieurs facteurs ; différents RCP a différentes doses, appliqué a différents stage de
développement et sur différents type des plantes permet d’avoir des réponses moduler. Par
exemple 1’acide naphtaléne-acétique (NAA) ; une auxine de synthese qui a 50 ppm maximum
agit comme un retardateur de floraison chez les pommes, les poires, et les péches alors qu’il
induise une floraison précoce et accélere la nouaison chez 1’ananas ce qui facilite la récolte de

ce dernier. Le 2,4-dichlorophénoxyacétique (2-4D) par ailleurs induise la floraison des ananas



a seulement 10 ppm (Hajam et al, 2018). Un autre Example est le GA3z qui est un promoteur
qui augmente la taille des fruits, améliore leur fermeté et retarde la maturation chez les cerises
et les pommes (Kappel et MacDonald, 2007). Alors que I’éthéphon, un inhibiteur d’éthyléne
augmente la concentration en anthocyanes et réduit la concentration en chlorophylle chez les
pommes (Whale et al., 2008).

L'éthylene est I'un des régulateurs de croissance des plantes naturel qui affectent les processus
de croissance et de développement, y compris le mlrissement et la sénescence (Sisler et
Blankenship, 1996). C'est un hydrocarbure simple qui peut diffuser dans et hors des tissus
végétaux a partir de sources endogénes et exogenes. L'éthyléne peut avoir un impact profond
sur la qualité des produits récoltés, avec des effets bénéfiques ou déléteres en fonction du
produit, de son stade de mdrissement et de son utilisation souhaitée (Fan et al, 1999 ; Watkins,
2006). L’¢éthylene favorise le développement de la couleur des fruits comme les pommes et les
poires, le déverdissage des agrumes comme les oranges, stimule la déhiscence des noix et la
maturation des fruits climatériques comme les pommes, et favorise la floraison des
broméliacées comme l'ananas (Saltveit, 1999 ; Fan, 1999). Les réactions médiées par 1’éthyléne
responsable de la maturation des végétaux comprennent ; la synthése accrue d'éthylene et
augmentation des taux de respiration, changement de pigmentation par accumulation de
caroténoides, ramollissement du fruit par la dégradation de la paroi cellulaire, perte de
chlorophylle, production de composés volatils de saveur et d'ardbme, et augmentation des sucres
et des acides (Paul et Pandey, 2017).

Au cours des années 1990, le professeur E.C. Sisler avait mis en évidence la capacité de certains
cyclopropénes a neutraliser I’impacts de 1'éthyléne (Sisler et Blankenship, 1996). Dont le plus
efficace été le 1-méthylcyclopropene (1-MCP). Ce dernier est un cyclopropene de formule
chimique C4Hs avec une masse moléculaire de 54,09 daltons. Il est volatil & température et a

pression standard (Sisler et Blankenshio, 1996 ; Sisler, 2006). Le 1-MCP a la particularité de



se lier aux récepteurs d'éthyléne et d’agir comme antagoniste aux actions de ce dernier ce qui
lui a permet d’étre identifié comme un inhibiteur d'éthylene et de ce fait, le 1-MCP a été classé
par I'Agence de Protection de I'Environnement des Etats-Unis (EPA) comme un régulateur de
croissance des plantes (RCP) (EPA, 2008). Son utilisation a initialement été autorisé sur les
fleurs en 1999 puis en 2003 sur les fruits (Tableau 1) dont les premiers étaient les pommes
(Paul at Pandey, 2017).

Ce qui a marqué cette découverte est le développement d’une technologie d’application du 1-
MCP. A I'état liquide, les cyclopropénes sont des composés instables (Sisler et Blankenship,
1996). Par ailleurs ; la formulation du 1-MCP sous forme de poudre stable, dans laquelle il est
complexé avec de la y-cyclodextrine permet au 1-MCP d’étre libéré sous forme de gaz lorsque
cette derniére est dissoute dans I'eau. (Watkins, 2006). Ce n'est qu'aprés cela que des produits
commerciaux contenant du 1-MCP en tant qu'ingrédient actif (a.i.) ont été produites et
commercialise. Le 1-MCP a été breveté en 1996, suivi d'un rapide enregistrement et
commercialisation en raison de son mode d'action non toxique, de son efficacité a faibles
concentrations et de sa facilité d'application (Zhang et al., 2020), les produits commerciaux
d'EthyIBloc visait principalement les cultures ornementales et SmartFresh destiné aux produits
comestibles, notamment les fruits et Iégumes (watkins, 2006 ; Paul et Pandey, 2017). 1l a été
enregistré pour son utilisation commerciale dans de nombreux pays dans I’Union Européen,
notamment la France, la Belgique, I’ Allemagne, la Suisse, le Royaume Unis, mais aussi ; les
Etats-Unis, le Mexique, I’Australie, le Canada, I'Argentine, le Brésil, la Chine, la Corée,

I'Afrique du Sud, et la Turquie (Paul and Pandey, 2013).



Tableau 1. Produits horticoles cibles du 1-mcp (adapté de Paul et Pandey, 2017).

Produits horticoles

Fruits climactériques Pomme, poire, péche, prune, abricot, avocat, kiwi, mangue,

papaye, banane, tomate

Fruits non climactériques Orange, citron, mandarine, fraise, raisins, ananas, pasteque,

melon, poivron

Légumes Carottes, pomme de terre, concombre, brocoli, chou, laitue,

celeri, épinard

Le 1-MCP est appliqué apres la récolte sur les fruits et Iégumes et bloque la perception et la
production de I’éthyléne et ainsi il inhibe les réponses médiées par I'éthylene, principalement
les réactions liées au marissement des fruits et la sénescence des fleurs, des feuilles et de la
plante (Fan, 1999 ; Paul et Pandey, 2013 ; Paul et Pandey, 2017). En conséquent, il préserve la
qualité des aliments traiter, prolonge leur durée de conservation et de stockage et diminue
considérablement les pertes quantitatifs et qualitatifs post récoltes de nombreux fruits, légumes,
fleurs, et plantes (Watkins, 2006), d’ou I’énorme utilité économique des applications du 1-
MCP dans la gestion post-récolte des produits périssables. 1l faut également mentionner que
I'impact du 1-MCP sur les processus physiologiques des plantes varie considérablement selon
les types des plantes traiter, leur stades de murissement au moment du traitement, la durée et
la concentration du traitement (Tableau 2) ainsi que les durées et conditions de stockage (Paul

et Pandey, 2017 ; Zhang et al., 2020).



Tableau 2. Applications du 1-mcp sur certains fruits et ces réponses physiologiques (adapté

de Paul et Pandey, 2017).

Produit Concentration  Temps de traitement  Réponse bloqué / retardé
du 1-MCP

Pomme 0.6-2.0 ppm 7h-20h - La production d’éthyléne
- Larespiration
- Le changement de couleur
- Le brunissement interne

- Pourriture et ramollissement

Banane 0.1 ppm 6h—-24h - Production d'éthyléne
- Respiration et maturation
- Perte de chlorophylle
- Changement de couleur
- Production de composés
- volatils et perte d'amidon

- Ramollissement

Poire 2 -4 ppm 16 h - Production d'éthyléne
- Respiration

- Ramollissement

Tomate 20 ppm 2h-24h - Production d'éthyléne
- Respiration
- Accumulation de lycopene
- Perte de chlorophylle

- Ramollissement

Orange 100 ppb 6h-12h - Déverdissage

- Pourriture

Ananas 0.1 ppm 18 h - Production d'éthyléne

- Brunissement interne

Fraise 2 ppm 2h-18h - Production d'éthyléne
- Ramollissement
- Changement de couleur

- Pourriture




Malgré son grand intérét économique dans le monde de I’agriculture ; plusieurs facteurs remet
en question la nocivité du 1-MCP. En premier lieu, il convient de souligner que certains
cyclopropenes ont été identifiés comme des inhibiteurs de la désaturation des acides gras et la
gluconéogenese chez les animaux, ainsi que pour avoir des effets carcinogenes et
neurochimiques (Pawlowski et al., 1985). En effet ; a I'état liquide, les cyclopropenes sont des
composés instables méme a -78 °C ainsi, le 1-MCP est stable a I'état gazeux et a température
ambiante (Sisler et Blankenship, 1996). Cependant, le propre inventeur du 1-MCP a déclaré
qu'il serait préférable de trouver des composés plus solubles dans I'eau et moins volatils qui
agissait pareillement mais qui serait plus adaptés a étre utiliser sur les denrées alimentaires
comestibles.

D’autres part ; Le statut de la cancérogénicité du 1-MCP n'est pas trés clair dans la littérature.
Le 1-MCP se dégrade en deux métabolites qui sont ; le 1-chloro-2-méthylpropéne (1-CMP),
connu sous le nom de chlorure de vinyle diéthyl, et le 3-chloro-2-méthylpropéne (3-CMP)
(CIPAC, 2009). Le Comité sur la Cancérogénicité des Produits Chimiques dans les Aliments
et les Produits de Consommation et I'Environnement (COC) a déja classé ces deux
contaminants comme génotoxiques et cancérigénes (COC, 2003). De plus, le 1-CMP et le 3-
CMP ont fait I'objet du Programme Nationale de Toxicologie (NTP) ; I'expérience menée sur
le 1-CMP a montré que I’ingestion chronique pendant 2 ans par des rongeurs été responsable
du développement de tumeurs dans la cavité nasale, I'eesophage, I’estomac et causeé une nécrose
au niveau du foie. Le 1-CMP a également été considéré comme immunotoxique en intensifiant
les infections bactériennes et en diminuant I’activité macrophagique, et mutagéne (NTP,
1986a). D'autres études ont également montré que le 1-CMP induit des tumeurs gastriques chez
les rongeurs, qu'il soit ingéré ou inhalé (Cannon et al., 2000 ; Katigri et al., 2000). De maniere
similaire, Le 3-CMP est également considéré comme mutagene et cancérigéne en fonction de

I'étude per os de 2 ans qui a montré le développement de tumeurs gastriques, de tumeurs rénales



et de phénomenes de métastase chez les rongeurs, 1l déclenche est également responsables des
inflammations au niveau hépatique et rénale (NTP, 1986b). D’autre part; 1’Autorité
Européenne de la Sécurité Alimentaire (EFSA) as classé le 1-MCP comme un produit non
toxique, ne laisse pas de résidus (EFSA, 2018). Cependant les deux produits de dégradation du
1-MCP a savoir le 1-CMP et le 3-CMP sont des dérivés chlorés moins volatils que le 1-MCP,
et des résidus dans les aliments apreés traitement au 1-MCP sont possibles (Renwick et al.,
2010). Enréalité ; la littérature récente sur divers agrochimiques, notamment les RCPs a révélé
gue ces composés eux-mémes ou leurs métabolites sont toxiques pour les humains, les animaux
et I'environnement (Paul et Pandey, 2017) et que souvent les métabolites peuvent étre plus
dangereux que le composé d'origine lui-méme (Park et al., 2009 ; Daniels-Lake et al., 2011 ;
Smith et Bucher, 2012). En examinant par exemple un produit agissant de maniére semblable
au 1-MCP, qui est [I’herbicide chlorprophame, également désigné par isopropyl-3-
chlorophénylcarbamate (CIPC), trés souvent appliqué sous forme de traitement par
pulvérisation post-récolte sur les pommes de terre stockées, on constate que les aspects relatifs
aux caractéristiques des métabolites de ce dernier a savoir ; le 3-chloroaniline (3-CA), sa
formation et sa toxicité peut présenter des similitudes avec les métabolites du 1-MCP a savoir ;
(le 1-CMP et le 3-CMP) (Park et al, 2009 ; Smith et Bucher, 2012 ; Paul et Pandey, 2017). De
plus, comme le 1-MCP se lie au récepteur de I'éthyléne de maniére similaire observé a la liaison
du 3-CA. Cette forte liaison qui existe entre contaminant et récepteur végétale rend
I’établissement et 1’évaluation d’une toxicité alimentaire définis du produit tres difficile. En
plus de la liaison spécifique aux récepteurs de I'éthyléne, la sorption non spécifique du 1-MCP
a également été signalée, et elle s'avere étre différentes d’un type de plantes a un autres ; Elle
est plus élevée chez la banane plantain et l'avocat par rapport a la tomate par exemple (Paul et
Pandey, 2017). Et donc les contaminants peuvent étre élevé dans certains aliments et pas

d’autres, chose qui peut étre exagéré par les applications de concentration d’1-MCP et duree



de traitement sans prendre en considération I’aspect de la persistance et la dissipation des
pesticides dans les plantes qui dépendent largement des caractéristiques de chaque type de
plante (Bhandari et al., 2019).

Un autre aspect du 1-MCP qui souléves des inquiétudes est les doses de I’ADI pour le 1-MCP
qui est limiter a 0,02 mg/kg de poids corporel par jour (EFSA, 2018). Comparativement, deux
herbicides couramment utilisés, le glyphosate et le CIPC qui ont des ADI de 0,30 et 0,05 mg/kg
de poids corporel par jour respectivement (Paul et Pandey, 2017). En se basant sur ces
informations ; le 1-MCP serait 15 fois et 2 fois plus toxique que le glyphosate et le CIPC,
respectivement. Ainsi la tres faible valeur de I'ADI pour le 1-MCP est en soi un indicateur de
son statut de toxicité.

D'autre part, de nombreuses études sur différents type de régulateurs de croissance des plantes
ont démontré leurs effets toxiques sur le systeme immunitaire (Isik et Celik., 2015, Abou-Zeid
etal., 2018 ; Abdel-Rahman et al., 2023), le génome (Tousson et al., 2019, Kocaman et Guven,
2016), tératogenes (Troudi et al., 2010, El-Sayyad et al., 2012), le cerveau (lIsik et Celik, 2015),
le systeme reproducteur (Sgrensen et Danielsen, 2006 ; Yesilkaya et al., 2009), et méme sur le
systeme hématopoiétique (Tudor et al., 2017 ; Abou-Zeid et al., 2018 ; Andrew et al., 2018).
En effet ; une étude a révélé que l'acide indole-3-acétique (IAA) a entrainé une augmentation
des activités des enzymes antioxydantes dans les globules blancs des rats (de Melo et al., 2004).
Par ailleurs ; 1l a été prouvé que les I'immunotoxicité du ETP est attribuée a I'induction du
stress oxydatif au niveau des organes lymphoides tels que la rate et le thymus (Abou-Zeid et
al., 2018). De plus, un stress oxydatif élevé a été associé a des contaminations par des RCPs,
par exemple ; le GAz et ETP augmente les niveaux de peroxydation lipidique, suite au
déclenchement d’un stress oxydatif (Andrew et al., 2018). L'éthéphon, méme a faible dose,
peut augmenter la production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et augmenter la

peroxydation lipidique dans les fibroblastes embryonnaires (Hodjat et al., 2017). Et induit des



dommage tissulaire rénaux en perturbant I'noméostasie oxydative (Mokhtari et al., 2020) De
plus ; I’intoxication a I'éthéphon a été liée a une activité métabolique réduite et a une atrophie
hépatocytaire entrainant une dégénérescence du foie (Abou-Zeid et al., 2018 ; Bhadoria et al.,
2018). De plus, les chercheurs ont constaté qu'une exposition combinée a GAszet a ETP chez
les rats entrainait des effets pro-oxydants et inflammatoires dans le foie des rats (Abdel-
Rahman et al., 2023). Cela a provoqué des processus apoptotiques et nécrotiques, entrainant
des effets néfastes sur les cellules hépatiques (Andrew et al., 2018). En revanche, l'acide 2,3,5-
triiodobenzoique (TIBA), le NAA et le 2,4-D ont la capacité d’altérer I'équilibre pro-
oxydants/antioxydants dans les tissus de rats, y compris le foie, les reins, le coeur, les poumons
et la rate (Celik et al., 2006 ; Celik et Tuluce, 2007; Isik et Celik., 2015). Ainsi, le
déclenchement du stress oxydatif via la génération de radicaux libres, et I’induction de la
peroxydation lipidique est I'un des mécanismes moléculaires par lesquels les RCPs peuvent
déclencher une cyto-toxicité et les dommages tissulaires au niveau des organes des
mammiferes, et ainsi le stress oxydant est considéré comme un facteur clé dans I’étude des
effets toxiques associés a I'exposition aux RCPs (Celik et al., 2006; Celik et Tuluce, 2007).

Le systeme antioxydant est composé des enzymes antioxydantes tel que la glutathion-s-
transférase (GST), la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GR), la catalase
(CAT), le superoxyde dismutase (SOD), et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD)
ainsi que des agents de capture des radicaux libres tel que la glutathion réduite (GSH) dont le
role principal est d'éliminer ou d’au moins maintenir un taux faible et constant des ROS a fin
et maintenir 1’équilibre homéostatique et de protéger les fonctions des organismes du stress
oxydatif. Ce dernier est causé par les xénobiotiques qui ont la capacité de perturbé la fonction
des enzymes antioxydants. Et cause ainsi des cassures au niveau de I'ADN et une peroxydation
lipidique lorsque les défenses antioxydantes sont altérées ou dépassées. Le stress oxydatif est

défini donc comme une perte de I'équilibre normal entre la production de I'espece réactive de



I'oxygene (ROS) et le systeme antioxydant. (Celik et al., 2006). L’un des ROS les plus
dangereux est l'anion superoxyde (O72) qui est converti en peroxyde d'hydrogéne (H20,),
responsable de la production d'agent oxydant fort ; I'hypochlorite (Celik et al., 2006 ; Ozok et
Celik, 2012).

Cependant, la contribution spécifique des différentes classes de RCPs, telles que le 1-MCP, au
stress oxydatif reste mal caractérisée. En particulier, étant donné que les RCPs sont fortement
absorbés par voie cutanée, orale ou respiratoire, ils ont le potentiel d'infliger des dommages
aux organes vitaux tels que le foie, les reins, les gonades et le cerveau. Suite a une mauvaise
manipulation et a l'utilisation croissantes de pesticides y compris les RCPs par les agriculteurs,
ainsi qu'a une gestion et une réglementation inadéquate dans les pays en développement, les
cas d'empoisonnement aux pesticides dépassent de loin ceux des pays développés (Chen et al.,
2011 ; Donkor et al., 2016). En effet, le rapport annuel de surveillance de I’'UE montre que les
résidus de pesticides dans ces échantillons provenant des produits d’exportation des pays
tropicales et africains contiennent plus souvent des residus dépassant MRL par rapport aux
résidus de pesticides dans les échantillons des pays de I'UE (Hjorth et al., 2011). En effet,
l'utilisation de pesticides en agriculture fait I'objet d'une surveillance constante en termes
d'autorisation et d'enregistrement, ainsi que sur le respect des MRL et les niveaux de
contaminations. Cependant, ces préoccupations ne sont pas bien prises en compte dans la
plupart des pays en développement (Donkor et al., 2016). Les programmes de contrdle des
résidus de pesticides dans les pays africains et tropicales producteurs et exportateurs sont
souvent limités en raison du manque de ressources et de législation rigoureuse. De plus, les
programmes de formation pour le personnel technique et I'équipement de surveillance des
résidus de pesticides sont souvent défaillant ou complétement absents (Hjorth et al., 2011). Un

autre défi consiste a aborder des questions d'évaluation des risques plus complexes, notamment



I'exposition a plusieurs composés telle que l'exposition cumulative aux pesticides et
I'exposition par diverses voies, appelée exposition agrégée (van Klaveren et Boon, 2009).

Ces résultats ont suscité nos inquiétudes quant au risque potentiel d'empoisonnement toxique
lié a I'exposition au 1-MCP, que ce soit par contact professionnel, manque de conscience,
pratiques non sécurisées, mesures de protection inadéquates ou consommation d'aliments
traités avec le 1-MCP. En fait, aucune étude n'a été menée sur I'effet de la contamination par le
1-MCP sur le fonctionnement des tissus mammiferes et la santé. Les seules données
toxicologiques disponibles ont été établies dans le but d'obtenir une autorisation Iégale de mise
sur le marché. De plus, I'état actuel des connaissances concernant I'effet de I'exposition aux
résidus de 1-MCP par le biais de I'alimentation sur la santé des consommateurs, son mécanisme
de toxicité et son interaction avec les molécules biologiques est encore inconnu. Ainsi, son
effet toxique potentiel, similaire a celui d'autres RCPs, a suscité notre intérét en raison de son
application émergente a une large gamme de cultures, a des concentrations variables, et de la
consommation quotidienne répétée de fruits et Iégumes traités. Dans ce contexte, nous avons
congu I'étude suivante pour investiguer I'effet de I'exposition aux résidus de 1-MCP par la
consommation de fruits et [égumes traités sur la santé humaine. Pour ce faire, nous avons tenté
de reproduire la consommation quotidienne humaine de pommes préservées par le 1-MCP, le
premier fruit sur laquelle le 1-MCP a été utiliser, a cause de sa forte sensitivité a 1’éthyléne et
sa forte réponse au 1-MCP peu importe la sous espéce de la pomme (Zhang et al., 2020) ; En
effet le 1-MCP avait aboli I'adoucissement et la perte d'acidité dans cing cultivars de pommes,
(Fan, 1999). De plus, la plupart des dépassements de résidus de pesticides a savoir ; 34 % ont
été trouvés dans les pommes (Hjorth et al., 2011). Ainsi notre but été d’évaluer l'effet sub-
chronique d'un régime contaminé par le 1-MCP chez les rats Wistar albinos en mesurant les
parametres hématologiques, biochimique a savoir la mesure de 1’ Aspartate Amino Transférase

(ASAT), I’Alate Amino Transférase (ALAT), créatinine, bilirubine, acide urique et urée, ainsi



que métabolique a savoir la mesure du glucose, cholestérol, et triglycérides. On a également
évaluer le fonctionnement du foie, et les testicules en mesurant le systeme antioxydant en
mesurant les biomarqueurs du stress oxydatif (concentration GSH; 1’activité enzymatique de
la GST, GPx, CAT, et SOD), et la concentration du produit final de la peroxydation lipidique
(malon-dialdéhyde MDA); nous avons également observé les changements histologiques des
coupes colorées a I'nématoxyline et a I'éosine (H&E) du foie et des testicules et ont a mesuré
les taux sérique de la testostérone.

Notre choix ¢’est porté sur le foie d’une part sur le foie ; le premier organe de détoxification et
métabolique entrant en contact avec les xénobiotiques, les lésions hépatiques suite a la
consommation de ces agents chimiques tel que les pesticides peuvent étre fatales et provoques
des conditions pathologiques sous-jacentes (Ahmed et al., 2023). D’autre part, plusieurs études
sur les RCPs ont montré des modifications morphologiques et un dysfonctionnent au niveau
du foie (Celik et Tuluce, 2007 : Ozok et Celik, 2012 : Bhadoria et al., 2018). Nous nous
sommes également concentrés sur les testicules car les RCPs peuvent agir en tant qu'agents
reprotoxiques en inhibant la spermatogénése (Jahangirfard et al., 2021). Plusieurs récentes
études portant sur les RCPs avec différentes doses et différents périodes de traitement ont
montré qu’ils avaient des effets délétéres sur la fertilité et le systéme reproducteurs mal méme
a des trés faibles concentrations a cause de la sensibilité élevé des testicules et cellules
reproductrices au repro-toxines et aux perturbateurs endocriniens. (Jahangirfard et al., 2021 ;

Abd Eldaim et al., 2019 ; Khalaf et al., 2019, Hou et al., 2020 ; Soliman et al., 2021).
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MATERIELS & METHODES



Chapitre -11- Matériels et méthodes

1. Matériels utilisés

1.1. Matériel animal

L’expérimentation a été effectuée sur des rats adultes males agés de 3 mois, de souche
Wistar, et de type holoxenique provenant de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). Au laboratoire ;
Les rats été placés individuellement dans des cages en plexiglass nettoyées régulierement et
rangées dans une enceinte autonome Techni-Plast (Figure 1), ou les parameétres suivants été
contr6lés : une température de 22°C (+ 3°C), taux d’humidité compris entre 50% et 70 %, une
photopériode artificielle 12h luminosité / 12h obscurité et un accés ad libitum a 1’eau potable
et a la nourriture standard pendant toute la durée de 1’expérimentation. Une période de 4

semaines été jugé suffisante pour I’adaptation des rats aux conditions expérimentales.
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Figure 1. Conditions d’élevage lors du protocole expérimentale.



1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé ét¢ des pommes du type Golden récoltées a partir d’un pommier
domestique (Figure 2), procurés par un distributeur de produits agriculteurs locaux de la wilaya
de Batna de fagon réguliere toute au long de I’expérimentation. Le choix du fruit été¢ basé sur
plusieurs facteurs ; les pommes sont des fruits climactériques avec une forte sensibilité a
I’éthyléne rependant au maximum au traitement de 1’1 méthylcyclopropéne, C’est le premier
fruit sur lequel I’Agence de Protection Environnementale des U.S.A. (EPA) a autorisée
I’application du 1-MCP et avec la plus forte dose qui est égale a 1 ppm 1’équivalent de 1uL/L

(EPA, 2008).

Figure 2. Pomme Golden de la wilaya de Batna, Algérie.



1.3. Matériel chimique

PlantFresh™ 1-MCP est le nom commerciale du 1-méthylcyclopropéne (Figure 3), qui a
été procuré par Chesen Biochem Co.,Ltd (Chine) (Figure 4) ; une entreprise internationale
specialisé dans la fabrication et la commercialisation des produits agrochimiques.

Tableau 3. Propriétés physicochimiques du 1-méthylcyclopropéne.

Propriété physicochimique

Nom chimique 1-Méthylcyclopropéne
Numéro CAS 3100-04-7

Formule brute C4H6

Fonction Régulateur d’hormone végétale
Poids moléculaire 54,090 g/mol

Ingrédient actif 3,3 1.a. (Test GC-MS)

Etat physique Poudre blanche

Le but dans le choix des doses et de mimer 1’action des résidus du 1-méthylcyclopropene
ingérés lors de la consommation des fruits traiter d’ou I’utilisation de tres faibles concentrations
du produit. La premiére dose est la dose Iétale a 50 % par voie orale divisé par 1000 (DL50/1000)
égale a 5 mg/kg de poids corporel par jour (AFFSA, 2009). La deuxiéme dose est la dose sans
effets indésirables systémiques observés (NOAEL) égale a 6,5 mg/kg de poids corporel et par
jour (EFSA, 2018).

Figure 3. Structure chimique du 1-méthylcyclopropéne en 3D.
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Figure 4. 1-méthylcyclopropene en poudre.

2. Méthodes expérimentales

2.1. Regime alimentaire

Les rats été répartis en trois groupes homogeénes a raison de 5 rats par groupe avec un poids

moyen égale a 226 g £ 26 g au début de I’expérimentation. Tous les groupes recevaient soit ;

» Un régime alimentaire non contaminé qui correspond au lot témoin (1).
» Un régime alimentaire contaminé avec la dose létale a 50% divisée par 1000 (DL50/1000)
qui correspond au lot I1.

» Un régime alimentaire contaminé avec la dose sans effets indésirables observés “Non

Observed Adverse Effect Level” (NOAEL) qui correspond au lot I11.

Tableau 4. Répartition des lots.

Lot Traitement Dose Poids moyen
| Témoin / 235+ 35
I DL50/1000 5 mg/kg 237+ 20
11 NOAEL 6,5 mg/kg 236 + 24

La consommation alimentaire moyenne des rats a été mesurée quotidiennement avant le

début du protocole expérimental. 50 % du taux de consommation alimentaire journalier



moyenne des rats qui correspond a 12 g a été remplace par un régime alimentaire expérimental
témoin ou contaminé. Les 50 % restante été maintenus au régime alimentaire standard pour
subvenir aux besoins nutritionnels quotidiennes des rats et éviter un déficit alimentaire (Chiali
etal., 2013).

Le régime alimentaire expérimental été composé de 25 % de la consommation alimentaire
des rats soit 6 g de purée de pommes mélangé avec 25 % soit 6 g d’aliment standard en poudre.
La préparation obtenue et par la suite rajouté a un 1 ml d’huile de tournesol pour le groupe
témoin et 1 ml des doses du 1-MCP dissoute dans 1’huile de tournesol pour les groupes
contaminés. Le mélange final est formé en petits coupeaux individuelles de 12 g qui ont été
séchés a I’étuve a 70 °C pendant 72 h (Figure 5).

Les rats recevez quotidiennement 2 apports alimentaires pendant une durée de 3 mois. Le
premier apport correspond au régime alimentaire expérimentale (coupeaux individuelles
témoins ou contaminés). Apres le contrdle de la consommation totale du régime expérimental ;
les rats recevez le deuxiéme apport correspond au régime alimentaire standard. Ceci permet
d’assuré la consommation de la totalité du régime contaming et donc des doses ingérées.

La purée de pomme été préparé de facon réguliere ; les pommes été laver avec de 1’eau
claire, couper en morceaux et bouillies dans de I’eau a 100°C pendant 10 min puis mixer avec
un bras mixeur jusqu’a obtenir une consistance lisse et homogene. Pour la préparation de
chaque dose ; une quantité appropriée du produit a été pesé puis dissoute dans 1 ml d’huile de
tournesol qui sera par la suite incorporé au régime alimentaire. Le groupe consommant le
régime alimentaire contaminé avec la dose DL50/1000 (5 mg/kg) correspond au lot D et le groupe
consommant le régime alimentaire contaminé par la dose NOAEL (6,5 mg/kg) correspond au

lot N.



Figure 5. Etapes de préparation du régime alimentaire.

Les rats été pesés de facon hebdomadaire et observés pour des éventuels signes
d’intoxication ou de morbidité. A la fin de I’expérimentation ; les rats été décapités a vif et le
sang été récolté dans des tubes EDTA et secs pour les analyses biochimique, métabolique,
hématologique, et hormonale. Les organes été prélevés, dégraissé, nettoyer a I’cau
physiologiques a 0,9 %, et pesés ; une partie été stocker a froid pour les mesures des paramétres
du stress oxydant et une partie été fixer dans du Formol aldéhyde a 10 % pour la réalisation des

coupes histologiques (Figure 6).



Figure 6. Dissection d'un rat traité a la fin de I'expérimentation.
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Figure 7. Schéma récapitulatif du protocole experimental.




2.2. Analyses sanguines

2.2.1. Mesure des paramétres hématologiques.

Une formule de numérotation sanguine a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyses
médicales Al-Moussa, Annaba, Algérie.

2.2.2. Mesure des parametres biochimiques.

Réalisées au niveau du laboratoire d’ Analyses Médicales LAABED, Annaba, Algerie. les
parametres biochimiques de la fonction hépatique et rénale ainsi que les parameétres du
métabolisme glucidique et lipidique ont été réalisés a 1’aide d’un automate mindray BS-240 ;

un analyseur clinique de chimie multifonctionnel de paillasse (Figure 8).

mindray

Figure 8. Automate mindray BS-240.
2.2.2.1. Parametres biochimiques de la fonction hépatique.
La mesure de I’activité des transaminases a savoir ; I’ Aspartate Amino-Transférase (ASAT)
et I’Alanine Amino-Transférase (ALAT) ont été réalisées selon les normes de BIOLABO et la

mesure de la bilirubine selon les normes de BioSystems.

> Mesure de P’activité ASAT :



Principe de la méthode : La méthode de mesure est optimisée par Henry et al., 1960 et

conforme aux recommandations de I’TFCC selon le schéma réactionnel suivant :

L-Aspartate + 2-Oxoglutarate = Oxaloacétate + L-Glutamate

Oxaloacétate + NADH + H* = L-Maltate + NAD*

Mode opératoire : Les réactifs nécessaire a la réalisation de la méthode de mesure de
I’ASAT sont présentés au niveau du tableau 3.

Tableau 5. Réactifs utilisés dans la mesure de I'ASAT.

Réactif Concentration

EDTA (mmol/L) 5

2-Oxoglutarate (mmol/L) 12

L-Aspartate (mmol/L) 200

MDH (UI/L) 495
LDH (UI/L) 820
NADH (mmol/L) <0,18

Tampon tris (mmol/L) 80

v/ Ramener les réactifs et spécimens a température ambiante.

v Mettre dans un tube a essai 1000 puL du mélange du réactif et 100 pL de la solution standard
ou de I’échantillon.

v’ Mélanger et lire I’absorbance initiale aprés une 1 minute a 340 nm puis toutes les minutes
pendant 3 minutes.

v" Calculer la moyenne des variations d’absorbance par minute.
Calcule :

ACthlté ASAT Echantillon (U/L) = ((A AbS/mln) Echantillon / (A Abs/mln) Calibrant) X ACthlté Calibrant

> Mesure de Pactivité ALAT :




Principe de la méthode : La méthode utilisée est développée par (Henry et al., 1960).

conforme aux recommandations de I’TFCC selon le schéma réactionnel suivant :

L-Alanine + 2-Oxoglutarate = Pyruvate + L-Glutamate

Pyruvate + NADH + H" = L-Lactate + NAD"

Mode opératoire : Les réactifs utilisés dans cette méthode doivent etre manipuler dans un
pH égal a 7,5 + 0,1 et a une température de 30 °C (Tableau 4).

Tableau 6. Réactifs utilisés dans la méthode de mesure de I'activité ALAT.

Reactif Concentration
2-Oxoglutarate (mmol/L) 15

L-Alanine (mmol/L) 500

LDH (UI/L) < 1600

NADH (mmol/L) <0,18
Tampon Tris (mmol/L) 100

v Ramener les réactifs et spécimens a température ambiante.

v"Introduire dans une cuve de lecture de 1 cm de trajet optique 1ml du mélange de réactif et
équilibré la température a 37 °C.

v Rajouté 100 puL de 1’échantillon ou de la solution standard et mélanger aprés 1 minute.

v’ Enregistré I’absorbance initiale a 340 nm puis toutes les minutes pendant 3 minutes.

v’ Calculer la moyenne des variations d’absorbance par minute.
Calcule :

Activité ALAT Echantilion (UI/L) = ((AAbs/min) gchantilion /(AAbs/min) calibrant) X C calibrant
» Mesure de la Bilirubine Totale :

Principe de la méethode : La bilirubine directe présente dans 1’échantillon réagit avec

I’acide sulfonique diazoique pour donner un complexe coloré qui peut étre quantifi¢ par




spectrophotométrie. Le cetrimide solubilise la bilirubine indirecte en permettant ainsi sa
réaction en méme temps que la fraction directe. Les termes ‘’directe’’, “’indirecte’’, et *’totale’’
se rapportent aux caractéristiques de réaction en présence ou absence de solubilisant
(accélérateurs).

Mode opératoire : Les réactifs chimiques utilisés lors de la réalisation de cette méthode

sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 7. Réactifs utilisés dans la méthode de mesure de la bilirubine.

Réactif Concentration
Acide sulfanique (mmol/L) 29

Acide chlorhydrique (mmol/L) 0,2

Cétrimide (mmol/L) 50

Nitrite de sodium (mmol/L) 11,6

v' Pipter dans des tubes a essais :

Blanc réactif Blanc échantillon Echantillon Etalon
Eau distillé (uL) 100 - - -
Echantillon (uL) - 100 100 -
Etalon (uL) - - - 100
Réactif (ml) - 1 - -
Réactif de travail (ml) 1 - 1 1

v’ Bien agiter et laisser reposer les tubes pendant 2 minutes a température ambiante.

v’ Lire I’absorbance (A) de 1’échantillon blanc contre I’eau distillé a 540 nm.

v’ Lire I’absorbance (A) de I’échantillon et de 1’étalon contre de réactif blanc a 540 nm.
Calcule :

Concentration Bilirubine echantilion (M@/dL) = (A Echantilion — A blanc Echantilion / A Etalon) X C Etalon



2.2.2.2. Parametres biochimiques de la fonction rénale.
La détermination de la concentration de 1’urée été réalisée selon les normes de BIOLABO
et la détermination de la concentration de la créatinine et de 1’acide urique selon les normes de

SPINREACT.
> Détermination de la concentration de ’urée :

Principe de la méthode : ¢’est une méthode enzymatique basée sur la réaction directe selon
la méthode de Tiffany et al., 1972 La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH
en NAD" mesurée pendant un temps donnée a 340 nm est proportionnelle a la concentration

en urée dans le spécimen. Le schéma de la réaction est le suivant :

Urée + H20 = 2NH3 + CO»

NHs + Oxoglutarate + NADH + H* = Glutamate + NAD* + H,0O

Mode opératoire : les réactifs utilisés dans cette méthode sont présentes dans le tableau 6.

Tableau 8. Réactifs utilisés dans la méthode de détermination de la concentration de l'urée.

Réactif Composant Concentration
R1 : Tampon Tris Tris pH 7,9 £ 0,1 (30 °C) 80
(mmol/L)
Oxoglutarate (mmol/L) 5
R2 : Enzymes coenzyme NADH (mmol/L) >0,2
Uréase (UI/L) 20000
GLDH (UI/L) > 1200
R3 : Etalon Urée (g/L) 0,40

v’ Faire le 0 du spectrophotométre sur de I’eau déminéralisée a 340 nm.
v Dans une cuve thermostatée a 30 °C ou 37 °C rajouté :
v Pour I’échantillon a dosé : 1 ml de réactif et 10 uL de 1’échantillon.

v Pour I’étalon : 1 ml de réactif et 10 pL d’étalon




v Mélanger et lire I’absorbance a 340 nm.
v 1% Jecture Al a 30 secondes et 2¢™ lecture A2 a 90 secondes.
Calcule :

Concentl’ation Urée Echantillon (g/l_) = (AbS (Al'AZ) Echantillon / AbS (Al'AZ) Etalon) X C Etalon
> Détermination de la concentration de la créatinine :

Principe de la méthode : Le test de la créatinine repose sur la réaction de la créatinine en
contact avec le picrate de sodium. La créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un
complexe rougeatre. L’intervalle de temps choisi pour les lectures permet d’¢éliminer la plupart
des interférences connues de la méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle
a la concentration de créatinine présente dans I’échantillon testél.

Mode opératoire : les réactifs utilisés dans la méthode de détermination de la concentration
de la créatinine sanguine est présenté dans le tableau 7.

Tableau 9. Réactifs utilisés dans la méthode de détermination de la créatinine sanguine.

Réactif Composant Concentration

R1 : Réactif picrique Acide picrique (mmol/L) 17,5
R2 : Réactif alcalinisant ~ Hydroxyde de sodium (mol/L) 0,29

» Détermination de la concentration de I’acide urique :

Principe de la méthode : L’acide urique est oxydé par l’uricase a 1’allantoine et le
peroxyde d’hydrogéne (2 H203) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4- aminophénazone
(4-AF) et du 2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme un compose rosacé. L’intensité de
quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la concentration d’acide urique présente dans

I’échantillon testé.

Acide urique + 2H>0 + O, = Allantoine + CO2 + 2 H,O>

2 H202 + 4-AF + DCPS = Quinonaimine + 4H,0




Mode opératoire : Les réactifs utilisés san la méthode de détermination de la concentration
de I’acide urique sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 10. Réactifs utilisés dans la méthode de détermination de I'acide urique.

Réactif Composant Concentration
R1: Tampon Phosphates Ph 7,4 (mmol/L) 50
2-4 Diclorophénol sulphonate (mmol/L) 4
R2 : Enzymes Uricase (U/L) 60
Peroxidase (U/L) 660
Ascorbate oxydase (U/L) 200
4-Aminophénazone (mmol/L) 1
Acide urique Patron primaire de détéction d’acide urique (mg/dL) 6

v" Pour la préparation du réactif de travail (RT) ; dissoudre le contenu d’une capsule
d’enzymes (R2) dans un peu de tampon (R1).
v' fermer et mélanger doucement jusqu’a dissoudre le contenus.

v’ Pipeter dans une cuvette :

Blanc Modeéle Echantillon
RT (mL) 1 1 1
Modeéle (uL) - 25 -
Echantillon (uL) - - 25

v" Meélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a 15-25°C.

v’ Lire ’absorbation (a) du patron et 1’échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif
(La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes).
Calcule :

C acide urique (mg/dL) = (A Echantillon / A Modéle) X 6 (concentration modéle)



2.2.2.3. Parametre du métabolisme glucidique.

La détermination du taux de glucose dans le sang a été réalisée selon les normes de
BioSystems.

Principe de la Méthode : Le glucose présent dans 1’échantillon donne, selon les réactions

couplées décrites ci-dessous un complexe coloré quantifiable par spectrophotomeétrie.

Glucose + ¥ O, + H20 = Gluconate + H20»

2 H,02 + 4-Aminoantipyrine + Phenol = Quinonemine + 4 H,0O

Mode operatoire : Les réactifs utilisés dans la méthode de détermination du taux de glucose
dans le sang sont présentés au niveau du tableau 9.

Tableau 11. Réactifs utilises dans la méthode de détermination du taux de glucose.

Réactif Composant Concentration
Réactif (A) Phosphate (mmol/L) 100
Phenol (mmol/L) 5
Glucose oxydase (U/mL) >10
Peroxydase (U/mL) 1
4-Aminoantipyrine (mmol/L) 0,4
Etalon (S) Glucose (mg/dL) 100

v" Placer les réactifs a température ambiante

v’ Pipeter dans des tubes a essais :

Blanc Etalon Echantillon

Etalon glucose (S) - 10 uL -
Echantillon - - 10 uL
Réactif (A) 1mL 1mL 1 MI

v’ Bien agiter et incuber les tubes pendant 10 minutes a température ambiante (16 — 25 °C)

ou pendant 5 minutes a 37 °C.




v Lire I’absorbance (A) de 1’étalon et de 1’échantillon face au blanc a 500 nm (la couleur est
stable au moins 2 heures).
Calcule :
C Echantilion (9/L) = (A &chantition / A Etalon) X C Etalon
2.2.2.4. Parametres du métabolisme lipidique.
La détermination du taux de cholestérol total a été réalisés selon les normes de BioSystems

et le taux de triglycérides selon les normes de SPINREACT.
» Détermination du taux de cholestérol total

Principe de la méthode : Le cholestérol libre et esterifi¢é présent dans 1’échantillon

proviennent d’un complexe coloré qui est quantifié par spectrophotométrie.

Cholesteérol esterifie + H,O = Cholestérol + Acide adipeux
Cholesterol + %2 O2 + H.O = Cholesténone + H>0>

2 H202 + 4-Aminoanthypyrine + phénol quinonamine + 4H,0

Mode opératoire : réactifs utilisés dans la méthode de détermination du taux de cholestérol
total dans le sang sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 12. Réactifs utilisés dans la méthode de détermination du taux de cholestérol total.

Réactif Composant Concentration
Réactif (A) Colate de sodium (mmo/L) 0,5
Phénol (mmol/L) 28
Cholestérol estérase (U/mL) >0,2
Cholestérol oxidase (U/MI) >0,1
Peroxidase (U/mL) >0,8
4-aminoanthyprine (mmol/L) 0,5
Etalon (S) Cholestérol (mg/dL) 200

v Réalisé le test dans une température ambiante




v’ Pipeter dans des tubes a essai :

Blanc Standard Echantillon

Standard Cholestérol (S) - 10 uL -
Echantillon - - 10 pL
Réactif (A) 1mL 1mL 1mL

v Bien agiter et incubé les tubes pendant 20 minutes a température ambiante (16 — 25 °C) ou
pendant 5 minutes a 37 °C.

v’ Lire les absorbances (A) du standard et de 1’échantillon par a port au blanc a 500 nm (la
couleur est stable pendant 2 heures).

Calcule : C cholestérol (Mg/dL) = (A echantilion / A standard) X Concentration standard
» Détermination du taux de triglycérides :

Principe de la méthode : Les triglycérides incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL)
libérent du glycérol et des acides gras libres. Le glycérol est phosphorilasé par du
glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I’ATP en présence de glycérol kinase (GK)
pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de I’adénosine-5-di phosphate (ADP). Le G3P
est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en peroxyde d’hydrogéne (H20,)
par le GPO. Au final, le H2O: réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF) et du p-chlorophénol,
réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge. L’intensité de la
couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides présents dans

I’échantillon testé.

Triglycérides + H20O = Glycérol + Acides gras libres
Glycérol + ATP = G3P + ADP
Glycérol + ATP = G3P + ADP
G3P + O2 = DAP + H20,

H20 + 4-AF + p-Chlorophénol = Quinone + H,O




Mode opératoire : Les réactifs utilisés dans la méthode de détermination du taux de
triglycérides sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 13. Réactifs utilisés dans la méthode de détermination du taux de triglycérides.

Réactif Composant Concentration

R1 : Tampon GOOD Ph 7,5 (mmol/L) 50
p-Chlorophénol (mmol/L) 2

R2 : Enzymes Lipoprotéines lipase (U/L) 150000
Glycérol kinase (U/L) 500
Glycérol-3-oxydase (U/L) 2500
Peroxydase (U/L) 440
4-Aminophénazone (mmol/L) 0,1
ATP (mmol/L) 0,1

Triglycérides Patron primaire de détection 200

de triglycérides (mg/dL)

v" Pour préparer le Réactif de travail (RT): Reconstituer le contenu d’une capsule d’enzymes
R 2 dans 10 mL de tampon R 1.
v Refermer et agiter doucement jusqu’a ce que le contenu soit dissout.

v" Pipetter dans une cuvette:

Blanc Modéle Echantillon

RT 1mL 1mL 1mL
Modeéle - 10pL -
Echantillon - - 10pL

v Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C ou 10 min. & température ambiante.
v’ Lire I’absorbation (A) du patron et 1’échantillon, en comparaison avec le blanc du Réactif
(La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes).

Calcule :



C Triglycérides (MQ/dL) = A Echantition / A modele X 200 (concentration modele)

2.2.3. Mesure des parametres hormonaux.

La mesure des taux de testostérone été réalisée selon les normes de MAGLUMI.

Principe de la méthode : C’est un dosage immuno-lumino-métrique compétitif qui utilise
un anticorps monoclonal anti-testostérone pour marquer I'ABEI et un antigéne testostérone
purifié pour marquer le FITC. L'échantillon, I'étalon ou le contrble avec étiquette ABEI, le
réactif de déplacement, le marqueur FITC et les microbilles magnétiques revétues d'anti-FITC
sont soigneusement mélangés et incubés a 37 °C, formant des complexes anticorps-antigéne ;
aprés sédimentation dans un champ magnétique, le surnageant est décanter et laver. Ensuite,
les réactifs sont ajoutés et une réaction de chimioluminescence éclairée est initiée. Le signal
lumineux est mesuré par un photomultiplicateur les 3 secondes qui suivent et est proportionnel
a la concentration de testostérone présente dans les échantillons.

Mode opératoire : les réactifs utilisés dans la méthode de mesure du taux de testostérone
sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 14. Réactifs utilisés dans la méthode de mesure du taux de testostérone.

Réactif intégral pour 100 déterminations Volume

Microbilles nano-magnétiques : 1,2 % Tampon Tris, 0,2 % NaNs, recouverte 2,5 mL
avec des anticorps poly clonal anti-FITC

Calibrateur : sérum bovin, 0,2 % NaNs3 5mL
Réactif de déplacement : Tampon Tris (0,5 % ANS, 0,2 % NaN3) 4,5 mL
Marque FITC : antigene testostérone purifié marqué FITC (BSA, 0,2 % NaNs) 6,5 mL
Marque ABEI : anti-anticorps anti-testostérone monoclonal marqués ABEI 6,5 mL
(BSA, 0,2 % NaNs)

Mettre dans des tubes a vides :
v' 40 pL de I’échantillon
v 20 pL du réactif de déplacement

v’ 40 pL marque ABEI



v" 40 pL marque FITC
v' 20 pL Microbilles nano-magnétiques
v Incubation pendant 15 min.
v" Cycle de lavage a 400 pL
v" Mesure apres 3 secondes.
Calcule : L’analyseur ; un systéme d’immuno-analyse par chimiluminescence (CLIA),
Modele MAGLUMI 800 (Figure 9) calcule automatiquement la concentration de testostérone

dans chaque échantillon, les résultats sont exprimés en ng / mL.

MAGLUMI 800

Figure 9. Systéme d'immuno-analyse par chimiluminescence ; MAGLUMI 800.
2.3. Mesure du stress oxydant

Les parameétres su stress oxydatif a savoir ; la glutathion réduit (GSH), la glutathion-s-
transférase (GST), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT), le mano-dialdéhyde
(MDA), et le superoxyde dismutase (SOD) dans le foie et les testicules ont été mesurés par des
méthodes colorimétriques présentées ci-dessous au niveau du laboratoire de biosurveillance

environnementale a 1’université de Badji Mokhtar-Annaba.



2.3.1. Dosage des protéines.

Principe de la méthode : Selon la méthode de Bradford, le bleu de coomasie est un
colorant qui ; sous sa forme libre a une couleur rougeéatre. en se liant avec les protéines
présentes dans le milieu se transforme en bleu ainsi ’intensité de la couleur est détectable a
une longueur d’onde de 595 nm. (Bradford, 1976).

Préparation des solutions :

v" 1 mg/ml solution mere Bovine Sérum Albumine (BSA) : 1 mg de BSA dilué dans d’cau
distillé (stockage a -20 °c dans des petits volumes).

v Colorant Bleu de Coomassie : 100 mg de Bleu de Coomassie dillé dans 50 ml éthanol a
96 % et 100 ml d’acide ortho-phosphorique a 85 % (w/v)

v' Compléter 1 L avec I’eau distillée.

<

Filtration avec papier Whatman No. 1

v’ Stockage a température ambiante dans une bouteille ambré.
Réalisation de l1a gamme d’étalonnage :

v' & partir de la solution mére de BSA a concentration 1 mg/ml ; prendre des volumes égaux
a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ul et compléter avec 1’eau distillé a 100 pl pour
obtenir des solutions filles (étalons) (Figure 10).

v" Pipeté 100 pl d’eau distillé dans un tube a essai vide pour faire le blanc.

Tableau 15. Etapes de préparation des étalons.

Etalons Volume S mere  Volume du solvant  Concentration finale C rile

1 10 uL 90 puL 100 pg/mL
2 20 pL 80 pL 200 pg/mL
3 30 pL 70 pL 300 pg/mL
4 40 pL 60 pL 400 pg/mL
5 50 pL 50 pL 500 pg/mL
6 60 pL 40 pL 600 pg/mL
7 70 pL 30 pL 700 pg/mL
8 80 L 20 L 800 Hg/mL
9 90 pL 10L 900 pg/mL
100 pL - 1 mg/mL

(BN
o




<

Ajouter 5 ml du réactif Bleu de Coomassie dans chaque tube etalon.

Bien mélanger par inversion ou vortex doux sans mousser.

Mesurer I'Absorbance a 595 nm des standards de protéines par rapport au blanc entre 5 et
60 minutes apres le mélange.

Effectuer la courbe d’étalonnage (les protéines sont exprimées en pg).

1.0~ y = 0.006988 x + 0.06639
2 =0.999
0.8
ab ]
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Figure 10. Gamme d'étalonnage du Sérum Bovine Albumine (BSA).

Dosage des protéines :

v

homogénéisation de 10 % w : v du tissue avec un tampon sodium phosphate (pH 7) par
un broyage mécanique ensuite par homogénéisation ultrason.

centrifugation de I’homogénat a 9000 rpm pendant 15 min a 4°C.

Dan un tube a essai ; ajouté 100 pL du surnageant (echantillon) ou 100 uL eau distillé
(blanc).

Rajouter 5 ml du réactif Bleu de Coomassie

Bien mélanger par inversion ou vortex doux sans mousser.

Mesurer I'Absorbance a 595 nm des échantillons par rapport au blanc entre 5 et 60 minutes
apreés le mélange dans des cuves en plastique.

Déduire les quantités de protéines contenus dans les échantillons a partir de la gamme

d’étalonnage réalisé au paravent.



2.3.2. Mesure de la glutathion réduit (GSH).

Principe de la méthode : selon la méthode d’ellman, 1’acide 5-dithiobis 2-nitrobenzoic

(DTNB) est réduit par les groupements sulfhydriles ; a savoir le glutathion réduit (GSH)

présent dans le milieu pour produire de 1’acide 2-nitro 5-mercaptobenzoic (Figure 11) ; ce

dernier posséde une couleur jaune intense détectable a une longueur d’onde de 412 nm (Ellman,

1950).
S -
NO, R-S-S NO,
R-SH + COOH N 4 COOH
g — N02 NC.
COOH COOH

Figure 11. Réaction de mesure de la GSH. (Sedlak & Lindsay, 1968).

Préparation des solutions : les réactifs et solutions utilisés lors de la méthode de mesure

de la teneur cellulaire en GSH sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 16. Solutions utilisés dans la méthode d'Ellman, 1959.

Solution Quantité de produit Volume du solvant

0.01 M de DTNB (5-dithiobis 2- 99 mg DTNB 25 mL Méthanol

nitrobenzoic acid)

0.2 M EDTA 11,68 g EDTA 100 mL Eau distillé

0.02 M EDTA 58,44 mg EDTA 10 mL eau distillé

1M HCI 3,64 g HCL 100 mL eau distillé

0.4 M de tampon Tris (pH 8.9) 48,45 g Tris 100 mL 02 M EDTA
complété a 1 L d’eau distillé

5% TCA (TriChloroacetic Acid) 59TCA 100 mL eau distillé

Mode opératoire :



v

AN N N NN

Homogéneisation de 200 de I’organe avec 8 mL de 0.02 M EDTA par un homogénéisateur
rotatif ensuite par homogeénéisateur ultrason dans un bain de glagons

Centrifugation de 5 ml de I’homogénat obtenus avec 4 mL d’Eau distillé et 1 mL de 5%
TCA a 3000 rpm pendant 5 min.

Dans un tube a essai, ajouté :

2 mL du surnageant (échantillon) ou bien 2 ml d’cau distillé ou tampon (Blanc)

4 mL du tampon Tris (Ph 8.9)

0.1 mL DTNB et secoué

La couleur est stable pendnat 15 minutes.

Lecture d’absorbance a 412 nm 5 min apreés rajout du DTNB dans une cuve en quartz de
lcm.

Calcule : Concentration GSH (mmol/mg prot) = (Absorbance echantition) X D / (¢ x 1 x C)

D : Facteur de dilution

E : Facteur d’extinction molaire du DTNB (13600 MY/cm™).
| : Longueur de la cuve en cm (1 cm)

C : Quantité de protéines contenus dans I’échantillon en mg

2.3.3. Mesure de la glutathion-s-transférase (GST).

Principe de la méthode : selon la méthode de Habig, I’enzyme GST catalyse une réaction

de conjugaison du groupement sulfhydrile de la GSH avec le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene

(CDNB). L’¢étendue de la conjugaison provoque un changement de I'absorbance a 340 nm qui

est proportionnel a I'activité de la GST dans I'échantillon (Habig et al., 1974).

Préparation des réactifs : les solutions et réactifs utilisé dans la méthode de mesure de

I’activité de la GST sont présentés au niveau du tableau 15.

Tableau 17. Solutions utilisées dans la méthode de Habig,1974.

Solution Quantité de produit Volume du solvant

0.1 M Tampon sodium phosphate (pH 6,5) 4,27 g NaHPO4 1 L d’eau distillé

8,38 g NaH2PO4

1 Mm GSH (Glutathion réduit) 15,36 mg GSH 50 mL eau distillé

1 Mm CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene) 10,12 g CDNB 5 mL Ethanol a 96 %




Mode opératoire :

v" Homogénéisation par broyage mécanique de 0,5 g de tissue avec 5 mL tampon puis passé
a I’homogénéisateur ultrason

Centrifugation 5000 rpm pendant 10 minutes.

Dans des tubes a essai mettre :

1.5 ml tampon sodium phosphate

0.2 ml GSH

0.02 ml CDNB

0.1 ml du surnageant (échantillon) ou 0.1 ml eau distillé (blanc).
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Lecture d’absorbance a 340 nm pendant 5 min & une température de 25 °C.

Calcule :

Activité GST (umol/min/mg prot) = ((A Absorbance Echantilion - A Absorbance gianc) X D) /
(ex1xC)
A Absorbance : moyenne des absorbances pendant 5 min.
D : Facteur de dilution
E : Facteur d’extinction molaire du CDNB (9.6 M*/cm™?).
| : Longueur de la cuve du spectrophotometre (1 cm)

C : Quantité de protéines contenus dans 1’échantillon en mg

2.3.4. Mesure de la glutathion peroxydase (GPx).

Principe de la méthode : selon la méthode de Hafeman, I’enzyme GPx dégrade le peroxyde
d’hydrogéne (H202) en 2 molécules d’eau, en utilisant la GSH présente dans le milieu. La
mesure de I’absorbance a 412 nm détermine la quantité de GSH restante dans le milieu qui est
inversement proportionnelle a 1’activité du GPx dans 1’échantillon (Hafeman et al., 1974).

Préparation des réactifs : les réactifs et solutions utilisés dans la méthode de mesure de la

GPx sont présentés au niveau du tableau 16.



Tableau 18. Solutions utilisées dans la méthode de Hafeman, 1974.

Solution

Quantité de produit

Volume du solvant

04 M Tampon
phosphate (pH 7)

0.15 M KClI

sodium

0.01 M NaNs (sodium azide)

32.76962 g NazHPO4
20.29618 g NaH2PO4
1,11 KCI

6,50 mg NaN3

1 L d’eau distillé

100 ml eau distillé

10 ml eau distillé

1.25 Mm H20: 0.01 ml H202 A 30 % 1 L d’eau distillé
2 Mm GSH 12.29 mg 50 ml eau distillé
0.01 M DTNB 40 mg DTNB 100 ml citrate tri-
sodique 1%
Acide métaphosphorique 30 g NaCl 100 ml eau distillé
0,29 EDTA

1,67 g Acide métaphosphorique

glacial
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Mode opératoire :

Homogénéisation d’une masse définis de I’organe avec 4 volumes équivalents de 0.15 M
KCI

Dans un tube a essai mettre :

1 ml de 2 mM GSH

1 ml de 0.4 M Tampon sodium phosphate pH 7

0.50 ml de 0.01 M NaN3

0.03 ml d’homogénat

Complété avec I’eau distillé jusqu’a 4 ml

Pré incubation dans un bain marie pendant 5 min a 37°C.

Ajouté 1 ml de 1.25 mM Hz02 (pré-rechauffer a 37°C)

Incubation pendant 3 min a 37°C.

1 ml du mélange d’incubation est ajouté a 4 ml d’une solution d’acide métaphosphorique

Centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min.



v" Mélangé 2 ml du surnageant (échantillon) 2 ml d’eau distillé (blanc) avec 2 ml de 0.4 M
Na2HPO4 et 1 ml de DTNB
v' Lecture d’absorbance a 412 nm aprés 2 min du rajout du DTNB.

Calcule :

Activité GPx (mmol/mg prot) = ((Absorbance gianc - Absorbance echantition) x D) / (¢ x 1 x C)
D : Facteur de dilution
E : Facteur d’extinction molaire du DTNB (13600 M*/cm™).
| : Longueur de la cuve de spectrophotometre (1 cm)

C : Quantité de protéines contenus dans 1’échantillon en mg

2.3.5. Mesure du catalase (CAT).

Principe de la méthode : Selon la méthode de Cohen, 1970 amélioré par Abei, 1974.
L’enzyme CAT décompose le H202 en des molécules de H20 et d’O2 d’une part et déclenche
I’oxydation des donneurs d’hydrogéne tel que 1’éthanol d’une autre part. La mesure
d’absorbance a 240 nm permet de déterminé la diminution de la quantité du H2O, dans le temps
et donc de I’activité de la catalase dans 1’échantillon (Cohen et al., 1970 ; Abel, 1974).

Préparation des solutions : les réactifs et solutions nécessaires dans la méthode de mesure
de I’activité de la catalase sont présentés au niveau du tableau 17.

Tableau 19. Solutions utilisées dans la méthode de Cohen, 1970.

Solution Quantité de produit Volume du solvant
1M Tampon phosphate PBS 8 g NaCl 1 L d’eau distillé
(REI7.5) 200 mg KCI

1,44 g Na;HPO4
240 mg KH2PO4

30 Mm H202 0,34 ml de 30 % H.0: Complété a 100 ml d’eau distillé
10 % Titron 10 ml titron pure Complété a 100 ml d’eau distillé
0.17 M Ethanol 0,1 ml éthanol 10 ml eau distillé

Mode opératoire :



v" Homogénéisation de 1g du tissue avec 9 ml de tampon phosphate dans un bain de glagon
par un broyeur mécanique ensuite avec un homogénéisateur ultrason.

v" Centrifugation de I’homogénat a 3000 rpm pendant 10 min.

<

Ajouté 1/95 volume d’homogénat d’éthanol et laisser poser dans un bain de glagon
pendant 30 min

Ajouté 1/8.9 volume d’homogénat du Triton X-100 & 10 %

Dilution de 1 :100 de I’homogénat originale avec la solution tampon

Dans un tube a essai ajouté :

2 ml du surnageant

1 ml de H20> (échantillon) ou 1 ml de tampon (blanc)

Mixer et placer dans une cuve en quartz de 1 cm (volume final 3 ml).
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Lecture de la diminution d’absorbance a 240 nm chaque 10 secondes pendant 1 min.

Calcule :

Activité catalase (umol/min/ mg prot) = ((A Absorbance echantition A Absorbance gianc) X D)
/(ex1xC)

A Absorbance : moyenne des absorbances pendant 1 min
D : Facteur de dilution

E : Facteur d’extinction molaire du H202 (43.6 M/cm™).
| : Longueur de la cuve du spectrophotomeétre (1 cm)

C : Quantité de protéines contenus dans 1’échantillon en mg

2.3.6. Mesure du mano-dialdéhyde (MDA).

Principe de la méthode : selon la méthode de Ohkawa, le mano-dialdéhyde (MDA) est I’un
de produits de la peroxydation lipidique qui réagit avec 1’acide thio-barbiturique (TBA) pour
former une couleur rouge dans le milieu. Cette derniére est détectable a une longueur d’onde
de 532 nm et est proportionnelle a la concentration de ’'MDA dans 1’échantillon (Ohkawa et
al., 1979).

Préparation des réactifs : les réactifs et solutions nécessaires pour la méthode de mesure

de I’MDA sont présentés dans le tableau 18.



Tableau 20. Solutions utilisées dans la méthode Ohkawa, 1979.

Solution Quantité du produit  Volume du solvant
20 % Acide acétique 20 ml acide acétique 100 ml eau distillé
0.8 % TBA (Acide thio-barbiturique) 0.4 g TBA 50 ml eau distillé
1.15 % KCI 1.15 g KCI 100 ml eau distillé
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Mode opératoire :

Homogénéisation de 1 g de tissue dans 9 ml de 1.15 % KClI

Dans des tubes a essai ajouté :

- 1.5 ml de 20 % acide acétique
- 1.5 ml 0.8 % solution aqueuse de 1’Acide Thio-Barbiturique (TBA)
- 0.1 ml de ’homogénat (échantillon) ou 0.1 ml d’eau distill¢ (blanc)

Compléter a 4 ml avec I’eau distillé

Chauffé la solution a 95 °C pendant 60 min sans un bain marie
Refroidir les tubes avec 1’eau de robinet

Ajouté 1 ml d’eau distillé

Ajouté 5 ml de n-butanol (1:1/v: V)

Mélanger ou passé au vortex

Centrifuger a 4000 rpm pendant 10 min

Récupéré la couche supérieur formé

Lecture d’absorbance dans une cuve en quartz de 1 cm a 532 nm.

Calcule :
Concentration MDA (nmol/g de tissue) = Absorbance x D/ (e x 1 x C)

: Facteur de dilution
: Facteur d’extinction molaire du TBA (0.156 x 10 ® MY/cm™).

: Longueur de la cuve du spectrophotometre (1 cm)

: Quantité de tissue utilisé dans I’homogénat en g



2.3.7. Mesure du superoxyde dismutase (SOD).

Principe de la méthode : Selon la méthode de Splitz et Oberley, 1989. La xanthine-
xanthine oxydase a été utilisée pour générer un flux de superoxyde.le pourcentage d’inhibtion
de la réduction de la couleur bleu du nitrobule tetraziluim (NBT) est suivi a 560 nm (Spitz et
Oberley, 1989).

Préparation des réactifs : les réactifs et solutions nécessaires dans la méthode de mesure
de la SOD sont présentés dans le tableau 19.

Tableau 21. Les solutions utilisées dans la méthode de Splitz et Obreley, 19809.

Solution Quantité du produit Volume du solvant

0.05 M Tampon potassium phosphate (pH 7,8) 7,44 g KoHPO4 1 L d’cau distillé
0,98 g KH2PO4

1.8 Mm xanthine

2.24 Mm NBT (Nitrobule tetrazilium)

1.33 Mm DETAPAC

40 U/ml catalase

1072 U/ml xanthine oxtdase

Mode opératoire :

v" Homogénéisation d’une une masse définis du tissue avec 3 volumes de 0.05 M tampon
potassium phosphate a Ph 7.8 avec un broyeur mécanique puis passé a I’homogénéisateur
ultrason pendant 2 & 3 min.

v’ Centrifugation a 9000 rpm pendant 15 min.

v" Pour faire un essai de 20 tubes ; ajouter dans une fiole Erlenmeyer :

- 13 ml de 0.05 M tampon phosphate a Ph 7.8 avec 1.333 Mm DETAPAC
- 0.50 ml catalase

- 050 mINBT

- 1.70 ml Xanthine

- 0.30 ml Tampon phosphate



NN NN

Mixer la solution.

Aliguoté 0.8 ml de cette solution dans chaque tube

Ajouté 100 ul de I’homogénat (1’échantillon) ou 100 pl du tampon phosphate (blanc).
Ajouté 100 pl d’une solution de SOD pure (control).

Ajouté 100 pl de xanthine oxydase (les dilutions sont effectués au moment de I’essai
jusqu’a les blancs donnent A = 0.015 - 0.025 / min a 560 nm (entre 30 sec et 2 min apres
ajout du Xanthine Oxydase)

Ajouté de la xanthine oxydase dans chaque échantillon.

Lecture d’absorbance a 560 nm dans une cuve en quartz de 1 cm.

Calcule :

Le pourcentage d’inhibition de la xanthine oxydase par la SOD est mesuré comme suit :
% d’inhibition = (A control — A échantillon) I A control X 100 %

L’activité SOD a 50 % est calculée comme suit :

Concentration SOD Echantilion (U/mg prot) = (% d’inhibition x D) / C x 50
D : Facteur de dilution

C : Quantité de protéines contenus dans 1’échantillon en mg

2.4. Realisation des coupes histologiques

2.4.1. Préparation des Coupes de tissus incorporés a la paraffine

La préparation des coupes de sections de tissus hépatique et testiculaire incorporés a la

paraffine a été effectué selon la méthode de Fischer (Fisher et al., 2008). et réalisé au niveau

du laboratoire d’anapathologie du Centre Anti-Cancer a I’Hopital Ibn-Rochd — CHU d’ Annaba.

Procédure a suivre :

v’ Préparez un bain-marie propre entre 42 ° C et 48 ° C, Ajouter 50 mg de gélatine par litre

d’eau a fin d’augmenter I'adhérence de la section au verre.

v Placez le bloc de tissu sur de la glace ce qui rend la paraffine plus dure et donc plus facile

a couper en minces rubans.



v" Montez la cassette de tissu contenant I'échantillon de tissu incorporé dans le support de
cassette de tissu dans le microtome.

v’ Faites avancer le couteau du microtome a l'aide d'ajustements grossiers jusqu'a 1 mm du
bloc.

v Définissez I'épaisseur de la section. La limite inférieure pour la plupart des tissus inclus en
paraffine est d'environ 3 um d'épaisseur.

v Découpez pour former une surface lisse puis préparez un ruban de coupes de tissu de
I'épaisseur souhaitée.

v Prenez soigneusement le ruban a la main et faites-le flotter sur le bain-marie.

v" Trempez une lame de microscope propre sous le ménisque du bain-marie. Positionner un
ou plusieurs profils du tissu vers I'extrémité de I'étiquette de la lame.

v Tirez lentement la lame hors de I'eau a un angle de 45 ° pour ramasser la section sur la
lame.

v' Laisser la section sécher a l'air libre dans une température ambiante.

v" Placer la lame sur son bord et faire cuire 15 min a 60 ° C pour faire fondre la cire avant de

réagir avec des réactifs aqueux.

2.4.2. Technique de coloration Hématoxyline — Eosine :

La méthode de Lillie (Lillie et al., 1976). de coloration des coupes histologiques du foie et
des testicules a éte effectué selon les normes de Aladdin Bio-Chem Technology Co.,LTD.
Reéalisé au niveau du laboratoire d’anapathologie du Centre Anti-Cancer a I’Hopital Ibn-Rochd
— CHU d’Annaba.

Préparation des solutions : Les solutions et réactifs nécessaires a la réalisation de la

technique de coloration a I’hématoxyline-€osine sont présentés au niveau du tableau 22.
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Tableau 22. Solutions utilisées dans la coloration Hématoxyline-Eosine.

Solution Composant Quantité
1 % Alcool Acide Acide hydrochlorique 1mi
70 % Ethanol 50 mi
0.2 % Eau ammoniacale Hydroxyde d’ammonium 2 mi
Eau distillé 1L
Carbonate de lithium saturé Carbonate de lithium 154 ¢
Eau distillé 100 ml
Solution mére d’éosine Eosine y 19
Eau distillé 100 ml
Solution mere de Phloxine Phloxine B 19
Eau distillé 100 ml
Solution Eosine-Phloxine Eosine 100 ml
Phloxine 10 ml
95 % Ethanol 780 ml
Acide acétique glacial 4 mi
Solution Hématoxyline (Hémalun) ~ Ammonium (Alun) 100 g
10 % Hematoxyline Alcoolique 50 ml
Eau distillé 1L

Etapes de réalisation :

Déparaffiner les coupes dans 2 changements de xyléne, 10 minutes chacun.

Reéhydrater en 2 changements d'alcool absolu, 5 minutes chacun.

Emerger dans 95% d'alcool puis 70% d'alcool, 2 minutes chacun.

Lavez brievement a I'eau distillée.

Colorez dans la solution d'hématoxyline pendant 10 minutes.

Laver & I'eau courante du robinet pendant 5 minutes.

Effectué la différenciation avec de 1’alcool acide a 1% pendant 30 secondes.

Lavez a I'eau courante du robinet pendant 1 minute.



v

Bleuissement dans de I'eau ammoniacale a 0,2 % ou une solution saturée de carbonate de
lithium pendant 30 secondes a 1 minute.

Laver a I'eau courante du robinet pendant 5 minutes.

Rincer a 95% d'alcool, 10 trempettes.

Contre-coloration dans une solution d'éosine-phloxine pendant 30 secondes a 1 minute.
Déshydrater avec 95% d'alcool, 2 changements, 5 minutes chacun.

Nettoyer en 2 changements de xyléne, 5 minutes chacun.

Montage avec support a base de xyléne.

2.5. Analyse statistique

e Tous les résultats ont été¢ analysés statistiquement par le test d’analyse de la variance
(One-Way ANOVA) suivit par le test de comparaison multiple (test de Dunnett) ou
chaque lot été comparé au lot témoin.

e Les valeurs des résultats statistiques sont représentés sous forme de Moyenne + Ecart
type (M £ SD).

e Le logiciel GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, USA) a été utilisé pour 1’analyse

statistique ou la valeur de P < 0,05 été considérée comme significatif.



Chapitre — Il —
RESULTATS EXPERIMENTAUX



Chapitre -111- Résultats expérimentaux

1. Effet du régime alimentaire expérimental sur I’évolution du poids

corporel et du poids des organes
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Figure 12. Effet du régime alimentaire expérimental sur I'évolution du poids corporel des rats.

Sur le graphe présenter ci-dessous, 1’évolution du poids corporel des rats des lots traités (lot
D et lot N) au cours de I’expérimentation n’a montré aucune différence statistiquement
significative en comparant avec le lot témoin (lot T). De méme que pour le poids absolu et
relatif des organes a savoir le foie, les reins, les testicules et le cerveau, et poumons ; aucun
changement n’a été considéré comme statistiquement significatif en comparant les deux

groupes de rats traiter (lot Il et lot I11) avec le groupe témoin (lot I).



Table 21. Effet du régime alimentaire contaminé au 1-MCP sur le poids absolu et relatif des

organes.
I (M + SD) I1 (M £ SD) 111 (M = SD)
Poids du corps (g) 326 £ 24 327 £ 22 331+£33
Foie Poids absolu (g) 11,73+ 2,16 11,71+1,18 13,26 + 3,57
Poids relatif (%) 3,61 £0.67 3,56 £0.18 3,99+1,01
Reins Poids absolu (g) 2,07 £ 0,45 2+0,12 2,14 £ 0,36
Poids relatif (%) 0,64 + 0,15 0,61 + 0,06 0,64 + 0,09
Testicules Poids absolu (g) 3,55+0,38 3,53+0,50 3,57 +£0,26
Poids relatif (%) 1,08 + 0,08 1,08 £ 0,16 1,08 + 0,08
Cerveau Poids absolu (g) 1,48 + 0,09 1,73+0,25 1,47 + 0,07
Poids relatif (%) 0,45 £ 0,06 0,53+ 0,08 0,45+ 0,05
Poumons Poids absolu (g) 2,22 +0,41 1,87 £ 0,06 1,97 + 0,36
Poids relatif (%) 0,68 £0,15 0,57 £ 0,04 0,59+ 0,09
2. Effet du régime alimentaire expérimental sur les parameétres

hematologiques

Le tableau suivant représente 1’effet du régime alimentaire expérimentale sur la variation des
parameétres hématologiques chez les rats. Le nombre de globules blancs a été augmente chez
les deux lots traité cependant cette augmentation n’a été considérée comme significativement
(* p <0,05) que chez le lot traité (lot D) en le comparant avec le lot témoin (lot T). De méme
pour le volume globulaire moyen dont I’augmentation n’a été¢ considéré comme significative
(* p <0,05) que chez le lot traite avec la faible dose (lot D) en le comparant avec le lot témoin
(lot T). Par ailleurs, on a observé une légére augmentation dans le taux corpusculaire des
plaquettes chez les deux lots traités (lot D et lot N) mais qui n’a pas été considéré comme

statistiquement significatif.



Tableau 22. Effet du régime alimentaire expérimental sur la variation des parametres

hématologiques des rats.

Parametres

Témoin (M = SD)

DL50/1000 (M * SD)

NOAEL (M = SD)

GB (x 10% /uL)
GR (x 108 /L)
HGB (g/dL)
HCT (%)

VGM (fL)
TMH (pg)
CCMH (g/dL)
PLT (x 10° /uL)
P-LCR (%)

3. Effet du

biochimiques

3.1.

5,98 £1,00
8,43+0,40
15,36 + 0,48
43,42 + 1,41
51,58 + 1,27
18,18 + 0,60
35,32 +0,38
795 + 38,34
0,51+0,11

7,60 + 0,69 *

8,39+ 0,18
15,82 + 0,47
44,40 + 1,30

53,42 +0,82*

18,8 + 0,37
35,58 + 0,36
748 + 68,18
0,57+0,15

3.1.1. Mesure de P’activité des transaminases

régime alimentaire expérimental

sur

Variation des parameétres de la fonction hépatique

6,62 +1,13
8,30 £ 0,24
15,60 £ 0,51
43,48 + 1,51
52,64 + 0,56
18,74 + 0,26
35,82 +0,17
751 + 50,31
0,55+ 0,07
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Figure 13. Effet du régime alimentaire expérimental sur les variations des activités sériques

Valeurs exprimées en M + SD.

des transaminases.




La figure ci-dessus représente les variations de I’activité sérique de ’ASAT (A) et de
I’ALAT (B) suite a la consommation du régime alimentaire expérimentale. Les deux
transaminases ne présentent aucune différence statistiquement significative des deux lots traités
(lot 11 et lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

3.1.2. Maesure du taux de bilirubine.
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Figure 14. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux de bilirubine.

La figure ci-dessus ne montre aucune variation significative dans les taux de bilirubine chez

les deux lots traités (lot Il et lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot T).

3.2. Variation des parametres de la fonction rénale

3.2.1. Mesure du taux de créatinine
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Figure 15. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux de créatinine.



La figure ci-dessus ne montre aucune variation significative dans les taux de créatinine des
deux lots traités (lot 11 et lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

3.2.2. Mesure du taux d’urée et d’acide urique
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Figure 16. Effet du régime alimentaire expérimental sur le taux d'urée et d’acide urique.

La figure ci-dessus ne montre aucune variation significative des taux d’urée ni au niveau
des taux de I’acide urique chez les deux lots traités (lot Il et lot 111) en les comparant avec le

lot témoin ().

3.3.  Variation des parametres du métabolisme glucidique
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Figure 17. Effet du régime alimentaire expérimentale sur la glycémie.

La figure ci-dessus ne montre aucune variation significative dans les taux de glucose des

deux lots traités (lot Il et lot I11) en les comparant avec le lot témoin (lot I).



3.4. Variation des parameétres du métabolisme lipidique

3.4.1. Mesure des taux de cholestérol et des triglycérides
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Figure 18. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux de cholestérol et des

triglycérides.
La figure ci-dessus montre une diminution des taux de cholestérol chez les deux lots traités
qui été considéré comme statistiquement significative (* P <0,05) cependant une augmentation
hautement significative (** P <0,01) a été enregistrée dans les taux des triglycérides chez les

deux lots traités (lot 11 et lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

4. Effet du régime alimentaire expérimental sur le profil hormonal
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Figure 19. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux de testostérone.

La figure ci-dessus montre une diminution dans les taux de testostérones chez les rats traités
(lot Il et lot 111). Cette diminution a été considérée comme hautement significative (** p <0,01)
uniquement chez le lot qui avait consommé le régime alimentaire expérimentale contaminé

avec la plus forte dose (lot I11) en le comparant avec le lot témoin (lot I).



5. Effet du régime alimentaire expérimental sur le stress oxydant

5.1. Au niveau hépatique

5.1.1. Mesure de la glutathion reduit (GSH).
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Figure 20. Effet du régime alimentaire expérimental de la glutathion réduits (GSH) au niveau

hépatique.
La figure ci-dessus montre une diminution significative (* P < 0,05) dans les taux de GSH
au niveau hépatique chez les deux lots traités (lot 11 et lot I11) en les comparant avec le lot
témoin (lot I).

5.1.2. Mesure de la mano-dialdéhyde (MDA).
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Figure 21. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux du malo-dialdéhyde (MDA)

au niveau hépatique.



La figure ci-dessus montre une augmentation dans les taux d’MDA au niveau hépatique
chez les deux lots traités. Cette augmentation a été considérée comme significative (* P <0,05)
chez le lot ayant consommer le régime alimentaire expérimentale contaminé avec la plus faible
dose (lot IT) tandis qu’elle a été considéré comme trés hautement significative (¥** P <0,001)

chez le lot traité avec la plus forte dose (lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

5.1.3. Mesure de la glutathion-s-transférase (GST).
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Figure 22. Effet du régime alimentaire expérimental sur 1’activité de la glutathion-s-

transférase (GST) au niveau hépatique.
La figure ci-dessus montre une diminution significative (* P < 0,05) dans ’activité GST du

foie chez les deux lots traités (lot Il et lot 111) en les comparant avec le lot ttémoin (lot I).



5.1.4. Mesure de la glutathion réduit (GPx).
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Figure 23. Effet du régime alimentaire expérimental sur 1’activité de la glutathion peroxydase

(GPx) au niveau hépatique.
La figure ci-dessus montre une diminution de 1’activité GPx au niveau hépatique chez les
deux lots traités mais qui n’a été considérée comme significative (* P < 0,05) que chez le lot

de rats ayant consommé le régime alimentaire expérimentale contaminé avec la plus forte dose

(lot 111).
5.1.5. Mesure de la catalase (CAT).
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Figure 24. Effet du régime alimentaire expérimental sur I'activité catalase (CAT) au niveau

hépatique.
La figure ci-dessus montre une diminution hautement significative (** < P 0,01) dans
I’activité CAT au niveau hépatique chez les deux lots traités (lot II et lot III) en les comparant

avec le lot témoin (lot I).



5.1.6. Mesure du superoxyde dismutase (SOD).
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Figure 25. Effet du régime alimentaire expérimental sur I'activité du superoxyde dismutase

(SOD) au niveau hépatique.
La figure ci-dessus montre une diminution significative (* P <0,05) dans I’activité de SOD

hépatique chez les deux lots traités (lot Il et lot I11) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

5.2.  Au niveau testiculaire
5.2.1. Mesure des paramétres du stress oxydant non enzymatique

5.2.1.1.Mesure du taux de la glutathion réduit (GSH)
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Figure 26. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux de la glutathion réduit

(GSH) au niveau testiculaire.
La figure ci-dessus montre une diminution dans les taux de GSH testiculaire qui a été

considérée comme hautement significative (** P < 0,01) chez le lot traité avec la plus faible



dose (lot I1) et uniquement significative (* P < 0,05) chez le lot traité avec la plus forte dose

(lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

5.2.1.2.Mesure du taux du malo-dialdéhyde (MDA)
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Figure 27. Effet du régime alimentaire expérimental sur les taux du malo-dialdéhyde (MDA)

au niveau testiculaire.
La figure ci-dessus montre une augmentation significative (* P <0,05) dans les taux d’MDA

chez le lot traité avec la plus forte dose (lot I11) en le comparant avec le lot témoin (lot 1).

5.2.2. Mesure des paramétres du stress oxydant enzymatique

5.2.2.1.Mesure de lactivité de la glutathion-s-transférase (GST)
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Valeurs exprimées en M + SD.
Figure 28. Effet du régime alimentaire expérimentale sur ’activité de la glutathion-s-

transférase (GST) au niveau testiculaire.



La figure ci-dessus montre une augmentation dans 1’activité GST testiculaire qui a été
considérée comme hautement significative ( ** P < 0,01) chez le lot traité avec la plus faible
dose (lot 11) et comme uniquement significative (* P <0,05) chez le lot traité avec la plus forte
dose (lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).

5.2.2.2.Mesure de activité de la glutathion peroxydase (GPx)
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Figure 29. Effet du régime alimentaire expérimental sur l'activité de la glutathion peroxydase

(GPx) au niveau testiculaire.
La figure ci-dessus montre une diminution dans 1’activité GPx testiculaire chez les deux lots
traités qui a été considerée comme significative (* P <0,05) chez le lot traité avec la plus faible
dose (lot 11) et comme hautement significative (** P <0,01) chez le lot traité avec la plus forte

dose (lot I11) en les comparant avec le lot témoin (lot I).



5.2.2.3.Mesure de activité de la catalase (CAT)
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Figure 30. Effet du régime alimentaire sur l'activité de la catalase (CAT) au niveau

testiculaire.
La figure ci-dessus montre une diminution tres hautement significative (*** P <0,001) dans
I’activité CAT testiculaire chez les deux lots traités (lot II et lot III) en les comparant avec le
lot témoin (lot 1).

5.2.2.4.Mesure de activité de la superoxyde dismutase (SOD)
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Figure 31. Effet du régime alimentaire expérimentale sur I'activité de la superoxyde

dismutase (SOD) au niveau testiculaire.
La figure ci-dessus montre une augmentation dans I’activité SOD testiculaire qui a été
considéree comme tres hautement significative (*** P < 0,001) chez le lot traité avec la plus
faible dose (lot I1) et comme significative (* P <0,05) chez le lot traité avec la plus forte dose

(lot 111) en les comparant avec le lot témoin (lot I).



6. Effet du régime alimentaire expérimental sur I’histologie

6.1. Au niveau hépatique

Figure 32. Photomicrographies de sections colorées (H&E) de foies de rats.

La figure ci-dessus représente une photomicrographie d'une section colorée (H&E) de foies
de rats; A et B représentent une coupe de foie de rat nourri avec un régime alimentaire
expérimentale non contaminé (lot I) avec un grossissement respectif de 150 et 300. Tous deux
montrent des cellules hépatiques normales (Hc) avec des noyaux bien définis, arrondis et
centraux (N) ; et un cytoplasme coloré en rose. La veine hépatique centrale (CV) et la veine
porte (PV) étaient visibles. C et D représentent une coupe de foie de rat nourri avec un régime
alimentaire expérimental contaminé avec la plus forte concentration de 1-MCP (lot I1l) avec
un grossissement respectif de 150 et 300 montrant des cellules hépatiques normales sans

changements pathologiques notables.



6.2. Au niveau testiculaire
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Figure 33. Photomicrographies de sections colorées (H&E) de testicules de rats.

La figure ci-dessus représente une photomicrographie d'une section colorée (H&E) de
testicules de rats ; A et B représentent une coupe transversale au niveau de testicules de rat
nourri avec un régime alimentaire expérimentale non contaminé (lot 1) avec un grossissement
respectif de 200 et 400. Tous deux montrent une architecture normal des tubes séminiféres (Ts)
bien délimités, les cellules sexuelles dont différents stades de spermatogénese (Spg) sont
visibles et les spermatozoides (Sptz) semblent fonctionnels et occupent la lumiére des tubes.
Les cellules de leydig (CI) et les cellules de sertoli (Cs) sont présentes. C représente une coupe
transversale de testicules de rat nourri avec un régime alimentaire expérimental contaminé avec
la plus forte concentration de 1-MCP (lot Ill) avec un grossissement 400 montrant une

perturbation dans les stades de spermatogénése, décollement de la membrane basale (Mb) du



tube séminifeéres, ainsi qu’une diminution de la masse des spermatozoides dans la lumiére du

tube, qui semble étre mal distribué.



Chapitre —V —
DISCUSSION



Chapitre -V- Discussion

Le 1-méthylcyclopropéne est un régulateur de croissance des plantes utilisé pour prolonger
la durée de conservation et de stockage des fruits et Iiégumes en inhibant I’hormone responsable
du processus naturel de maturation et de sénescence « 1’éthyléne », ce qui retarde ainsi leur
pourrissage, conserve leur qualité nutritive et leur aspect visuel de fruit frai, et ainsi délimite
considérablement les pertes post-récolte quantitatives et qualitatifs des fruits et Iégumes ;
principalement ceux destinés au marché international et a ’exportation. De plus il est facile
d’utilisation et moins couteux que d’autres techniques de conservation, c’est ce qui a augmenté
son usage a travers le monde en aussi peu de temps. Malgré ses multiples avantages en
horticulture moderne, des préoccupations ont été soulevées quant aux effets potentiellement
toxiques de I'exposition au 1-MCP sur la santé humaine. En effet, le consommateur est exposé
au 1-MCP via les résidus déposés sur les tissus externes des véegétaux lors du traitement. Par
ailleurs, des études antérieures ont démontrés la propriété carcinogene des métabolites du 1-
MCP, qui sont des composées moins volatiles et se lie d’avantages aux tissues végétales. De
plus, plusieurs fruits et Iégumes sont traiter avec différentes doses du 1-MCP ce qui rend son
monitoring encore plus complexe principalement chez les pays en développement tel que les
pays africains et tropicales qui sont les plus grands exportateurs de fruits et légumes hors
saison. Ces derniers se munissent d’un systeme de control de residus et de techniques de
manipulation généralement défaillantes. Par ailleurs les RCPs ont déja exhibé au paravent
plusieurs effets neurotoxiques, reprotoxiques, et génotoxiques. Ainsi, nous avons tenté de
mimer I’exposition de 1’étre humain a ce type de pesticide en évaluant I'effet de I'exposition a
un régime alimentaire contaminé par le 1-MCP sur la fonction hépatique, le tissue testiculaire,

le systeme antioxydant dans ces deux organes, les paramétres hématopoiétiques, biochimiques,



et métaboliques des rats albinos consommant de facon indirecte le 1-MCP a de trés faibles
doses pendant une période de 90 jour.

Les globules blancs (GB) jouent un réle majeur dans le mécanisme de défense chez les
animaux. Une augmentation des GB et le niveau élevé des lymphocytes, qui sont un composant
des GB, peuvent constituer une défense contre un agent toxique envahissant I’organisme. Dans
notre étude, les résultats ont révélé une lymphocytose non dépendante de la dose (Tableau 22),
se manifestant par une augmentation du nombre de globules blancs chez les rats traités,
considérée comme statistiquement significative uniquement dans le groupe nourri avec le
régime contaminé par D1 de 1-MCP (lot Il). Nos résultats concordent avec ceux d'Andrew
(2018), qui montrent qu'un agent de maturation semblable au 1-MCP ; "le carbure de calcium™
a augmenté le nombre de globules blancs chez les rats nourris avec des mangues traitées, et la
variation était indépendante de la dose (Andrew et al., 2018). Tudor (2017), d'autre part, a
trouvé une diminution significative du nombre de globules blancs chez les rats traités a
I'éthéphon, un régulateur de croissance des plantes agissant sur les récepteurs de I'éthyléne
(Tudor et al., 2017) de maniere similaire & la liaison du 1-MCP au récepteur d’éthyléne et
Abou-zeid (2018) a proposé que la réduction du nombre de globules blancs chez les souris est
causée par le stress oxydatif induit par les régulateurs de croissance des plantes dans les organes
lymphoides tel que la rate et le thymus (Abou-Zeid et al., 2018). Nos données montrent
également une légére diminution non significative du nombre de globules rouges (GR)
(Tableau 22) chez les rats nourris avec un régime contaminé par le 1-MCP. Ce résultat est en
accord avec des recherches récentes montrant que divers RCPs induisent une anémie chez les
animaux traités, associée a une diminution du nombre de globules rouges ainsi qu'a une
diminution des taux d'hémoglobine et d'hématocrite (Abou-Zeid et al., 2018, Andrew et al.,
2018, Mokhtari et al., 2020). Ce qui n'était pas le cas dans notre recherche. Cependant, le VGM,

un parameétre indiquant la taille des globules rouges, a montré une augmentation significative



indépendante de la dose chez le rat traité avec la plus faible dose (D1) de 1-MCP (lot 11) (tableau
1), indiquant la présence de globules rouges de grande taille. La diminution du nombre de
globules rouges peut étre attribuée a I'effet toxique du 1-MCP, qui pourrait inhiber
I'érythropoiése ou détruire les érythrocytes de maniere similaire a d'autres régulateurs de
croissance des plantes (Abdel-Rahman et al., 2023), et le 1-MCP pourrait interférer avec le
pool de nutriments des rats, provoquant une carence en vitamine B12 ou en acide folique
(Andrew et al., 2018), entrainant éventuellement le développement d'une légere anémie qui est
faiblement détectable a ce niveau-la. D'autre part, le traitement au 1-MCP a légérement réduit
le nombre de plaquettes tout en augmentant le P-LCR dans les deux groupes traités, mais la
différence n'était toujours pas significative (Tableau 22). L'augmentation du P-LCR est
susceptible d'étre un mécanisme compensatoire pour le faible nombre de globules rouges dans
le sang. Cette constatation est cohérente avec les observations de Tudor en 2017 (Tudor et al.,
2017). Dans l'ensemble, le régime contaminé par le 1-MCP a induit une variation de
I'nématopoiese caractérisée par une leucocytose et I'activation du processus inflammatoire en
tant que mécanisme de defense contre l'ingestion de xénobiotiques. Les résultats sont
¢galement en faveur de I’apparition d’une 1égére anémie macrocytaire, caractérisée par une
diminution du nombre de globules rouges et une augmentation du VGM, et était tres
probablement causé par une carence en vitamine B12 et/ou en acide folique et non en fer.

Le foie est le principal organe de détoxification qui et le premier a entré en contact avec les
agents toxiques et constitue ainsi la premiere ligne de défense contre les xénobiotiques.
D’autres par, il agit comme l'organe métabolique principal de 1’organisme en assurant
I’équilibre homéostasique. Aujourd’hui ; les lésions hépatiques sont une des principales causes
de morbidité et de mortalité dans le monde, causé principalement par ’exposition a des agents
chimiques toxiques tel que les intoxications aux pesticides. Les conséquences peuvent étre

legéres et reversibles mais aussi chronique causant des pathologies plus graves ou encore aigue



et fatale entrainant la mort (Ahmed et al., 2023). Dans la présente étude, On a observé une
diminution significative (P < 0,05) dans les taux de cholestérol sérique (Figure 18) chez les
deux groupes de rats consommant le régime alimentaire contaminé au 1-MCP (lot Il et lot I11)
en comparant ave le lot témoin (lot I). Par ailleurs on a enregistré une augmentation hautement
significative (P <0,01) dans les taux de triglycérides (Figure 18) chez les deux groupes de rats
traiter avec le régime alimentaire contaminé au 1-MCP (lot Il et lot I11) en les comparant avec
le lot témoin (lot I). Les concentrations de glucose (Figure 17) n’ont montré aucune différence
significative chez tous les groupes confondus. Nos résultats sont comparables avec ceux
obtenus par Andrew et al., 2018 qui ont montré une diminution dans les taux de cholestérol
dans le sang des rats consommant des mangues traiter avec le calcium carbamide (Andrew et
al., 2018). Une autre étude a enregistrée une élévation dans les taux de cholestérol et de
triglycérides chez les rats traiter avec le GAz (Muthu et al., 2011). Cet effet peut étre expliquer
par le fait qu’un léger dysfonctionnement ou changement dégénérative au niveau du foie causé
par les faibles doses d’1-MCP ingéré peut provoquer de tel résultats (Andrew et al., 2018). Une
autre hypothése suggere que les cyclopropénes ont la capacité d’interagir avec les
phospholipides des membranes microsomales et plasmiques au niveau hépatique. Cette
caractéristique est due a la capacité de leur anneau cyclopropéne a s’incorporer dans les
membranes lipidiques (Powlowski et al., 1985). En conséquence la formation de certains
triglycérides et cholestérol est bloquée ou perturbée. Une étude a d’ailleurs montré que le CCC
inhibe la formation du cholestérol partir de 1’acétate mais pas de mévalonate (Hou et al., 2020).
Ce qui explique les différences dans les résultats obtenus, outre, les triglycérides et le
cholestérol sont fabriqué partir de différents types d’acides gras et donc les résultats obtenus
ne sont pas précis. En somme le processus exact par lequel les RCPs provoque de tel effets sur
les taux de cholestérol et de triglycérides est trés controversé et est toujours en exploration. Les

résultats sont en faveur d’une perturbation générale du profil lipidique probablement lié au



déséquilibre métabolique déclenché au niveau du fois par le biais du stress oxydant. C’est ce
qui expliqué par les résultats suivant concernant les parametres biochimiques de la fonction
hépatique ainsi que son systéme antioxydant.

La bilirubine est un pigment biliaire formé a partir de la décomposition de I'neme dans les
globules rouges. Un test de bilirubine est utile pour déterminer la cause de la jaunisse. Il aide
a diagnostiquer des conditions de santé telles que I'anémie et les maladies du foie. Un taux
élevé de bilirubine peut indiquer une maladie. Une augmentation de la bilirubine pourrait
probablement résulter de la pression exercée sur les petits canaux biliaires lors d’une
intoxication par un produit toxiques. Tel est le cas pour I’étude de Andrew 2018. Les taux
normaux de bilirubine observé dans cette étude (Figure 14) ne suggeérent aucun trouble
hépatobiliaire dans lequel il peut y avoir un blocage partiel ou complet de I'écoulement de la
bile a travers les voies biliaires, entrainant une accumulation de bilirubine dans le sang (Andrew
et al., 2018). La toxicité provoquée par le 1-MCP n’a pas été aussi prononcé pour provoquer
une destruction ou un dysfonctionnement du foie et donc aucun effet secondaire du produit
toxique, sur les canaux biliaires et la bile. Ce qui est d’ailleurs prouvé par la suite par 1’étude
histopathologique. D’autre part ; ASAT et ALAT sont deux enzymes hépatiques essentielles
libérées dans le sang suite a la destruction des hépatocytes (Rezg et al. 2008). Certains RCPs
ont été prouvés pour interagir avec le tissu hépatique, entrainant des dommages structuraux des
hépatocytes et une augmentation des niveaux sériques d'/ASAT et d'ALAT, tels que I'ETP
(Abou-Zeid et al., 2018, Abdel-Rahman et al., 2023, Tousson et al., 2019), le GA3 (Troudi et
al., 2010) et le 2,4-D (Celik et al., 2006). Cependant, la présente étude n'a identifié aucune
distinction statistiquement significative dans les activités des transaminases sériques (Figure
13) chez les rats nourris avec un régime contaminé par le 1-MCP (lot 11 et lot 111) par rapport
aux rats nourris avec le régime témoin (lot I). Ces résultats concordent avec l'une des études

d'Andrew (2018) montrant qu'un régime expérimental contenant un type d’RCPs n'a pas affecté



les niveaux sériques d'ASAT et d'ALAT (Andrew et al., 2018). Nos résultats indiquent que le
traitement au 1-MCP n'a pas causé de dommages structurels observables des hépatocytes. Cela
est corroboré par les coupes histologique du foie colorées a I'nématoxyline et a I'éosine (Figure
32), qui ont révélés des cellules hépatiques normales sans changements pathologiques
discernables ; de plus, aucune modification du poids du foie ou du corps n'a été enregistrée
(Tableau 21 et Figure 12). Ces observations suggerent que le régime contaminé n'a eu aucun
impact significatif sur I'apparence ou la fonction des cellules hépatiques au point d'augmenter
les activités sériques d'ASAT et d'ALAT. Cependant, nos résultats ont révélé une augmentation
significative (P < 0,05) des niveaux de MDA chez les rats traités avec le régime contaminé
contenant D1 de 1-MCP (lot I1), et cette augmentation était beaucoup plus prononcée dans le
régime contaminé contenant D2 de 1-MCP (lot I11), indiquant une augmentation tres hautement
significative (P < 0,001) (Figure 21). Le MDA est un sous-produit de lI'oxydation des acides
gras polyinsaturés qui sert d'indicateur des dommages cellulaires et de la peroxydation
lipidique (Celik et Tuluce, 2007). 1l est prouvé que l'exposition aux xénobiotiques tend a
induire la peroxydation lipidique en produisant excessivement du superoxyde, qui est ensuite
transformé en OH reactif, initiant ainsi des réactions en chaine de peroxydation lipidique par
des radicaux libres (Celik et al., 2006). Nos résultats sont en accord avec des études récentes
suggérant qu'un régulateur de croissance des plantes bien connu, un agoniste de I'éthylene
"éthéphon", a augmenté les niveaux de MDA dans divers tissus de rat, y compris la rate et le
thymus (Abou-Zeid et al., 2018), les reins (Mokhtari et al., 2020), et le foie (Abdel-Rahman et
al., 2023). Conformément a ces résultats, des niveaux élevés de MDA peuvent indiquer que le
foie a subi une peroxydation lipidique, qui peut se produire au niveau cellulaire et moléculaire
avant le début de dommages hépatiques visibles, tandis que les niveaux d'/ASAT et dALAT
peuvent ne pas augmenter tant qu'il n'y a pas de destruction significative du foie ou de perte de

fonction. Par conséquent, le 1-MCP contenu dans le régime contaminé peut causer des



dommages au foie qui ne sont pas suffisamment graves pour produire des changements
histologiques observables dans le tissu hépatique et des changements significatifs dans les
niveaux d'ASAT et d'ALAT, mais qui augmentent tout de méme les niveaux de MDA, du
moins dans les conditions de cette expérience. D'autre part, il convient également de considérer
le fait que la consommation de 1-MCP par le biais de I'alimentation pourrait avoir atténué I'effet
du 1-MCP sur le foie en raison des antioxydants contenus dans les pommes, notamment les
polyphénols et les flavonoides, qui ont été démontrés pour protéger contre le stress oxydatif et
I'inflammation causés par diverses toxines environnementales et peuvent ainsi contrer les ROS
générés par le 1-MCP et diminuer sa toxicité. Cependant, il est bon de savoir que les pommes
utilisées dans cette expérience sont sans pesticide, naturelles et biologique, et elles n'ont pas
été traitées avec du 1-MCP avant I'expérience, mais le 1-MCP a été ajouté au mélange de
pommes. En fait, le profil antioxydant des pommes peut varier en fonction de la maniére dont
elles sont cultivées et traitées ; les pommes biologiques, cultivées sans l'utilisation de pesticides
synthétiques, ont été trouvees pour contenir des niveaux plus éleves d'antioxydants par rapport
aux pommes cultivées de maniére conventionnelle.

Le systéeme antioxydant protege les cellules du stress oxydatif et des dommages causés par
les radicaux libres. Le GSH réduit, et ses enzymes métabolisantes telles que GST, GPx, SOD
et CAT, constituent la base de ce systeme. Il est important dans la neutralisation de substances
toxiques telles que les pesticides, les cancérigenes et les mutagénes. L'interaction entre ces
enzymes et le GSH réduit est nécessaire pour que le systeme antioxydant de la cellule
fonctionne correctement. Dans I'étude actuelle, le régime contaminé avec différentes doses de
1-MCP a entrainé une diminution significative (P < 0,05) de la teneur en GSH au niveau du
foie dans les deux groupes de rats (lot Il et lot I11) nourris avec le régime contaminé par le 1-
MCP par rapport au groupe témoin (lot I) (Figure 20), indépendamment de la dose administrée.

Cette constatation est cohérente avec des recherches antérieures montrant que les régulateurs



de croissance des plantes (RCPs) provoquent une diminution des niveaux de GSH dans
plusieurs tissus de rat, tel que le foie, les reins, le cceur, le cerveau, le thymus et la rate,
indépendamment de la durée d'exposition et de la concentration utilisée, que le RCPs soit
endogéne comme le GAs (Troudi et al., 2010 ; Abdel-Rahman et al., 2023) ou synthétique
comme le 2,4-D, le NAA, le TIBA et 'ETP (Celik et al., 2006, Celik et Tuluce, 2007, Ozok et
Celik, 2012 ; Abou-Zeid et al., 2018, Abdel-Rahman et al., 2023). La diminution de la teneur
en GSH réduit chez le rat nourri avec un régime contaminé par le 1-MCP peut étre attribuée a
son utilisation en tant que substrat par les enzymes antioxydantes pour contrer le stress oxydatif
causé par les ROS générés par le traitement au 1-MCP. D'autre part, notre étude a montré une
réduction globale de I'activité enzymatique antioxydante du foie, a savoir les activités de GST,
GPx, CAT et SOD. L'activité de GST a diminué de maniere non statistiquement significative
(Figure 22), tandis que la diminution de l'activité de GPx a été jugée statistiquement
significative (P < 0,05) uniquement dans le groupe (lot I11) nourri avec le régime contaminé
contenant la plus forte dose de 1-MCP (D2) (Figure 23). De plus, I'activité des enzymes CAT
et SOD a diminué dans les deux groupes de rats nourris avec un régime contaminé par le 1-
MCP (Figure 24 et 25), avec une signification respectivement hautement significative (P <
0,01) et significative (P <0,05). Nos résultats sont similaires a plusieurs recherches menées sur
les RCPs qui ont montré une diminution significative des activités de GPx et CAT induite par
le traitement a I'éthéphon dans le thymus et la rate (Abou-Zeid et al., 2018), de SOD et CAT
induite par I'éthéphon dans le foie (Abdel-Rahman et al., 2023), d'activités de CAT, SOD, GPx
induites par le GAs dans le foie (Troudi et al., 2010) et d'activité de GPx induite par le 2,4-D
dans les reins (Tayeb et al., 2012). D'autres études ont montré que les traitements oraux de rats
avec différentes doses de différents types de RCPs perturbaient les activités des enzymes
antioxydantes dans plusieurs tissus de rat (Celik et al., 2006 ; Celik et Tuluce, 2007 ; Ozok et

Celik, 2012), méme si des activités élevées de GST, GPx, CAT et SOD témoignent



généralement des réponses protectrices du corps pour éliminer les xénobiotiques et neutraliser
les ROS apres un processus déclenché par I'exposition aux pesticides. Nos résultats suggerent
que la diminution de l'activité de SOD et CAT dans le foie des rats nourris avec un régime
contaminé par le 1-MCP pourrait étre attribuée au fait que leur activité est divisée en deux
phases pendant le traitement sub-chronique. La premiére phase implique une augmentation
graduelle, représentant une réponse adaptative initiale au stress oxydatif, tandis que la
deuxiéme phase implique une diminution progressive qui se produit lorsque la concentration
de radicaux libres dans I'environnement cellulaire dépasse la capacité du systeme enzymatique
antioxydant a les éliminer (Mokhtari et al., 2020). En conséquence les résultats montrent un
déséquilibre entre les agents pro-oxydants et antioxydants dans les cellules, qui est a l'origine
de l'installation du stress oxydatif dans le foie. D'autre part, les ROS générés par le 1-MCP
pourraient avoir inhibé la synthese des enzymes antioxydantes en raison de la capacité que les
RCPs ont a interagir avec le mécanisme de transcription des macromolécules, y compris les
protéines et les enzymes, abolissant ainsi la synthése des enzymes antioxydantes et de leur
fonctionnement (Celik et al., 2006). De plus, les radicaux superoxyde et H2O2 générés par les
RCPs sont connus pour oxyder les enzymes protéases et diminuer leur activité, cette derniére
étant essentielle dans la régulation des enzymes antioxydantes telles que CAT et GPx, et toute
altération dans ce métabolisme enzymatique pourrait altérer leur activité a son tour (Celik et
Tuluce, 2007). Cette tendance est également observée dans les résultats obtenus de la mesure
du systéme antioxydant au niveau des gonades.

Les androgenes sont les hormones reproductives males dont un des principaux est la
testostérone, cette derniere joue un role important non seulement dans la fonction reproductive,
tel que la différenciation des cellules germinales, le développement et la maturation des organes
sexuels, et le maintien de la spermatogenéese, mais elle est aussi impliquée dans plusieurs

processus non reproducteurs (Dent et al., 2015 ; Hou et al., 2020). Elle est sécrétée



principalement par les cellules de Leydig au niveau des testicules et est transportée vers les
tissus cibles dans le sang ou elle exerce ses roles physiologiques telles que le maintien de la
densité osseuse et de la masse musculaire masculine (Dent et al., 2015). Elle agit également
sur les tubes séminiféres et se lie aux récepteurs des androgenes des cellules de Sertoli afin
d’assurer le développement et la différenciation des cellules spermatogéniques (Hou et al.,
2020). Dans la présente étude, le régime alimentaire contaminé par le 1-MCP avec les deux
doses (D1 et D2) a entrainé une diminution du niveau de testostérone sérique chez les rats
traiter (Figure 19), cependant, cette diminution n'a été considérée comme hautement
significative (P < 0,01) que chez les rats ayant ingéré la plus forte dose de 1-MCP (lot 1) par
rapport au groupe témoin (lot ). Nos résultats concordent avec ceux d'Abd Eldaim et al., 2019,
qui ont affirmé que des RCPs tels que I'éthéphon ont diminué les niveaux sériques de toutes les
hormones reproductives a savoir I’hormone folliculostimulante (FSH), I’hormone latinisante
(LH), la prolactine et la testostérone chez les rats males (Abd Eldaim et al., 2019). De méme,
d'autres rapports ont indiqué que l'acide gibbérellique de synthése le GAs affectait la fertilité
en augmentant la peroxydation lipidique dans les testicules et en diminuant la testostérone
sérique (Soliman et al., 2021). Une autre étude exposant des rats méales a des doses croissantes
d'un RCP largement utilisé, le chlorocholine chloride (CCC), par gavage oral dans la période
postnatal, a trouvé que le CCC diminuait remarquablement les niveaux sériques de testostérone
(Hou et al., 2020). Cette réduction remarquable dans la testostérone pourrait s'expliquer par
des dommages sévéres que le 1-MCP contenus dans le régime alimentaire consommé par les
rats exerce sur les cellules de Leydig et de Sertoli, cellules productrice et cibles de la
testostérone, par le biais de la génération de radicaux libres similairement a d’autres RCPs (Abd
Eldaim et al., 2019). Ainsi le 1-MCP aurait agi comme est un agent cytotoxique qui a des effets
destructeurs sur les cellules de Leydig et de Sertoli en induisant un stress oxydatif dans le tissu

testiculaire, ce qui nuit a la libération des hormones sexuelles (Abd Eldaim et al., 2019). Ce



processus de dommages cellulaires est expliqué plus tard avec d'autres résultats présentés par
les activités du systeme antioxydant. Une autre étude a indiqué que les faibles taux de
testostérone chez les rats traiter avec le CCC été issue du blocage de synthése de testostérone
provoqué par la suppression de I’activité des enzymes stéroidogene responsable de sa
production. (Hou et al., 2020) de plus le testostérone est synthétisé a partir du cholestérol, dans
la présente étude les taux de cholestérol avait été diminué et donc entrainant avec eux la
diminution des taux de testostérone.

I1 faut également mentionner qu’il a été démontré que certains perturbateurs endocriniens
inhibent directement la synthese des androgénes et supprime I'axe hypothalamo-hypophysaire-
gonadique (HPG) chez les rats méles (Yesilkaya et al., 2009 ; Hou et al., 2020). Les
gonadotoxines affectent directement la production de spermatozoides testiculaires, entrainant
une densité, une maturation, une motilité ou une morphologie suboptimales des spermatozoides
en provoquant soit une diminution des gonadotropines sécrétées par I'nypophyse, soit une
altération des concentrations de testostérone intratesticulaire (Giwercmanz et al., 2007 ;
Yesilkaya et al., 2009). Des éetudes dans la littérature sur les fonctions reproductrices ont
également rapporté que les perturbateurs endocriniens provoquaient I'apoptose, en particulier
dans les organes reproducteurs (EI-Gohary et al., 1999 ; Boockfor et Blake, 1997 ; Uzumcu et
al., 2004). Par exemple en endommagant I'ADN ou en perturbant I'nhnoméostasie du Ca +2 dans
les cellules testiculaires (Yesilkaya et al., 2009).

Nos résultats ont montré une diminution du contenu testiculaire en GSH (Figure 26),
considérée comme hautement significative (P < 0,01) dans les rats ayant consommeé un régime
contaminé par du 1-MCP avec D1 (lot II), et significative (P < 0,05) chez les rats ayant
consommeé la dose D2 du 1-MCP (lot I11) par rapport au groupe témoin (lot 1). Le contenu
testiculaire en MDA a augmenté dans les deux groupes traités et n'a été considéré comme

significatif (P < 0,05) que dans le groupe traité avec un régime contaminé par du 1-MCP a la



plus forte dose (D2) du 1-MCP (Figure 27). Ces résultats sont similaires a des études trés
récentes ayant montré une augmentation du contenu en MDA dans des groupes traités avec des
doses moyennes et élevéees d'éthéphon pendant 35 jours (Jahangirfard et al., 2021). Une autre
étude a montré qu'une ingestion de GAsz pendant 21 jours entraine une augmentation
significative du niveau de MDA dans les tissus testiculaires avec une diminution des niveaux
de GSH (Soliman et al., 2021). Cela pourrait étre expliquer par le fait que I'augmentation du
MDA testiculaire pourrait étre due au fait que les RCPs sont corrélés a la création de especes
réactives de lI'oxygéne, ce qui entraine de nombreux changements pathophysiologiques et la
destruction des éléments cellulaires (Chen et al., 2011). De méme, d'autres rapports ont indiqué
que le GAz augmente la peroxydation lipidique dans les testicules (Soliman et al., 2021). En
effet, les taux ¢élevé d’ MDA chez les rats consommant le régime alimentaire contaminé avec le
1-MCP suggere que le 1-MCP peut générer des ROS comme a été suggéré par Khalaf, 2019
que les régulateurs de croissance des plantes sont associé avec la génération de ROS (Khalaf
et al., 2019). Cela est di au fait que les tissus testiculaires et la membrane plasmique des
spermatozoides sont riches en acides gras polyinsaturés, ce qui les rend plus sensibles aux
dommages causés par les ROS (Abd Eldaim et al., 2019). Le 1-MCP aurait pu entrainer la
génération de ROS qui ont été responsables de la destruction cellulaire, principalement au
niveau des cellules de sertoli et cellules de leydig, en déclenchant la peroxydation lipidique et
augmentant ainsi le niveau de MDA testiculaire. Ce qui expliquerai notamment la diminution
des taux de testostérone.

Pour les activités des enzymes antioxydantes ; la GST a montré une augmentation hautement
significative (P <0,01) dans le groupe de rats ayant consommeé un régime contaminé par du 1-
MCP avec la plus faible dose (D1) et seulement significative (P < 0,05) dans le groupe de rats
ayant consommeé un régime contaminé par du 1-MCP avec la dose la plus élevée (D2) (Figure

28). En revanche, l'activité de la GPx a diminué de maniére significative (P < 0,05) chez les



rats traités avec un régime contaminé par du 1-MCP avec la plus faible dose (D1) et une
diminution hautement significative(P < 0,01) a été observée chez les rats traités avec un régime
contaminé par du 1-MCP avec la dose la plus élevée (D2) (Figure 29). Les activités élevées de
la GST témoignent des réponses protectrices du corps pour éliminer les xénobiotiques et
neutraliser les ROS apres un processus de stress oxydatif suite a une exposition aux pesticides.
Une diminution notable de l'activité de la GPx a également été enregistrée dans des études
récentes ; induite par le traitement a I'éthéphon dans le thymus et la rate (Abou-Zeid et al.,
2018), dans le foie (Abdel-Rahman et al., 2023), et induite par le GAz dans le foie (Troudi et
al., 2010) et par le 2,4-D dans le rein (Tayeb et al., 2012). D'autre part, nous avons enregistré
un déclin trés hautement significatif (P < 0,001) de I'activité de la CAT testiculaire dans les
deux groupes de rats ayant consommeé un régime contaminé par du 1-MCP (Figure 30) avec
les deux doses (lot Il et lot 111) par rapport au groupe témoin (lot 1). En ce qui concerne l'activité
de la SOD testiculaire (Figure 31), elle a augmenté de maniére tres hautement significative (P
< 0,001) dans les deux groupes de rats (lot 1l et lot 111) ayant consommé un régime contaminé
par du 1-MCP avec les deux doses (D1 et D2) par rapport au groupe témoin (lot I). Nos résultats
concordes a des études antérieures sur les RCPs les plus utilisés qui ont montré une diminution
de l'activité de la CAT dans des groupes traités avec des doses moyennes et élevées d'éthéphon
pendant 35 jours (Jahangirfard et al., 2021). Des traitements de 4 semaines chez les rats avec
du GAz ont augmenté le stress oxydatif dans les testicules du groupe traité au GAs ; l'activité
des enzymes CAT et SOD a diminué de maniére significative par rapport aux témoins (Khalaf
et al., 2019). L'ingestion de GAs pendant 21 jours a entrainé une réduction substantielle de
I'activité a la fois de la CAT et de la SOD testiculaires ainsi de la capacité antioxydante totale
(Soliman et al., 2021). Cela pourrait s'expliquer par le fait que les RCPs génerent des radicaux
superoxydes et de I'H20O2 connus pour oxyder les enzymes protéases et diminuer leurs activités,

ces derniéres étant essentielles dans la réegulation des enzymes antioxydantes telles que la CAT



(comme présenté plus tard dans la discussion) et la GPx, et donc toute altération dans ce
métabolisme enzymatique pourrait a son tour altérer leur activité (Celik et Tuluce, 2007). De
plus ; comme mentionner auparavant, les spermatozoides sont particulierement exposés aux
dommages oxydatifs, car leurs membranes cellulaires sont riches en acides gras polyinsaturés
mais aussi car leur cytoplasme contient un petit nombre d'enzymes de lutte contre les radicaux
libres (Khalaf et al., 2019) et donc plus sensibles a de trés faibles doses de RCPs. Par
conséquent, de maniere similaire a d'autres RCPs, notamment I'éthéphon, le 1-MCP contenu
dans le régime alimentaire contaminé consommer par les rats, aurait pu induire des radicaux
libres dans les tissus testiculaires ce qui provoque des dommages spermatogéniques et une
diminution des activités des enzymes antioxydantes (Abd Eldaim et al., 2019). En accord avec
nos résultats, Celik et Tuluce (2007) ont rapporté qu'une administration subaigué de GAs dans
I'eau de boisson affecte les systémes antioxydants dans divers tissus de rat (Celik et Tuluce,
2007). De plus, dans le groupe traité avec de I'acide gibbérellique, la diminution de la CAT
testiculaire, de la SOD sérique et du GSH ainsi que le niveau excessif de MDA témoignent de
I’augmentation de la génération de radicaux superoxyde et peroxyde d'hydrogéne, et de
I’épuisement des enzymes antioxydants (Celik et Tuluce, 2007).

La morphologie est I'une des caractéristiques clés de la fertilité masculine, car elle est I'un
des principaux marqueurs de la spermatogenése testiculaire et de la maturation épididymaire
(Wong et al., 2000). La spermatogenése est influencée par une combinaison de facteurs
endocriniens, génétiques et environnementaux, notamment la nutrition et le mode de vie (Wong
et al., 2000 ; Abd Eldaim et al., 2019). Dans la présente étude, dans le groupe témoin (lot 1),
nous avons observé une architecture normale des tubes seminiféres, bien délimités, avec des
cellules sexuelles présentant différents stades de spermatogénése, et des spermatozoides
fonctionnels occupant la majeure partie de la lumiére des tubes séminiferes. Les cellules de

Leydig et les cellules de Sertoli étaient présentes. Dans le groupe traité avec la plus forte dose



(lot 1), nous avons constaté une perturbation dans les stades de spermatogénese, un
décollement de la membrane basale des tubes séminiferes, ainsi qu'une diminution de la masse
des spermatozoides dans la lumiére du tube, ces derniers semblant étre mal distribués (Figure
33). Nos résultats sont cohérents avec des rapports antérieurs suggérant que les régulateurs de
croissance des plantes induisent un arrét de la spermatogenése, une dégénérescence testiculaire
et une désorganisation des cellules de Leydig et des tubes séminiferes associée a une élévation
de la peroxydation lipidique et a une surproduction de radicaux libres (Jahangirfard et al.,
2021). D’autres études ont prouvé que ROS peuvent causé la destruction des membranes
cellulaires et des organites membranaires ainsi que la perturbation des jonctions serrées de la
barriéere hémato-testiculaire, entrainant une augmentation de la perméabilité (Troudi et al.,
2010 ; Chen et al., 2011 ; Khalaf et al., 2019). De plus ; il a été révélé que les régulateurs de
croissance des plantes peuvent agir en tant qu'agents reprotoxiques ainsi que des perturbateurs
métaboliques et des inhibiteurs de la spermatogenese dans le tissu testiculaire (Jahangirfard et
al., 2021). En genérant des ROS qui provoque a leur tour des altérations dégénératives
responsables des changements histopathologiques dans les tissus (Celik et Tuluce, 2007 ;
Khalaf et al., 2019). De fagon similaire & I'éthéphon, le 1-MCP pourrait avoir eu un effet direct
sur la fonction des cellules de Sertoli, impliquées dans le contréle de la spermiation (le
processus par lequel les spermatides matures sont libérées des cellules de Sertoli dans la
lumiére du tubule séminifere). Ainsi, sa perturbation conduit & la diminution des taux de
testostérone et par conséquent a une désorganisation épithéliale et a une atrophie tubulaire
subséquente (Abd Eldaim et al., 2019). Ce qui pourrais expliquer la désorganisation des
spermatozoides a 1’intérieur de la lumiére du tube séminiféres, diminution de leurs nombres,
ainsi que la désorganisation structurale. En effet ; une étude a montré que le CCC pouvait
interférer avec le processus de maturation des spermatozoides et perturber la spermatogenése

normale en réduisant le taux de testostérone (Hou et al., 2020). De plus ; certains perturbateurs



endocriniens sont connus pour exercer des effets apoptotiques sur les organes par le biais du
stress oxydatif en particulier dans les gonades (Yesilkaya et al., 2009). Un des RCPs ; le 4-
CPA a provoqué une apoptose dépendante de la dose dans les tissus ovariens, I'épithélium et
le stroma de l'utérus (Yesilkaya et al., 2009). Et Dans les testicules, I'épididyme, la prostate et
les vésicules séminales (Boockfor et Blake, 1997).

Concernant la fonction rénale ; la créatinine, I'urée et ’acide urique sont des tests effectués
pour étudier la fonction rénale. La créatinine est un dérivé cyclique formé de la créatine, elle
est étroitement filtrée par le rein et n'est pas réabsorbée. Si la filtration du rein est déficiente,
les niveaux sanguins de créatinine augmentent. Des niveaux élevés de créatinine indiquent une
diminution du débit de filtration glomérulaire et par conséquent, une capacité réduite des reins
a éeliminer les déchets du corps (Andrew et al., 2018). Dans I'étude actuelle, les niveaux
normaux de la créatinine, urée été acide urique (Figure 15 et 16) indique que le rein n'a pas
encore été affecté de maniere néfaste par l'exposition des rats consommant un régime
alimentaire contaminé avec le 1-MCP. Il est a nouveau possible que la consommation
prolongée d’un régime alimentaires contaminé avec le 1-MCP puisse entrainer des résultats

présentant un niveau de créatinine augmenté, indiquant un dysfonctionnement rénal.



Chapitre — IV —
CONCLUSION



Chapitre -1V- Conclusion

Dans cette étude, l'objectif principal était d'évaluer les effets potentiels du 1-
méthylcyclopropéne, un pesticide émergent, sur une gamme de parametres biologiques. Notre
investigation visait a comprendre I'impact toxique éventuel de ce composé sur les parametres
hématologiques, biochimiques, métaboliques, ainsi que sur le stress oxydatif, et a étudier les
altérations histopathologiques au niveau hépatique et testiculaire. Pour reproduire de maniére
similaire la consommation de résidus de ce produit par le biais de fruits et Iégumes traités, nous
avons élaboré un régime alimentaire expérimental contenant des doses faibles de 1-
méthylcyclopropéne. Ce régime a été concu pour imiter le dépét de résidus de ce composé sur
les végétaux. Ces démarches nous ont permis d'explorer les effets potentiels du 1-
méthylcyclopropéne sur ces paramétres biologiques cruciaux, offrant ainsi des informations
précieuses sur les possibles impacts de cette substance émergente sur la santé humaine. Le
traitement au 1-MCP a déclenché une réaction immunitaire caractérisée par une lymphocytose,
pouvant étre liée a une réaction inflammatoire ou a un stress oxydatif au niveau des organes
lymphoides. Les perturbations observées dans les parametres hématologiques liees aux
globules rouges suggérent un début probable d'anémie macrocytaire, probablement induit par
une diminution des nutriments causée par le 1-MCP, similaire aux autres produits de protection
des cultures agissant de maniére analogue.

En outre, le 1-MCP a significativement diminué les taux de cholestérol sérique tout en
augmentant ceux des triglycérides, résultant de I'interaction chimique intrinséque du 1-MCP.
L'anneau cyclopropéne contenu dans le 1-MCP pourrait interférer avec les phospholipides
membranaires, entravant la production de cholestérol a partir de certains acides gras, indiquant
potentiellement un dysfonctionnement hépatique lié au stress oxydatif. Cependant, bien que

des signes de déséquilibre antioxydant-prooxydant aient été enregistrés dans le foie, les



marqueurs traditionnels de dommages hépatiques (ASAT, ALAT, bilirubine) sont restés
stables, et les analyses histologiques n'ont révelé aucun changement notable ni altération du
poids hépatique. Néanmoins, une augmentation considérable des niveaux de MDA suggere une
possible peroxydation lipidique induite par le 1-MCP, méme si celle-ci n'a pas atteint un niveau
suffisant pour causer une détérioration membranaire significative. Les effets du 1-MCP sur le
foie pourraient étre attribués a la génération de ROS, perturbant la balance antioxydants/pro-
oxydants.

Par ailleurs, le 1-MCP a induit une diminution des taux de testostérone, affectant ainsi les
cellules de Sertoli et de Leydig, conduisant a une désorganisation au niveau testiculaire et une
diminution du nombre de spermatozoides. Ces effets, liés a la génération de ROS, sont
exacerbés par la sensibilité des tissus gonadiques aux dommages oxydatifs et leur faible teneur
en enzymes antioxydantes comparativement a d'autres tissus. Le 1-MCP induit un stress
oxydatif, inhibe la synthese de testostérone et impacte négativement la fertilité masculine. Nos
résultats montre que le 1-MCP peut agir autant que perturbateur endocrinien et reprotoxique,
Ces résultats corroborent notre hypothese initiale sur le potentiel d'action du 1-MCP, soulignant
des inquiétudes quant & la cancérogenicité potentielle de ses métabolites moins volatils,
absorbés par les tissus végétaux. lls appellent a des mesures réglementaires et de protection
strictes, surtout pour les travailleurs agricoles exposés, et soulignent le besoin de contréles plus
rigoureux sur l'utilisation des produits phytosanitaires. Par ailleurs, la considération de la
source des pommes est un facteur important lors de I'évaluation des risques potentiels de
I'exposition au 1-MCP par le biais de I'alimentation sur la santé des consommateurs, que nous
avons considéré comme un facteur limitant dans notre étude. Des recherches supplémentaires
examinant les effets de la consommation directe de pommes traitées et stockées avec du 1-
MCP sont cruciales pour déterminer si le traitement au 1-MCP peut modifier le profil

antioxydant des pommes et si cela a un impact sur I'atténuation de I'effet toxique du 1-MCP.



A noter que la présente étude s'est concentrée uniquement sur la consommation indirecte de
1-MCP par le biais de lI'alimentation sur le tissue hépatique et testiculaire, alors qu'il pourrait
interagir via d'autres mécanismes. Une investigation approfondie des effets du 1-MCP lorsqu'il
est ingéré ou inhalé directement, ciblant plusieurs tissus mammiféres et comprenant son mode
d'action au niveau moléculaire, serait précieuse pour €élucider son mécanisme d'action, son
processus de métabolisation et son impact lorsqu'il est combiné avec d'autres pesticides. Des
études a plus long terme, avec des doses variées, sont également recommandées pour une
compréhension approfondie des risques liés a l'utilisation du 1-MCP et pour concevoir des
directives de sécurité et des mesures de soins de santé, en particulier pour les travailleurs
agricoles en contact direct avec le 1-MCP. De plus, I'utilisation d'agents de maturation et d'anti-
maturation naturels et non nocifs devrait étre sérieusement encouragée lorsqu'il s'agit des

technologies agricoles.
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