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Résumé

Les composés phytochimiques présents dans les graines de moutarde réduisent le stress oxydatif
et stimulent l'activité des enzymes antioxydants responsables des processus de détoxification.
Dans ce contexte 1’objectif de notre travail consiste a étudier le potentiel antioxydant du pollen
de moutarde sauvage (Sinapis arvensis L.) chez le rat wistar soumis a un stress oxydatif induit
par I’éther monométhylique de 1’éthyléne glycol (EGME). Des rats males ont été répartis en 4
groupes ¢gaux et traités par gavage pendant 4 semaines comme suit : Le groupe témoin (T), le
groupe témoin positif (P : 300 mg/kg de poids corporel (pc) d'extrait aqueux des grains de pollen
de la moutarde sauvage), le groupe (EGME : 500 mg/kg pc de ’EGME), et le groupe combiné
(P+ EGME). Les résultats obtenus montrent que I’exposition a ’EGME provoque une
diminution significative du taux de GSH et de I’activité antioxydante enzymatique de GPx,
ainsi qu’une augmentation du taux de MDA au niveau des organes étudiés (testicules et foie).
En revanche, le co-traitement de ’EGME avec I’extrait aqueux de pollen de moutarde sauvage
(P+ EGME) a montré un ajustement de ces perturbations, se traduit par une réduction du
marqueur de la peroxydation lipidique (MDA) avec une élévation du taux de GSH et de
I’activité de GPx. En conclusion, l'administration de ’EGME a induit un stress oxydatif chez
les rats wistar, tandis que la combinaison de ce solvant avec l'extrait aqueux de pollen de
moutarde sauvage (Sinapis arvensis L.) a atténué cette toxicité grace a leur propriété

antioxydante.

Mots clés: EGME, Moutarde sauvage, Sinapis arvensis L, Stress oxydant, Propriété

antioxydante, Rats.



Abstract

The phytochemicals found in mustard seeds reduce oxidative stress and stimulate the activity
of antioxidant enzymes involved in detoxification processes. In this context, the objective of
our study is to investigate the antioxidant potential of wild mustard pollen (Sinapis arvensis L.)
in Wistar rats subjected to oxidative stress induced by ethylene glycol monomethyl ether
(EGME). Male rats were divided into four equal groups and treated by oral gavage for four
weeks as follows : a control group (T), a positive control group (P ; 300 mg/kg body weight
(bw) of aqueous extract of wild mustard pollen grains), an EGME-treated group (EGME ; 500
mg/kg bw of EGME), and a combined treatment group (P + EGME). The obtained results
showed that exposure to EGME induced a significant decrease in GSH levels and GPx
enzymatic antioxidant activity, accompanied by an increase in MDA levels in the investigated
organs (testes and liver). In contrast, co-treatment with EGME and the aqueous extract of wild
mustard pollen (P + EGME) revealed an adjustment of these alterations, as evidenced by a
reduction in the lipid peroxidation marker (MDA) and an increase in GSH levels and GPx
activity. In conclusion, administration of EGME induced oxidative stress in Wistar rats, whereas
the combination of this solvent with the aqueous extract of wild mustard pollen (Sinapis

arvensis L.) attenuated this toxicity thanks to its antioxidant property.

Keywords : EGME, Wild mustard, Sinapis arvensis L, Oxidative stress, Antioxidant properties,
Rats.



adlall
523U alimall e Y1 Bl iads sauSUll slgal) o I Ja,AN 5 8 52 5n sall Ailaas il LS )
Ja Al 18] Cpand 508U 8almall 5081 Al 53 ) Ulee gy e(3lanad) 138 5 o sl 313} Cillae (e A asall
Ol el (galal Y e il (s2uSl aleaY G jai Al Wistar O 3 xie (Sinapis arvensis L) 4
el 4 3aal g all b e Liallas s A sbuiie Gl gene 4 ) G 583 aaidi 23 (EGME) J5S5s
caldivd) e auall (355 G 6/icke 300 :P) GalaY) 5aLE de sanal ¢ (T)s0L8 e ganall ; ) sail) e
e gaxally « (EGME (s avall (355 (30 &8/ke 500 : EGME) 4e saxdll ¢ (sl Ja Al 7l gl Sl
G sina 2 Jasale (alidil 8 il EGME J paaill o Lle: Jeasial) gilisll & jelsl (P+ EGME) A4S il
Ayl sbae ¥l (3 MDA s sia 83l ) AlaYl «GPx - 32083 sbaall o 331 Lliil) 5 GSH
@l Ja Al & gl el ekl saEGME b 48 jitiall dallaall ¢ jelal (Jiial) 3 (2S5 (psinadll)
6 e £ 55 as(MDA) Lpiaall 3auSY) jdige paliail b sk o3 5 cclyl jlaa¥l s3] A ai(P+EGME)
z o) Of cs 8« Wistar o) 8 s 528U dlga) 8 s SEGME slhac) ld ¢alial) 8 GPxhlis s GSH
Jomdy Zaand) 028 (e 283 3(Sinapis arvensis L.) @il oAl 76 G gad Al paliiiiad) 5 cudal) 138 oy

2SO 3aliaall 4eailiad

328 aliadl) uaibasll cé&uﬂ\.\]\ Ayl cSinapiS arvensis L ‘L.,S_)-m dé‘)ﬂ\ <EGME : 3.);1.“\.&.4\ Clalst)
Ol



Table de Matieres
Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des Abréviations

Introduction 01

I.  Etude bibliographique 03
1. L@ STESS OXYAANT. ... eiiiiiieiieiiieiee ettt et et e st e et e st e et e et e et esabeesaeeenbeennes 03
1.1. Définition de Stress OXYdant..........ccueiiiiiiiiiieie ettt 03
1.2. Définition des radicauX HDIEs........cocuiiiiiiiiiiiiiiie e e 03
1.3. Sources des espéeces réactives de 1’oxygene (ERO)........cocvvveiievieiiiiiniiieiieeeeeeeee, 04
1.4. Effets du stress oxydant sur les constituants cellulaires.............ccocceevvieniiiniieniniicenienne 06
1.4.1. Effet sur les lipides (Peroxydation lipidique).........ccooueeviiiiiiniieniiiiieiiieeeee e 06
1.4.2. Effet sur les protéines (Oxydation des protéines).........ccecveereveeerieeerveeeniieeerieeseeeenne 06
1.4.3. Effet sur 'ADN (Oxydation de I'ADN)......ccooviiiiiiiiiiieeeeeeeee e 07
1.5, Systemes aNtIOXYAANTS. .....coueiieriirieiiietente ettt ettt ettt ettt sbe et s 07
1.5.1. Systémes antioXydants €NdOZENES ........cccueruviriiriiriieriirieiiertee ettt 07
1.5.2. Systémes antioXydants EXOZENES. ......cccuerueerurerueeruerierieeientenieeteeitesteeaesee st ereeaee e 09
2. Les €thers de glyCOl (EG)...coiuiiiiiiiiiieciie ettt et 11
2.1. Utilisation de I’éthylene glycol mono-éthyle éther (EGME)..........cccoooieviiiiiinincnnnn. 11
2.2. Sources d’exposition a PEGME...........ccciiiiiiiiiiiiecee e 11
2.3. Toxicocinétique et métabolisme des éthers de glycol...........coovuvviiiiiiiiniiniiiiieeiee, 12
2.4. Toxicité des éthers de lYCOl.......ccuiiiiiiiiiiieee e e 12
3. GEneralités SUT 1€ POIIEN.......eiiiiiiiiie e e e e rae e e aaeeen 14
3.1. Definition du POLIEN.....cocuiiiiiiiieiiee e 14
3.2. Caractéristiques générales du pollen...........ccoooeeviiiiiiiiiiniiie e 14

3.2.1. Morphologie du grain de pollen.............cccueeiieiiiiniiiiieieeieee e 14



3.2.2. Structure du grain de POllEN.........cccviiiriiiiiiie e 14

3.3. Composition chimique du Pollen...........cceiriiiiiiiiiieiieeee e 15
4. Moutarde des Champs ou sauvage (Sinapis arvensis L.)...........cccccoceeceeveesceeenvesieeenieennes 16
O B B ) 10115 o) 1 DO 16
4.2. Systématique de 1'espece Sinapis ArvVensis L..............cccccocveuureeiiueeeiiieeeieeeecrieeseseeesveeens 17
4.3. Compositions PhytOChIMIQUES.........c.eeeiiieeiiieeiiieeiie ettt re e eaee e e 17
4.4. Potentiel thérapeutique de la moutarde des champs...........ccceevcveeviieniieiiieniecceeeee, 18
I1. Matériels et Méthodes 20

L. MAtErie]l ULIISE.....coueiiiieiie ettt et ettt e s e eaeeeneeas 20
1.1. Matériel BIOLOZIQUE. ....cc.uiiiieiiieiieie ettt et 20
1.2, Matérie]l ChIMIQUE........ccvieiiieeiieiieeieeiee et etee ettt ete et eebeeseeseseesseessseenseesaseesseessseenens 20
1.3, MAtErie] VEZELAL ......oeeiiiiiieiiecieeee ettt ettt et s e b e enaeenraens 20
2. Méthodologie du travail.........c.ccoieiiieiiieiiieieeeie ettt e e e 21
2.1. Répartition et traitement des TatS...........cccueeruiierieiiieiieeieeee et 21
2.2. Prélevements des OTZAMNES. .......ceevieruieeiieniieeiieeteeeiee et e sttesteeteesateeteesnbeeseesateenseesneeennns 23
3. Etude Statistique des TESUIALS. ...........c.ouveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeseeee e, 28
III. Résultats 29

1. Taux du malondialdéhyde (MDA).........coouiiiiiiiieeie e 29
2. Taux du glutathion réduit (GSH).......cooiiiiiiiii e 30
3. Activité de la glutathion peroxydase (GPX).......ccccieriiiiiiiiiiiieee e 31
IV. Discussion 32

Conclusion et perspectives 35

Références bibliographiques 36



Liste des tableaux

No Titre de tableau Page
01 Les différents groupes des rats 21
Liste des figures
No Titre des figures Page
01 Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants 03
02 La formation d’un radical libre 04
03 Sources cellulaires de production des espéces réactives de 04
I’oxygéne
04 Effets d’ERO sur les constituants cellulaires 06
05 Structure chimique et métabolisme de 'EGME dans la cellule 12
06 Structure du grain de pollen 14
07 Description botanique de Sinapis arvensis 16
08 Morphologie de 1a moutarde des champs Sinapis arvensis 17
09 Conditionnement des rats dans I’animalerie 20
10 Les grains de pollen de 1a moutarde des champs et leur extrait 20
aqueux
11 Schéma récapitulatif du protocole expérimental. 22
12 Le principe du dosage du malondialdéhyde 23
13 La courbe d’étalonnage utilisé (nmol/ L) pour le dosage MDA 24
14 Le principe du dosage du glutathion 25
15 La courbe d’étalonnage de solution d’albumine de sérum bovin 28
(BSA) (mg/ mL) pour le dosage des protéines
16 Taux du malondialdéhyde (nmol /mg de tissu) dans les testicules 29

chez les différents groupes des rats (M+SEM) aprés 30 jours de

traitement.




17

Taux du malondialdéhyde (nmol /mg de tissu) dans le foie chez
les différents groupes des rats (M*SEM) aprés 30 jours de

traitement.

29

18

Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans les testicules
chez les différents groupes des rats (M+=SEM) aprés 30 jours de

traitement.

30

19

Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans le foie chez les
différents groupes des rats (M+SEM) aprés 30 jours de

traitement.

30

20

Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans les
testicules chez les différents groupes des rats (M+SEM) aprés 30

jours de traitement.

31

21

Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans le
foie chez les différents groupes des rats (M+SEM) aprés 30

jours de traitement

31




Liste des Abréviations
ADN : Acide désoxyribonucléique
ATP : Adénosine Tri-Phosphate
AGPI : Acides gras polyinsaturés
CAT : Catalase
Cu: Cuivre
Cu-ZnSOD : Superoxyde dismutase associée aux ions cuivre et zinc
Cm: Centimetre
ERO : Espéces réactives oxygénées
EDTA : Acide éthyleéne diamine tétra-acétique
EGME : Ethylene glycol monomethyl éther
ERN : Espéces réactives d’azote
Fe2+ : Ton ferreux
Fe3+ : Ion ferrique
GPx : Glutathion peroxydases
GR : Glutathion réductase
GST : Glutathion -S- transférase
GSSG : Glutathion oxydeé
GSH : Glutathion réduit
H202 : Peroxyde d’hydrogéne
H2O0 : Eau
Mn : Manganese
MDA : Malondialdéhyde
MAA : Acide Méthoxyacétique
NADPH oxydases : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase
NADP : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduite



NOX : NADPH oxydase

Nrf2 : Facteur nucléaire érythroide 2-related factor2
NO : Monoxyde d’azote

02 - : Radicaux superoxyde

‘02" : Anion Superoxyde

*OH : Radical hydroxyle

102 : Oxygeéne singulet

OH : Groupes hydroxyle

02: Oxygéne

PUFA : Polyunsaturated Fatty Acids (acides gras polyinsaturés)
P450 (CYP450) : Cytochromes P450

RO- : Alkoxyle

ROO- : Radical peroxyle

Re : Radicaux libres

RH : Molécule organique (donneur d'hydrogene)
SSA : Acide Sulfosalicylique

SOD : Super oxydase dismutase

Se : Sélénium

SH : Groupements thiols

UV : Ultraviolet

Pc : Poids corporel

XO : Xanthine oxydase

Zn : Zinc



Introduction

Introduction

Le stress oxydant est un phénomeéne causé par un déséquilibre entre la production et
I’accumulation des espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) et la capacité d’un systéme
biologique a détoxifier ces produits réactifs (Pizzino et al., 2017). Ces ERO proviennent a la
fois de sources endogenes et exogeénes. Leur production endogene est liée a plusieurs processus
biologiques, notamment I’inflammation, I’activation immunitaire, I’effort physique intense, le
stress mental, ainsi que certaines maladies et le vieillissement. Ils peuvent également provenir
de sources exogenes telles que la pollution environnementale, ’alcool, le tabac, certains
traitements médicamenteux, les métaux lourds, les rayonnements, et certains solvants,
notamment le benzene, qui générent des ERO apres leur pénétration dans 1’organisme (Valko
et al., 2007).

Ethylene glycol monomethyl éther (EGME) est un solvant industriel largement utilisé, reconnu
pour ses effets délétéres chez ’homme et chez d’autres mammiféres (Takei ez al., 2010). IL
induit une gonadotoxicité en provoquant un stress oxydatif au niveau des testicules et des
épididymes chez des rats wistar, se traduisant par des altérations des défenses antioxydantes

enzymatiques et non enzymatiques (Adeyemo-Salami et Farombi, 2018).

Pour contrer les effets néfastes des ERO, les organismes ont développé un systéme de défense
antioxydant complexe a plusieurs niveaux. Dans ce contexte, I’apport d’antioxydants exogenes
(via I’alimentation) ou le renforcement des mécanismes antioxydants endogeénes de 1'organisme
(enzymes) est un moyen prometteur de lutter contre les effets indésirables du stress oxydatif.
Les plantes, grice a leur capacité naturelle a produire des composés antioxydants non
enzymatiques, jouent un role clé dans la protection contre les dommages oxydatifs (Kasote et
al., 2015).

Le pollen se distingue par sa richesse en composés chimiques, notamment en protéines,
enzymes, glucides, sels minéraux et substances bioactives telles que les composés phénoliques,
ce qui lui confére un potentiel antioxydant notable (Blanec, 2010). Les composés
phytochimiques présents dans les graines de pollen du moutarde réduisent le stress oxydatif et
stimulent 'activité des enzymes responsables des processus de détoxification (Boscaro et al.,
2018). La moutarde des champs (Sinapis arvensis L.) représente une source notable de
composés bioactifs, notamment des caroténoides (principalement le B-caroténe), ainsi que des
vitamines telles que les vitamines E, A et C. Elle renferme également des minéraux essentiels,

dont le potassium, le calcium, le magnésium, le fer, le sélénium et le manganese. Cette
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composition confére a la plante une forte valeur nutritionnelle et fonctionnelle, en lien avec sa

richesse en composées antioxydants (Paula Filho et al., 2018).

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail est d’évaluer, d’une part, les effets oxydatifs de
I’¢thyléne glycol monométhyl éther (EGME) chez des rats méles Wistar, et d’autre part,
d’analyser le potentiel antioxydant du pollen de moutarde des champs (Sinapis arvensis L.)

contre les dommages oxydatifs induits par ’EGME.
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I. Etude bibliographique
1. Le stress oxydant :

1.1. Définition de stress oxydant :

La notion de stress oxydant est définie comme I’incapacité de I’organisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénées activées (radicaux libres), suite a un déséquilibre 1ié, soit a
une production accrue des espéces réactives oxygénées (ERO), soit & une diminution de la
capacité de défense antioxydante (Defraigne et Pincemail, 2008 ; Denisow et Marta, 2016).
Il correspond donc a un déséquilibre entre molécules pro-oxydantes (ERO) et molécules de
défenses antioxydants exogenes et endogeénes (vitamines, enzymes) au niveau cellulaire

(Peltier et al., 2004).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO Manque d'ERO
Antioxydants
ERO ).
Vitamine E
o>
APX/GR / = Glutathion
-
Radical hydroxyle Catalase e Ascorbate
e - —_—
Anion superoxyde POX / PR)& Caroténocides
T ~—
Peroxyde d’hydrogene soo
e
Oxygéne singulet

Figure 1 : Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants (Pourrut, 2008).
1.2. Définition des radicaux libres :

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes, ions ou molécules) possédant un ou
plusieurs électrons célibataires (€lectron non appari€) sur leur couche périphérique, ce qui leur
confére un fort degré de réactivit¢ (Migdal et Serres, 2011). Ils peuvent étre dérivés de
I’oxygene (especes réactives de 1’oxygene, ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (especes
réactives d’azote, ERN) (Delattre et al, 2005a). Les principales ERO sont I’anion superoxyde
(02 «-), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical hydroxyle (+*OH), et I’oxygéne singulet (*
02) (Payet, 2023).



Etude bibliographique

Formation des radicaux libres

Electrons apparles Electron célibataire

= stabilité ()= instabilité

0—0—

Atome stable Perte d'un électron Radical libre

Figure 2 : La formation d’un radical libre (Knopik et Dahmani, 2018)

1.3. Sources des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) :

Les ERO peuvent étre produites par deux sources soit exogéne comme les rayonnements
ionisants X et ultra-violet (UV), 1’alcool, le tabac, certains traitements médicamenteux, les
métaux lourds, et certains solvants, soit par des mécanismes endogeénes notamment
I’inflammation, 1’activation immunitaire, respiration cellulaire, 1’effort physique intense, le
stress mental, ainsi que certaines maladies et le vieillissement 1’organisme (Valko et al., 2007 ;
Bouguerne, 2012).

Dans les organismes vivants, les ERO sont générés dans plusieurs systemes cellulaires situés
au niveau de la membrane plasmique, dans le cytosol, dans les peroxysomes, ainsi que sur les
membranes des mitochondries et du réticulum endoplasmique (Venditti et al., 2015). Les
principales sources endogeénes de ERO sont les mitochondries et les NADPH oxydases (NOX)
(Aranda-Rivera et al., 2022).

Oxidases

Cytochrome P450
Cytochrome bs
Erolp

W l’ero\lsome
1 v;ocome M Xanthine oxidase
1 ¢ Catsholaa

Endoplasmic reticulum Cytop

Flavins
Eleuron transport

Mitochondrion
system AL

Cyclooxygenase % Respnra(or) chain
Lipoxygenase Oxidases
NADPH oxidase

Fe*'-Cu'

Fenton reaction Lipid bilayer

Figure 3 : Sources cellulaires de production des espéeces réactives de I’oxygéne (Venditti et al., 2015).

- Chaine respiratoire mitochondriale : Les mitochondries sont un site majeur de production
de ERO lors de la synthese d'adénosine triphosphate (ATP) via la phosphorylation oxydative.
Plus précisément, les Complexes I et III de la chaine de transport d'électrons sont des points
clés ou les électrons peuvent s'échapper et réagir avec I'oxygeéne moléculaire, produisant ainsi

du radicaux superoxyde (O2¢"). Ce superoxyde est ensuite converti en peroxyde d'hydrogene

4
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(H203) par la superoxyde dismutase 2 (SOD2) mitochondriale (Aranda-Rivera et al., 2022).
Le radical hydroxyle (*OH) est formé par la décomposition du peroxyde d'hydrogéne catalysée
par la réaction de Fenton (Fe2+/Cu+) (Marinho et al., 2013 ; Sies et al., 2020 ; Cadenas et al.,
2022).

+e . . +e,2H+ i
O, — O, (superoxide) — H,0O,(peroxide)

Fe2+
— "OH(hydroxyl radical)

- NADPH oxydase : La NADPH oxydase (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
oxydase) est un complexe enzymatique membranaire présent dans les globules blancs et les
cellules vasculaires (Panday et al., 2015). La plupart des cellules sont capables de produire des
radicaux superoxyde (O2+—) via une activit¢ NAD(P)H oxydase membranaire (NOX). La NOX
est une enzyme qui catalyse la réduction mono électronique de 1’02 en utilisant le NADPH ou
le NADH comme donneur d’électrons (Minh et al., 2015).

La NOX2 présente dans les neutrophiles, géneére du superoxyde (O:*7) en transférant des
électrons du NADPH a I'oxygene moléculaire (O2). Une autre isoforme, la NOX4, est localisée
dans les mitochondries et produit du peroxyde d'hydrogene (H20:) sans nécessiter de sous-

unités cytosoliques (Aranda-Rivera et al., 2022).
NADPH + 20, — NADP* + 20, + H*.

- Xanthine oxydase : Xanthine oxydase (XO) est une enzyme soluble qui présente dans le sang,
les cellules endothéliales des capillaires, et dans le foie et l'intestin gréle. La localisation
cellulaire de la xanthine oxydase est principalement cytoplasmique (Khan et Alsahli, 2018).
La XO catalyse l'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine, puis 1'oxydation de la xanthine en
acide urique. Ce processus s'accompagne de la formation de radicaux superoxydes (O2+—) et de
peroxyde d'hydrogéne(H202), ce dernier étant produit en plus grande quantité (Bortolotti et
al., 2021).

- Enzymes du réticulum endoplasmique : Le réticulum endoplasmique est une autre source
importante de ERO, principalement du peroxyde d'hydrogene(H202), un sous-produit du
processus de repliement des protéines (Li ef al, 2021). Les cytochromes P450 (CYP450) sont
des complexes enzymatiques qui utilisent 1’O2 pour oxyder un substrat. Il existe chez I’homme
de multiples isoformes des CYP450 qui sont chacun spécifique d’un ou plusieurs substrats. Ces

substrats peuvent étre un stéroide, un acide biliaire ou un xénobiotique. La réaction catalysée
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par le CYP450 peut parfois conduire a la formation d’O2e- lorsque 1’O2 subit une réduction
monovalente (Fukai, 2020).

- Peroxysomes : Les peroxysomes sont des organites contenant plus de 50 enzymes. Ils jouent
un role important dans divers processus biochimiques, Lors des réactions d’oxydation, les
peroxysomes produisent du peroxyde d’hydrogeéne (Islinger et al., 2018).

1.4. Effets du stress oxydant sur les constituants cellulaires :

Les composants cellulaires les plus touchés par les radicaux libres sont les lipides, les acides

nucléiques (ADN), les protéines et les enzymes (Biller et Takahashi, 2018).
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Figure 4 : Effets d’ERO sur les constituants cellulaires (Avery, 2011).

1.4.1. Effet sur les lipides (Peroxydation lipidique) :

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), ainsi que les phospholipides membranaires sont les cibles
privilégiées des attaques oxydatives (Bhattacharyya et al., 2014). Les AGPI sont tres sensibles
a D'oxydation par les radicaux libres en raison de la présence de multiples liaisons. La
peroxydation lipidique débute lorsque des radicaux libres tels que le radical hydroxyle, le
radical alkoxyle (RO") et le radical peroxyle (ROO-) arrachent I’atome d’hydrogéne du groupe
méthyléne (—CH2—) des AGPI dans la structure membranaire (Niki et al., 2005 ; Le, 2016).

1.4.2. Effet sur les protéines (Oxydation des protéines) :

Les protéines contenant des liaisons insaturées et du soufre peuvent subir une oxydation en
réagissant avec des especes réactives de I'oxygene. L'interaction entre les radicaux libres et les
protéines peut altérer leur structure et inhiber leur activité biologique. Ainsi, elles peuvent
endommager les protéines et entrainer la formation de produits stables et tres réactifs, tels que

les hydroperoxydes de protéines, ainsi que la formation de molécules électrophiles qui
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réagissent avec les protéines possédant des chaines latérales nucléophiles (Avery, 2011). Par
exemple, en situation de stress oxydatif, la cystéine peut étre exposée aux oxydants O>"-, HO-,

‘NO et H.O: (Hougland et al., 2013).

1.4.3. Effet sur I'ADN (Oxydation de I'ADN) :

Les especes réactives de I’oxygeéne (ROS), telles que le radical hydroxyle et I’oxygéne singulet,
agissant sur I’ADN, provoquent une perturbation des fonctions cellulaires par des modifications
déléteres des protéines et d’autres molécules. Elles entrainent des mutations des bases de
I’ADN, des cassures des brins simples et doubles, des liaisons croisées ADN-protéines ainsi
que des dommages au systeme de réparation (Pisoschi ez al, 2021). L'attaque radicalaire peut
étre directe et entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées
: 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, 8 oxo adénine 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile

(Singh et al., 2019 ; Poetsch et al., 2020).

1.5. Systémes antioxydants :

Les systemes antioxydants constituent un ensemble de mécanismes qui protégent les
biomolécules et I’organisme contre les effets déléteres des radicaux libres, en réduisant ou en
réparant les dommages induits par les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) au niveau des
cibles moléculaires. Ce mécanisme est désigné sous le terme de défense antioxydante
(Halliwell, 2007 ; Martin-Sierra et al.,, 2019). Le systtme de défense antioxydante de
I’organisme se divise en deux catégories principales : endogeéne et exogene (Saez et Estan-
Capell, 2017). Les antioxydants endogenes sont principalement constitués d’enzymes,
notamment la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GPx) ; ou des composés non enzymatiques. En revanche, les antioxydants exogeénes sont

d’origine externe et sont généralement apportés par 1’alimentation (Baudin, 2020).

1.5.1. Systémes antioxydants endogénes :

- Super oxydase dismutase (SOD) : Chez les mammiferes, il existe trois isoformes de la
superoxyde dismutase : la superoxyde dismutase cuivre-zinc (Cu, ZnSOD ou SOD1), localisée
dans le cytosol ; la superoxyde dismutase au manganese (MnSOD ou SOD?2), présente dans la
matrice mitochondriale ; et la superoxyde dismutase (SOD3), localisée dans 1’espace
extracellulaire. Les SODs sont des métalloprotéines capables de catalyser la conversion de
I’anion superoxyde (-O2") en peroxyde d’hydrogene (H202) et oxygene (O2) (Sharifi-Rad et
al., 2020).
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20; « +2H ——> H,0, + 0,

- Catalase (CAT) : L'enzyme catalase, une hémoprotéine, peut catalyser des réactions de type
peroxydase, a condition que les substrats aient un acces limité a I'néme. Elle est principalement
présente dans les peroxysomes. Leur activité est ¢levée dans le foie, les reins, le myocarde, les
muscles striés et les érythrocytes (Antunes et al., 2002 ; Gebicka et Krych-Madej, 2019). La
catalase capable d’assurer la dismutation de peroxyde d’hydrogéne (H:20:) (généralement

produit par les SOD) en eau (H20:) et oxygene moléculaire (O2) (Baudin, 2020).

2H,0, —25 9H,0 + 0,

- Les glutathion peroxydases (GPX) :

Le systeme du glutathion inclut trois principales enzymes : les glutathion -S- transférase (GST),
les glutathion réductase (GR) et les glutathion peroxydases (GPX). Les GST constituent une
classe d’antioxydants enzymatiques qui catalysent la dégradation des peroxydes lipidiques
(Sharma et al., 2004). La GR catalyse la réduction du glutathion oxydé (GSSG) en glutathion
réduit (GSH). Cette enzyme permet a la cellule de maintenir des niveaux adéquats de GSH
intracellulaire (Linster et Van Schaftingen, 2007).

Les GPX sont formées de quatre sous-unités. Chacune d’entre elles contient une cystéine dont
le soufre du groupement thiol est remplacé par un atome de sélénium : cette cystéine est donc
une sélénocystéine (Baudin, 2020). Elles catalysent la réduction des hydroperoxydes (H202)
et des peroxydes lipidiques, par 1’oxydation de son cosubstrat le glutathion réduit (GSH) en
glutathion oxydé¢ (GSSG) qui sera réduit par la suite par 1’action de la glutathion réductase (GR)
(Bouguerne, 2012).

H,0, + 2GSH ——%> GSSG + 2H,0

LOOH + 2GSH ——*5>LOH + GSSG + H,0

- Glutathion réduit (GSH) :

Le glutathion (y-glutamylcystéinylglycine) est un tripeptide intracellulaire composé de trois
acides amings, la glutamine, la cystéine et la glycine. Il intervient comme un antioxydant majeur
en neutralisant diverses espéces réactives de I’oxygene, notamment le peroxyde d’hydrogéne,

le radical hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux alcoxyles, et prévient l'inactivation des



Etude bibliographique

protéines et des enzymes en maintenant les groupements sulthydryles des protéines a 1'état

réduit (Mieyal et al., 2008 ; Asantewaa et Harris, 2021).

1.5.2. Systémes antioxydants exogénes :

Les antioxydants exogenes sont apportés par I’alimentation et se trouvent dans les fruits, les
légumes, les boissons, les noix et les céréales (Carlsen et al., 2010 ; Lobo et al., 2010). Parmi
eux, les vitamines E et C, les caroténoides (vitamine A), certains oligo-¢éléments (Zn, Mn, Cu,

Se) et les polyphénols (flavonoides, acides phénoliques) (Zujko et al., 2012).

- Vitamines E :

La vitamine E est une vitamine liposoluble présente dans la nature, qui compte huit isoformes
naturelles. Parmi celles-ci figurent quatre tocophérols (a-, B-, y- et d-tocophérol) et quatre
tocotriénols (a-, B-, y- et o-tocotriénol). Les a- et y-tocophérols sont les isoformes les plus
abondantes tant dans 1'alimentation que dans les tissus ; 'abondance des formes a dans les tissus
est environ huit a dix fois supérieure a celle des isoformes y (Miyazawa et al., 2019). La
vitamine E agit comme un antioxydant dans les membranes cellulaires lipidiques, protégeant
les acides gras polyinsaturés (AGPI) de 'oxydation. L’activité antioxydante de la vitamine E
repose sur la présence d’un groupe hydroxyle au niveau du cycle chromanol. Le mécanisme de
neutralisation des ERO consiste en un transfert d’atome d’hydrogeéne depuis ce groupe
hydroxyle (T-OH) vers les radicaux libres (Re¢), ce qui entraine la formation d’un radical

tocophéryle (T-O¢) et d’un produit stable non radicalaire (RH) (Jomova et al., 2023).

- Vitamines C :

La vitamine C ou acide L-ascorbique est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent
dans les fluides intra- et extracellulaires (compartiments hydrophiles). Cependant, un effet
peroxydant a été constaté en présence de Fe3+. Alors que la plupart des mammiferes sont
capables de la synthétiser. Les animaux dépourvus de cette capacité de synthese de la vitamine
C doivent donc la puiser dans leur alimentation (Saidi Merzouk et al., 2020). Elle posseéde une
double action, directe et indirecte. Directement, elle cible les ERO (superoxydes, hydroxyles,
oxygene singulet et radicaux lipidiques), et indirectement, elle contribue a la régénération de la

vitamine E et du GSH (Hacisevki, 2009).
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- Caroténoides :

Les caroténoides sont des pigments naturels de couleur rouge, orange et jaune produits par les
plantes, les bactéries, les champignons et les algues. Elles jouent un réle important dans la
neutralisation de diverses ERO (Jomova et Valko, 2013). Les caroténoides, tels que le p-
caroténe et le lycopéne, agissent comme antioxydants en piégeant 1'oxygeéne singulet et en
inhibant la peroxydation lipidique, ce qui empéche la formation de radicaux peroxydiques

dérivés du B-caroténe et protége la cellule contre le stress oxydatif (Kawata et al., 2018).

- Oligoéléments :

Les oligo-¢léments désignent un ensemble de micronutriments essentiels, nécessaires a
I’organisme en quantités infimes. Le fer, le cuivre et le zinc figurent parmi les plus importants,
en raison de leur implication dans les mécanismes de défense contre les ERO. Le sélénium se
distingue par son role antioxydant, exercé notamment a travers des enzymes telles que la
glutathion réductase (GR) et les glutathion peroxydases (GPx) dépendantes du sélénium
(Marreiro et Cruz, 2017 ; Zoidis et al.,, 2018). Le zinc agit comme un inhibiteur de la
production des ERO induite par les métaux de transition, en entrant en compétition avec le fer
et le cuivre lors de la réaction de Fenton. Il protége également les groupements thiols (SH) des
protéines contre 1’oxydation induite par le fer, en empéchant la formation de ponts disulfure
intramoléculaires (Delattre ef al, 2005a). Le magnésium joue un role important dans la
régulation des canaux ioniques, la stabilisation de 'ADN, l'activation enzymatique (Ribeiro et

al., 2015).

- Polyphénols :

Les polyphénols, sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques avec
un ou plusieurs groupes hydroxyle (OH). Ils sont synthétiques, comme ils peuvent étre extraits
a partir de plantes (Bouguerne, 2012). Les polyphénols (incluant les flavonoides, les acides
phénoliques, les tanins, les stilbénes et les curcumine) posseédent une activité biologique
notable, en particulier leur capacité antioxydante ¢levée (Li et al, 2021). Ils neutralisent les
radicaux libres responsables des dommages oxydatifs et empéchent la formation excessive de
ERO en capturant les ions métalliques impliqués dans les réactions de Fenton. En outre, ils
régulent des voies de signalisation redox, comme celle impliquant Nrf2, ce qui stimule les
mécanismes de défense de la cellule (Aranda-Rivera et al., 2022 ; Jomova et al., 2023 ;

Chandimali et al., 2025).
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2. Les éthers de glycol (EG) :

Le nom « éther de glycol » est un terme générique appliqué a un groupe de solvants oxygénés
qui comprend plus de quatre-vingts substances dont une trentaine ont donné lieu a une
exploitation industrielle (INRS, 2022). Les éthers de glycol se répartissent en deux grandes
catégories : les dérivés de 1’éthyléne glycol (série E) et les dérivés du propyléne glycol (série
P). Au sein de la série E, 1’éthyléne glycol monométhyl éther (EGME) est le composé le plus
étudié et constitue une molécule de référence (INRS, 2011 ; INRS, 2022).

Ce sont des liquides, incolores et volatils utilisés comme solvants amphiphiles, c’est- a-dire
hydrophile (soluble dans 1’eau) et lipophiles (solubles dans les huiles et solvants organiques).
Du fait de ce caractére amphiphile, ils entrent dans la composition de nombreux produits a

usage industriel ou domestique (INSERM, 2006).

2.1. Utilisation de I’éthyléne glycol mono-éthyle éther (EGME) :

L’EGME est largement utilis¢ dans de nombreux secteurs industriels, notamment en
sérigraphie, dans la formulation de laques et de peintures, ainsi que dans les procédés
photographiques et photolithographiques. Il intervient également dans les teintures, la finition
des textiles et du cuir, la fabrication de 1’acétate de cellulose, des encres, des cosmétiques et des
revétements de surface. Par ailleurs, il est employé dans I’industrie des semi-conducteurs et
dans la production de plastiques destinés au contact alimentaire. En outre, ’EGME est utilisé
comme agent antigel dans les carburants des avions a réaction et les fluides hydrauliques (Loh

et al., 2008 ; Takei et al., 2010 ; Adeyemo-Salami, 2021).

2.2. Sources d’exposition a ’TEGME :

La production et la transformation industrielles de ’EGME peuvent entrainer des rejets dans
I’environnement par les émissions atmosphériques et les rejets d’eaux usées. Les émissions
atmosphériques provenant de 'utilisation comme solvant évaporatifs entraine la plus grande
exposition environnementale, bien qu’une dégradation photolytique rapide se produise

(Stanard, 2014).

11
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2.3. Toxicocinétique et métabolisme des éthers de glycol :

- Les éthers de glycol (EG) peuvent étre absorbés par les trois principales voies d’exposition :
pulmonaire, cutanée et digestive. Leur caractére amphiphile permet de traverser facilement les
membranes biologiques, ce qui leur permet de se distribuer dans les compartiments aqueux et
lipidiques de 1’organisme (Simonet, 2005).

- Quelle que soit leur voie de pénétration, les EG présentent une diffusion trés rapide en
quelques minutes. Ils se distribuent dans I’ensemble des tissus et traversent la barriére
placentaire. L’EGME s’accumule notamment au niveau du placenta, de I’embryon et du sac
vitellin (Cordier et al., 2001).

- L'EGME est d'abord oxydé par l'alcool déshydrogénase en 2-méthoxyacétaldéhyde (2-
MALD). Ce dernier est ensuite oxydé par l'aldéhyde déshydrogénase en acide méthoxyacétique
(MAA), considéré comme le principal métabolite toxique (Welsch, 2005). L'EGME lui-méme
ne présente pas directement des effets toxiques ; ces effets sont principalement attribués a son

métabolite, le MAA (Johanson, 2000).
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Figure 5 : Structure chimique et métabolisme de 'EGME dans la cellule (Bagchi et Waxman, 2008)

2.4. Toxicité des éthers de glycol :
L’¢éthylene glycol mono-éthyle éther (EGME) est connu pour étre toxique pour divers tissus et
organes de l'organisme, notamment le sang, les testicules, les épididymes, le foie et les reins

(Takei et al., 2010 ; Bendjeddou et Khelih, 2014 ; Adeyerno-Salami et Farombi, 2018).
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- Le potentiel hématotoxique de ’EGME, affectant les cellules sanguines et largement
documenté chez I’animal, tandis que ses effets chez ’homme demeurent encore discutés
(Timour et al., 2007). 1l provoque une diminution du nombre de globules blancs ou de globules

rouges (leucocytes ou hématies) (INRS, 2022).

- La toxicité reproductive induite par I'EGME comprend des effets néfastes sur la maturation
sexuelle, la production et le transport des gamétes a 1'age adulte, le comportement sexuel, la
gestation et d'autres fonctions dépendantes du systéme reproducteur (Malik et Gupta, 2013).
La toxicité testiculaire, I'une des conséquences les plus marquantes de 1'exposition a 'EGME et
au MAA, résulte de 1'apoptose des spermatocytes primaires et est associée a des modifications
de l'expression de divers geénes et voies de signalisation. Le MAA (principal métabolite toxique
de I'EGME) réduit l'expression des geénes qui favorisent la spermatogencse et la survie
cellulaire. L'induction de génes liés a la réponse antioxydante et au stress oxydatif suggere que

le MAA induit un stress oxydatif dans les organes cibles (Bagchi et Waxman, 2008).

- Des études récentes menées chez le rat ont mis en évidence que ’EGME induit un stress
oxydatif, une inflammation ainsi qu’une apoptose au niveau du foie (Somade et al., 2020a),
des reins (Somade ef al., 2020b) et des testicules (Somade et al., 2020c¢), selon une approche

chronologique.
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3. Généralités sur le pollen
3.1. Définition du pollen :

L’origine du mot pollen remonte au grec « palé », terme qui désigne a la fois la farine et la
poussiere pollinique (Kiared, 2015). Le pollen est produit par les fleurs, sous forme de grains
trés fins, et destiné a leur reproduction, cette substance, riche en protéines, est récoltée par les
abeilles pour leur alimentation, notamment celle des jeunes larves (Bacher, 2008). Le pollen
représente le gamétophyte male des plantes a graines. Il contient les cellules reproductrices

males impliquées dans la fécondation des ovules (Darrigol, 2007).

3.2. Caractéristiques générales du pollen :
Les grains de pollen présentent des caractéristiques morphologiques spécifiques, permettant
ainsi l'identification précise d'une plante, que ce soit au niveau de l'espéce, du genre ou de la

famille (Melin, 2011).

3.2.1. Morphologie du grain de pollen :

La forme des grains de pollen présente une grande variabilit¢ morphologique : ils peuvent étre
sphériques, ovales, allongés, triangulaires, semi-circulaires, cubiques, hexaédriques ou encore
pentagonaux (Benouamane, 2015), et leur diamétre varie entre 2,5 et 250 micromeétres
(Denisowa et Marta, 2016).

3.2.2. Structure du grain de pollen :

Malgré les différences morphologiques que présentent les grains de pollen, mais ils ont une
structure anatomiquement constante. Chaque grain est constitué¢ de cellules végétatives et
génératives entourée de deux enveloppes protectrices : l'intine et I'exine (Denisowa et Marta,

2016).

__— aperture
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végétative memb‘rane sicuan
plasmique intine
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membrane cellule
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Figure 6 : Structure du grain de pollen d’apres Peycru ef al. (2010)
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- L’exine est la membrane externe, formée de fibres cellulosiques protectrices des éventuels
écrasements.

- L’intine est la membrane interne, constituée de polysaccharides et de cellulose.

- Le cytoplasme accumule des réserves et divers composés comme les caroténoides qui
donnent la coloration au pollen (Percie du sert, 2003 ; Cousin, 2014). Il renferme également
deux noyaux, invisibles a I’ceil nu, qui constituent des éléments importants pour I’identification
de I’espece végétale productrice du pollen (Hubersan ,2001).

- Les grains de pollen sont pourvus ou non d’apertures : ce sont des ouvertures dans 1’exine
par ou sort le tube pollinique au moment de la germination. Ces ouvertures permettent
¢galement la régulation du volume des grains de pollen en fonction de I’humidité ambiante

(Alhamidi, 2017).

3.3. Composition chimique du pollen :

La composition du pollen présente une grande variabilité. Elle dépend principalement des
especes végétales visitées par les abeilles, mais également de I’origine géographique et
botanique, ainsi que des conditions environnementales telles que le lieu, la saison et I’année de
récolte (Bogdanov, 2014).

Le pollen constitue une source énergétique importante, riche en réserves de glucides, de lipides
et de protéines. Il est également reconnu comme une source significative de métabolites
secondaires, notamment les composés phénoliques et les flavonoides. Il contient généralement
30 2 40 % d’eau, 11 a 35 % de protides, incluant plusieurs acides aminés tels que ’acide
glutamique, I’acide aspartique et la proline, ainsi que 20 a 40 % de glucides (sucres et amidon)
(Garance, 2014). Il renferme également 1 a 20 % de lipides (matieres grasses), 1 a 7 % de
matieres minérales, ainsi que diverses substances telles que des résines, des pigments, des
enzymes et certains composés a activité antibiotique. Par ailleurs, le pollen est une source de
vitamines, notamment les vitamines du groupe B, la vitamine C, la vitamine E (tocophérol) et

la provitamine A (B-caroténe) (Nair, 2014).
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4. Moutarde des Champs ou sauvage (Sinapis arvensis L.)
4.1. Définition :

La moutarde des champs (Sinapis arvensis L.) est une plante adventice annuelle de la famille
des Brassicacées (Brassicaceae) largement répandue en Europe et dans le monde entier, qui se
caractérise par une banque de graines persistante (Ghersa et Martinez-Ghersa, 2000 ; Van
Acker, 2009), un port trés compétitif et une forte fécondité (Gherekhloo et al., 2018). Cette
espece est également présente a 1’état sauvage en Asie occidentale, en Afrique du Nord et dans
une large partie de I’Amérique du Nord (Kadhim ez al., 2016 ; Mohammed et al., 2016). Elle
mesure de quelques centimétres a environ 80 cm de haut, selon les conditions
environnementales. La floraison se caractérise par des grappes jaunes sur de longues tiges et
des gousses en forme de siliques contenant chacune quatre a huit graines sphériques

(Luzuriaga et al., 2005).

Figure 7 : Description botanique de Sinapis arvensis (Kops, 1807)

Le fruit se présente sous forme de petites graines rondes, de couleur rouge-brun, contenues dans
une gousse pointue mesurant entre 3 et 4 cm (Funk ef al., 2007). Ses feuilles, dentées et longues
de 5 a 10 cm, se terminent par une pointe. Les feuilles inférieures sont fortement découpées,
disposées en double rangée de lobes, avec un lobe terminal plus développé. En climat
méditerranéen, la floraison débute généralement au début du mois de février, en fonction des
conditions climatiques. Cette espece constitue une source importante de pollen et de nectar pour

les abeilles, ce qui en fait une plante mellifére d’intérét (Cloutier, 2007).
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Figure 8 : Morphologie de la moutarde des champs Sinapis arvensis (FUNK et al., 2007)

4.2. Systématique de I'espéce Sinapis arvensis L. :

e Embranchement : Spermaphytes (Phanérogames)
e Sous embranchement : Angiospermes

e Classe : Eudicots (dicotylédones)

e Sous- classe : Dialypétale

e Ordre : Pariétales

e Famille : Brassicacées

e Genre : Sinapis

e Espece : arvensis

e QGenre espece : Sinapis arvensis L

(Abdeljalil, 2014)

4.3. Compositions phytochimiques :

Des études récentes confirment que la graine de moutarde est une riche source de composés
bioactifs dotés d'un potentiel thérapeutique important (Cartea et al., 2011).

La composition chimique de Sinapis arvensis L. (moutarde des champs) se caractérise par une
forte teneur en eau (91.68 g/100 g), associée a de faibles quantités de lipides (0.85 g/100 g), de
protéines et de glucides, mais a une présence appréciable de fibres alimentaires. Cette espéce
constitue une source intéressante de composés bioactifs, notamment des caroténoides
(principalement B-caroténe, précurseur de la vitamine A), ainsi que des vitamines comme la
vitamine E, vitamine A, bien que la vitamine C puisse étre absente ou faible selon les conditions.

Elle est également riche en ¢éléments minéraux essentiels tels que le potassium, le calcium, le
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magnésium et le fer, avec des teneurs notables en sélénium et manganéese. Globalement, cette
plante présente une valeur nutritionnelle et fonctionnelle importante, liée a sa richesse en
micronutriments et en composés antioxydants (Paula Filho ef al., 2018). Ces composés sont
connus pour intervenir dans les réponses immunitaires, la neutralisation des radicaux libres et
la régulation des voies inflammatoires et métaboliques (Knutsen et al., 2016 ; Eichel et al.,
2020).

Les graines de moutarde constituent une excellente source d'acides gras (> 20 %) et de protéines
(25 a 30 %) et contiennent environ 10 % de fibres alimentaires. Parmi les autres composés
importants présents dans les graines de moutarde, classés comme métabolites secondaires, on
trouve les glucosinolates, qui sont des précurseurs essentiels chez les espéces de moutarde,

responsables du développement de leur saveur et de leur odeur (Attokaran, 2011).

Les graines de moutarde jaune contiennent la plus grande quantité de composés phénoliques
totaux, avec respectivement 2 040,32 mg et 1 692,96 mg/100 g de matiére seche pour les graines
entiéres et broyées (Nguyen et al.,, 2023). Les principaux composés phénoliques sont des
dérivés de l'acide sinapique (Thiyam et al., 2006). Le principal composé phénolique présent
dans la moutarde est la sinapine, qui représente environ 70 a 90 % de l'ensemble des composés
phénoliques contenus dans les graines et se trouve a la fois sous forme libre et sous forme
soluble (sous forme d'esters et de conjugués), tandis que l'acide sinapique et ses dérivés

constituent plus de 73 % des acides phénoliques (Nguyen et al., 2024).

La moutarde est classée parmi les plantes oléagineuses, en raison de la forte teneur en huile de
ses graines, qui dépasse 20 %. Elle renferme des acides gras insaturés d’intérét nutritionnel pour

I’homme, notamment I’acide érucique (Knutsen et al., 2016).

4.4. Potentiel thérapeutique de la moutarde des champs

La moutarde sauvage fait partie des plantes médicinales bien connues en territoire Algérie, elle
connait des propriétés thérapeutiques laxatives et stimulantes, topiques et révulsives et surtout
rubéfiantes (Nabiha, 2018). En phytothérapie, la moutarde est reconnue comme une matiere
premicre aux propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes, immunomodulatrices et
potentiellement anticancéreuses (Li et al., 2023).

Les composés phytochimiques présents dans les graines de moutarde réduisent le stress oxydatif
et stimulent 'activité des enzymes responsables des processus de détoxification. Ils possedent
¢galement des propriétés antibactériennes (Boscaro et al, 2018). Les graines de moutarde
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renferment des flavonoides, notamment le kaempférol et la quercétine, ainsi que de la vitamine
E (tocophérols). Ces composés exercent une activité antioxydante en neutralisant les espéces
réactives de 1’oxygene, contribuant ainsi a la protection des constituants cellulaires contre les
dommages oxydatifs (Zhu et al., 2008). Elles jouent ainsi un réle bénéfique dans la préservation
de la santé cardiovasculaire et neuronale et pourraient contribuer a ralentir I’évolution des

affections métaboliques et neurodégénératives (Kaur et Kapoor, 2008).

L’huile de moutarde et les isothiocyanates contenus dans les graines présentent également une
activité antimicrobienne a large spectre, ciblant notamment Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Candida albicans. Cette activité repose sur trois mécanismes complémentaires : la
perturbation de I’intégrité des membranes microbiennes, I’inhibition des processus respiratoires
et ’altération des systémes de communication cellulaire de type quorum sensing métaboliques

(Ganin et al., 2013 ; Monu et al., 2014 ; Yammine ef al., 2022).

Des travaux expérimentaux, menés in vitro et in vivo, ont mis en évidence le potentiel
anticancéreux significatif des isothiocyanates dérivés de la moutarde, caractérisé par un arrét
du cycle cellulaire, une induction de I’apoptose et une inhibition de I’angiogen¢se (Mazumder
et al., 2016).

D’autres études récentes soulignent 1’intérét de la moutarde en dentisterie, notamment pour la
prévention et comme traitement adjuvant des maladies parodontales et des bactéries cariogénes

(Eichel et al., 2020).
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I1. Matériels et Méthodes

1. Matériel utilisé

1.1. Matériel biologique :

Cette étude a été réalisée sur 32 rats males adultes de la souche Albino wistar, provenant de
I’institut pasteur d’Alger (Algérie). Ces rats ont été soumis a une période d'adaptation de 30
jours, aux conditions de I’animalerie (température ambiante et photopériode naturelle), dans
des cages en plastique, ou ils ont re¢u une alimentation standard (ONAB QOued Fragha/

GUELMA) et de I'eau du robinet.

Figure 9 : Conditionnement des rats dans ’animalerie

1.2. Matériel Chimique :

Pour notre expérimentation, on a utilis€¢ un solvant oxygéné : I’éthyléne glycol monométhyl
éther (EGME), fourni par Biochem Chemopharma. EGME a été dissoute dans I’eau puis
administrée par voie orale a raison de 500 mg/kg pc.

1.3. Matériel végétal :

Dans le cadre de cette étude, les grains de pollen de la moutarde des champs, Sinapis arvensis
L., ont été utilisés comme matériel expérimental, sa classification taxonomique et toutes les
données associées a cette espece ont déja été détaillées précédemment. Les échantillons ont été
collectés durant le mois d’avril au niveau de la région d’El Chafia, dans la wilaya d’El Tarf.
L’extrait aqueux de grain de pollen de la moutarde sauvage (Sinapis arvensis L) a été effectué
sous forme d’une suspension. Quotidiennement, les grains de pollen ont été broyés avec un
broyeur commercial puis mélangé avec I’eau distillé et administré par voie orale a raison de

300 mg/kg pc.

Figure 10 : Les grains de pollen de la moutarde des champs et leur extrait aqueux
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2. Méthodologue du travail

2.1. Répartition et traitement des rats :

Apres la phase d’adaptation, les rats ont été¢ répartis en 4 groupes gardés dans les mémes
conditions a raison de 8 rats pour chaque groupe (n = 8). Le traitement a été effectué par voie
orale, quotidiennement pendant 30 jours comme indiqué dans le tableau 1.

Tableau 1 : Les différents groupes des rats

Groupe témoin (T) Rats témoins, ont recu I’eau de robinet

Groupe témoin positif (P) | Rats ont regu par voie orale, 1 ml d’une suspension aqueuse
de grain de pollen de moutarde sauvage (Sinapis arvensis L)

a raison de 300 mg/kg pc.

Groupe EGME Rats traités par voie orale avec 1 ml de I’éthylene glycol
monométhyl éther a raison de 500mg/Kg pc.

Groupe P+FEGME Rats traités par un mélange de la suspension aqueuse des

grains de pollen de moutarde sauvage (Sinapis arvensis L)

(300 mg/kg pc) avec ’EGME (500mg/kg pc).

- Les animaux ont été pesés une fois par semaine durant toute la période de traitement afin de
modifier les doses selon le poids corporel.
- Les différentes étapes du protocole réalisé dans cette expérimentation ont été schématisées

dans la figure 11
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32 rats males adultes (Albino wistar)
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Prélévement des organes :

Testicules + Foie

+« Parameétres de stress oxydant :
MDA, GSH, GPx, Protéines (tous

les organes étudiés)

Figure 11 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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2.2. Prélévements des organes :
Apres la dissection, les organes (les testicules et le foie) ont été prélevés et débarrassés de leurs
tissus adipeux et rincés dans un sérum physiologique (NaCl a 0,9%), une partie de ces organes
a été congelée a -20 °C pour le dosage des parametres de stress oxydatif suivants :
Malondialdéhyde (MDA), glutathion réduit (GSH), glutathion peroxydase (GPx) et protéines
tissulaires.

#+ Dosage du malondialdéhyde
Principe
Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, les taux du MDA
testiculaire, épididymaire, hépatique et rénal ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al.
(1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et
I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les

solvants organiques comme le butanol. Le principe de cette méthode est résumé dans la figure

12.

iz o ndialds hyde [H]

(fu Lot ) Acide thiobarbitungue

0 (TEA)

= ym H e NY& H
oH oH
Drérwe Il ('I'BA}E

coloré en rose

Figure 12 : Le principe du dosage du malondialdéhyde

Préparation de I’homogénat
500 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 5 mL d'une solution de tampon phosphate
(0,1 M, pH 7,4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son pendant 30
secondes pour obtenir un homogénat.
Mode opératoire

e Prélever 0,5 mL de I'homogénat.

e Ajouter 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

23



Matériels et Méthodes

e Ajouter I mL d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.

e M¢langer et incuber au bain marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.

e Refroidir et additionner de 4 mL de n-butanol.

e Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

e Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.
Calcule de la concentration du MDA
La quantité du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/ gramme de tissu. Elle est obtenue
grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1°,3,3’-tetracthoxypropane faite dans les mémes

conditions (Figure 13).

y = 0,0046x + 0,0141
R? = 10,9991

0,6

DO

0,4

0,2

0 50 100 150 200 250

MDA nM/L

Figure 13 : La courbe d’étalonnage utilisé (nmol/ L) pour le dosage MDA

4+ Dosage du glutathion réduit (GSH)
Principe
Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Weckbecker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une
déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements

thiol spécifiques du glutathion. Selon la réaction suivante (Figure 14) :
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Figure 14 : Le principe du dosage du glutathion

Préparation de I’homogénat

200 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d'acide éthyléne diamine

tétra acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid en utilisant un broyeur ultra son (4

°C) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire

Prélever 0,8 mL de ’homogénat.

Déprotéiniser en ajoutant 0,2 mL d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA) 0,25 %.
Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

Prélever 0,5 mL du surnagent.

Ajouter 1 mL du tampon Tris (0,4 M) + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.

M¢élanger et ajouter 0,025 mL de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).
Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se
développé instantanément.

Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

Calcule de la concentration du GSH

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

GSH (nmol/GSH/mg protéines) =

DO x 1 x 1,525

13100 x 0,8 x 0,5 x mg protéines
DO: Densité optique.
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8mL homogénat + 0.2

mL de I’acide salicylique).
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e 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 mL surnageant +1 mL Tris + 0.025 mL DTNB).

e 13100 : Coefticient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

e 0.8: Volume de I’homogénat.

e (.5: Volume du surnageant.

#+ Dosage de ’activité du glutathion peroxydase (GPx)
Principe
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de Flohé
et Giinzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H20>)
en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence

de la GPx selon la réaction suivante :

H»0.+2GSH —m o o——> GSSG +2 H20

Préparation de I’homogénat
Le dosage de la glutathion peroxydase a été fait au niveau du foie, et des reins. 500 mg de
chaque tissu ont €été¢ mis en présence de 5 mL d'une solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.4), puis ont été broyés a froid (4 °C) en utilisant un broyeur ultra son pendant 30 secondes
pour obtenir un homogeénat.
Mode opératoire

e Prélever 0.2 mL de I'homogénat.

e Ajouter 0.4 mL de GSH (0,1 mM).

e Ajouter 0.2 mL de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).

e Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.

e Ajouter 0.2mL de H>O; (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10

minutes.

e Ajouter | mL de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

e Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

e Prélever 0,48 mL du surnageant.

e Ajouter 2,2 mL de la solution tampon TBS.

e Ajouter 0,32 mL de DTNB (1 mM)
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e M¢langer et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
Calcule de Pactivité enzymatique de la GPx
La détermination de 1’activité enzymatique de la GPx se fait a I’aide de la formule suivante :

(DO échantillon - DO étalon) x 0.04

Q =
DO étalon

Q : Quantité¢ de GSH disparue (oxydée)

DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.

DO ¢talon : Densité optique de 1’étalon.

0.04: Concentration du substrat (GSH).

Q

mg protéines

L’activité de la GPx (nmol/GSH/min/mg protéines) =

+ Dosage des protéines tissulaires

Principe
La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (—
NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue
refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des
protéines).
Mode opératoire

e Prélever 0,1 mL de I'homogénat.

e Ajouter 5 mL du réactif de Bradford.

e Agiter et laisser reposer 5 min.

e Lire la densité optique & 595 nm, contre le blanc.
Calcule de la concentration des protéines
La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée. La
concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢talon d’albumine

sérique bovine (1 mg/mL) réalisée dans les mémes conditions (Figure 15).
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Figure 15 : La courbe d’étalonnage de solution d’albumine de sérum bovin (BSA) (mg/ mL) pour le dosage

des protéines

3. Etude statistique des résultats

Tous les résultats des analyses effectués ont été exprimés en moyenne + SEM a 1’aide du logiciel
Prism7. Les comparaisons de données entre les différents groupes traités ont été effectuées par
le test one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparison test). Les résultats sont significatifs a
p<0,05.

a : comparaison avec le groupe témoin (T) ; b : comparaison avec le groupe témoin positif (P)

; ¢ : comparaison avec le groupe EGME
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I11. Résultats

1. Taux du malondialdéhyde (MDA)

D’aprés nos résultats, une augmentation significative du taux de MDA testiculaire et hépatique
a été observée dans le groupe traité par ’EGME par rapport aux autres groupes : témoins (T),
témoins positifs (P) et (P+EGME). Par contre, la combinaison de ’EGME avec la suspension
aqueuse des grains de pollen de moutarde sauvage (P+EGME) a réduit significativement le taux

du MDA dans les testicules et le foie par rapport au groupe traité¢ par I’EGME seul (Figure 16
et 17).
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Figure 16 : Taux du malondialdéhyde (nmol /mg de tissu) dans les testicules chez les différents groupes des

rats (M+SEM) aprés 30 jours de traitement.

a : comparaison avec le groupe témoin (T) ; b : comparaison avec le groupe témoin positif (P) ; ¢ : comparaison avec le

groupe EGME
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Figure 17 : Taux du malondialdéhyde (nmol /mg de tissu) dans le foie chez les différents groupes des rats

(M+£SEM) aprés 30 jours de traitement.
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2. Taux du glutathion réduit (GSH)

Les figures 18 et 19 indiquent une diminution significative de la teneur testiculaire et hépatique
en glutathion (GSH) chez les rats traités avec I’EGME seul par rapport aux rats de controle (T,
P). D'autre part, le Co-traitement avec le P+EGME a montré une augmentation significative du
taux de GSH dans les testicules et le foie en comparaison aux rats intoxiqués uniquement par

I’EGME.
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Figure 18 : Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans les testicules chez les différents groupes des rats

(M£SEM) apres 30 jours de traitement.
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Figure 19 : Taux du glutathion réduit (nmol/mg prts) dans le foie chez les différents groupes des rats

(M+£SEM) aprés 30 jours de traitement.
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3. Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans les organes étudiés (testicules
et foie) a été réduite de maniére significative dans le groupe EGME que dans les autres groupes
(T, P et PAEGME). Tandis que, une ¢élévation significative de cette activité a été enregistrée

chez le groupe P+EGME par rapport au groupe exposé a ’EGME seul (Figure 20 et 21).

0.5+
iy ——
.g 044 —— .
o ab I I
§ 03- — —
7
2
g 0.2+
E
& 0.1
[0
0.0 T T T
A
R 0@@ 0\§/
<« <
Groupes expérimentaux

Figure 20 : Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans les testicules chez les différents
groupes des rats (M£SEM) aprés 30 jours de traitement.
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Figure 21 : Activité du glutathion peroxydase (nmol GSH/mg prts) dans le foie chez les différents groupes
des rats (M£SEM) apres 30 jours de traitement

31



IV. Discussion

Des études récentes réalisées chez le rat ont démontré que I’EGME provoque un stress oxydatif,
associ¢ a une inflammation et a une apoptose dans divers tissus, notamment le foie, les reins et
les testicules (Somade et al., 2020a, 2020b, 2020c). En réponse a ce déséquilibre oxydatif, le
glutathion (GSH) intervient dans les mécanismes de défense antioxydante en coopération avec
plusieurs enzymes spécialisées, telles que le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GR), la glutathion S-transférase (GST) et la catalase
(CAT), qui participent collectivement a la neutralisation des radicaux libres et a la protection
des cellules contre les effets déléteres du stress oxydatif (Wu et al., 2012 ; Ahanger et al., 2014
; Abd_Allah et al., 2015).

Dans notre étude, le traitement des rats par ’EGME a entrainé un stress oxydant se traduit par
une augmentation du marqueur de la peroxydation lipidique (MDA) avec une réduction du taux
de GSH et de I’activité du GPx au niveau testiculaire et hépatique. Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par Somade et al. (2021), qui ont montré que 1’exposition a ’EGME chez
des rats males Wistar induisait une perturbation du systéme antioxydant pulmonaire. Cette
altération s’est traduite par une diminution significative des concentrations de GSH et de
I’activité de la GST associée a une augmentation significative des activités de la GPx, de la
SOD et de la CAT. En revanche, aucune modification significative de la concentration
pulmonaire en malondialdéhyde (MDA) n’a été observée. Des observations similaires ont été
faites par Somade et al. (2020a), ont montré une réduction significative des taux hépatiques de
GSH, des activités de la GST et de la SOD avec une élévation de I'activité de la GPx et de la
concentration de MDA dans le foie aprés 7, 14 et 21 jours d'administration de ’EGME. De
méme Somade et al. (2020c¢), ont rapporté une diminution significative des taux de GSH
testiculaires et des activités de la GPx et de la SOD, ainsi qu'une augmentation significative de
l'activité de la GST et de la concentration de MDA dans les testicules a la suite de
I'administration d'EGME. D’autres recherches ont démontré que I’exposition a ’EGME est
associée a une baisse des niveaux de GSH et a une inhibition des activités de la GPx et de la
SOD au niveau testiculaire chez le rat (Adedara et Farombi, 2010 ; Adedara et Farombi,

2012 ; Adedara et Farombi, 2014).
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L'augmentation des niveaux de MDA dans les tissus ou les fluides biologiques indique une
augmentation de l'activité¢ des ERO et des dommages lipidiques. Ces ERO attaquent les acides
gras polyinsaturés présents dans les lipides membranaires, initiant une réaction de peroxydation
lipidique. Cette oxydation des lipides conduit a la formation de produits secondaires réactifs,
tels que les aldéhydes (malondialdéhyde - MDA, et 4-hydroxynonénal - 4-HNE), qui peuvent

provoquer des dommages supplémentaires aux composants cellulaires (Ayala et al., 2014).

Le GSH constitue le substrat essentiel de la GPx ; au cours de la réduction du peroxyde
d’hydrogene (H20-), il est oxydé en glutathion disulfure (GSSG) (Somade et al, 2017). Par
ailleurs, la GST (enzyme de phase II du métabolisme des xénobiotiques), catalyse la
conjugaison du GSH a divers composés étrangers a 1’organisme, facilitant ainsi leur
détoxification et leur élimination. Ces mécanismes pourraient expliquer les résultats observés
dans la présente étude. En effet, I'implication du GSH et des enzymes associées dans les
processus de détoxification et de neutralisation des ERO pourrait entrainer soit une induction
des défenses antioxydantes, soit un épuisement progressif de ces systémes en réponse au stress

oxydatif (Somade et al., 2015 ; Somade et al., 2016 ; Somade et al., 2017)

Cependant, le traitement concomitant par ’EGME et I’extrait aqueux des grains de pollen de
moutarde sauvage (Sinapis arvensis L) a exercé un effet protecteur marqué contre le stress
oxydatif, se traduisant par une baisse significative des taux de MDA hépatiques et testiculaires,
ainsi qu’une augmentation des niveaux de GSH et de I’activité enzymatique de la GPx, en

comparaison avec le groupe exposé uniquement a I’EGME.

Des recherches similaires ont montré qu’un régime alimentaire enrichi en graines de moutarde
chez la souris a permis de réduire les taux de MDA, un produit de la peroxydation lipidique, et
d'augmenter l'activité¢ de plusieurs enzymes antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Yuan et al, 2011 ; Zhu et al.,
2012).

Les composés phytochimiques présents dans les graines de moutarde réduisent le stress oxydatif
et stimulent l'activité des enzymes responsables des processus de détoxification (Boscaro et al.,
2018). Par ailleurs, la moutarde des champs (Sinapis arvensis L.) représente une source notable
de composés bioactifs, notamment des caroténoides (principalement le B-caroteéne), ainsi que
des vitamines telles que les vitamines E, A et C. Elle renferme également des minéraux

essentiels, dont le potassium, le calcium, le magnésium, le fer, le sélénium et le manganése.
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Discussion

L'ensemble de ces constituants contribue a ses propriétés nutritionnelles et fonctionnelles, ainsi

qu'a son importante capacité antioxydante (Paula Filho ez al., 2018).

Parmi les autres composés importants présents dans les graines de moutarde, on trouve les
glucosinolates, qui sont des précurseurs essentiels chez les espéces de moutarde, responsables
du développement de leur saveur et de leur odeur (Attokaran, 2011). L'hydrolyse des
glucosinolates conduit a la formation d'isothiocyanates, notamment le sulforaphane, ces
métabolites stimulent l'activité des enzymes de phase II impliquées dans les mécanismes de
détoxification des especes réactives de l'oxygéne (ERO) (Bones et Rossiter, 2006 ;
Boukhenouna et al., 2015). En outre, ils stimulent la synthése du glutathion réduit (GSH) par
l'activation de la glutathion synthase et favorisent 1'activation du facteur de transcription Nrf2,
régulateur majeur des génes codant pour les enzymes antioxydantes, notamment la glutathion

peroxydase (GPx) (Kwon et al., 2007).

Les graines de moutarde constituent également une source importante de composés phénoliques
a forte activité antioxydante, notamment 1’acide hydroxybenzoique, I’acide férulique et 1’acide

sinapique (Grygier, 2022).
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Conclusion Et Perspectives

Conclusion et perspectives

Nos résultats ont montré, dans un premier temps, que I’administration de 500 mg/kg pc
d’éthylene glycol monoéthyl éther (EGME) a des rats males adultes pendant une période de 30
jours a induit un stress oxydatif caractérisé par un déséquilibre entre les systémes pro-oxydants
et antioxydants. Ce déséquilibre s’est manifesté par une diminution significative de la teneur en
glutathion réduit (GSH) et de I’activit¢ de la glutathion peroxydase (GPx), associée a une

augmentation du taux de malondialdéhyde (MDA) au niveau testiculaire et hépatique.

Dans un deuxiéme temps, nous constatons que la supplémentation concomitante en extrait
aqueux des grains de pollen de moutarde sauvage (Sinapis arvensis L.) (300 mg/kg pc) associée
a PEGME, a entrainé¢ une réduction significative de la peroxydation lipidique (MDA) via

l'induction des antioxydants enzymatiques GSH et GPx.

A partir de ces résultats, il serait important de dégager les perspectives suivantes :
4+ Explorer d'autres biomarqueurs du systéme radicalaire et de la capacité antioxydante.
#+ Evaluer l'effet de différentes doses de l'extrait afin de déterminer la dose optimale

présentant la meilleure efficacité antioxydante.

=

Extraire les substances actives responsables des propriétés antioxydantes de cette plante.

=

Déterminer le profil phytochimique détaillé de 1’extrait par des techniques analytiques

avancées afin d’identifier les molécules bioactives majeures.

4+ FEtudier le potentiel biologique d’autres organes de cette plante, notamment les feuilles
et les fleurs.

#% Explorer le potentiel de valorisation du pollen de moutarde sauvage comme source
naturelle d'antioxydants dans les domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique.

#+ Ftudier dautres plantes médicinales algériennes et comparer leurs propriétés

phytothérapeutiques avec celles de la moutarde.
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