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Résumé

La présente étude a pour objectif d’évaluer I’ effet photoprotecteur (antioxydant ) de thé
vert et comparé par ’activité antioxydant de vitamine C ,lors un stress oxydant engendré par
I’exposition de les deux lignées RD et HP2 aux rayonnements UVB / UVA avec une dose
phototoxique correspondante a une duré de irradiation de 3 heures

L’activité antioxydant de thé vert est mise en évidence par I’estimation de la viabilité
cellulaire (rouge neutre).

Au terme de cette étude. Les principaux résultats obtenus elle est confirmé le pouvoir
photoprotecteur de thé vert, qui maintient la viabilité cellulaire, Ou il a fournée la protection
des cellules irradiées contre le stress oxydant.

Mots clés : photoprotecteur, thé vert, UVA, UVB, phototoxique, viabilité cellulaire, lignées
cellulaire RD / HP2



Abstract :

The present study aims to evaluate the photoprotective effect (antioxidant) of green tea
and compared by the antioxidant activity of vitamin C, during an oxidative stress generated by
the exposure of the two lines RD and HP2 to UVB / UVA radiation with a phototoxic dose
corresponding to an irradiation period of 3 hours.

The antioxidant activity of green tea is demonstrated by the estimation of cell viability
(neutral red).

At the end of this study. The main results obtained confirm the photoprotective power of
green tea, which keeps the cell viability, where it provided protection of irradiated cells
against oxidative stress.

Keywords: photoprotective, green tea , UVA, UVB, phototoxic, cell viability ,cell lines
RD/HP2
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Glossaire

Le Vieillissement :

Correspond a I’ensemble des processus physiologiques et psychologiques qui modifient la
structure et les fonctions de I’organisme a partir de 1’dge mar. Il est la résultante des effets
intriqués de facteurs génétiques (vieillissement intrinseque) et de facteurs environnementaux
auxquels est soumis I’organisme tout au long de sa vie. Il s'agit d'un processus lent et
progressif qui doit étre distingué des manifestations des maladies. L'état de santé d'une
personne agée résulte habituellement des effets du vieillissement et des effets additifs de

maladies passées (séquelles), actuelles, chroniques ou aigués.
La photocarcinogenése :

Se définit comme 1’ensemble des phénomenes aboutissant a la survenue de tumeurs cutanées
provoquées par le soleil ou des sources lumineuses. il s’agit d’un processus a étapes multiples

faisant intervenir des altérations de I’ADN cutané.

Photoimmunosuppression : Les rayons ultraviolets (UV), par des actions directes et
indirectes, diminuent I’intensité des réactions immunitaires cutanées, Chez 1’animal, il existe
un lien Etroit entre la photoimmunosuppression (PIS) et la promotion des cancers de la peau .
Chez I’homme, il n’y a pas de preuve expérimentale permettant d’affirmer que les effets

photo-immunologiques sont impliqués dans le développement des cancers cutanés.
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Introduction :

La lumieére solaire est essentielle pour la vie humaine, en tant que source d’énergie et
d’alimentation, mais aussi parce qu’elle intervient dans certains processus biochimiques et
métaboliques, régule les rythmes biologiques et contribue au bien étre psychologique
(Bazanella et al.,2012), mais aussi est responsable de plus de 80 % des altérations cutanées
dermo-¢épidermiques visibles cliniquement et histologiquement ,I1 est directement corrélé a la

quantité d’UV regue au cours de la vie (Bédane et Roelandts ,2007).

Les UVB peuvent étre génotoxiques, entrainer des anomalies de I’ADN cellulaire ou
induire une immunosuppression, une inflammation et un stress oxydatif (Bazanella et al.,
2012).

Si tous les organes peuvent étre atteint par les réactions radicalaires, par des agressions de
I’environnement lumineux .particuliecrement par les photons UVB et UVA capables de
générer des especes réactives de ’oxygene, toxiques pour des cellules épidermiques et

dermiques et d’autre cellules de I’organisme (Gendrom ,2005).

En raison des effets secondaires indésirables des substances médicamenteuses (les
antioxydants et les anti- inflammatoires) et les produites de la protection soleil sur I’homme
et ’environnement, le retour a guérir avec des ressources naturelles et vertes comme les
plantes, qui se caractérisent par leur richesse en biomolécules, est devenue une nécessitée.

(Khair-Eddine, 2014).

Parmi ces ressources le thé vert, obtenu par infusion des feuilles de Camellia, L’ extrait
de thé vert contient un cocktail des composés caractérisés par leur activité antioxydant et
antibactérienne, parmi ces composés: les polyphénols (Boubekri, 2014).

La forte exposition de la population du désert algérien aux rayonnements solaires avec une

faible incidence de cancer, sachant qu’ils boivent un litre de thé vert par jour.



Introduction :

Les effets bénéfiques de thé vert sont attribués a ses polyphénols qui possédent une forte
propriété antioxydants, et c’est dans ce contexte que s’insére cette ¢tude, dont I’objectif est
d’étudier et évaluer I’activité antioxydant et I’effet photoprotecteur de ’infusion de thé vert
sur d’autres lignées cellulaires (sauf les cellules épidermiques).est appliqué sur les deux
lignées cellulaires RD et AP2, suite a la phototoxicité induite par les rayons UVB/ UVA en

¢tudiant la viabilité cellulaire pour les deux lignées cellulaire .



Revue de littérature chapitre I : les rayonnements solaires

I-1 Généralité :

Le soleil émet de I’énergie principalement sous la forme de rayonnements
¢lectromagnétiques dont I’ensemble forme le rayonnement solaire. 11 s’agit de la seule source
externe notable d’énergie pour I’atmosphere (Maiola ,2013).

Selon Gonzalez (2008) Le spectre solaire électromagnétique regroupant 1I’ensemble des
ondes ¢lectromagnétiques en fonction de leur longueur d’onde et leur fréquence : ondes radio,
rayons cosmiques, gamma, ultraviolets, visibles, infrarouges. Les rayonnements qui atteignent

la Terre sont constitués a 50 % de lumiere visible, 40 % d’infrarouges et a 10 % d’ultraviolets

(Olivia ,2012).
LTRAVIOLE VISIBLE AR&RED

100 280 315 400 00 wavelenith (nim)

Figure 01: Schéma des rayonnements émis par le soleil atteignant la Terre
(Kabouche, 2010)

Tableau I : Risque de lésions cutanées en fonction de I'index UV (Afssaps, 2006)

Index UV Risque de lésions cutanées
1a2 Faible
3as Modéré
6a7 Fort
8a10 Tres fort
11+ Extréme
Revue de littérature chapitre I : les rayonnements solaires




I-2-4 1a diffusion de les UV a travers la peau :
a) Petite rappel de la physiologie de la peau :
La peau est I’enveloppe de notre corps, elle est en continuité avec les muqueuses qui

recouvrent les cavités naturelles de notre organisme (Hamda et Hadreb, 2018),

et I’organe le plus vaste et le plus lourd de notre corps (environ 3,5 kg en poids et 1,5 m2
de surface pour un individu de 75 kg), et est structurée en trois couches superposées de la
plus externe a la plus profonde : 1’épiderme, le derme et I’hypoderme (Orazio et al.,2013)

Hypodeome ou fiszu
cellulaive sous-cutans

Figure 2 : la structure de la peau (Dermatole ,2005).

La structure de la peau se subdivise en 3 tissus superposés qui sont de la superficie a la

profondeur :
1- L’épiderme :

D’origine ectodermique, I’épiderme est un épithélium pavimenteux kératinis¢ pluristratifié
richement innervé et non vascularisé. Son épaisseur varie de 1um a 4mm selon sa localisation
anatomique (Démarchez ,2015). Est un enveloppe externe de la peau sa fonction principal est
la lutte contre les agressions extérieures (Pissavini et al.,2012) , C’est un tissus vivant
renouvellement permanent dans le quel les cellules vont se transformer au fur et a mesure de

leur déplacement de la profondeur vers la surface (Heath et al ., 2010) .
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Quatre principales populations de cellules composent I’épiderme : les kératinocytes, Les
mélanocytes , les cellules de langerhans et les cellules de Merkel (Dreno , 2008).(figure 03)
» Les kératinocytes :

Les kératinocytes représentent 80% des cellules de 1’épiderme, et ont la capacité de se
diviser activement et de se différencier.

La fonction essentielle de ces cellules est la synthése de kératine, protéine insoluble dans
I’eau et trés résistante, représentant 95% des protéines de 1’épiderme et qui lui confére en
partie sa fonction de protection (Avril et al.,2002) .

> Les mélanocytes :

Les mélanocytes sont des cellules d’origine nerveuse qui ont colonise secondairement
I’épiderme. A terme, ils sont exclusivement situes dans la couche basale de I’épiderme.
leur fonction est d’assurer la synthése des mélanines dans des organites spécialisées, les
mélanismes, et qui sont ensuite transférées aux kératinocytes. Chaque mélanocyte
appartient a une unité de mélanisation épidermique qu’il constitue avec les trente cing a
quarante kératinocytes voisins ; il leur délivre la mélanine par le biais de ses dendrites
(Martini ,2011)

> Les cellules de Langerhans :

Elles représentent 4%de la population cellulaire de 1’épiderme ce sont des cellules
dendritiques situées dans la couche épineuse placées coté a-coté, leur role est de capturer les
corps étrangeres (virus, bactéries, allergéne) pour pouvoir stimuler le systtme de défense
immunologique de I’organisme ces cellules sont capable d’absorbé des particules de la taille
d’un microbe de les digérer et d’aller en présenter les caractéristiques aux lymphocytes
(globules blancs ) ,cellules de défense de 1’organisme ( Pineau , 2005)

> Les cellules de Merkel :

Ce sont des cellules neuroendocrines, localisées dans la couche basale de 1’épiderme et
associées a des terminaisons nerveuses. Elles contiennent des granules neurosécrétoires dans

lesquelles sont stockés les neuromédiateurs (Guillot , 2012)
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1-Kératinocytes
2- Mélanocytes

3- Cellules immunocompétentes

4- Cellules de Merkel

Figure 3 : le compartiment cellulaire de I’épiderme (Guillot, 2012)

2 — Derme :

Le derme est un tissu fibreux, €lastique et conjonctif. Il apporte la souplesse, la résistance
de la peau et joue un rdle dans la thermorégulation. De plus, il est le lieu d’implantation des
annexes cutanées comme les poils et du systéme de vascularisation de la peau. Il est composé
de Collagene et de fibres élastiques formant la Matrice Extra Cellulaire, synthétisées et
sécrétées par les fibroblastes. D’autres cellules, du Systéme Immunitaire sont présentes : des
leucocytes, les cellules dendritiques dermiques et des macrophages (Rassner , 2006)

Ce tissu est composé de deux parties :

» Le derme papillaire : les fibres de Collagénes sont entrelacées et arrivent
perpendiculaires a 1’épiderme. Les plexus nerveux, lymphatiques, artériels et veineux
logent dans cette partie (Crickx , 2005 ).

> Le derme réticulaire : les fibres de Collageéne sont épaisses et entrelacées. Les
vaisseaux sanguins présents permettent la liaison entre le plexus du derme papillaire et

la jonction dermo-épidermique (Welsch , 2004).

3- L’hypoderme :
L’hypoderme est un tissu adipeux séparant le derme et les plans aponévrotiques et
musculaires sous-jacents. Il est constitué de septa conjonctifs qui cloisonne les lobes

adipeux. Les cellules adipeuses qui le constituent sont des cellules mésenchymateuses
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différenciées, rondes ou polygonales, possédant un noyau triangulaire périphérique et un
cytoplasme riche en triglycérides et en acides gras. Outre son rdle énergétique di a la réserve
de graisse qui le constitue, I'hypoderme possede également un role de protection mécanique et
thermique. (Avril et al ., 2008).

b) La diffusion des rayons UV dans la peau :

La peau représente la premicre ligne de défense contre les agressions extérieures telles que

les germes pathogenes, les rayons UV et les chocs (Ferraq, 2007).

La couche cornée de I’épiderme filtre incomplétement les radiations solaire mais, fort
heureusement, celles courtes longueurs d’ondes, les plus agressives sont les mieux filtrées : on

estime que 10 % des UVB et 20% des UV A atteignent le derme (Richard, 2004).

D’éviter le rachitisme. Par ailleurs, cette vitamine intervient autant qu’immunosuppresseur

s’opposant a certaines maladies auto-immunes (Meunier ,2012).

Epiderme

Hypoderme

Figure 4 : Pénétration des UVA et UVB dans la peau (Martini , 2011).
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I-3 les effets biologiques des rayonnements solaires :
I-3-1 Les effets bénéfiques :
I-3-1-1 La synthése de la vitamine D :

Chez 1I’étre humain, les rayons solaires constituent la principale source de vitamine D (de
type D3) puisque 90 % de cette molécule est synthétisée a partir d’un dérivé du cholestérol
par D’action des rayons UVB (Sanbandan et al., 2011), Ces derniers agissent sur la
membrane des kératinocytes et sont responsables de I’isomérisation réversible du 7-
déhydrocholéstérol (7DHC) en provitamine D3, Puis sous 1’action de la chaleur, le 7DHC est
transforme en vitamine D3. La vitamine D3 est ensuite transportée vers le foie ou elle est
hydroxylée en 25-hydrox-vitD3 (250HD3), puis dans le rein ou elle sera transformée en
métabolite actif la 1;25-dihydroxyvitD3 (1 ;250HD3) ou calcitriol (Meunier , 2008 ) .

La vitamine D est essentielle pour la santé car elle contribue au bon développement du
squelette par 1’accroissement de 1’absorption du calcium et du phosphore permettant ainsi
D’¢viter le rachitisme. Par ailleurs, cette vitamine intervient autant qu’immunosuppresseur
s’opposant a certaines maladies auto-immunes (Meunier ,2012).

I-3-2 les impacts des rayonnements solaires sur I’organisme humain :

Les UV sont responsables de dommages différents en fonction de la longueur d’onde des
rayons incidents. Une exposition aux rayons UV va entrainer des modifications physico-
chimiques responsables des effets néfastes sur I’organisme humain. Les effets biologiques du
rayonnement UV sont : [1’érythéme solaire, le photovieillissement, la photo-

immunosuppression, la photogénotoxicité, la photocarcinogénese cutanée, et enfin les

photodermatoses et le stress oxydant (Brunet, 2014) :

I-3-2-1 Le photovieillissement :

Le photovieillissement appelé également héliodermite est le vieillissement cutané qui
résulte, de I’exposition chronique de la peau au soleil. Il touche les zones photo-exposées. Au
niveau de I’épiderme Les radiations UV vont amincir le derme et aplatir la jonction
épiderme/derme (Humbert, 2012). De plus, les kératinocytes, sous effet des UVB, vont
produire des cytokines pro-inflammatoires qui vont augmenter la synthése de I’¢lastase
(enzyme dégradant 1’¢lastine, protéine responsable de 1’¢lasticité de la peau) et des MMPs

(Matrix Métallo protéases).Au niveau du derme Les effets majeurs de I’héliodermite vont se
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Produire au niveau du derme. En effet, les radiations UV vont désorganiser les fibres d’un
constituant majeur, la Matrice Extracellulaire (MEC) (Hlachmi et al ., 2005).
I-3-2-2 Photocarcinogénése :

Le rdle de l'exposition solaire dans l'apparition d'un carcinome est établi sur des
arguments cliniques, épidémiologiques et expérimentaux. La photocarcinogénése cutanée est
attribuée pour 65% aux UVB et 35% aux UVA selon un calcul effectué a partir de la courbe
de- Gruijld (De Laat A ; et coll., 1997 ; Béatrice et Jacques, 2005)

Les effets aigus de 1’exposition UV sont des dommages de I’ADN et une peroxydation
lipidique. Les UVB vont former des diméres de pyrimidine et des 6-4 photo produits alors que
les UVA vont également agir sur I’ADN par les biais de la production d’espéces réactives de
I’oxygéne, anion superoxyde, oxygeéne et peroxydes qui sont des molécules trés agressives
pour les bases puriques qui constituent I’ADN. La protéine p53 régule et normalise le cycle
cellulaire en induisant 1’apoptose des cellules qui présentent des 1ésions séveres de leur ADN.
Ces cellules sont remplacées par des cellules hyper prolifératives d’ou la survenue d’une
hyperplasie épidermique (Bédane, Roelandts, 2007).

I-3-2-3 Photoimmunosuppression :

-La diminution réversible du systéme immunitaire par les UVB et UVA, entraine I’apparition
de pathologies estivales comme 1’herpés labial, I’impétigo, les mycoses...

- Les altérations immunitaires induites par les UVB sont les suivantes :

- Diminution du nombre de cellules de Langerhans et altération de leur fonction, entrainant
une altération de la présentation des antigenes dans la peau,

- Diminution de la réponse a I’hypersensibilité¢ de contact,

- Diminution des lymphocytes T circulants,

- Induction de la libération de cytokines immunoactives par les kératinocytes (TNFa),

- Altération des fonctions lymphocytaires.

-L’immunosuppression induite par les UVB est sélective et la totalit¢ des réponses
immunitaires n’est pas modifiée (par exemple, la production d’anticorps n’est pas modifiée)
(Dubertret, 2006).

I-3-2-4 Photogénotoxicité :
L’altération de la structure chimique de I’ADN peut étre a 1’origine de 1’apparition de

mutations ou conduire a la mort cellulaire. Les principaux types de dommages induits par les

Composants UVB et UVA du rayonnement solaire dans I’ADN sont les coupures de la chaine
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nucléotidique, des adduits covalents avec les protéines et des produits de modification des
bases. La nature des processus physico-chimiques qui sont a I’origine des modifications
induites pas une exposition au rayonnement UV dépend de la longueur d’onde des photons

incidents (Puzenat, 2010).
1-3-2-5 Photodermatoses :

sont des 1ésions dermatologiques induites par les différents types de rayon ultraviolets qui
peuvent survenir sur des terrains génétiquement prédisposés ou étre acquises suite a des photo
traumatismes La réaction phototoxique est une réaction photochimique comparable a la
dermite d’irritation. Elle s’observe une fois que la dose tolérable d’ultraviolets (UV) est
dépassée. C’est le cas a I’occasion d’un coup de soleil et quand les rayonnements solaires sont
potentialisés par certaines substances ou médicaments, ou encore par un végétal (bergamote,
céleri, citron vert, figue, panais, persil...) .Ainsi, la dermite des prés survient aprés un bain en
riviere, quand le sujet s’allonge sur I’herbe au soleil du mois de juin ; quelques heures plus

tard, un érythéme vésiculo-bulleux reproduit le dessin d’une herbe sur la peau (Pillon ,2016).
I-3-2-6 Le stress oxydant :
a)Définition :

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) et les capacités de défense antioxydant de 1’organisme (Bruno .B .2020),
peut étre induit lors de la surproduction d’espéces réactive et/ou par suite d’inhibition des
systémes antioxydants qui peuvent étre inactives soit par défaut de synthese (Peltier et al .,

2004) ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece et al., 2007).(figure 05)

Espéces antioxydantes:
Meutralisent les radicaux libres

Espéces pro-oxydantes: \ e —— —
Générent des radicaux libres \

. a3 e

Stress dxydcm!

Figure 5 : le stress oxydant (Ece et al., 2007)
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b) Les radicaux libres :
» Définition :

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, Cela lui confére une grande réactivité et donc une demi-
vie tres courte. (Blandine, 2006)

En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un
¢lectron pour devenir plus stable, il va donc se réduire en oxydant un autre composé¢ (Marfak,
2003).

La réactivité chimique des radicaux libres de I’oxygéne est variable selon la molécule
Considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux libres
entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes et
hydroxyle, mais d'autres dérivés de l'oxygeéne jouent également un rdle important dans le
stress oxydant, en particulier le peroxyde d'’hydrogeéne et le peroxynitrite. C'est pourquoi le
terme d’especes réactives de I'oxygeéne (ERO) est préféré a celui de radicaux libres puisque le

peroxyde d'hydrogene n'est pas un radical libre (Asmus et Bonifacic, 2000).(Tableau II)

Tableau II : Les principales especes réactives des I’oxygene ( Migdal , 2011)

Espéces radicalaire Espéces non radicalaire
Anion superoxyde O~ Peroxyde d’hydrogéne
Radical hydroxyle HO" Acide hypochloreux HOCL
Monoxyde d’azote NO Peroxynitrite ONOO"
Grande instabilité par réaction avec les Elément de décomposition pour lala
constituants cellulaire détoxification par les systémes de décence
enzymatique

11
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c¢)La production des ERO :

» La production endogéne :
Les sources endogénes potentielles comprennent :
* des réactions impliquées dans la chaine respiratoire, le systéme du cytochrome P450
au niveau du
réticulum endoplasmique lisse (Engwa, 2018),
* de plus, les réactions impliquant le fer et d'autres métaux de transition, les
peroxysomes,
La xanthine oxydase (Engwa ,2018). Le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH).
> La production exogéne :

Les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants (fumée de cigarette, rayons
ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a 1’origine de la production de radicaux libres.
(Justine et al ., 2005). (Tableau III)

Tableau III: principales sources des ROS (Durackova et al ., 2008) .

Source endogés Source exogéne

NADPH Oxydases
Tabagisme

Chaine respiratoire mitochondrial
Xanthine Oxydase
Atherogénese
Lipo-Oxygénase
Phagocytes
Inflammation

Etat d’ischémie —répercussion

Cytokine pro- inflammatoire
Chimiothérapie
Radiation ionisantes
Radiation UV
Toxique enviromementaux

Champs électriques
Xénobiotique pro —oxydant

12
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d) Les cibles moléculaires des ROS :

La production excessive des ERO provoque des Iésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), (Tomomi et al., 2017).
message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng

et al., 2007).(figure 06)
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protéinique

Figure 06: Les conséquences du stress oxydant (Bonnet et al ., 2010)
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» Oxydation de PADN :

Les dommages oxydatifs de I’acide désoxyribonucléique (ADN) peuvent étre causés par
les ERO (Jean ,2012). L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO.
La guanine, par exemple, peut réagir avec OH. pour former la 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-DG) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec
I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations (Favier ,

2003).(figure 07)

L=

H,N

8 oxno guanine

HH,

8 oxo il énine

HN{%]HCWOH
|
Ay

5 HOY methyl uracile

CH,
H oH
4Lﬁ oH
o N H

coupire de
chaine simple
brin

modification de la
base

formation
de site abasigue

=

irj“éf

pontage
ADN-proteine

dduit de derive
doxydation
lipidigque

coupure de
chaine double
brin

.__r‘-uf
H
(\H H=CHO
s . HEy
ot H.H ’LN L
B H-ﬂ e}

Fapy=puanine

WK
djt;’""A*H
o o

Acide oxalurigue

Malonaldehyde-di:

’ﬁém

oH

TTE

Thymine glycol Lysino d guanosing

Figure 07: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules. (Favier, 2003).

» Oxydation des lipides :

Les premicres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras

polyinsaturés(AGPI) sont trés sensibles a l'oxydation en raison de leur degré élevé

d'instauration (Hulbertl, 2005) .sont la cible privilégi¢e de I’attaque par le radical hydroxyle

14
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Capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons (Favier,
2003) .cette réaction appelée la peroxydation lipidique sont génére des peroxydes lipidiques
qui sont eux-mémes tres réactifs. Qui induit une modification de la fluidité, de la perméabilité
et de I'excitabilit¢ des membranes Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le
hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique

(Echtay et al., 2003).
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Figure 08 : la peroxydation lipidique (Echtay et al ., 2003)
» Oxydation des protéinés :

L'oxydation des protéines est définie comme une modification covalente d'une protéine
induite par des REO ou des sous-produits du stress oxydatif. La plupart des types d'oxydes
protéiques sont essentiellement irréversibles, alors que quelques-uns impliquant des acides
aminés soufrés sont réversibles. La carbonylation des protéines est largement utilisée comme

marqueur de 1'oxydation des protéines (Maeller et al., 2007)(figure 09).
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Figure 09: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines aprés attaque radicalaire (Favier, 2003)
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Définition :

La photoprotection correspond a I’ensemble des moyens naturels et/ou artificiels capables
de s’opposer aux effets délétéres du soleil (Meunier, 2009).
I1.1 Photoprotection naturelle

C'est I'ensemble des moyens existant a 1'état basal mais encore stimulés lors d'une
irradiation, qu’elle soit aigue ou chronique, et visant a protéger la peau contre l'agression
actinique. (Sevy, 2016 ; Meunier ,2008)
II-1-1 Systéme antioxydant endogene :

Les kératinocytes possédent des systeémes de défense antiradicalaire de 2 types. Il y a

tout d’abord les constitutifs :
a) Systeme antioxydant enzymatique :

Il existe Trois types d’enzymes antioxydants sont mis en ceuvre pour la destruction des
espéces réactives de 1’oxygene, Les superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent la
dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne La catalase (CAT) qui catalyse

la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau permettant 1’¢élimination de celui-ci.

La glutathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogéne en utilisant

le glutathion comme donneur d’hydrogéne (Boubekri, 2014) (Figurel0)

Glutathion
peroxydase Catalase
Chélateurs
Fer Cuivre
-D s

Chaine Respiratoire

NADPH oxydase IDI—-F *OH

Xanthine oxydase '
oo

.Hn-wnthasn = NOe NO-,

Scavengers

Figure 10: Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs
de I’oxygéne (Bédane ,2008)
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b) systéme antioxydant non enzymatique :

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils
peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes
sur les molécules pro-oxydantes ou indirectement, Ce type d’antioxydants regroupe un grand
nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et ils sont en partie produits par 1'organisme
au cours de processus biosynthétiques. Néanmoins le nombre d'antioxydants produits in vivo
est tres limité ; on peut citer parmi les plus actifs : le glutathion, le NADPH, les dipeptides,
l'acide urique, la bilirubine. (Piquet et al., 2007 ).

I1-1-2 Systéme de réparation de ’ADN :

Il existe dans la peau des systémes de réparation permettant de maintenir 1’intégrité de

I’ADN et d’éviter la survenue de mutation photo-induite.
» Meécanisme d’excision-réparation :

il s’agit du systéme de réparation par excision de base (Base Excision Repair, BER) qui va
réparer les 1ésions de bases mineures et du systéme de réparation par excision de nucléotides
(Nucléotide Excision Repais, NER)

qui excise et répare des lésions au sein de la molécule d’ADN (Bupha , 2013) .

» La photoréactivation : Une enzyme, la photolyase, se fixe aux photos lésions et aprés
Absorption de la lumicre visible catalyse la transformation du dimére en monomere.

(Adamski et al., 2008)
II-1-3 vitamine D :

La vitamine D, produite dans la peau sous I’effet des rayons UV, a des effets
photoprotecteurs. En présence de 1 ;25-dihydroxyvitamine D 3, les kératinocytes ont mois de
dégats de I’ADN et plus de protéine p53 dans le noyau apres 1’exposition aux rayons UVB
(Meunier ,2014)

I1-2 la photoprotection interne

Elle pour objectif de renforcer des mécanismes de la photoprotection naturelle :
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1I-2-1 Caroténoides :

Comme photoprotecteurs, par effet filtre et mécanisme antiradicalaire. Les caroténoides
utilisés en dermatologie sont le beta-caroténe (précurseur de la vitamine A) et la
canthaxanthine Les caroténoides ont une faible activité en tant que filtre UV.

Selon Meunier (2008) Leur spectre intéresse les UVA longs. L action photoprotectrice
est due surtout a I’activité antiradicalaire. Ils inhibent les produits de la photo-oxydation de
I’oxygene. Ils empéchent leur formation, en absorbant 1’énergie libérée lors de la
désactivation de I’oxygene radical. Ils préviennent ainsi la photodégradation des membranes
cellulaires et la photocarcinogénese (Gerogescu et Eyeve ,2003)

I1-2-2 La photoprotection diététique et antiradicalaire :

» Les polyphénols sont définis comme ayant « tous en commun la présence d’un ou de
plusieurs cycles benzéniques, est posséde des propriétés antioxydants,sont
susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements
UV (Marcheix et al., 2005). De trés nombreuses études épidémiologiques se sont
consacrées aux relations entre cancer et régime riche en flavonoides. Elles ont montré
qu’une administration orale de thé vert ou noir (riche en flavonoides) prévient
significativement ’apparition des tumeurs UV-induites (Meunier ,2014).

» La vitamine C : antioxydant puissant qui neutralise les radicaux libres, la est
¢galement un cofacteur de la synthése de collagéne. Elle participe a I’hydroxylation du
procollagéne ainsi qu’a la stimulation de la synthése du collagéne en activant sa
transcription (Beylot,2010)

I1-3 La photoprotection externe :
I1-3-1 Les produites de la protection solaire :

Les produits de protection solaire (PPS) sont définis comme toute préparation destinée a
Etre mise en contact avec la peau humaine dans le but exclusif ou principal de la protéger du
rayonnement ultraviolet en absorbant et/ou réfléchissant ce rayonnement.

Les PPS ne font pas 1’objet d’une autorisation préalable de mise sur le marche. Le
fabricant doit s’assurer de la sécurité de son produit et constituer un dossier technique
répondant aux exigences législatives et réglementaires. Ce dossier devra se tenir a disposition

des autorités De controles nationaux. (Romain, 2017)
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I1-3-2 Photoprotection vestimentaire :

C’est le moyen de photoprotection externe le plus efficace. Un habillement adapte réalise
un écran contre la pénétration des radiations néfastes. Le coefficient de protection des
vétements est trés variable selon la texture, la couleur, 1’épaisseur . Ceci a conduit a définir un

facteur de protection UV des tissus (UPF), équivalent du SPF (Romain, 2017).
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Le thé vert est tiré du théier un arbuste originaire de la Chine et de la Thailande.

Le théier est maintenu a une petite taille, alors qu'il peut atteindre plusieurs dizaines de
metres de hauteur, cela pour faciliter le ramassage de ses feuilles qui sont l'ingrédient
principal du thé.

Tous les thés, quelques que soient leurs appellations ou couleurs, proviennent d'une
seule et méme espece de théier. Le thé noir, par exemple, provient de feuilles de théiers
fermentés. Le thé vert, lui, n'a pas subit d'oxydation, et c'est celui auquel on préte le plus de
Vertus thérapeutiques.

En effet, le thé vert semble renfermer des substances favorisant I'élimination de la
graisse, la diminution du cholestérol, la prévention de certains cancers et la réduction de
I'hypertension. De plus, on lui attribue des effets stimulants et désintoxiquant.

Certains de ces effets pourraient provenir des catéchines contenues dans le thé vert,

d’autres de la théine (Namita et al., 2012).

III -1- Classification systématique :

Regne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Theales
Famille Theaceae
Genre Camellia
Espece Sinensis

I1I - 2-Description botaniques :

A I’état sauvage, le théier (Camellia sinensis) est un arbuste de cinq a dix metres de haut,
mais dans la plupart des plantations, il est taillé a environ 1,20 m pour faciliter la cueillette
des feuilles. Les jeunes feuilles a ’extrémité des branches donnent les meilleurs thés, alors

que les quatre ou cinq feuilles suivantes servent a la production courante. Les facteur
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environnementaux comme le climat, le type de sol et I’altitude contribuent a la teneur en
tanins (responsable de la couleur et de la saveur) et en théine (la caféine du thé) (Pei —Gen

,2002). (Figure 11)

Figure 11 :les feuilles de Camellia sinensis(Namita. et al., 2012 ).

II1- 3 La récolte de Camellia Sinensis:

Dans XVlIe siecle, les colons britanniques ont commencé a cultiver le thé en Inde avec des
graines (variété sinensis) en provenance de Chine. La découverte en 1823 d'un thé de haut
arbre (variété assamica) de plus en plus a I'état sauvage dans I'Assam province a été suivie
par bien d'autres découvertes de théiers sauvages qui poussent dans la région. Aujourd'hui, le
thé est largement cultivé et consommé en thé vert ou noir et non seulement en chine mais a
travers le monde. La superficie ensemencée totalise environ 2,3 millions d'hectares 75% de la

superficie totale plantée (Namita et al., 2012).
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I11-4 Les compositions chimiques de thé vert :

Quand on analyse un jeune pousse de thé vert, on trouve une composition chimique
sensiblement similaire a celle ci-dessous (Fujihara et al ., 2003).

N.B : La composition peut varier nettement en fonction du type d’arbre a thé, de la
localisation géographique, de la qualité, du domaine, du processus de transformation etc.

Tableau I'V: Composition chimique de la feuille de thé, exprimée en pourcentage par Rapport

au poids sec de la drogue (Fujihara et al ., 2003) :

Jeune pousse de thé vert en % de masse seche

% de la matiére seche

Polyphénols (simples) 25-35%
Cellulose, Lignine, Amidon etc. 20-30%
Protéine 10-20%
Lipides 3-9%
Minéraux 4-8%
Polysaccharides 4-7%
Acides Aminés 3-4%
Caféine 2-4%
Chlorophylle & Caroténoides 2-3%
Composés volatiles Traces

Tableau V : Les ¢léments qui se trouvent dans 100g de thé vert (Fujihara et al ., 2003) .

Potassium 2000-2500 mg
Phosphore 200-300 mg
Calcium 40-60 mg

Fer 20-30 mg
Sodium 2-5 mg
Vitamine C 200-300 mg
Vitamine B2 1-5 mg
Vitamine B3 (Niacine) 2-5 mg
Vitamine E 50-70 mg
Caroténe 10-20 g
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III- 4-1 Les composés phénoliques:

Le thé est particuliérement riche en composés phénoliques, puisque ceux-ci représentent le
tiers de la matiére séche de la feuille (Namita et al., 2012 ).Les polyphénols représentent 44
% de D’extrait sec (en poids) de la feuille de thé et sont constitués par des flavonoides et des
acides phénoliques.

Les flavanols communément appelés catéchines sont les Polyphénols quantitativement
Prédominants dans le thé vert (environ 27 %) (Glauzure , 2007).

On distingue 1’(-)-épicatéchine, 1I’(-)-épicatéchine-3-gallate, 1’(-)-épigallocatéchine et I’(-)-
épigallocatéchine-3-gallate (ou EGCG).Ce dernier est le polyphénol majeur du thé vert
(NKhili et al ., 2009).

II1-4-2 Source de vitamines:

Le thé est riche en vitamines du groupe B telles que thiamine (B1), riboflavine (B2), niacine
(B3). La vitamine C se trouve aussi en quantité significative dans le thé vert. Enfin I'infusion
de thé contient la vitamine P qui favorise la perméabilité capillaire et I'¢lasticité de la paroi
des vaisseaux sanguins (Nacer et Bouras ,2014)

I11- 4-3 La théine:

1 a5 % de théine, la théine et la caféine sont une seule et méme substance appelée
triméthylxanthine. Dans le thé, 1'action stimulante de la théine est significativement modifiée
par la présence des polyphénols qui génerent un effet prolongé et modéré . L'analyse
pharmaceutique met en évidence le phénomene d'effet retard et confirme la tradition populaire

qui rapporte que le thé est moins excitant que le café (Benaraba ,2007).

III- 4-4 Autres composants:

A 1’état frais, le thé renferme 27% de maticres séches dont, en moyenne : 40% de glucides,
15 4 23 % de protides et 2 a 3% de lipide, de faible quantité de chlorophylles et de
Caroténoides. Ces substances sont faiblement extraites lors de I’infusion (Nkhili ,2009).

Les principaux minéraux du thé sont le potassium, le calcium, le phosphore, le manganese,
le cuivre, le sodium, le silicium, le zinc, le bore, le plomb, le chrome, le fer, le nickel, et le

baryum. Le thé est, de plus, une source importante de fluor (Kabouche ,2010).
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ITI-5- Avantages pour la santé de la consommation de thé chez les étres humains :

Thé en général et le thé vert en particulier a longtemps été apprécié par les étres humains a
travers le monde pour ses propriétés médicinales. Un bon nombre d'études animales et
cliniques suggerent que les composants chimiques du thé jouent un réle important dans la
santé globale de I'nomme (Mossion ,2007)
I1I- 5-1 Agit comme antioxydant

Le thé vert est une source puissante d'antioxydants bénéfiques, comme ceux que l'on trouve
dans les fruits et les 1égumes. Le thé est particuliérement riche en Polyphénols, notamment les
catéchines, les thé flavines et les thearubigines, qui contribuent aux bienfaits du thé sur la
santé. Les études animales offrent une occasion unique d'évaluer la contribution des
propriétés antioxydants du thé et des Polyphénols du thé aux effets physiologiques de
I'administration du thé dans différents mod¢les de stress oxydatif (Frei et al ., 2015) .

I1I- 5-2 L'activité antivirale

Les substances actives principales du le thé vert sont les composés polyphénoliques, les
activités antivirales des Polyphénols sont associés a de diverses étapes dans cycle de vie de
virus de grippe. L'effet antiviral différentiel de la catéchine. Parmi les composés, les EGCG et

les ECG étaient trouvé pour étre inhibiteurs efficaces de croissance de virus de grippe, et ce
effectués observés dans tous les sous-types de virus examinés, incluant Virus d'A/HINI,
d'A/H3N2 (Jae Min et al ., 2005).
III -5-3 L’activité anti- inflammatoire et cytotoxique

Le thé vert possede des propriétés anti-inflammatoires, il a été étudié pour son role dans le
traitement des maladies provoquées par une inflammation. Les dérivés de thé flavine ont été
employés pour évaluer I’activité¢ anti-inflammatoire. La plupart des composés dérivés
dehéaflavine un plus grande inhibition que EGCG, la catéchine principale composé dans le
thé vert. Quoique le thé vert ait une plus haute catéchine (Shengmin et al ., 2004).
I1I -5-4 Prévention du Cancers: De nombreuses ¢tudes épidémiologiques ont recherché si
des populations asiatiques consommant quotidiennement du the vert présentaient moins de
cancers que les autres. Une revue de la littérature du groupe Cochrane mise a jour en 2009 a

retenu 50 études épidémiologiques Résultats (Huet et al., 2013).
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Notre étude a été menée au niveau de I'unité de la culture cellulaire du service de
pharmacotoxicologie du laboratoire national de Contrdle des Produites Pharmaceutiques
(LNCPP)

I -1 -DLinfusion de thé Vert :

I -1-1 Principe :

L’infusion de thé vert est une méthode d’extraction qui consiste a verser de 1’eau chaude sur des
feuilles de Camellia sinensis et laisser infuser pendant I’infusion les feuilles vont libérer de leur
principe actif.

I -1 -2 Matériels

Matériels végétale

-3g de poudre de thé
Equipements

Plaque chauffant
Balance de précision.
Bécher

I- 1 -2 Mode opératoire
Verser 3g de la poudre de thé vert (Camellia sinensis) dans 200ml d’eau chaude a 85°C ; et
laisser infuser pendant 2 min, a la fin en va filtrer | infusion de thé vert (figure 13)

v

Figurel3 : Préparation de I’infusion de thé
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I-2 -Préparation de milieux de culture :

I-2-1 Principe

C’est une préparation qui contient tout les substances nutritives (sels minéraux, acides aminés,
lipides, glucides, lipides, glucides, vitamines) nécessaires aux cellules .en quantités suffisantes
et dans des conditions de vie favorables. Cela impliqué une composition qui répond aux

besoins nutritifs des cellules étudiées, mais également présenter des conductions optimales de

croissances (pH, force ioniques ...... ).
I-2- 2Matériels

» Réactive et produites

e Milieu de culture MEM /DMEM

e SVF (sérum de veau fcetal)

e Antibiotique (Gibco Pénicilline — streptomycine)

» Equipements

e Centrifugeuse

e Hotte a flux laminaire vertical munie d’une lampe ultra-violette.
e Incubateur thermostat a CO2.

» Consumable (annexe 5) .
I- 2-3Mode opératoire

A partir de milieu MEM 10X incomplet, on souhaite préparer 16 mL de milieu MEM 1X
complet a 5 % (V/V) de SVF décomplémenté — 0,1 % de solution d’antibiotiques(Gibco

Pénicilline — streptomycine )
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antibiotique + SVF

Milieu MEM 1X Milieu MEM 1X +Solution

Figurel4 : schéma représenté la préparation de milieu de culture

I-3 -1 L’évaluation de I’effet photoprotoctrice de thé vert
I-3 — 1 Principe :

Cette étude est basée sur L’évaluation de 1’effet photoprotoctrice de thé vert sur culture
cellulaire , Les cellules de les lignée RD et HP2 sont d’abord traitées par concentration non
cytotoxique (prétraitement) de thé vert puits irradiée aux rayons UVB ou UVA a la dose
phototoxique (prétraitement) : afin d’évaluer 1’effet photoprotecteur est apprécie par
I’évaluation du taux de viabilité cellulaire par rapport a un témoin négative (non irradié /non
traité), et deux timons positive (Irradié /non traité , et irradié traité par le vitamine C), estimée
par le test de relargage du rouge neutre (RN,3-amino-7-dimethylamino-2-

methylphenazinehydrochloride
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I -3- 2 Matériels :
» Matériels biologiques :
Cellules RD : est une lignée cellulaire musculaire adhérente, humain,

Cellules AP2 : est une lignée cellulaire épithéliale adhérente du carcinome laryngé humain.

(ATCC, code CL23)

» Matériel végétal :
e Infusion du thé

e Equipements (annexe 5).

> Réactifs

e Milieu de culture nutritif liquide MEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium).
e Milieu de culture nutritif liquide DMEM (milieu sans rouge phénole)

e Sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté a 56°C.

e Solution de révélation DMSO

e Trypsine

e Solution de pénicilline

e Vitamine C

e Acétate Réactif de dragendorff

e Réactif de valser Mayer.
e Réactif de bouchardat de sodium.
e Solution de rouge neutre dilué¢ au 1/80 dans RPMI

e Tampon PBS
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> Consommables (annexe 5 )

I -3- 3 -Mode opératoire
I-3-3 1a L’exposition AUX rayons UVB

«»» sur les cellules RD et HP2

> Pré traitement

v Jo Ensemencement des cellules aprés préparation de la suspension cellulaire, pour cela
10° cellules (dénombrées par la cellule de malassez) sont mise en culture dans chaque
puits de la microplaque (T- ,2 T-(+), et traité) contenant chacune 1ml de milieu de
culture MEM.

-Les microplaques sont placées 24 heures dans un incubateur réglé a la température de

37° C 5% de CO2, et 88% d’humidité
v’ Ji prétraitement par le thé
-Pré traitement des cellules par la solution de thé a la concentration non cytotoxique (1/10)
-Incuber les cellules pendant 24 heures a I’étuve réglée a 37°c

v’ Jyirradiation aux rayons UVB a une dose phototoxique.
-Eliminée le milieu de culture avant I’exposition aux UVB est remplacée par le PBS
-Les cellules exposées aux UVB a la dose phototoxique, ou elles seront irradiées a
une distance de 20 cm pendant 3heuers, puis elles sont remises en incubation pendant

24 heures et apres avoir éliminé le BPS et le remplacer par le milieu de culture MEM

30



Etude expérimentale chapitre I matériels et méthodes

-Les témoins positifs est exposé aux radiations UVB phototoxique
-Le témoin négatif n’pas exposé aux radiations.

v’ J4 test de viabilité cellulaire au rouge neutre
-Eliminer le milieu de culture de chaque puis ;

-Déposé 1ml de colorant rouge neutre dans chaque puis et incuber pendant 3 heures a
37°c ,88% D’hygrométrie et 5% de CO2
-Eliminer le RN et remplacer le par 1ml de solution de révélation (acide acétique a

1% de 1’éthanol a 50°);
-Agitation pendant 15min
-Déposer 200ul de chaque puis de culture dans microplaque a 96 puits en triplicata

-Lecteur au spectrophotometre a 550 nm.
I-3-3-2 a ’exposition aux UVA

Cette expérience se fait sur les cellules RD, On va Refaire les mémes étapes qui
sont fait sur les cellules HP2 sauf en va exposée a I’irradiation UVA et changé
le milieu de culture MEM par DMEM

a) Mode opératoire

‘ Jo Ensemencement des cellules \ Incubation a 37°C pendant 24heures

Figure 15 : ensemencement des cellules RD
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J 1 Prétraitement des cellules par thé
vert de délutions 1/10

T (+) par la solution 10 mmol de vit
¢ aprés incuber a 37°C pendant 24
heures

Solution de révélation (acide acétique

a 1% de I’éthanol a 50°);

J 3 Irradiation UVA pendant 3
heurs aprés incuber 24H

J4 1ml de la solution rouge neutre
et incuber pendant 3 h

Lecteur spectrophotométrie a 550 nm

Figure 16 : Schéma récapitulatif du protocole de I’essai de photoprotection de thé vert
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Jo: Culture de cellule RD dans le
milieu de culture (DMEM/MEM

Jo: Culture de cellule AP2 dans le milieu de
culture (DMEM/MEM +10%) SVF ;1%ATB

+10%) SVF ;1%ATB
Cellules Les T(-);
" LesT(+) || LesT(-); Cellule non Cellules Les es T0)
traité traité par Cellule non
par le irradié / non traité , T(+) irradié / non
thé vert lethé traité
B

Cellule Cellule Cellule Cellule

irradié irradié /non irradié irradié /non

[traité par traité [traité par traité

vitC vitC

Incubation 24heures

Irradiation aux rayons UVB/UVA
apresincubé 24 HH

Incubation 24heures

incubé 24 H

Irradiation aux rayons UVB apres

Figurel7: Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale de test de viabilité de pré traitement
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I — 3 Expression des résultats

» Le pourcentage de viabilité et de mortalité cellulaire est calculé selon la formule :

DO moyenne des puits traités

x 100

% viabilite cellulaire = ——
DO moyenne des puits témoins

DO moyenne des puits traités

% mortalité cellulaire = 100 - x100

DO moyenne des puits témoins

Test utilisé : ANOVA suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de 5%
(Logiciel : XLSTAT, 2014
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II- 1 L’effet photoprotecteur de thé vert sur la cytotoxicité des UVB /UVA sur
les cellules de la lignée RD et HP2

II-1-1 a L’exposition aux UVB :
I1-1-1-1 sur la morphologie des cellules
a)les cellules RD

A partir de I’observation microscopique, les cellules traitées a Thé vert montrent un
changement dans la morphologie des cellules devient sphérique au lieu de 1’aspect fusiforme.

UVB UVB

Témoin positif (irradié non traité) avant

A Témoin positif (irradié non traité) apres
irradiation aux UVB

irradiation aux UVB

Thé vert avant irradiation aux UVB Thé vert anreés irradiation aux UVB

Figurel8 : Effet du prétraitement avec du thé vert sur la morphologie des cellules RD irradiées en
comparant avec les témoins négatif et positif (GX20).
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b) les cellules HP2 :

L’irradiation UVB des cellules a la dose phototoxique en absence de et présence
traitement (témoin positif) est représentée a 1’échelle morphologique par :

v" Le changement de la forme qui devient sphérique au lieu de I’aspect fusiforme, La

perte d’adhérence, La diminution de la densité cellulaire (figure 19)

Témoin négatif sans irradiation aprés 48 H

TR T . & b A i :' Ué’o
Q o

UVB

UVB

g*’g;p S

Thé vert avant irradiation aux UVB

Thé vert apres irradiation aux UVB

Figure 19: Effet du prétraitement avec du thé vert sur la morphologie des cellules HP2

Irradiées en comparant avec les témoins néeatif et positif (GX20).
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1I-1-1-2 Test de viabilité cellulaire
> Cellules RD et HP2

Nous, ne pouvons pas utiliser le test de viabilité cellulaire, car il ya une mortalité total des
cellules de les deux lignées ,cette résultat obtenu elle est signifié par deux hypothése : une
erreur de manipulation ( utilisation de PBS pendant 3 heurs ,elle était une dose hautement
cytotoxique ,ou par I’influence de couleur de milieu MEM qui contient le rouge de phénol sur
I’irradiations UVB ), ou les deux lignées cellulaire sont hautement photosensible a
I’exposition aux UVB . Les résultats ont démontré une contradiction avec I’étude de
(Hassaine et al ., 2015) effectuée au centre de pharmacotoxicologie au niveau du LNCPP qui
confirme la sensibilité de la lignée cellulaire Hep2 aux rayons UVA/B.

II-1-2 Pexposition aux UVA :
II-1-2-1 sur la morphologie des cellules

A partir des observations microscopiques, les cellules de la lignée RD traitées a 1’extrait de
thé vert ou a la vitamine C, ne montrent pas un changement dans la morphologie des cellules

apres 1’exposition aux UVA (figure 20)

T T b

-
-

- o < ey St
— : e N A et S ¥ S - - ~
Témoin négatif aprés 48 H Témoin positif vit ¢ apres irradiation aux UVA

Thé vert aprées irradiation aux UVA

Témoin positif apres irradiation aux UVA

Figure 20 : L’effet photoprotecteur du thé vert a la dose phototoxique des UVA (GX20)
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II-1-2-2 Etude Statistique : Viabilité

Test utilisé : ANOVA suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de 5%

(Logiciel : XLSTAT, 2014).

Tableau 06 : I’effet photoprotecteur du thé vert a I’exposition aux UVA

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (%

VIABILITE) :

Contraste Différence Différence
standardisée

T(+)vsT -76,293 -13,620

(-)

T(+)vs -53,833 -9,610

TV

T (+) vs -44,363 -7,919

VITC

VITCvsT -31,930 -5,700

(-)

VIT Cvs -9,471 -1,691

TV

TVvsT(- -22,459 -4,009

)
Valeur critique du d de Tukey :

Modalité MO\(en,neS Erreur standard
estimees

T(+) 23,707 3,961

VITC 68,070 3,961

TV 77,541 3,961

T(-) 100,000 3,961

38

Valeur critique

3,202
3,202
3,202
3,202
3,202
3,202

3,475

Borne inférieure
(95%)
14,573
58,936
68,407
90,866

Pr> Diff

<0,0001
<0,0001
0,000
0,002
0,387

0,016

Borne supérieure
(95%)
32,841
77,204
86,675
109,134

Significatif
Oui
Oui
Oui
Oui
Non

Oui

Groupes
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120 —+
T(-
110 + ( )

90 +

80 + -

70 +

@ | The vert |

50 +

% Viabilité Cellulaire

VIT C
40 +

0 | =
utl

+ Moyenne ¢ Minimum/Maximum

Figure 21 : la viabilité cellulaire de I’effet photoprotecteur du thé vert a I’exposition aux
UVA

ns : Différence non significative (p> 0.05) ; *** : Différence trés hautement significative (p<
0,0001) au test ANOVA suivi par un test de comparaison par paire de Tukey.
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100 -+
T(-)

80 + %

60 -+

40 +

20 + =

01 q; VITC
The Vert
| o

+ Moyenne & Minimum/Maximum

% Mortalité

Figure 22 : la mortalité cellulaire a I’exposition aux UVA apres traitement

ns : Différence non significative (p> 0.05) ; *** : Différence trés hautement significative (p< 0,0001)
au test ANOVA suivi par un test de comparaison par paire de Tukey.

40



Etude expérimentale chapitre II : Résultats et Discussion

Le thé vert peut réagir avec les especes réactives de I’oxygene (anion super oxydeO:2 -,
radical hydroxyle (OH.)), pour produire des radicaux phénoxy stable. Il peut aussi agir comme

un antioxydant grace a leur capacité a complexer les ions métalliques (Frei et al ., 2015).

Notre étude elle conduite pour évaluer 1’effet photoprotecteur de thé vert lors un stress
oxydant induit a I’exposition aux rayons UVA/UVB sur les deux lignées cellulaire RD et

HP2.

A “échelle morphologique, nous avons étudié 1’effet photoprotecteur de thé vert sur
I’aspect morphologique des cellules RD, apres I’exposition a la dose phototoxique d’'UVA,
On observe que la densité cellulaire dans les lignées traités, a I’extrait de thé vert ou de la

dose du vitamine C, elle hautement important par rapport le témoin positif irradié non traité.

Selon I’¢tude de Bouguerra (2017), se constaté une augmentation de viabilité par rapport a
celle des cellules irradiées, par ailleurs, I’absence de modification de la morphologie cellulaire

par rapport aux cellules non irradiées et non traitées

D’autre étude, qui montre que le thé vert pourrait étre considéré comme un traitement

prophylactique antioxydant de I’insuffisance rénale (Gruau et Sigrist, 2010).

D’apres les résultats de I’étude statistique, ont montré que le thé vert posséde un effet
protecteur similaire que la vitamine C : C’est —a-dire qu’il n’y a aucune différence

significative (p> 0.05). Le thé vert a le méme effet protecteur que la vitamine C.

Par contre, une différence trés hautement significative (p< 0,0001) a été notée entre le thé
vert et le Témoin positive irradié non traité, qui confirme que le thé vert a un effet

photoprotecteur contre les irradiations UVA.

D’autre étude, qui montre que le prétraitement des cellules avec les dilutions 1/32 et 1/64 du
thé vert révelent des taux de viabilité nettement plus élevés qui sont trés proche de fagon
significative de ceux de Témoins négative avec uniquement 9% de mortalit¢ (Bouguerra ,

2017 ).

Dans notre résultats en obtient que le prétraitement des cellules RD avec le thé vert diminue
la mortalit¢ des cellules aprés irradiation aux Ultraviolet de 19% par rapport le témoin

positive irradié non traité.
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Conclusion et perspectives

Dans la présente étude, notre travail consistait a supplémenter le domaine de la photobiologie,
¢valuant I’effet photoprotecteur de thé vert contre le rayonnement ultraviolet a 1’implication

du stress oxydatif dans sa survenue.

Le modeéle in vitro choisi pour mener notre étude est la culture cellulaire qui est une technique
expérimentale alternative a I’expérimentation animale en pharmacologie et toxicologie de but
d’évaluation 1’effet antioxydant du thé vert sur d’autres lignées cellulaires (sauf les cellules

dermiques), et on a réalisé notre expérience sur les deux lignées cellulaire RD et HP2

e Auterme de cette étude expérimentale, il ressort clairement que :

A\

Sur le plan cellulaire :

v' Le thé vert posséde un effet similaire a la vitamine C dans la protection des cellules
contre 1’exposition de rayonnement ultraviolet

v’ Le thé vert protéger la morphologie de la cellule contre le dommage induit par le stress

oxydatif.

En perspective, il serait intéressant d’effectuer :

v Le dosage des biomarqueurs de stress oxydatif (glutathion peroxydase,
superoxyde dismutase, LDL oxydées.....).

¢ L’évaluation de I’effet de la combinaison extrait de thé vert-et ’extrait de
propolis afin d'étudier la synergie entre ces deux produits.

¢ L’étude in vivo de I’activité antioxydant du thé vert.

)

» L’¢tude de ’effet antioxydant de thé vert contre le stress oxydant induit par

L)

les microorganismes dans le demain aquatique (les moules).
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Annexes

Annexe I

Tableau : les différents types des rayons ultraviolets et leurs principales

caractéristiques
Type de rayons Longueurs Caractéristiques principales
ultraviolets d’onde
(nm)
-Trés peu absorbées par I’atmosphére, ils
représentent 95% des UV atteignant la surface de
la Terre.
UVA1 -Traversent le verre.
(320 2 340 nm) | -Présents tout au long de I’année et a toue heure.
-Considérés pendant longtemps comme
inoffensifs, ils sont aujourd’hui reconnus comme
UV A néfastes a long terme.
-IIs pénétrent jusqu’au derme et sont responsables
UVA?2 de la pigmentation immédiate quelques heurs
(340 2 400 nm) | apres exposition.
-Action lente et cumulative, ils participent au
photovieillissement et sont cancérigenes.
-Partiellement absorbées par la couche d’ozone,
ils représentent 5% des UV atteignant la surface
de la Terre.
-Ne traversent pas le verre.
- Leur intensité varie au cours de I’année et de la
journée.
-Absorbés tres rapidement par 1’épiderme, leurs
UVB 280 2320 nm | effets s’observent a court terme : ils sont
responsables des coups de soleil et du bronzage
retardé.
-Ils ont également une action cumulative qui
présente des risques a long terme : participent au
photovieillissement et cancérigenes.
-Completement absorbé par la couche ozone, ils
n’atteignent pas la surface de la terre.
uv<C 100 2a 280 nm | -Ce sont les plus dangereux car les plus

énergétiques-Brilent la peau et cancérigene
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Annexes 2

Définition de la culture cellulaire

Selon la définition du comité de terminologie de 1’association américaine de culture de tissu,
la culture cellulaire correspond au maintien en dehors de ’organisme de cellules non
organisées en tissu mais capable de se diviser et d’exprimer in vitro des métabolismes et des
fonctions spécifiques.

Une culture cellulaire représente un systéme expérimental beaucoup plus simple qu’un animal
entier se reposant sur la reconstitution in vitro des conditions environnementales et
nutritionnelles fournies in vivo a la cellule.

Méthode de culture cellulaire

VI.2.1 Cultures stationnaires ou en monocouche

Ce type de culture est basé sur l'affinité des cellules pour un support fixe (le fond de la paroi

d’un flacon ou de la boite de culture) ou elles vont s’y développer.

TR o T
. 1, H
et R AAS

Figure : Cellules en suspension
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Annexes 3: Préparation des solutions
Préparation de la solution du rouge neutre :

Le rouge neutre: le rouge neutre est un composé aromatique hétérocyclique. Est un
indicateur de PH, rouge en milieu acide ou neutre. A trés faible concentration il pénétre dans
la cellule puis dans la vacuole dont il colore le contenu.il se comporte comme un colorant

vital.

» Préparer une solution mére de rouge neutre a la concentration de 0.4% (4mg/1mL)
dans de I’eau distillée.

» Diluer cette solution mere au 1/80 dans du milieu de culture complet (RPMI avec du
SVF) : concentration finale de 50 ug/mL.

» Incuber la solution fille pendant 18 heures a 37°C, puis la centrifuger a 1800 rpm

pendant 10 minutes avant 1’ utilisation.
Préparation de la solution de révélation :

Solution d’acide acétique—éthanol a 1% : ajouter 1 mL d’acide acétique glacial a 99 mL

d’éthanol 50°.
Préparation de PBS (solution tampon)
-Dissoudre les composants suivants dans 1000ml d’eau distillé.

e &g de chlorure de sodium NaCl.

e 0.2¢g de chlorure de potassuim KCI.
e 1.15g de Na’HPOA4.

e 0.2g de KH? PO4.

-Ajuster PH a 7.4, et le volume a 1 ml d’eau distillé.
-Stériliser la solution a 1’autoclave.
-Apres refroidissement, 1’isotonie du tampon PBS est vérifiée.

-vérification de la stérilité¢ de la préparation au niveau de laboratoire de microbiologie.
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Annexes 04

Préparation de la solution trypsine (0.25%)-EDTA (0.53 mmol/L) :

-Dissoudre les composants suivants dans 1000 mL d’eau distillée.
-8g de chlorure de sodium (NaCl).

-0.2g de chlorure de potassium (KCl).

-1.15g d’hydrogéno-phosphate de sodium (Na?HP04).

-0.2g de dihydrogéno-phosphate de potassium (KH?P04).

-2.5g de trypsine.

-0.16g ’EDTA (2N).

- Ajuster le volume a 1L avec de I’eau distillée
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Annexe 5

Materiels

¢ Préparation de milieu de culture

Consommables

e Tubes a fond conique.
e Pipettes en verre stériles (10ml Sml).
e Micropipettes

e Tubes a essais

s L’évaluation de I’effet photoprotecteur de thé vert

>

Equipements

Balance de précision.

Portoirs..

Spatule.

Centrifugeuse

Hotte a flux laminaire vertical munie d’une lampe ultra-violette.
Incubateur thermostaté a CO2.
Microscope inverseé.

Lampe UVA/B a 8§ watt.
Spectrophotomeétre UV/Visible.
Consommables

Tubes a fond conique.
Pipettes en verre stériles (10ml Sml).
Micropipettes. .

Microplaque a 96 puits.
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