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Résumé

L’allergie alimentaire fait interagir le systeme immunitaire associé a I’intestin et est
fréqguemment associée a une augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les
cellules immunitaires. L’objectif de ce travail est d’étudier 1’effet de la sensibilisation a la béta-
lactoglobuline (BLG) ou a I’ovalbumine (OVA) sur le niveau de stress oxydant chez des souris
Balb/c.

Pour cela, 18 souris femelles agées de 5 semaines sont réparties en 3 groupes de 6 souris
chacun. Le premier lot est constitué de souris immunisées a la BLG. Le second lot est constitué de
souris sensibilisées a ’OVA. Et le troisiéme lot, constitué¢ de souris ne recevant aucun allergéne, est
le groupe contréle. Les sensibilisations sont faites par voie intrapéritonéale, en injectant une dose de
10 pg de BLG et 5 pg d’OVA respectivement mélangées a 2 mg d’adjuvant (AI(OH)s3). Le lien
entre stress oxydant et allergie alimentaire est déterminé par évaluation de la lipoperoxydation par
dosage des TBARS et du pouvoir réducteur (technique de FRAP) au niveau tissulaire (foie et
intestin) et plasmatique. Un dosage des protéines totales par la technique de Lowry a été également

effectué au niveau tissulaire.
Nos résultats montrent que :

= La sensibilisation a la BLG augmente significativement la peroxydation lipidique au niveau
tissulaire, reflétée par une augmentation du taux des TBARS au niveau intestinal (p<0,05).

= La sensibilisation a ’OVA augmente considérablement la peroxydation lipidique, mais cette
fois-ci uniquement au niveau plasmatique.

= Lasensibilisation aux allergénes (BLG et OVA) ne semble pas affecter le pouvoir réducteur

ni au niveau tissulaire, ni au niveau plasmatique.

L’ensemble de ces résultats prouve que les allergénes alimentaires pourraient jouer un role dans la

survenue d’un stress oxydant par augmentation des espéces réactives de I’oxygene.

Mots clés : Stress oxydant, Allergie alimentaire, ROS, Antioxydants, BLG, OVA, Balb/c, TBARS,
FRAP.



Abstract

Food allergy reaction involves the immune system associated with the gut and is frequently
associated with an increase in the production of reactive oxygen species by immune cells. The aim
of this study is to determine the effect of sensitization to beta-lactoglobulin (BLG) or to ovalbumin
(OVA) on certain parameters of oxidative stress in Balb/c mice.

For this, 18 female mice aged 5 weeks are divided into 3 groups of 6 mice in each group.
The first and the second group are respectively sensitized to BLG and ovalbumin. The third group,
consisting of mice receiving no allergens, represents the control group. The sensitizations are made
intraperitoneally, by injecting a dose of 10 ug of BLG and 5 pug of OVA respectively mixed with 2
mg of adjuvant (Al(OH)3). The relationship between oxidative stress and food allergy is determined
by evaluation of lipoperoxidation, by assaying TBARS and reducing power (FRAP technique) in
plasma, liver and intestine tissues. A determination of total proteins by the Lowry technique was
also carried out at the tissue level.

Our results show that :

e Sensitization with BLG significantly increased intestinal lipid peroxidation, reflected by an
increase of TBARS levels (p <0.05).

e Sensitization with OV A significantly increased lipid peroxidation, but this time only at the
plasma level.

e Sensitization to allergens (BLG and OVA) does not seem to affect the reducing power either

at the tissue level or at the plasma level.

These results prove that food allergens could play a main role in the occurrence of oxidative stress
by increasing reactive oxygen species.

Keywords: Oxidative stress, Food allergy, ROS, Antioxidants, BLG, OVA, Balb/c, TBARS,
FRAP.
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INTRODUCTION

Introduction :

Au cours des récentes années, ’allergie alimentaire et d’autres maladies apparentées ont
rapidement augmenté dans les pays développés et en voie de développement, avec une
prévalence se situant entrel,1 a 10% chez les enfants (Savage et Jones, 2015 ; Burden, 2017).
Il s’agit d’une réaction d’hypersensibilité (Wal, 2011) pouvant impliquer des mécanismes IgE
et non IgE-médiés ou encore mixtes (Koletzko et al., 2012 ; Huang et al., 2018). Le diagnostic
de I’allergie alimentaire se repose principalement sur les signes cliniques. Il est également
important d’identifier les allergénes mis en cause grace a une enquéte approfondie des
antécédents cliniques (Turnbull et al., 2015). Le régime peut jouer un réle, a la fois dans la

prévention et la gestion d’une allergie alimentaire (Mazzocchi et al., 2017).

Le seul traitement des symptomes qui s’est avéré efficace est 1’éviction, mais cela
nécessite une discipline rigoureuse dans le contrdle de I’alimentation. En effet, le risque est plus
important pour les consommateurs de produits transformés, qui contiennent souvent une variéte
d'ingrédients, répertoriés sur des étiquettes pas toujours faciles a interpréter (Diaz-amigo et
Popping, 2019).

Le stress oxydant survient lorsqu’il y a déséquilibre entre pro-oxydant et antioxydant en

faveur des especes radicalaires.

Le lien entre le stress oxydant et les maladies allergiques demeure un sujet tres
controversé au sein de la communauté scientifique, car les études qui s’y intéressent ont
rapporté des résultats treés variables. Toutefois, plusieurs d’entre elles sont en faveur de
I’implication des radicaux libres dans la pathogénése des maladies allergiques. Cela nous améne

donc a se demander s’il existe un lien direct entre le stress oxydant et les maladies allergiques.

Les especes réactives de 1’oxygene (ROS) participent de maniére contr6lée a la réponse
allergique en modulant la réponse cellulaire ainsi que I’interaction entre les cellules (Leonie et
al., 2017). En effet, certains allergénes sont capables de déclencher la production des (ROS), et

par conséquent, le stress oxydant.

Ce travail est effectué dans le but d’étudier quelques paramétres de stress oxydatif chez

des souris Balb/c rendues allergiques a la béta-lactoglobuline (BLG) et a I’ovalbumine (OVA).
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I. Allergie alimentaire :

Le terme allergie alimentaire correspond a I’ensemble des manifestations d’une réponse
immunitaire anormale suite a I’introduction d’allergenes (trophallergénes) par la nourriture. Un
ensemble de troubles est déclenché aprés la consommation de certains aliments chez les
personnes sensibles a ces allergénes (Jones et Burks, 2017). Chez ces personnes, 1’allergie est
liée a la présence d’anticorps spécifiques des antigénes alimentaire dans le sérum et

fréquemment associée a des taux élevés d’immunoglobuline E (IgE) sérique (Thijs et al.,
2011).

Au cours de ces derniéres années, sa prévalence a augmenté, notamment dans les pays
développés et en développement, avec 1-2 % d’adultes et 4-8 % d’enfants (Prescott et al.,
2013 ; Savage et Johns 2015). L’enfant est surtout allergique aux allergénes dits

« majeurs » tels que le lait de vache et I’ceuf de poule (Sicherer et Sampson, 2007).

1.1. Classification :

II est important de faire la distinction entre 1’allergie alimentaire dite « vraie » et celle
dite « fausse ». La premiére implique le développement d’un mécanisme immuno-allergique
pouvant étre associé ou non a la production d’IgE ; alors que la seconde, aussi appelée «
intolérance alimentaire », ne nécessite pas d’intervention du systéme immunitaire méme si les

manifestations cliniques peuvent se révéler similaires a celles des vraies allergies.

Selon 1I’Organisation Mondiale d’Allergie (WAO : World Allegy Organization), les
réactions indésirables aux aliments doivent é&tre nommees « hypersensibilités alimentaires », et
les intolérances alimentaires doivent étre définies en tant qu’« hypersensibilités alimentaires

non allergiques» (Johansson et al., 2004) (Figure 1).

1.2. Meécanisme :

Le systeme immunitaire joue un réle fondamental dans le développement -ou le non

développement- d’une allergie alimentaire.

Il est essentiel que le systeme immunitaire reconnaisse 1’allergene alimentaire comme
non pathogéne afin d’établir une tolérance immunitaire et clinique. La perte de cette tolérance
entraine une allergie alimentaire et, par la suite, induit une réponse inflammatoire exagérée du

systeme immunitaire (Yu et al., 2016).
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Figure 1 : Classification des hypersensibilités alimentaires (Johansson et al., 2004).
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Le mécanisme fondamental de la réaction allergique immédiate dépendante des IgE se
déroule en deux phases : la phase de sensibilisation et la phase du déclenchement. Dans le cas
des allergies alimentaires chez I’enfant, la sensibilisation se produit au niveau du tractus gastro-
intestinal. La caractérisation des aliments concernés (lait de vache, ceuf) se fait donc par leur

résistance aux processus digestifs (Han et al., 2012).

1.2.1. Phase de sensibilisation :

Au cours de cette phase, la tolérance alimentaire se dégrade a la suite de 1’exposition
aux trophallergenes ou a la suite de lésions épithéliales, conduisant a la production
d’interleukines (IL-25, IL-33...). Sous ces conditions, 1’induction des Treg est modifiée et
commutée vers les Th2 spécifiques de 1’allergéne qui, en sécrétant les interleukines (IL-4, IL-
5, IL-10 et IL-13), induisent la transformation des lymphocytes B (LB) en plasmocytes
sécréteurs d’IgE spécifiques et stimulent ainsi I’expansion des mastocytes. Les IgE se lient aux

récepteurs présents a la surface des mastocytes et des basophiles (Iweala et Burks, 2016).

1.2.2. Phase du déclenchement :

Lors de I’exposition au méme allergeéne alimentaire, celui-Ci est reconnu par les IgE
spécifiques liés aux cellules effectrices via leurs récepteurs. Il en résulte une dégranulation
cellulaire, libérant des médiateurs, comme I’histamine génératrice des symptomes d’allergie a
médiation IgE (Iweala et Burks, 2016).

1.3.  L’Allergie aux protéines du lait de vache (APLV) :

L’APLYV est une réaction immunitaire aux protéines présentes dans le lait de vache. Les
protéines de lait peuvent étre ingérées directement en buvant une formule a base de lait de vache
ou transmises par le lait maternel (Fiocchi et al., 2010). Cette allergie est principalement une
hypersensibilité immédiate médiée par les IgE, mais elle peut également faire intervenir
d’autres classes d’anticorps et/ou des mécanismes cellulaires responsables de manifestations
retardées voire chroniques (Wal, 2011). Dans le cas d’une intolérance au lait de vache, il est
généralement question d’un déficit en lactase qui est rare chez les nourrissons. (Vandenplas et
al., 2014).

L’APLYV est la premiére allergie rencontrée au cours de la vie, le lait étant le premier
aliment consommé. Ceci explique pourquoi cette allergie touche surtout les nourrissons et les

enfants, avec une prévalence de 0,5 a 6% (Koletzko et al., 2012).

En effet, chez la plupart des enfants, les symptomes apparaissent avant 1’age d’un an,

parfois par I’introduction de formule infantile & base du lait de vache une semaine apres le




RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

sevrage. Benhamou et ses collaborateurs ont cependant montré que 1’on peut développer de
I’APLV a tous les ages (Benhamou et al., 2009).

1.3.1. La béta-lactoglobuline (BLG) :

Principale protéine du lactosérum bovin, la béta-lactoglobuline est la seule protéine du

lait de vache a n’avoir pas d’équivalent dans le lait maternel et la plus allergisante (Boutin et

al., 2015).

La BLG bovine représente 10 % de la fraction protéique du lait de vache et 50 % de

celle du lactosérum (Sawyer et Kontopidis, 2000).

Au pH du lait (pH 6,8), la BLG est un dimére de 36 kDa ; chaque unité étant composée
de 162 acides aminés. Les monomeéres contiennent chacun deux ponts disulfures localisés entre
les résidus Cys66 et Cys160, Cys106 et Cys119 ou Cys121. Un groupement thiol libre (-SH)

se trouve positionné sur le résidu Cys119 ou Cys121.

La structure secondaire de la BLG est constituée de 10-15% d’hélice-a, 43% de
feuillets-p, et de 47% de structures désordonnées (Sawyer et Kontopidis, 2000).

Dans sa structure tertiaire, les feuillets-p forment une cavité centrale hydrophobe, d’ou
sa classification dans la famille des lipocalines. Cette structure lui confére une bonne résistance
a I’hydrolyse acide et a la pepsine gastrique (Asselin et al., 1989 ; Reddy et al., 1998). La BLG
est alors adsorbée au niveau du gréle a 1’état natif ou légérement hydrolysée, ce qui explique,

en partie, sa forte allergénicité (Schmidt et al., 1995).

1.4.  L’allergie a ’ceuf :

De nos jours, I’ceuf de poule fait partie des aliments fréquemment consommeés, et a la
base de nombreuses préparations culinaires dans plusieurs pays. Il est considéré comme une
bonne source de protéines et de lipides chez les nourrissons. Néanmoins, suite a I’émergence et
la prise de conscience des allergies alimentaires, 1’ceuf s’est rapidement avére étre la source de

nombreuses réactions.

L’allergie alimentaire a 1’ceuf de poule est I'une des plus fréquentes allergies
alimentaires de 1’enfant (Rancé et al., 2005). Sa prévalence dans la population générale est
estimée entre 1,3 et 1,7%. Il s’agit, le plus souvent, d’une allergie IgE médiée. Ceci n’exclut
pas le fait qu’il y ait souvent des formes non-IgE, notamment dans les cas d’cesophagites a

éosinophiles (Benhamou et al., 2010).
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En régle générale, ’allergic apparait suite a 1’ingestion de produits contenant des
protéines de I’ceuf, bien que d’autres voies soient possibles, comme le simple contact cutané
et/ou d’une muqueuse avec des protéines de I’ceuf. Cependant, la réaction au contact cutané
d’un ceuf n’est pas corrélée a une réaction a I’ingestion de I’ceuf. En effet, certains enfants qui
présentent une urticaire de contact en touchant 1’ceuf cru peuvent consommer des produits a

base d’ceuf sans avoir par la suite de manifestations (Eigenmann, 2000 ; Kemp, 2007).

L’ceuf de poule est composé de trois éléments : une coquille non allergisante (8-11%),
le blanc (55-61%) et le jaune (27-32%). Les allergenes du blanc, partie la plus allergisante, sont
nombreux puisqu’il existe 23 protéines dont les allergenes majeurs : Gal d1 (Ovomucoide), Gal

d2 (ovalbumine), Gal d3 (ovotransférrine) et Gal d4 (lysozyme) (Benhamou et al., 2010).

L’ovalbumine, avec un poids moléculaire de 44,5 kDa, est la fraction protéique la plus
importante avec environ 54 % des protéines totales du blanc d’ceuf. Elle est également
considérée comme le deuxiéme allergéne majeur de I’ceuf de poule, aprés I’ovomucoide

(Bernhisel et al., 1994 ; Cooke et Sampson, 1997).

Il. Stress oxydant :

Le stress oxydatif a été défini pour la premiére fois en 1985 par Sies comme « une
perturbation de 1’équilibre antioxydant en faveur des espéces oxydantes, conduisant a des
dommages potentiels ». L’introduction de ce concept aboutit au développement de la biologie
redox, un nouveau domaine de recherche en biologie (Persson et al., 2014 ; Sies, 2015).

Le concept moderne du stress oxydatif comprend plus de détails : « le déséquilibre entre
la production des espéces réactives oxygene/azote (ROS/RNS) et la capacité de 1’organisme a
contrer leur action par les systemes de protection antioxydants » (Pisoschi et Pop, 2015). Ces
systemes impliquent, en général, ’action de diverses enzymes telles que la superoxyde

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion (GSH) (Maritim et al., 2003).

I1.1. Notion de radicaux libres :

Tous les organismes aérobies dépendent de la génération d’ATP a partir de 1’énergie
électrochimique produite par la réduction a quatre électrons de 1’oxygeéne moléculaire dans
I’eau. Au cours de ce processus, la chaine de transport mitochondriale peut perdre des électrons,
entrainant la formation des especes réactives de [’oxygéne (ROS). De plus, le
dysfonctionnement mitochondrial peut aggraver la perte d’électrons et ainsi augmenter la
production de ROS a des niveaux toxiques perturbant 1’homéostasie redox (Kalyanaraman,
2013).
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Les radicaux libres ont des réles physiologiques dans de nombreuses voies moléculaires,
y compris celles de la signalisation cellulaire, de la plasticité synaptique, de la formation de
mémoire, de la défense contre les agents envahisseurs, des interactions cellule-cellule, de la
croissance cellulaire, de I’autophagie, des processus apoptotiques et du vieillissement (Brown
et al., 2004 ; Bokkon, 2012 ; Halliwell et Gutteridge, 2015 ; Angelova et Abramov, 2018).

Il existe différents types d’espéces réactives (Tableau 1), pouvant dériver soit de la
molécule d’oxygene telles que les espéces réactives de I’oxygéne (ROS) ou des molécules
d’azotes telles que les espéces réactives de 1’azote (RNS) (Halliwell et Gutteridge, 2015).
Toutefois, certains métaux lourds tels que le fer (ferrique) et le cuivre peuvent aussi avoir des

propriétés radicalaires (Tangvarasittichai, 2015).

Chimiquement, 1’oxydation est la perte d’un électron, tandis que la réduction en est un
gain. Ceci refléte la tendance de 1’oxygéne, un atome hautement électronégatif, a arracher
partiellement ou totalement un électron a d’autres molécules. Les espéces réactives a I’oxygene
sont des atomes ou des molécules avec un seul électron non apparié, comprenant, entre autre,
le superoxyde (O2°), le radical hydroxyle (HO") et le radical peroxyde lipidique (LOO). Bien
que le peroxyde d’hydrogéne (H202) ne soit pas un radical libre, il est un précurseur de HO'.
De méme, il a été prouvé que le rayonnement UV ainsi que la présence d’ions métalliques (Fe?*,

Fe3*, et Cu?") générent du HO" (Kalyanaraman et al., 2013 ; Kalyanaraman et al., 2018).

Ces éléments hyperactifs peuvent ainsi se lier a d’autres biomolécules et les modifier
par la suite (Radi et al., 2018).
I1.2.  Principales sources des radicaux libres :
Les sources des especes réactives sont classées en deux catégories : source endogéne et source
exogene.
1.2.1. Source endogeéne :

La production intracellulaire des radicaux libres découle de plusieurs sources

essentiellement d’origine enzymatique.

Le transport des électrons dans la chaine mitochondriale est reconnu comme la source

principale des ROS dans les cellules animales en aérobiose (Halliwell et Gutteridge, 2008).
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Tableau 1 : Les principales especes ROS et RNS générées dans les systemes biologiques
(Bartosz, 2003)

Nom Symbole
Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle OH’
Monoxyde d’azote NO’
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet 10,
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO
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Bien que la cytochrome oxydase ne produit pas de ROS, certains composants de la
chaine mitochondriale qui la précédent font fuir les électrons de maniére constante, réduisant
directement 1’oxygéne (O2) ambiant en superoxyde O2°" au lieu d’étre transmis aux composants
suivants (Halliwell et Gutteridge, 2008 ; Wu et al., 2011). Le donneur d’électrons est
géneralement le NADH ou le NADPH, et la réaction est catalysée par diverses oxydases

(NADPH oxydases, xanthine oxydase et le complexe I/11/111/IV des mitochondries).

La génération de H2O> se produit aprés la dismutation de O.°", principalement catalysée
par les superoxydes dismutases, bien qu’une faible quantité se produise spontanément.
Certaines oxydases ont également une activité dismutase et peuvent contribuer a la production

directe de peroxyde a partir de superoxyde.

La réaction de O.° avec des métaux de transition réduits peut aussi conduire a la
formation de H2O2. La majeure partie de OH® est générée a partir de H.O> et O2°" dans une
réaction catalysée par un ion métallique (fer ou cuivre), c’est ce qu’on appelle la réaction de

Habor-Weiss. Cette réaction se déroule en deux étapes :
Dans la premiére étape, le superoxyde réduit le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe®*) :
Fe¥* + 0 =  Fe?r + 02
La deuxiéme étape correspond a la réaction de Fenton ou le Fe?* réagit avec H20, pour
générer de ’OH® et OH" :
Fe** + H.0: =&  Fe* + OH° + OH-
(Zhang et al., 2019)

De méme, les radicaux libres sont produits in vivo sous I’action de plusieurs autres
systemes biologiques, notamment les cellules endothéliales, neuronales et phagocytaires
(macrophages) (Ansari, 1997).

11.2.2. Sources exogenes :

De nombreux facteurs exogenes liés a I’environnement et a la vie quotidienne sont a
I’origine du stress oxydant, par accumulation de radicaux libres dans 1’organisme. lIls sont
surtout d’origine physique et chimique ; notamment les radiations ionisantes, la radiolyse de
I’eau, les réactions photochimiques, les produits chimiques, la cigarette et polluants industriels

(Martinez-Cayuela, 1995 ; Chen et al., 2012).
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11.3.  Dommages moléculaires induits par les radicaux libres :

Lorsque la génération des radicaux libres dépasse la plage physiologique normalement
tolérée, il y’aura une défaillance du systéme antioxydant des cellules, ce qui entraine un stress
oxydatif (Angelova et Abramov, 2018). Il en résulte I’oxydation des protéines, des lipides
(peroxydation lipidique) voire des acides nucléiques (Radi et al., 2018) conduisant & un
dysfonctionnement tissulaire ainsi que des altérations et cassures des structures de molécules

biologiques (Sies et al.,2017).

Au cours de ces derniéres décennies, les recherches ont prouvé I’implication des ROS
dans la physiopathologie de diverses maladies, entre autres, les troubles li¢s a 1’age tels que les
maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires, les maladies rénales chroniques
et les maladies pulmonaires obstructives chroniques. D’autres études ont montré leur
implication dans des maladies comme I’arthrite, 1’athérosclérose, le diabéte et le cancer (Liu et

al., 2014 ; Liguori et al., 2018).

11.3.1. La peroxydation lipidique :

Les acides gras polyinsaturés (AGPI), contenant deux doubles liaisons ou plus, sont
facilement oxydés par les ROS pour produire des radicaux peroxyde et hydroperoxyde
lipidiques au niveau des parois vasculaires. Ce processus, appelé peroxydation lipidique, peut
se produire par voie enzymatique et non enzymatique. Cependant, dans les deux cas, la

molécule lipidique est oxydeée lors de la formation de radicaux lipidiques (Klaunig et al., 2011).

Les initiateurs de la voie non enzymatique sont principalement des radicaux hydroxyle
et hydroperoxyle qui déclenchent des réactions oxydantes en chaine. Les principaux
phospholipides membranaires susceptibles de subir une peroxydation sont ceux qui contiennent
des AGPI, notamment les acides arachidonique, linoléique, linolénique, eicosapentaénoique et

docosahexaénoique (Halliwell et Chirico, 1993).

Bien que des travaux aient montré I’implication des phospholipases dans le métabolisme
lipidique (Adibhatla et Hatcher, 2006), les principales enzymes catalysant la peroxydation
lipidique enzymatique restent les cyclooxygénases (COX) et les lipoxygénases (LOX) (Brash,
2015 ; Liu et al., 2015).

Les produits de peroxydation lipidique affectent directement les propriétés physiques et
fonctionnelles des membranes cellulaires, en interrompant leur asymetrie lipidique, ce qui

réduit I’hydrophobie de I’intérieur de la membrane provoquant une dépolarisation (Sen et al.,
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2006) et par la suite entraine une perte de I’intégrité membranaire (Wong-Ekkabut et al.,
2007).

Parmi les produits formés lors de la peroxydation, 1’isoprostane, le malonyldialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont éte utilisés comme marqueurs de la peroxydation
lipidique (Del Rio et al., 2005).

D’une maniére générale, le mécanisme de peroxydation lipidique consiste en une
réaction en chaine impliquant trois phases : I’initiation, la propagation et la terminaison (Figure
2).

11.3.1.a L’initiation :

Lors de la premiére étape, des pro-oxydants, comme le radical hydroxyle, arrachent

I’hydrogéne allylique. 11 se forme un radical lipidique (L") centré sur le carbone.

11.3.1.b La propagation :

Le radical lipidique formé lors de la phase d’initiation réagit avec 1’oxygene et génere
un nouveau radical peroxydé (LOO®), qui arrache un atome d’hydrogéne d’une autre molécule
lipidique pour former un nouveau (L°) et des hydroperoxydes (LOOH). La phase de
propagation peut se répéter ainsi plusieurs fois ; on parle alors de réaction en chaine (Klaunig
et al., 2011). En effet, aprés la réaction d’initiation, les radicaux peroxyles et alkoxyles issus

des acides gras contribuent eux-mémes a la chaine de propagation (Jairam et al., 2012).

11.3.1.c La terminaison :

Elle correspond a la phase de formation de molécules plus stables non-radicalaires,
obtenue le plus souvent par réaction entre deux radicaux libres ou grace a ’action d’un

antioxydant (Hannebelle et al., 2004).
I1.4. La défense cellulaire antioxydante :

11.4.1. Définition d’un antioxydant :

Les organismes aérobies ont développé un systeme antioxydant efficace, afin de
maintenir I’homéostasie redox. Selon Halliwell et Gutteridge, (2000) : un antioxydant est toute

substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration par rapport au substrat
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Figure 2 : Processus de la peroxydation lipidique (Ayala et al., 2014)
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environnant pouvant étre oxydé, retarde ou empéche de fagon significative 1’oxydation de ce

méme substrat.

Cette définition, comme la plupart des définitions, semblait imparfaite. C’est pour cela
qu’un nouveau concept définit un antioxydant comme « toute substance qui retarde, empéche

ou répare les dégats oxydatifs d’une molécule cible » (Halliwell et Gutteridge, 2008).

Les antioxydants peuvent agir en réduisant ou en dismutant les ROS, ou encore en les
piégeant pour former un composé stable. Leur action peut également consister en la
séquestration des métaux de transition, ou en la genération du glutathion (GSH), molécule

biologique antioxydante d’importance.

D’une maniére générale, il existe deux classes d’antioxydants : les antioxydants
enzymatiques et les antioxydants non-enzymatiques. Parmi ces composés, les systemes de

défense enzymatique sont reconnus comme étant les plus performants.

11.4.2. Antioxydants enzymatiques :
11.4.2.a La superoxyde dismutase (SOD) :

Cette métalloprotéine est classée en trois catégories : la SOD cytosolique (Cu et Zn
dépendant), la SOD mitochondriale (Mn-dépendant) et la SOD extracellulaire. C’est I’enzyme
antioxydante la plus importante dans toutes les cellules vasculaires car elle catalyse la
dismutation des radicaux superoxydes en oxygéne moléculaire et en peroxyde d’hydrogéne
(Rengel et al., 2005).

[

2HY + 20" => 2 H»0O» + 0]}

11.4.2.b La catalase (CAT) :

La CAT est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes
érythrocytaires et hépatocytaires. Elle catalyse la détoxification du H2O> produit par la SOD,

en le convertissant en oxygene moléculaire et en eau (Chen et al., 2018).
2 H02> (O] + 2 H.0

11.4.2.c La glutathion peroxydase (GPX) :
Il s’agit d’une enzyme cytoplasmique, sélénium-dépendante, qui joue un réle majeur

dans la régulation de 1’état redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires.
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La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réduction des hydroperoxydes, y compris
le peroxyde d’hydrogéne et les produits de la peroxydation lipidique, en utilisant le glutathion
réduit (GSH) (Zhai et al., 2013).

2 GSH + H20: > GSSG + 2 H20

La SOD, en conjugaison avec la CAT et la GPX, élimine les radicaux intracellulaires et

extracellulaires et inhibe la peroxydation lipidique (Zhai et al., 2013).
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MATERIEL ET METHODES

I. Animaux :

Les animaux utilisés dans nos protocoles sont des souris de souche Balb/c obtenues
aupres de I’'Institut Pasteur d’Alger. Ce sont des souris femelles congéniques, ¢levées et
acclimatées avant toute manipulation dans 1’animalerie du Laboratoire de Physiologie de la
Nutrition et de Sécurité Alimentaire, Université d’Oran 1. Les animaux vivent dans des cages
munies de biberons et d’une mangeoire et sont abreuvés a 1’eau et nourris ad libitum a 1’aide
d’un aliment commercial pour rongeurs. Les expériences sont effectuées en respectant le bien-

étre de I’animal, évitant le stress et I’agitation susceptibles d’interférer avec les résultats.

I.1.  Répartition des animaux :
Pour les besoins de notre travail, 18 souris agées de 5 semaines et pesant en début de

manipulation 20 £ 1,95 g ont été utilisées. Elles sont réparties en trois lots de six souris

chacun :

- Lot 1 : groupe immunisé a la BLG
- Lot 2 : groupe immunisé a ’OVA

- Lot 3 : groupe contréle

1.2.  Protocole d’immunisation :

La sensibilisation est faite par voie intrapéritonéale. Chaque souris recgoit une dose de
100ul d’une solution de PBS (1/10), a pH 7,2 contenant 10 ug de BLG (Negaoui et al., 2009)
(Lot 1) ou 5pg d’OVA (Park et al., 2017) (Lot2) respectivement mélangés a 2 mg d’adjuvant
(AI(OH)3). Les injections intrapéritonéales ont lieu a JO, puis sous forme de rappels et dans les
mémes conditions au 14°™¢, 21°™M€ et 28°™ jour pour le premier groupe et au 7°m¢, 21°M¢ et 28°Me

jour pour le deuxieme groupe.

Dans les mémes conditions, les souris du groupe contrdle regoivent une dose de 100ul

d’une solution de PBS, pH 7,2 mélangés a 2mg d’adjuvant.
1.3.  Role de I’adjuvant :

L’alum ou hydroxyde d’aluminium (AI(OH)3) est utilisé comme adjuvant pour sa
contribution a la stimulation de la réponse Th2 (Vermout et al., 2003).

1.4.  Prélévement des échantillons sanguins et tissulaires :

Les différents groupes de souris sont sacrifiés a J31 (groupe OVA et contrdle) et a J35
(groupe BLG). Le sang est prélevé, par ponction dans le sinus retro-orbitaire a 1’aide d’une

pipette pasteur, dans des tubes contenant 0,1% d’EDTA pour I’obtention du plasma. Il est

.



MATERIEL ET METHODES

centrifugé a 2000 x g pendant 15 min a 4°C et le plasma est conservé a -20°C jusqu’a
utilisation. Les organes (foie et intestin) sont soigneusement prélevés, rincés avec une solution
fraiche de PBS 1/10, puis aliquotés dans des microtubes Eppendorf que 1’on conserve

congelés a -20°C.
Il. Evaluation de certains paramétres du statut redox :

I.1. Détermination de la peroxydation lipidique par le dosage des substances réactives
a ’acide thiobarbiturique (TBARS) :

1.1.1. Principe :

La détermination des substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) est
réalisée par la mesure du malonyldialdéhyde (MDA), principal marqueur de la détermination
des radicaux libres et des produits de dégradation des peroxydes lipidiques lors d’un stress
oxydatif. Cette méthode est basée sur une réaction, en milieu acide, entre le MDA et deux
molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) et la formation d’un pigment absorbant (complexe
de condensation chromogeénique) a 532 nm, extractible par des solvants organiques comme le

butanol.

La réaction colorée obtenue mesure non seulement le MDA préexistant, mais aussi le
MDA formé par la décomposition thermique des peroxydes et ceux générés au cours méme de

la réaction. La concentration en MDA est déterminée a partir d’une gamme étalon de MDA.

1.1.2. TBARS au niveau plasmatique :

Les teneurs des TBARS plasmatiques sont déterminés par la méthode de Quantanilha
et al., (1982). 75 ul d’échantillon sont dilués dans 425 pl de NaCl 0,9%, puis a cette solution
sont ajoutées 10 pl de buthyl-hydroxy toluéne (BHT) (BHT 2% dans 1’éthanol) et 500 ul de
solution réactionnelle, ensuite le tout est agité. Aprés incubation a 85°C pendant 30 min et
refroidissement dans la glace, les échantillons sont centrifugés a 2000 x g pendant 10 min. La

lecture est faite par spectrophotométrie a une longueur d’onde A=535 nm.

1.1.3. TBARS au niveau tissulaire :

Les homogénats tissulaires (foie et intestin) sont séparés a raison de 100 mg de tissu
broy¢ dans 450 ul de tampon. 100 pl d’homogénat déposés dans des tubes Sovirels, puis 100
ul de SDS (8,1%), 750 ul d’acide acétique a 20% (pH 3,5) et 750 ul d’une solution aqueuse
de TBA (0,8%) y sont ajoutés. Le volume final du milieu réactionnel est ajusté a 2 ml avec de
I’eau distillée. Apres agitation, les tubes sont incubés a 95 °C pendant 60 min, puis refroidis

dans un bain glacé pendant 5 min afin de stopper la réaction. 500 ul d’eau distillée et 2 ml de

.
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butanol sont additionnés. Les tubes sont vigoureusement agités, centrifuges a 1000 x ¢
pendant 10 min (Ohkawa et al.,1978). La lecture de la phase organique (supérieure) est

effectuée a une longueur d’onde A=532 nm.

11.2.  Le test du pouvoir réducteur (FRAP) :

Le pouvoir réducteur détermine la capacité des antioxydants, présents dans les organes
et le plasma, a réduire le tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) en ferreux (Fe?*-TPTZ) a pH
acide. Cette réduction se traduit par une coloration verte dont I’intensité est proportionnelle au

pouvoir réducteur.

Le réactif de FRAP est préparé par mélange de 10 volumes de tampon acétate (300
mM d’acétate de sodium, pH 3,6), 1 volume de TPTZ (10 mM dans 40 mM d’HCI) et 1
volume de FeCls3,6H20 (20 mM). Dans une cuvette, 1,5 ml de réactif de FRAP, 50 pl de
I’échantillon et 150 pl d’eau bidistillée sont mélangés. Aprés agitation, 1’augmentation de
I’absorbance est suivie pendant 8 min a 37 °C a 593 nm. Une gamme étalon de
FeSO4.7H20est utilisée pour déterminer les valeurs de FRAP (Benzie et Strain, 1996).

11.3. Détermination des teneurs en protéines totales du foie et de I’intestin :

Les concentrations en protéines totales du jéjunum et du foie sont déterminées par la
méthode de Lowry et al., (1951). Le dosage des protéines au niveau hépatique et jéjunal est
effectué sur des homogénats préparés dans du tampon phosphate 0,1M a raison de 100 mg de

tissu dans 0,9 ml de tampon phosphate.

La sérumalbumine bovine (SAB) (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) est
utilisée pour etablir la courbe de référence. En milieu alcalin, le complexe formé par les ions
Cu?* et les groupements tyrosine et tryptophane des protéines est réduit parle réactif de Folin.
11 se développe alors une coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de

protéines contenues dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde A=750 nm.
I11. Analyse statistique

Les résultats sont présentes sous forme de moyenne + erreur standard (X £ ES). Les
comparaisons des moyennes sont réalisées par I’analyse de variance (ANOVA). Le seuil de
signification retenu est celui qui est habituellement considéré, soit 5 %. L’analyse statistique

est effectuée a 1’aide d’un logiciel GraphPad Prism (version 6).

.
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RESULTATS

|I. Effet de la sensibilisation sur la teneur en substances réactives a I’acide
thiobarbiturique (TBARS) :

L’évaluation de I’effet de I’'immunisation a la BLG ou a ’OVA sur la peroxydation
lipidique est effectuée par dosage des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)

au niveau tissulaire (intestinal, hépatique) et plasmatique.

1.1. Au niveau tissulaire :

Au niveau intestinal, seule la BLG provoque une augmentation significative (p<0,05)
de la peroxydation lipidique comparativement aux souris controles (Figure. 3A). Cependant,
nous ne notons aucune différence significative de la concentration en TBARS chez les deux

groupes sensibilisés a la BLG et a ’OVA au niveau hépatique (Figure. 3B).

.2.  Au niveau plasmatique :

La peroxydation lipidique est considérablement augmentée mais uniquement dans le

plasma des souris sensibilisées a I’ovalbumine (p<0,001) (Figure 4).

1. Test de pouvoir réducteur (FRAP) :

Comme le montre les figures 5 et 6, la sensibilisation a la BLG ou a I’OVA n’a pas

affecté le pouvoir réducteur tissulaire et plasmatique.

I11.  Teneur en protéines totales du foie et de ’intestin :
Les résultats sont reportés dans la figure 7. Nous rappelons que le dosage des protéines
totales est effectué dans le seul but de déterminer les concentrations de TBARS et de FRAP

par quantité de protéines.

.
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Figure 3 : Teneur en TBARS intestinal (A) et hépatique (B) des souris Balb/c immunisées a
laBLG ou a ’lOVA (n=6).

CL : Souris controles.

BLG : Souris sensibilisées a la BLG.

OVA : Souris sensibilisées a ’OVA.

*p<0,05

**p<0,01
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Figure 5 : Effet de la sensibilisation & la BLG ou a I’OVA sur le pouvoir réducteur hépatique
(A) et intestinal (B) des souris Balb/c (n=6).

CL : Souris controles.
BLG : Souris sensibilisées a la BLG.
OVA : Souris sensibilisées a ’OVA.
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DISCUSSION

Le stress oxydatif a été largement impliqué dans diverses pathologies humaines, mais
son role dans les réponses allergiques applicables aux maladies atopiques demeure non
éclairé. Malgré cela, son association avec la sensibilisation allergique est évoquée par

plusieurs chercheurs.

Ce travail se focalise principalement sur I’implication du stress oxydatif dans les
allergies aux protéines du lait de vache (APLV) et aux protéines de I’ceuf suite des
sensibilisations a la béta-lactoglobuline (BLG) et a ’ovalbumine (OVA).

La premiére partie se consacre a I’évaluation de I’effet de la sensibilisation sur la
peroxydation lipidique au niveau tissulaire et plasmatique, et la seconde partie s’intéresse a

I’effet de la sensibilisation sur le pouvoir réducteur.

Pour cela, nous avons choisi comme modéle animal, des souris femelles de souche
Balb/c, car son complexe majeur d’histocompatibilité semble étre relativement proche de
celui de ’homme (Magna et Vervloét, 1997). En effet, la souche Balb/c est largement
utilisée dans 1’étude des allergies alimentaires en raison de sa forte réactivité (Thomas et al.,
2009 ; Zhou et al., 2016). De nombreux travaux ont montré ’efficacité de ce mod¢le suite a
une sensibilisation par voie intrapéritonéale. Notamment, aprés avoir comparé les effets des
deux voies de sensibilisation (intrapéritonéale et intra-gastrique) sur les anticorps IgG et IgE
specifiques a I’OVA, Dearman et al., (2002) ont constaté que seule I’injection
intrapéritonéale d’OVA entrainait une production plus élevée d’anticorps IgE. Par
conséquent, le modele de souris Balb/c est considéré comme le plus adapté pour étudier les

phénomeénes d’allergies.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons montré I’existence d’un stress
oxydatif au niveau intestinal et plasmatique concrétisée par une augmentation du taux de

TBARS suite a la sensibilisation a la BLG et a ’'OVA respectivement.

Actuellement, de nombreuses études confirment 1’existence de composantes
radicalaires dans des pathologies allergiques (Tsukhara et al., 2003 ; Sahiner et al., 2011 ;
Utsch et al., 2015 ; Topic et al., 2017). En effet, Utsch et al., (2015) rapportent que le stress
oxydatif induit par les allergenes peut étre a l’origine d’une réponse Th2 ainsi qu’une
inflammation allergique ; ils ont alors conclu que la sensibilité allergique pourrait étre

associée a une réponse antioxydante inadéquate.
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DISCUSSION

Il est important de noter que la mesure de la lipoperoxydation doit nécessairement
passer par la technique des TBARS, qui est I’un des premiers tests d’étude du stress oxydant
(Gutteridge et Halliwell, 2000). Ce dosage est réaliseé par la mesure du MDA, I'un des
principaux marqueurs des radicaux libres et des produits de dégradation des peroxydes
lipidiques. Cependant, selon Halliwell et Gutteridge (2000), la détermination des TBARS
évalue I’oxydation globale de systémes lipidiques définis (aliments, microsomes...) mais ne
peut pas étre utilisee pour comparer les peroxydations dans différents systemes de
compositions différentes en AGPI. Ce manque de spécificité est illustré par le fait que les
TBARS sont retrouvés dans les tissus et fluides corporels en quantité élevée chez n’importe
quel individu malade et ce, quelle que soit la physiopathologie de la maladie (Gutteridge et
Halliwell, 2000). On pense alors que la méthode des TBARS, a elle seule, n’est pas fiable

pour mesurer le niveau de peroxydation lipidique dans les tissus ou d’autres fluides corporels.

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés a 1’effet que pourraient avoir
la sensibilisation a la BLG ou a I’OVA sur le pouvoir réducteur tissulaire et plasmatique et ce,
par le test de FRAP. Nos résultats montrent que la sensibilisation a la BLG ou a ’'OVA n’a

pas affectée le pouvoir réducteur des animaux.

A notre connaissance, la présente étude est la premiére a évaluer Ieffet de la
sensibilisation a des allergénes alimentaires sur le pouvoir réducteur in vivo. Cependant,
Almela et al., (2018) ont évalué certains paramétres du stress oxydatif chez des chiens
atteints de dermatite atopique d'origine alimentaire. Dans cette étude, le FRAP était le seul
biomarqueur antioxydant présentant une augmentation significative (p=0,001) chez les chiens

atopiques par rapport aux chiens contréles.

Ainsi, il est établi que le test de FRAP semble étre incapable de mesurer tous les

radicaux produits lors du stress oxydatif (Larrosa et al.,2011 ; Kim et al.,2014).
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Conclusion

Le présent travail est réalisé dans le but d’évaluer les paramétres du Stress oxydant
chez des souris Balb/c rendues allergiques. Pour se faire, ’effet de la sensibilisation a deux
allergenes alimentaires (BLG et OVA) sur la peroxydation lipidique a été évalué au niveau
tissulaire et plasmatique, dans un premier temps. Dans la seconde partie, nous avons évalué

I’effet des mémes allergénes sur le pouvoir réducteur, dans les mémes compartiments.

Nos résultats montrent 1’existence d’une corrélation positive entre la sensibilisation
aux allergenes alimentaires et la présence des dommages liés au stress oxydatif. Cette
corrélation est reflétée par des taux de TBARS élevés respectivement dans 1’intestin (p<0,05)
suite a la sensibilisation a la BLG, et dans le plasma (p<0,001) a la suite de I’'immunisation a
I’OVA.

La sensibilisation a la BLG ou a ’OVA ne semble pas affecter le pouvoir réducteur

des animaux, aucune différence significative n’a alors été constatée.

A partir des résultats trouvés, nous pouvons faire la proposition de 1’association du
stress oxydatif aux conditions allergiques. Néanmoins, d’autres études sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes par lesquels le stress oxydant déclenche une réponse Th2 aux

allergenes.
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