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Résumé

Les lectines forment une famille de protéines et de glycoprotéines hétérogéne qui
reconnaissent certaines structures oligosaccharides. L'objectif de I'étude était d'évaluer
I’effet hépato-protecteur de lectine extraite de la plante Prunus persica Var.nucipersica
contre I’inflammation induite par la méthionine chez le rat. On a traités des rats par par
la méthionine seul ou combiné avec lectine (3mg/Kg), pendant une période de 12 jours
le sang est prélevé ensuite les rats sont sacrifiés et le différent paramétre sont
déterminés. A partir de I’analyse de nos résultats, on observe des changements notables
dans les parameétres biochimiques Caractérisés surtout par une dimunition dans la
capacité anti-oxydante plasmatique de DPPH et CRP ainsi la concentration sérique de
glucose suivie par une dimunition de poids relatif du foie. Nous avons également
observé que les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel détoxifiant exprimé
par la diminution des taux de glutathion hépatique, GPx et une augmentation dans la
peroxydation lipidique exprimé par le taux élevé de MDA plasmatique et hépatique. De
plus, les résultats ont montré clairement des altérations de structures des tissus étudiés
en Comparaison avec les témoins chez les lots traités par la méthionine, avec
L’¢élévation du nombre des sinusoides au niveau de la veine centrale, la présence des
vésicules lipidiques, des cellules inflammatoires infiltrées, nécrose hépatique. Tandis
que pour I’addition des lectines ont montré des cellules inflammatoires moins

importantes.

Mots clés : Lectine, Méthionine, le foie, inflammation, peroxydation lipidique, Prunus persica

Var.nucipersica, stress oxydant, rats.



Abstract

Lectins are a heterogeneous family of proteins and glycoproteins that recognize certain
oligosaccharide structures. The objective of the study was to evaluate the hepato-protective
effect of lectin extracted from the plant Prunus persica Var.nucipersica against methionine-
induced inflammation in rats. Rats were treated with methionine alone or combined with
lectin (3mg/Kg), for a period of 12 days blood was drawn, then the rats were sacrificed and
the various parameters determined. From the analysis of our results, we observe notable
changes in biochemical parameters Characterized above all by a decrease in plasma
antioxidant capacity of DPPH and CRP as well as serum glucose concentration followed by a
decrease in relative liver weight. We have also observed that the results obtained highlight
the detoxifying potential expressed by the decrease in hepatic glutathione levels, GPx and an
increase in lipid peroxidation expressed by the elevated plasma and hepatic MDA levels. In
addition, the results clearly showed structural alterations in the tissues studied in comparison
with controls in methionine-treated batches, with an increase in the number of sinusoids in
the central vein, the presence of lipid vesicles, infiltrated inflammatory cells and hepatic

necrosis. In contrast, the addition of lectins produced fewer inflammatory cells.

Key words: Lectin, Methionine, liver, inflammation, lipid peroxidation, Prunus persica

Var.nucipersica, oxidative stress, rats.
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Introduction

Introduction

Les lectines sont des composés proteiques, glycoprotéiques et/ou glycoconjugués non
immunitaires qui ont la capacité de détecter des substances ou des cellules contenant des
glucides (Bomfim BCMet al. 2023).Se lient de facon réversible aux hydrates de carbone et le
plus souvent agglutinent les cellules ou précipitent les polysaccharides et des glycoconjugués
(Goldstein et al. 1980).Elles jouent un réle essentiel dans divers phénomenes biologiques
tels que la reconnaissance cellulaire, l'infection par un pathogéne et certains processus

intracellulaires tels que le repliement des protéines (Cécile B, 2024).

Les Lectines ont diverses caractéristiques biologiques, telles que : des activités mitogéenes
(stimulation lymphocytaire) (Singh et al, 2010), actions antivirales (Zhao et al, 2010),
antifongiques (Amano et al, 2012), et des effets immunologiques et toxicologiques (Jeurink
et al, 2008 ; Nunes et al, 2012).

L’objectif principal de ce travail est étudié 1’effet protecteur des lectine extraite a partir des
racines de la plante Prunus persica var. nucipersica (nectarine) contre I’inflammation induite

par la méthionine chez les rats.

Notre travail sera répartit en cing chapitres : la premiére est une étude bibliographique,
consacré a une revue de la lectine, en particulier une définition, historique, spécificité, la

distribution des lectines dans le monde, les propriétés et les applications des lectines.

Nous avons ensuite abordé au second chapitre une généralité sur I’inflammation et la

méthionine.

Dans le troisieme chapitre nous présenterons une généralité sur la plante utilisée (la Position

systématique, la Description botanique et Les bienfaits santé)

Le quatrieme chapitre nous avons décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail
experimental, dans ce chapitre en fait des tests biologique. Nous avons dosé d’une part, les
parameétres biochimiques et des parametres du stress oxydant tissulaire. Afin de déterminer
s'il existe un avantage a utiliser cet antioxydant. D’autre part, nous avons exploré les coupes

histologiques au niveau du foie.

Le cinquieme chapitre nous montre les principaux résultats obtenus et leur discussion et

enfin une conclusion permet de faire une synthése des résultats obtenus.
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CHAPITRE 1 : LES LECTINES

1. Définition des lectines

Le terme «lectine» dénommée par Boyd en 1954, du latin «légere», qui veut dire

«sélectionner» ou «choisir» (Lineretal., 1986).

Les lectines sont des protéines, des glycoprotéines et/ou des glycoconjugués d’origine non
immunitaire, ayant la capacité de reconnaitre des substances ou des cellules contenant des
glucides (Bomfim BCMet al., 2023).Elle interagit avec le ligand par un réseau de liaisons
hydrogéne et d’interactions hydrophobes (Goldstein et Pontet, 1986) (Figure01l).

Elles ont été isolées a partir de nombreuses sources différentes : virus, bactéries,

champignons, algues, animaux et plantes (Mathilde, 2020).

Elles sont également appelées agglutinines car elles sont capables d’agglutiner les
cellules (comme les érythrocytes) et les glycoconjugués (Liener et al.,1986).leur
spécificité est généralement définie en termes de monosaccharide ou d’oligosaccharide

simple qui inhibent 1’agglutination induite par le lectine.(Goldstein et al., 1980).

Les protéines de lectines dépourvu d’activité enzymatique et non synthétisée (Goldstein
et al., 1980). Elles sont relativement petites, leurs masses moléculaires étant comprises
entre 50 et 120 KD. Elles sont habituellement formées de deux (dimeéres) ou quatre

(tétrameéres) sous- unités identiques (Ghopkins et Evrard, 2003).

Les lectines sont classées sur la base de critéres fonctionnels et structurels et sont
divisées en quatre classes : les Mérolectines, les hololectines, les chimérolectines et les
superlectines (Araujo et al., 2020).Ces protéines possede au moins deux sites de liaisons

aux sucres, a savoir les cellules animales et végétales (Goldstein et al., 1980).

Les principaux réles des lectines sont le transport des glycoconjugués dans les cellules,
fonctions de chaperonnes et de mediation endocytose, la croissance cellulaire, les
interactions cellulaires et I’implication dans le fonctionnement du systéme immunitaire,
notamment dans la reconnaissance du non-moi et dans les mécanismes de défense
(Bulteau, 2020).
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Bacterium \

L

PSSO

Figure 01: Représentation schématique d’exemples d’interaction lectines- glucides (Sharon
et Lis, 1993)

2. Historique

En 1888, le lectine a été isolée et purifiée a partir de graines de ricin également connues
sous le nom de Ricinus Communis et a été nommée Ricin (Marothia D et al., 2023).

En 1919, James B. Sumner, de 1’universit¢ Cornell (Ithaca, New York), isola a partir du
poids (Canavalia ensiformis) la premiére hémagglutinine pure, la concanavaline A (Sumner,
1919).

En 1936, Sumner et Howell ont observé que le sucre pouvait inhiber 1’activité

d'agglutination de la concanavaline A (con A) (Sumner and Howell, 1936).

En 1954, Boyd et Shapleigh ont montré la propriété de ces protéines d’agglutiner
sélectivement des érythrocytaires humains d’un groupe sanguin donne (Boyd et Shapleigh,

1954).
3. Lastructure des lectines
Structurellement, on classe les lectines en trois grandes classes :

3.1 Les lectines simple

Ces lectines sont constituées de plusieurs monomeres (Figure02) (pas forcément identiques)
ayant une masse moléculaire ne dépasse pas 40 KDa, et comprend toutes les lectines
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végétales, les lectines bactérienne soluble et les galectines (une famille de lectines animales

spécifique au galactose).

= La protéine est représentée par un ruban rouge pour les hélices o
= La protéine est représentée par un ruban jaune pour les brins 3 et un fil pour les autres
Zones.

= Le sucre est représente par de baton et les cations par des boules) (zitouni.,2015).

Figure02 : Représentation graphique d’un monomeére de concanavaline A de

Canavaliaensiformisen complexe avec le trimannoside) (Lenka, 2006).

3.2 Les lectines en mosaiques

Cette catégorie regroupe diverses protéines de différentes sources (virus, animaux) .il s’agit
des molécules complexes constituées de plusieurs types de modules ou domaines, dont un

seul posséde le site de liaison (Zitouni.,2015) (figure03).
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Figure03 :Représentationgraphiqued’untriméred’hémagglutinineduvirusInflue

nzaencomplexeavecl’acide sialique (Lenka et al., 2006).

3.3 Les assemblages macromoléculaires

Les lectines de ce classe sont fréquemment trouvées chez les bactéries, ou elles
forment des structures filamenteuses de 3 a 7 nm de diamétre et jusqu’a 100nm de

longueur, appelées fimbriae (Figure04) ou pili (Lenkaet al., 2006).
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Figure04 : Représentation schématique de différents fimbriae de la bactérie Escherichia
coli (Lis and Sharon, 1998).

4. La Classification des lectines

4.1 Lectines végétales

Selon la classification en peut classée les lectines en quatre types majeurs (voir le
tableau0l) (Van Damme et al., 1998).

4.1.1 Les Mérolectines
= Sont des petits peptides
» Formés d’une seule chaine polypeptidique.
= Ne possédant qu’un seul domaine de liaison aux glucides, dit monovalentes
= Les M¢érolectines incapables de précipiter les glycoconjugués ou d’agglutiner les
cellules (non agglutinantes) (Peumans et Van Damme, 1995).
4.1.2 Les hololectines
= |ls contiennent deux domaines (ou plus) de liaisons aux glucides quasi-
identiques ou du moins trés homologues.

= Peuvent précipiter les glycoconjugués ou agglutiner les cellules.

= |ls présentent la majorité des lectines de plantes connues (Van Damme et
al., 1998).
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4.1.3 chimérolectines

= Sont des protéines de fusion ayant une activité de reconnaissance glycanique, car
ils possédent un ou plusieurs domaines de liaison aux glucides, ainsi qu’un
domaine avec une activité catalytique bien définie.

= Agissant indépendamment du site de liaison.

Selon le nombre de liaison aux glucides, les chimérolectines se comportent comme :
» Les Mérolectines (exemple : chitinase classe I).
» Les hololectines (exemple : type 2-Rip Ribosom Inactivating Proteine ; Protéine

inactivant les Ribosomes comme la ricine (Peumans et Van Damme, 1995).

4.1.4 Les superlectines
= Sont des oligoméres multi spécifiques composés de plus de quatre monomeres.
= Elles sont considerées comme un groupe spécial de chimérolectines composees
de deux domaines structurellement distincts et fonctionnellement (van Damme
etal., 1998).

Tableau 01 : la Classification structurale des lectines des plantes (Van Damme et al.,1998)

Les mérolectines | Les hololectines | les chimérolectines | les superlectines

Banana lectin
Heveina (1IHEV) ConBr (3JU9) PPL2 (2GSJ) (2BMY)

4.2 Lectines animales

4.2.1 Les lectines extracellulaires

Les lectines extracellulaires, y compris toutes les autres classes telle que les lectines de type
C et de type R, et Galectines. Ces lectines sont généralement jouent un réledans la
signalisation cellulaire et I'adhérence cellulaires, la clairance des glycoprotéines et la
détection des maladies (Chabrol, 2012).
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4.2.2 Les lectines intracellulaires
Les lectines intracellulaires transportent, orientent les glycoprotéines avant qu'ils ne se
dégradent. Ces lectines sont composées de quatre catégories : la calnexine, les lectines de
type M, P et L (Chabrol, 2012).
5. Les fonctions des lectines dans les plantes
Ces lectines possédent diverses fonctions :
v Les lectines peuvent agir comme des protéines de stockage avec une capacité
limitée de participation aux processus biochimiques et cellulaires (Naithani et al.,
2021).
v Elles jouent le rdle constructif de défense contre les parasites pathogenes, les
bactéries et les champignons, aident a 1’adhésion et a la symbiose (Mishraet al.,
2019).

v Les lectines des plantes semblent jouer un role dans la défense contre les
pathogénes et les prédateurs, certaines ayant des propriétés insecticides
(Macedo et al.,2015).

v Un r6le important dans I'organisation cellulaire (Moreira et al., 1991).

6. Les propriétés biologiques des lectines

6.1 Liaison avec les sucres

La connaissance du sucre spéecifique est essentielle pour mettre en évidence l'activité de la

lectine, car elle est spécifique et propre a chaque lectine (Zitouni., 2015).
6.2 Agglutination des cellules

C'est le signe le plus évident de l'interaction entre les lectines et les cellules. Afin de
provoquer I'agglutination, les lectines doivent avoir au moins deux sites de reconnaissance et
de liaison avec les saccharides a la surface des cellules animales ou autres (bactéries, virus,
mycoplasmes, champignons, etc). Les lectines monovalentes avec un seul site de

reconnaissance ne sont pas susceptibles de provoquer 1’agglutination (MIEGE, 2023).
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6.3 Activité mitogene

La stimulation lymphocytique, L'une des caractéristiques les plus surprenantes des lectines
est leur capacité a transformer les petits lymphocytes sanguins en cellules blastiques
(lymphoblastes dotés d'un noyau volumineux entrent rapidement en mitose) .Le pouvoir
mitogéne des lectines est responsable de cette transformation lymphoblastique, mais en

générale, il ne se produit que sur les lymphocytes T (MIEGE, 2023).
6.4 Action antivirales

Les lectines ont la capacité d'agir comme des antiviraux, comme celles observées par des
RIPs (Ribosomes inactivant les proteines).Les lectines spécifiques de mannose isolées de
bulbes de 15 espéces sauvages du genre Narcissus cultivées en Espagne jouent un réle
inhibiteur contre le VIH1. Les extraits de I'espéce Narcissus tortifolious ont I'activité anti-
VIH1 la plus efficace (Zitouni, 2015).

6.5 Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses

Selon Valentier et coll. (2003), les lectines alimentaires pourraient entraver la croissance
cellulaire des cellules cancéreuses chez I'homme in vitro. Dans des quantités non nocives
pour I’organisme, peuvent étre injectées dans le sang afin de faire disparaitre les cellules
tumorales soit par apoptose, soit par autophagie, ou bien par l'activation des défenses

immunitaires anticancéreuses (Poiroux, 2011).

7. Autre propriétés
Les lectines sont responsables de différentes activités biologiques comme :

v La production de glycoprotéines

v L’activation de la voie alterne du complément et l'agrégation des immunoglobulines

v L’induction de la libération d'histamine a partir des cellules basophiles et des
mastocytes

v’ les effets pro et anti-inflammatoires

v" l'induction de I’apoptose (Ramata., 2010).
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1. L’inflammation

1.1 Définition

L’inflammation, une réponse provoquée par des dommages aux tissus vivants. La réponse
inflammatoire est un mécanisme de défense qui a évolué dans les organismes supérieurs pour
les protéger des infections et des blessures. Son but est de localiser et d’éliminer 1’agent nocif
et d’enlever les composants des tissus endommages afin que le corps puisse commencer a

guérir. Il existe deux types d’inflammation (figure 05).

» Inflammation aigué : Une réponse inflammatoire qui ne dure que quelques jours

> Inflammation chronique : une réponse de plus longue durée

Les facteurs qui peuvent stimuler 1’inflammation comprennent les micro-organismes, les
agents physiques, les substances chimiques, les réponses immunologiques inappropriées et la
dégénérescence des tissus (Celsus et Cohnheim 2024). La méthionine est l'une des

molécules qui peuvent étre impliquées dans la réaction inflammatoire ou la réponse

Immunitaire.
|
L Evolution de I'inflammation aigué et relation avec I’inflammation chronique
ACUTE INFLAMMATION RESOLUTION
= Vascular changes = Clearance of injurious stimuli
= Neutrophil recruitment * Clearance of mediators and acute
= Mediators matory cells
x - Repla nent of ir Lo ] 1
@ o e = S Normal function oo o
P S
= Infarction -
= Bacterial infections =
= Toxins -

= Trauma

Healing

: A
s
=il SCAR

= Dense fibrosis
* Viral infections 3 * Loss of function
= Chronic infections Healing
+ Persistent injury
= Autoimmune diseases

—
CHRONIC INFLAMMATION
= Angiogenesis
= Mononuclear cell infiltrate
~ Fibrosis (scar) REGENERATION
= Clearance of injurious stimuli
« Clearance of mediators and
chronic inflammatory cells
* Regeneration and remodeling
of damaged tissue
= Normal function

Figure 05 : Schéma récapitulatif de 1I’inflammation aigué et de I’inflammation chronique

(Gérard-abadjin, 2012).
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2. Historique et Deéfinition de la méthionine

La méthionine a été initialement découverte et isolée en 1922 a partir d'hydrolysat de
protéines. Cependant, son développement industriel et son marché n'ont commence a se

développer qu'entre les années 1950 et 1960 (Chaintron, 1996).

La méthionine (Met ou M), également connue sous le nom d'acide 2-amino-4-(méthyl
Thio) butyrique (Chaintron, 1996), principalement métabolisé par le foie ou il est convertie
en S-adénosylméthionine (SAM) (Cantoni, 1975).

La méthionine est un acide-a-aminé essentiel avec une fonction thioéther (SCH3). Elle est
présente dans les légumineuses, les ceufs, les poissons, 1’ail, les lentilles, les viandes, les

oignons, le soja, le yaourt, le parmesan et le gruyere (Pellanda, 2012).

Le role de la Méthionine est de construire des protéines. De plus, elle aide a stimuler la
croissance et le renouvellement des tissus de I’organisme. Cet acide aminé est un composant
important de 1’alimentation animal, car il contribue a la croissance du tube digestif et a ses

performances (Sikorska, 2023).

Met est le précurseur des acides aminés soufrés : homocystéine (Hcy), cystéine et taurine
(figure 06). Elle existe dans deux isomeéres, L- et D-méthionine, dont la forme L prédomine
dans la nature (Hector et al., 2017).Chez les animaux, les deux formes peuvent étre
métabolisées par une DL-racémase, ce qui revét une importance cruciale pour I'utilisation des
produits chimiquement synthétisés. Dans l'industrie de I'élevage, on utilise le racémate de
DL-méthionine comme additif alimentaire, Depuis 1943, de nombreuses recherches ont
démontré qu'il n'y avait pas de différence significative entre l'utilisation de L- ou D-

méthionine dans l'alimentation des volailles (Willke, 2014).

Taurine I
Acide aminé /
Meéthionine
Protéine

[ Homocystéine ]

Figure 06 : La méthionine précurseur de la cystéine, de I'homocystéine et de la taurine
(Hector et al., 2017)
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3. La structure de la méthionine

La méthionine contient un groupe carboxyle, un groupe amino situé en position o par

rapport au groupe carboxyle, et une chaine latérale S-méthyl thioéther (Sikorska, 2023).

NH o

T
S COOH

Figure07 : La structure chimique de la méthionine (Hrobonova et al.,2015)
4. Métabolisme de la méthionine

La méthionine (Met) est le précurseur de la S-adénosylméthionine ou SAM, un métabolite

produit par la méthionine adénosyltransferase.

SAM joue un rdle dans des réactions de transfert de méthyle (CH3) sur diverses molécules
telles que I'ADN, I'ARN, les protéines et les composés organiques.

Ainsi, la SAM joue un réle dans le contrdle de la transcription des genes, au code
épigénétique des protéines histones, ainsi que dans la biosynthese de certaines

macromolécules comme la créatine ou la phosphatidylcholine.

Aprés transfert de son groupement méthyle, la SAM est converti en homocystéine (HCys)
par la formation de la S-adénosylhomocystéine (SAHCys), un inhibiteur compétitif des

réactions de transméthylation.

Selon les besoins métaboliques, I'HCys est soit convertie en méthionine, en conjonction
avec le métabolisme du folate ou par I'action de la bétaine-homocystéine S-méthyltransférase,
soit catabolisée en cystéine (Cys), un acide aminé semi-essentiel précurseur du glutathion

(GSH) et de la taurine, par la voie dite de transsulfuration.

Cette derniére, qui compose deux enzymes dépendantes de la vitamine B6, la cystathionine-
B-synthase (CBS) et la cystathionine-y-lyase (CSE), est une source importante de Cys chez

les mammiféres (Padovani, 2017).
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[ DIET l [ Tsssué Proteins l
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Figure 08 : Métabolisme de la méthionine (Elango, 2020).

5. La toxicité de la méthionine

L'acide aminé Met joue un role essentiel et clé dans la croissance et le développement normal.
Toutefois, des recherches animales précédentes ont démontré que l'exces de consommation
maternelle de la Met entraine des limitations de croissance, des lésions organiques, et le
développement anormal de la mandibule chez les animaux nouveau-nés. Cependant, l'effet de
la Met sur le développement excessif de la plaque de croissance crénienne est inconnue
(Roémer et al ., 2012).

Il semble que les effets indésirables causés par la consommation de niveaux excessifs de Met
soient liés & un métabolisme inhabituel du groupe méthyle (Benevenga, 1974).

Des recherches, a la fois in vitro et in vivo, indiquent qu'au moins trois voies sont impliquées
dans la transformation du groupe méthyloide en CO2. L'un concerne la production de

phospholipide choline et semble saturé a de faibles niveaux de méthionine (Benevenga, 1974).

Autre consiste a produire de la sarcosine [N-méthyl glycine] et peut expliquer une partie du
métabolisme de la méthionine a des niveaux plus élevés. Une voie inhibée de maniere
compétitive par la S-méthyl-L-cystéine semble expliquer la majorité du métabolisme de la

méthionine a des concentrations élevées de méthionine (Benevenga, 1974).
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La présence de I'HHcy se manifeste par une concentration anormalement élevée de plasma ou
de sérum, appelée "tHcy ", Taux d'Hcy plasmatique est déterminé par plusieurs facteurs, parmi
eux sont d'origine génétique, démographique, acquis, et les déterminants de style de vie. "
(Mudd et al ., 2000 in Perla-Kajan et al., (2007).

L’HHCy résultant d’une perturbation métabolique de I'une de ces deux voies

(transsulfuration, reméthylation) (Guilland et al., 2003).
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1. Géneralité et origine
La nectarine également connues sous le nom Prunus persica var. nucipersica le nom latin

(cultivars de Prunus persica (L) Batshe var. nucipersica (suckow) C.K. schneid, synonyme
prunus persica var. nectarina f.aganonucipera),de catégorie arbre fruitier auto_ fertile (Mauric,
2000). Est une espéce de plantes vivaces de la famille des Rosacées. Qui pousse sur un
nectarinier est issu une mutation naturelle de la péche.

La nectarine, un fruit sucré prisé pendant la saison estivale, se distingue par sa peau lisse,
disponible en teintes blanches, jaunes et sanguines ainsi que des variétés plates(Figl10). Et
renferme un noyau central (Stéphanie, 2023), cette plante est floraison précoce avant la foliation
sur les pousse de I’année précédent selon le climat et la variété (Natacha M, 2000).

I1'y a environ 2000 ans, la nectarine a été domestiquée en Chine (Hina et al .2021) En 1930,
Six types de nectarines sont cultivée en Angleterre, Elle sera introduite aux Etats-Unis par les
Espagnols en 1722 et s'essorera au point que les botanistes penseront qu'il s'agit d'une espece
locale. Sa culture se répandra tout particulierement en Californie. On compte plus de 150
variétés issues de I'nybridation et de la sélection.
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Prunus_persica_var._nucipersica#Origine). Ce fruit, aussi
Apparu en France dans les années 1970, comme le rappelle le ministére de I’ Agriculture et de
I’ Alimentation, Elle aurait été nommeée d'aprés le mot « nectar », en raison de sa saveur delicate,

Peu calorique, rafraichissante, tres digeste (Bizzotto E, 2022).

2. Position systématique

Tableau02 : Classification systématique du Prunus persica var. nucipersica
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Prunus persica var. nucipersica#Origine).

Regne Plantae

Sous —regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Genre Prunus

Espéce Prunus persica
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Figure9 :Prunus persica var. nucipersica (nectarine)
(https://pixabay.com/fr/photos/aliments-p%C3%AAche-nectarine-fruit-2563403/)

3. Description botanique de la plante
Cet arbre fruitier développe un feuillage vert et des fleurs printanieres, entre février et avril,

Il offre une variété de fruits ronds ou plats tout au long de I'été .La peau de la nectarine est lisse,
sans duvet, a la différence de celle de la péche, qui peut étre jaune ou blanche, selon les variétés.
Elle contient un noyau est place au centre et recouvert d'une chair blanche, jaune ou sanguine,

Sa chair est un doux mélange de sucre et d'acidité (Chaillot S, 2023).

4. Les bienfaits santé de la nectarine

La nectarine est une forme de péche naturelle. Ses nutriments indispensables pour
I’organisme, ses atouts en matiére de beauté et son godt sucre, Cependant, sa faible teneur en
calories en fait un fruit excellent, & consommer presque sans limites. Elle est aussi riche en
vitamines, en fibres et en antioxydants. La nectarine est donc bénéfique pour la santé,

elle est donc recommande de l'utiliser a 100 % (Bizzotto E, 2022).

» La nectarine un fruit riche en vitamine C et en nutriments

La nectarine est un véritable allié de la santé, dont la consommation réguliére apporte des
avantages a notre organisme.

La nectarine se distingue en particulier par sa richesse en vitamines C, E et B3, ainsi que
par sa forte teneur en potassium. Son taux élevé d'eau nous permet de nous rafraichir
pendant I'été (Bizzoto E, 2022).
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» La nectarine participe au bon fonctionnement du transit
La nectarine est une source de fibres, connue pour ses effets laxatifs et diurétiques, ce qui
favorise le bon déroulement du transit intestinal et aide a éliminer les toxines (Bizzotto
E, 2022).

» La nectarine limite le vieillissement cellulaire et stimule le systeme immunitaire
Sa concentration élevée en vitamine C et en antioxydants neutralise les radicaux libres,
qui sont responsables du vieillissement cellulaire, et stimule le systeme immunitaire.

» La nectarine régule la pression artérielle
En tant que riche en potassium et en minéraux, elle contribue également & maintenir une
pression artérielle réguliére et prévient les maladies cardiaques et les accidents
vasculaires cérébraux tout en préservant I'organisme.

» La nectarine protéege contre le diabete de type 2
La fibre présente dans les nectarines contribue a maintenir un équilibre des niveaux de
sucre dans le sang. On parle d'une diminution de la glycémie. Par conséquent, selon
diverses recherches, I'utilisation réguliere de ce fruit pourrait prévenir I'émergence du
diabéte de type 2.

» Un effet contre le cancer
La présence importante de polyphénols dans les nectarines pourrait également entraver la
prolifération de certaines cellules cancéreuses, notamment pour le cancer du sein chez les

femmes et des poumons chez les hommes (Bizzotto E, 2022).
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1. Matériels et méthodes

2. 1.1 Matériel végétale

Notre étude a été réalisée sur les racines d’une plante médicinale :

¢ Prunus persica var. nucipersica (nectarine)

Photo 01 : Prunus Persica nucipersica

1.2 Les méthodes
1.2.1 La préparation de la plante

Les racines ont été bien lavées a I’eau et séchées a 1’air, ensuite elles ont été coupées

et broyés a 1’aide d’un broyeur €lectrique (mixeur) jusqu’a 1’obtention d’une poudre.
1.2.2 L’extraction de plante
Le principe

L'objectif de cette opération est de récupérer des substances hydrosolubles de la

poudre de plante en utilisant une solution tampon.
La Technique d’extraction

7g de poudre obtenue a partir de la plante a été mise dans un flacon Contenant 30 ml
Solution tampon PBS pendant 24h .apres la centrifugation de la suspension a
6000tr/min pendant 30 min, on récupére le surnageant et le conserve pour les tests

souhaités.
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Culot

7 g de poudre de la plante + 30ml solution tampons (24H)

Centrifugation a 6000 tour /min

Surnageant

L’extrait brut

Figure 10 : Schéma d’extraction des lectines a partir de poudre de Prunus Persica

nucipersica.

v’ Ensuite ’extrait brute a été lyophilisé et conservé afin de procéder a I'étude in

Vivo
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2. Materiels et méthodes des tests biologiques

2.1 Matériel animal

Nous avons utilisé 20 rats femelles Albinos wistar agées de 2-3 mois pour notre
étude expérimentale, avec un poids moyen de 144-292g au début des

expérimentations.

Les (20) rats provenant de I’animalerie de ['universit¢ des Fréres Mentouri-

Constantine 1.

Ces rats ont été placés dans des cages en plastique équipées d'un couvercle, d'une
mangeoire, d'un biberon d'eau et d'un porte-étiquette ou sera indiqués le nom du lot, le

traitement subi. Les cages ont été nettoyées jusqu’a la fin de I’expérience.
2.2 Traitement des rats

Les rats ont été répartis en 4 lots expérimentaux de 5 rats chacun.
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[

Le Protocole expérimentale |

Lot 1: Témoin

Apreés 12 jours de trai

Le sacrifice

Prélévement des

organes (Foie)

Lot 2: Methionine
(100 mg/kg) par
gavage

[Dosages des
parametres tissulaires

+* Protéines totales
du foie

< MDA

% GSH

k < GSH Px

>~

)

|

Etude histologique
» Foie

|

Lot 3 : Lectine
+ Méthionine

Lot 4: Lectine
(3mg/kg) par IP

Prélévement
sanguin au niveau
des sinus
caverneux du rat

l

KDosages des parameétres \
plasmatiques

K/
0’0

CPR
“* MDA
¢ DPPH

>

CR)

%* Laglycémie
_ J

Figure 11 : Schéma du protocole expérimental
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> On insere une fine capillaire dans le sinus et on recueillit un volume de sang
dans des tubes EDTA et héparines (Fig. 1, 2,3).

> Aprés le prélevement, les tubes ont été soumis & une centrifugation pendant
une durée de 5 minutes a 4000 tours/min (Fig. 4,5).

> Ensuite, on distribuait le plasma collecté de chaque rat dans des tubes

eppendorf avec des étiquettes identiques et on le conservait au congélateur

(Fig.6, 7,8).

Photo 02 : les étapes du prélevement.
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3.Etude biochimique
3.1. Dosages

3.1.1. Dosages plasmatique

e MDA

v' Les substances réagissant avec I’acide thiobarbiturique (TBA) sont
principalement composées de Malondialdehyde (MDA), produit dérivé de la
peroxydation membranaire.

v" Le principe du dosage repose donc sur la réaction en milieu acide et a chaud
entre une molécule de MDA et deux molécules de TBA, ce qui conduit a la

formation d’un pigment fluorescent absorbant a une longueur d’onde 532 nm

(Noury, 2016) (Annexe 02).
HS N OH CHO S _OH HO. N SH
‘Y y -
2 N + ‘:'"2 — N H—CH=CH r(
OH — OH OH

TBA MDA Complexe
Figure 12 : Réaction entre MDA et TBA
e CRP

Au niveau du plasma EDTA ou sérum ou sang capillaire. La protéine C-réactive
est un marqueur de [l'inflammation, mesurée par une technique
d’immunoturbidimétrique sur particule de latex utilisant KitC- Réactive Protéine
(Latex) (IBN BADIS, CONSTANTINE).

Principe de la méthode
Les particules de latex recouvertes d'anticorps anti-protéine C-Reactive (AcPR)

sont agrégées par la présence de proteine C-Réactive dans I'échantillon.
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La formation du complexe antigene-anticorps augmente en effet la turbidité de

I’échantillon.
e DPPH

On a évalué la capacité du plasma a capturer le radical DPPH selon la méthode de
(Hasani et al.,2007), avec quelques ajustements, en utilisant le méme principe

que celui du test de DPPH réalisé in vitro (Annexe 02).*
e Laglycémie

Nous avons fait les mesures de la glycémie par systéme d’auto surveillance

glycémique (Vital CheckMM1200).

3.1.2. Dosages tissulaires :

» Préparation de ’homogénat

= 19 du foie des différents groupes étudiés dans 4 ml du tampon phosphate de
0.1M (PH= 7.4), puis broyage par ’homogénateur.

= Ensuite on fait centrifugation de I’homogénat a 4000 tours/minutes pendant 10
minutes a 4°C. On récupére le surnageant obtenu dans des tubes secs
identifiés. A partir de cette préparation, on peut faire les dosages de quelques

parametres tissulaires.

e Dosage du glutathion

Le glutathion a été doseé selon la méthode décrite par Weckbecker et Cory
(1988).

Le principe de ce dosage repose sur 1’évaluation de la réduction de I’acide
5,5' —dithiobis - 2 - nitrobenzoique (DTNB) par les groupes thiols (SH) du
glutathion en formant I’acide 5 - thio - 2 - nitrobenzoique (TNB) ; ce dernier se
distingue par une coloration jaune intense qui peut étre mesurée au

spectrophotométre (Vandeputte et al., 1994) .(Annexe 02).
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e MDA

Le dosage de malondialdehyde (MDA) permet d'évaluer la peroxydation lipidique en
utilisant la méthode d'Uchiyama et Mihara (1978).MDA est I’'un des produits
terminaux de 1’oxydation des acides gras polyinsaturés par les radicaux libres libérés

au cours de stress.(Annexe 02).

e Dosage de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

On a évalué l'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) en utilisant la
méthode de Flohe et Gunzler (1984) (Annexe 02).

Cette méthodes est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GSH-PX selon la réaction suivante :

H202+ 2GSH GSHPx  GB8SG +2 H20

e Protéines totales du foie
On a fait le dosage des protéines par la méthode de Lowry

Principe de la méthode :

La protéine réagit tout d’abord avec réactif cuivrique alcalin puis un second réactif
dit phosphotungstomolybdique. 11 est composé d’un mélange de tungstate de sodium et de
molybdate de sodium dans 1’acide phosphorique et de I’acide chlorhydrique. Ce réactif
permet la réduction des acides aminés aromatiques, conduisant a la formation d’un complexe

coloré bleu foncé dont on mesurera ’absorbance 4 750nm (Lowry OH, et al., 1951).
4. Etude histologique

4.1. Dissection des rats

4.2. Prélevement des organes

L'étude histologique a été effectuée a la fin des expériences, apres le sacrifice des

animaux et le préléevement des tissus utilisés.
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Apreés la dissection, le foie a été prélevé de leurs tissus environnants et pesé. lls ont
été placés dans des boites a pétri.

¢+ Une partie du foie est conservée dans le congélateur pour le dosage.
Tandis que :

¢ le reste du foie (1g) est fixé dans le Formol (10) pour les coupes histologiques

Photo 03 : les étapes de préléevements des organes.

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau de laboratoire NIHA d’Annaba.

La technique utilisée est celle décrite par Houlot (1984).

4.2.1 Fixation des organes

Cette étape est importante pour obtenir de bonnes coupes histologiques.

Il est essentiel de conserver les éléments histologiques afin de préserver la structure

tissulaire.
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Il existe une grande variété de liquides fixateurs, nous avons utilisé le Bouin ; il est
principalement utilisé pour les pieces histologiques de petite taille, principalement en

premiére intention (pénétration lente).Seulement adapté a la microscopie optique.
4.2.2 Déshydratation

On retire les organes du pilulier et ont placé dans 3 bains de lavage d'eau distillée
stérile pendant 5 minutes chacun afin de les débarrasser de I'excés de fixateur.
Il est important de bien déshydrater les piéces avant de les incorporer dans la
paraffine.

La déshydratation est effectuée manuellement en utilisant une série de bains d'alcool
a concentration croissant( 50%, 75% ,80%, 95%) pendant 45 minutes pour chacune,

puis 100c/o pendant une nuit, pour réaliser la déshydratation.
4.2.3 Coupe des organes

Grace a cette étape, il est possible d'obtenir des coupes qui seront examinées au
microscope. Il est nécessaire que ces coupes soient assez complexes pour permettre de
passer les piéces a couper devant le rasoir, ou celui-ci enléve une tranche d'épaisseur

variable (4-6um).

Mettre en place sur le microtome (Leica RM 2125 RT) la cassette, de maniére

adéquate afin de présenter correctement la face a couper devant le rasoir.

Aprés quelques passages, il est placé et orienté de maniere a attaquer la piéce. Pour
enlever I’excés de paraffine, Lorsque la piece est libérée et qu'elle semble compléte
dans la coupe sur toute son étendue, on régule I'épaisseur de la coupe avec le
dispositif spécial. A chaque passage de la piéce, une coupe (d'une épaisseur de 4 a 6
um) est effectuée, qui se fixe automatiquement au bord de la coupe précédente.
Il en résulte un ruban de coupe. L'application du ruban fractionné a la surface de I'eau
se fait en effectuant un léger balayage dans un bain-marie (Tissu-TEK.II) ou la
température devrait étre comprise entre 5-9°C.

Laisser la coupe a la surface de I'eau pendant le temps nécessaire pour l'aplanir.
Avant d'introduire les lames dans I'étuve, il est recommandé de les égoutter
brievement verticalement afin de retirer I'excédent d'eau. Ensuite, les lames peuvent

étre séchées a plat sur une plaque chaude Enfin, les lames peuvent étre rangées dans
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des racks en position droite, puis séchées a I'étuve. En régle générale, il est

recommandé de ne pas dépasser 65°C pendant une période de 10 a 30 minutes. Toutes

les lames ont été gravées sur leur bord avec un stylo a diamant.

4.2.4 Coloration

Les colorations sont effectuées en utilisant des colorants qui ne sont efficaces que

sur des tissus hydraté. 1l est nécessaire de déparaffiner les lames avant de les

réhydrater dans des bains d'alcool décroissant.

+

Déparaffinage des coupes

Les lames doivent étre plongées dans 6 bains de xylene pendant 2 minutes
chacun afin de dissoudre la paraffine.
Réhydratation des coupes

Afin d’¢éliminer le xyléne, il est recommandé de placer la lame dans 3 bains
d'alcool absolu a 100c/o, puis un bain de 95c/o pendant 2 minutes chacun.
Ensuite, il est recommandé de les placer dans l'eau courante pendant 2
minutes.

Coloration a ’hématoxyline

Les coupes, une fois bien hydratées par I'eau, sont plongées dans un bain
d'’hématoxyline pendant 2 minutes, puis laver a I'eau courante.

L’hématoxyline est un colorant basique, colore les structures acides de la
cellule en bleue violacé (ex. Ribosomes, noyau).
Coloration a I’éosine

Apres plongés les lames dans le bain d'éosine pendant 2 minutes, il est
nécessaire de les laver a I'eau courante pendant 2 bains successifs.

L’¢osine est un colorant acide et donc colore les structures basiques de la
cellule (ex. La plupart des protéines cytoplasmiques et donc le cytoplasme) en
rouge ou en rose.

Déshydratation

Faire passer les lames dans I’alcool absolu 100% deux fois, 95%, puis dans le
xyléne (3 bains), ensuite on fait le montage
Montage

Laisser une goutte d'une solution adhésive (ou Kkit) sur la lame, puis

I'envelopper d'une lamelle couvre-objet propre et seche en [linclinant
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progressivement de maniere a ce que la solution s'étende progressivement et
recouvre progressivement la coupe, sans emprisonner les bulles d'aires.
La solution ne doit pas déborder, la lamelle est adhérente et la préparation

préte pour 1’observation microscopique

4.3 Observation au microscope
Les coupes sont observées au microscope optique équipé d’un appareil

Photographique a grossissement (GX400).

5. Analyse statistique

Les résultats sont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart type
(X£SEM).La comparaison entre les différents groupes est effectuée par le test t de

student.

al : Différence significative comparant au témoin (P<0,05).

a2 : Différence hautement significative comparant au témoin (P< 0,01).

as : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P< 0,001).
b1 : Différence significative comparant au lot traité par méthionine (P<0,05).

b2 : Différence hautement significative comparant au lot traité par méthionine
(P<0,01).

b3 : Différence trés hautement significative comparant au lot traité par méthionine
(P<0,001).
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CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Reésultats et discussion

1.1 Résultats du bilan inflammatoire

Les résultats illustre dans la (Figure 13) présentent une Augmentation trés hautement
significative de la concentration de CRP chez le lot traité par la méthionine par
rapport le témoin. En revanche, on constate Une diminution non significative de cette
concentration chez les lots traités par la combinaison en comparant au lot traité par la

méthionine seul.
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Figure 13 : Variation de la CRP chez le lot témoin et les lots traités par (Lec, Met,
Lec+Met) apres 12jours de traitement.

1.2 Discussion

Grace a l'analyse statistique de la CRP, nous avons observé une augmentation des
valeurs chez les rats traités par la méthionine, témoignant de la présence d’une
inflammation. La CRP est un paramétre précoce mais non spécifique de
I’inflammation sa concentration s'éléve dés la 6éme heure de l'inflammation. En
moyenne, elle devient pathologique 24 heures apres le début de I'inflammation et se
normalise rapidement aprés la disparition de la source de 1’inflammation (Borghini et
al., 2013). En effet, si la CRP augmente rapidement de maniere non spécifique lors de
tout processus générant une inflammation biologique (Hausfater, 2009).Des études
récentes indiquent que la méthionine, peut influencer favorablement la réponse a
I’inflammation (Gaudré et al.,2021). Les études de Sharma et al (2007) montrent
que I’augmentation de la CRP est associée a ’augmentation de 1’Hcy au niveau du

plasma. Il a été noté que le lectine de la plante entraine une diminution significative
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des taux de CRP.D'apres les recherches de (papayou en 2004), les nectarines

contiennent des substances anti-inflammatoires qui peuvent contribuer a diminuer

I'inflammation.

2. Influence du traitement sur la capacité antioxydant
plasmatique

2.1 Résultats
Les résultats présentés dans la (Figure 14) montrent une diminution tres hautement
significative du DPPH chez tous les lots de traitements (M, L+M) respectivement par
rapport le témoin. D'autre part, on observe une augmentation non significative du

DPPH chez les lots traité par la combinaison par rapport le lot traité par M seul.
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Figurel4 : Variation de la capacité antioxydant plasmatique DPPH chez le lot témoin
et les lots traités par (Lec, Met, Lec+Met) apres 12jours de traitement.
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2.2 Discussion

Il existe différentes méthodes pour évaluer I'activité antioxydante in vitro. Certaines
d'entre elles se basent sur la capacité réductrice d'un composé comme un indicateur
important de son potentiel antioxydant (Javanmardi et al., 2003). Dans notre étude
Nous avons utilisé la méthode de piégeage du radical libre DPPH dans notre étude. Le
test de réduction du radical stable DPPH est un moyen simple, facile et rapide pour
évaluer l'efficacité des extraits des plantes a éliminer des radicaux libres (Tlahig et
al.,2022).
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Les résultats obtenus indiquent que la capacité du plasma a absorber les radicaux

libres, qui représente le pouvoir antioxydant total (DPPH), est considérablement
diminuée chez les rats traités par la méthionine par rapport aux rats témoins. La
réduction de DPPH est associée a une profusion des hydroperoxydes plasmatiques
chez les rats traités par la méthionine, marquant 1’existence d’un stress oxydatif
évident. La plante (Prunus persica var. nucipersica) posséde des propriétés
exceptionnelles telles que la stabilité oxydative et I'activité antioxydante (Sajadian et
Sodeifian 2020).
3. Résultats du poids du foie

Selon les résultats de la (figure 15), on observe que le poids du foie chez le lot de
témoin et le lot traité par (L) est identiqgue. D’autre part, nous enregistrons une
diminution hautement significative du taux du poids du foie chez le lot traité par (M)
par rapport le lot témoin. Et non significatif chez les lots traité par la combinaison

par rapport les lots traité par la méthionine.
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Figurel5 :Figurel5 : Variation du poid du foie des rats chez le lot témoin et les
lots traités par (Lec, Met, Lec+Met) apres 12jours de traitement.

3.1 Discussion

Nos résultats présentent une diminution du poids des foies chez le lot traité par la
méthionine et une augmentation chez le lot traité par 1’association méthionine et le
lectine Les troubles de 1’oxydation des acides gras ou de la synthése des lipoprotéines

de trés basse densité jouent un rdle de moindre importance (Marra et al. 2008).
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Lorsqu'il y a une surcharge de méthionine, cela entraine l'oxydation cellulaire en

augmentant I'homocystéine, ce qui affecte la structure et la fonction des cellules du
foie et perturbe diverses enzymes. Par contre le traitement par la plante joue un réle
protecteur des cellules hépatique, et piégeur des radicaux libres. Ce qui interprete le
maintien du poids du foie aprés I’administration de la plante Prunus persica var.
nucipersica pondantl2jours. Ces résultats sont similaires a ceux de (Ghezil et
al.,2016) qui indique que I’administration de200 mg/kg de poids vif de la méthionine

chez les souris pendant 21 jours provoque une diminution du poids relatif du foie.

4. Les resultats de la glycémie

Les résultats illustrés dans la (Figure 16) présentent une dimunition trés hautement

significative du taux de la glycémie chez le lot traité par(M) par rapport le témoin.

En revanche, on observe une augmentation significative du taux de la glycémie

chez le lot traité par (L+M) par rapport les lots traités par M.
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Figurel6 : Variation de taux de la glycémie chez le lot témoin et les lots traités par
(Lec, Met, Lec+Met) apres 12jours de traitement.

4.1 Discussion

Au cours de notre étude, nous avons enregistré une diminution de la glycémie chez
les rats traités par la méthionine par rapport aux rats témoins. Cette hypoglycémie est
causée par I’inflammation induit par la méthionine .qui agit par I’inhibition de la
production de I’insuline par les ilots de Langerhans ou il bloque I’utilisation du

glucose par les cellules et méne a la présence d’une concentration élevée d’insuline.
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En revanche, nos résultats révelent une augmentation de la glycémie chez les rattes

traitées a la combinaison par rapport aux groupes traités par la méthionine seule.
L’activité hyperglycémiant de la plante est probablement due a sa propriété
antioxydant intracellulaire qui assure le bon fonctionnement de la machinerie
enzymatique intracellulaire responsable du captage du glucose extracellulaire et son
stockage sous forme de glycogéne ou son conversion en acides gras au niveau

hépatique.

5. Influence du traitement sur les variations des parametres du

stress oxydant
5.1 Résultats

Notons aussi, Une diminution tres hautement significative de la concentration
hépatique du GSH chez les lots traité par la méthionine par rapport le témoin, et une
augmentation non significative chez le lot traité par la combinaison par rapport le lot
traité par la méthionine seul.

D’autre part, Nous enregistrons une augmentation hautement significative de la
concertation plasmatique et hépatique de MDA chez les lots traités par la méthionine
par rapport le témoin. En revanche, on remarque une diminution non significative de
la concertation plasmatique et hépatique de MDA chez les lots traités par la
combinaison en comparant au lot traité par la méthionine seul.

Cependant on note une diminution trés hautement significative de [’activité
enzymatique de GPx hépatique chez les lots traité par la méthionine par rapport le
témoin. Par contre, on note augmentation non significative de 1’activité enzymatique
de GPx hépatique chez les lots traité par combinaison en comparant au lot traité par

la méthionine seul. (Figure 17).
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Figure 17 : Variation de taux GSH, MDA, GPX, hépatique chez le lot témoin et les
lots traités par (Lec, Met, Lec+Met) aprés 12jours de traitement.

5.2 Discussion

Nos résultats confirment ces recherches car nous avons constaté une diminution du
taux de GSH hépatique et L’enzyme antioxydant (GPx) dans le foie, ainsi qu'une
augmentation du taux de peroxydation lipidique exprimé par MDA plasmatique et
hépatique chez les rats traités par la méthionine pendant 12 jours par rapport aux
témoin .

Dans notre étude on a observé une augmentation du taux du MDA plasmatique et
hépatique chez le lot traité par une dose cytotoxique de DL-Met, En raison de la
participation de la Met au cycle Met-Hcy. L’Hcey est un acide aminé intermédiaire
formé au cours le métabolisme de la méthionine (Connie et al.,2006), Elévations
anormales du plasma des niveaux d'Hcy allant jusqu'a 100-250 um ont été rapportés
chez des patients avec une hyperhomocystéinémie sévére due a des anomalies
génétiques des enzymes impliquées dans les voies métaboliques de I'Hcy ( Connie et
al ., 2006). Les dysfonctionnements du métabolisme de la méthionine (I'augmentation
de 1'Hcy) résultent une HHcy manifeste ou la situation d’HHcy qui est accompagnée
d’un taux élevé des radicaux libres qui vont produire une peroxydation lipidique.

D'aprés I'étude menee par (Caylak et al.,2007)les niveaux du MDA plasmatique
étaient significativement plus élevés par rapport aux témoins, Cette étude démontre

que le niveau de peroxydation des lipides dans le foie a été étudié en mesurant le taux
de Malo dialdéhyde (MDA), un indicateur de peroxydation lipidique. En outre, une

autre étude menée par (Connie et al., 2006) démontre une augmentation significative
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du niveau du MDA dans le foie des rats hyperhomocystéinémiques, ce qui témoigne

d'une augmentation de la peroxydation des lipides internes dans le foie. Nous avons
observé aussi une diminution du taux du MDA plasmatique et hépatique chez le lot
qui recevant le lectine, cette diminution montre que le lectine a des propriétés
antioxydant parce qu’il corrige la peroxydation lipidique (Necib et al.,2016). Le
glutathion réduit (GSH) Est un tri peptide Son rdle principal consiste en 1’élimination
des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras
polyinsaturés (Haleng et al., 2007).1l joue un rdle de détoxification des substances
endogénes ou xénobiotiques et protege les cellules contre un stress oxydant
(Todorova, 2007). Les cellules possede d’autres systéeme de défense antioxydant
incluent des enzymes Comme GPx, Le glutathion peroxydase (GPx) est une seléno-
enzyme tétramérique, retrouvée uniquement chez les eucaryotes supérieurs catalyse la
réduction de d’H202d'hydroperoxydes organiques et de lipides en présence de
glutathion (GSH) comme donneur d’¢lectron (Flohe et al., 1971; Maiorino et al.,
1995). Nos résultats révelent une diminution de la teneur hépatique en glutathion
réduit (GSH) et en activité enzymatique de glutathion peroxydase (GPx) chez les rats
traité par la méthionine. Ces résultats sont similaires a ceux de (Ghezil et al.,2016)
qui indique que | administration de 200 mg/kg de poids vif de la méthionine chez les
souris pendant 21 jours provoque une diminution de la teneur hépatique en glutathion
réduit (GSH), et de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase. Plusieurs
études indiquent que dans diverses conditionsphysiopathologiquesliées
aunstressoxydant,il, il a eté démontré que lesstocksdeglutathiondiminuent en raison
d’uneconsommationaccruedeglutathion (Darmaunet al.,2005). L’alimentation animal
riche en méthionine augmente la concentration de sulfonium —adénosyl- L-méthionine
(SAM) ce qui stimule la transméthylation de la méthionine enhomocystéine et elle
limite la voie de reméthylation d’homocystéine en méthionine (Wang et al, 2001). Et
Selon Finkelstein (2003),Le blocage du retour de I’homocystéine en méthionine est
inhibé la bétaine homocystéine méthyltransférase (BHMT) expliqué par I’inhibition
de choline en bétaine, une enzyme qui intervient dans la transformation d'une grande
quantité d'homocystéine en méthionine. L exposition a des dose élevées et répétées de
la méthionine conduit a la saturation du voie de la transsulfuration d’ou une

diminution d’acide aminé cystéine nécessaire a la synthése du glutathion.
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Selon les travaux de Bagnyukova en 2003 Qui a trouver que L’exposition a des

doses élevées et répétées de la méthionine provoque la diminution de GSH
Intracellulaire dans le foie.

L’altération de la teneur de GSH des souries traitées par la méthionine a la dose
200mg/kg, conduit considerablement a la diminution de GPx, qui utilise cette protéine
comme cofacteur (Woo et al. 2006). On observe une augmentation du taux de
glutathion (GSH) et de (GPX) Apres le traitement par les lectines pendant 12 jours
peuvent étre due aux fortes teneurs de lectines en composé antioxydants, qui inhibent
la production de radicaux libres. Selon une étude récente, les saponines des plantes
empéchent la dégradation des lipides par les radicaux libres et ont une action
antiradicalaire contre les radicaux OH (Alaoui et al, 1998).

6. Reésultats histologiques
> Au niveau du foie

L’histologie du foie d’un rat du lot témoin (fig.18.A) montre des cellules hépatiques
normales, un cytoplasme granuleux et préservé avec veine centrale clairement visible.
Chez les lots traités par lectine (fig. 18.C,), I’histologie du foie montre qu’il a une
structure normale. Pour le lot des rats traités par la méthionine (fig.18. B) on note des
altérations morphologie et structurale avec L’¢lévation du nombre des sinusoides au
niveau de la veine centrale, la présence des vésicules lipidiques, des cellules
inflammatoires infiltrées, nécrose bien déterminée, accumulation des lipides intra
cytoplasmique. Alors que pour les lots traités au Met - lectine (fig.18.D), Des cellules
inflammatoires infiltrées moins importante, des travées et des sinusoides tres

développés plus nécrose hémorragique bien déterminée.
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Figure 18 : les coupes histologiques du foie du rat témoin (A) et traités par Met (B),
lectine(C) et L/Met (D) aprés 12 jours de traitement. Coloration (GX400).
6.1 Discussion
Selon les recherches menées par Woo et ses collegues (2006), il a été confirmé que
I'ingestion d'un régime enrichi en Méthionine (1,7%) pendant 4 semaines chez les rats
entraine des altérations structurelles et morphologiques au niveau du foie, les études
de Yalcinkaya et al, (2009) confirmé les travaux de Woo ou un régime supplémenté
en Met (2%) pendant 6 mois chez les rats provoque aussi des altérations structurales

au niveau du foie des cellules immunitaires infiltrées,....micro stéatose.

Ces altérations sont induites, au cours d’un stress oxydatif, par I’augmentation de la
peroxydation des lipides. Il en résulte 1’activation d’inflammations cellulaires et une

dégradation des produits lipidiques (Milton et al., 2011). On a observé le modéle
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lamellaire d’hépatocytes a été restauré a presque normal chez le lot traité par la

lectine, ce peut étre attribué a la capacité du lectine a réduire la menace des radicaux
oxygenés ce qui mene a la réduction des changements pathologiques. D’apres les
résultats actuels, on peut conclure que I’utilisation de lectine purifié a partir Prunus
persica var. nucipersica la capacité a améliorer la plupart des effets nocifs par la

méthionine.
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Le but de notre étude et de tester I’effet de 1’extrait de Prunus persica Var.nucipersica
sur les variations de quelques parametres biochimiques chez des rats traitées par la

méthionine.

Nos résultats montrent dans un premier temps que 1’administration de la méthionine
(100mg/kg du poids du rat/j) chez les rats agés de 2-3 moins pendant 12 jours du
traitement a provoqué des perturbations du systétme enzymatiques. L’apparition
d’atteintes tissulaire causées au niveau métabolique, associée a une perturbation des
parametres biochimiques.

Les résultats du traitement de la dose (100 mg/kg du poids du rat/j) de méthionine

montrent :

v’ Une augmentation de la CRP par la méthionine confirme 1’effet inflammatoire
cette augmentation corrigée par Prunus persica Var.nucipersicaqui possede

des propriétés anti inflammatoire.

v Une diminution de la concentration de DPPH

4 une diminution du taux de glutathion hépatique(GSH) et ainsi l’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) chez les rats traités par la

méthionine par rapport au témoin

v’ une augmentation de la concentration de Malo dialdéhyde MDA (un
indicateur de peroxydation lipidique) chez les rats traités par la méthionine par
rapport aux témoins. Ces résultats confirment |’effet oxydative de la

méthionine.

Ces perturbations causées par la Met sont améliorées par I’administration des lectines
(Prunus persica Var.nucipersica) ce qui peut témoigner de I'effet antioxydant et
protecteur de ce lectine contre |'effet oxydatif de la méthionine.
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Annexel : préparation du tampon

Préparation de la solution tampon phosphate di-sodique PBS (0.1M;pH?7, 2)

Pour 5 litres
Produit chimique Quantité
Di sodium phosphate (Na2HPO4) 0,435¢
Mono sodium phosphate (NaH2PO4) 50
Chlorure de sodium (Na Cl) 459
Eau distillée 5L

Annexe 2 : Méthodes de dosage des tests biologiques

1. Dosage de Malon dialdéhyde (MDA) plasmatique :

Pour le dosage de MDA plasmatique, Nousavons suivons les étapes suivantes :

2.5 Ml du TCA a 20% diluée dans une solution d’Hcl a 0.6 mol/l

\s

0.5ml du plasma

\L

Mélangeé par le vortex et laissé 10 minutes

@

2.5 ml du TBA a 0.67% diluée dans une solution de NaOH a 10%.

@

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 15min+ 1 ml de n-butanol

¢

10min de centrifugation a 4000 tours/minutes

\a

La densité optigue est déterminéeau spectrophotometre a 532nm

2. Dosage de DPPH :
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50ul de plasma

h 4

+950ul de la solution méthanolique de DPPH (2.4 mg/100 ml de méthanol)

» 4

Suivie d’une centrifugation (Janaszewska et Bartosz, 2002)

a4

incubation a I’obscurité pendant 30min

¥

Lire I’absorbance a une longueur d’onde a 517nm

. 4

Le pouvoir antioxydant plasmatique est ensuite calculé

3. Dosage du glutathion

La méthode de dosage expérimentale du glutathion est la suivante :

Prélevé 0.8ml de I’homogénat

L

0.2ml de la solution d’acide salicvliaue (0.25%).

. 4

Aaqiter et laisser pendant 15minutes dans un bain de glace

. 4

Centrifuger a 1000 tours/ min pendant 5min

. 2

Prélevé 0.5ml du surnageant + 0.025 ml de DTNB

» <

La densité optique est déterminée au spectrophotométre a 412nm

La concentration du GSH est obtenue par la formule suivant :

GSH (nmol/mg protein)=DO*1*1,525/ (13100*0.8*0.5*mg protein)

DO : La densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8mI homogénat,
0.2ml SSA).
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1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant (0.5ml surnageant +1ml tris +0.025m| DNTB).

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement-SH a 412nm).
0.8 : Volume de ’homogénat apres déprotéinisation.

0.5 : Volume de surnageant trouvé dans 1.525ml.

4. Dosage MDA des tissus :

Le dosage du MDA du foie est basé sur les étapes suivantes :

2.5 Ml du TCA a 20% diluée dans une solution d’Hcl a 0.6 mol/l

0.5ml du homoaénat (surnaaeant)

Mélanaé par le vortex et laissé 10 minutes

2.5 ml du TBA a 0.67% diluée dans une solution de NaOH a 10%.

Le mélanae est chauffé & 100°C pendant 15min+ 1 ml de n-butanol

10min de centrifugation a 4000 tours/minutes

La densité optique est déterminée au spectrophotométre a 532nm

La concentration du MDA est calculée selon la loi de beer-lambert (DO=E.C.L) :

(MDA)(Nmol/mg protein)=DO*106 /gxL*y*Fd

C : Concentration en nmol/mg de protéine

DO : densité optique lue a530nm.

g:Coefficient d’extinction molaire du MDA=1.56.105M-1cm-1.
y:Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml).

Fd:facteur de dilution Fd=0.2083.



Annexe

5. Dosage de la glutathion peroxydase (GSH-Px) :

Prélever 0.2ml de I’homogénat (surnageant)

h 2

Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1mM)

. 2

Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3mM) pour initier la réaction, laisser agir

¥

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

-

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes

s 2

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours/minutes

p 2

Prélever 0.48ml du surnageant

h 2

Ajouter 2.2ml de la solution tampon TBS

h 2

Ajouter 0.32ml de DTNB (1.0mM)

J =

Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412nm

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a I’aide de la formule

suivante :

GSH.Px ( umol GSH/mg protéine)= DO échant * DO étalon *5/ (DO
étalon*mgprot)*0.04

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
DO etalon : Densité optique de 1’étalon.

0.04 : Concentration du substrat (GSH)

6. Dosage des protéines totales :
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» Préparation des réactifs :

Réactif A dissoudre 0,59 de CuSO4.5H202et 1g de Citrate de Sodium dans 100ml
d’eau distillée.

Réactif B dissoudre 20g de Na2CO3 et 4g de NaOH dans 11 d’eau distillée.

Réactif C ajouter 1ml de réactif A a 50ml de reactif B.

Réactif D diluer 1 volume de réactif de Folin-Ciocalteu par 1 volume d’eau.

> Préparationde B S A

1mg de BSA dans un Iml d’cau distillée.

Le tableau ci-dessous représente les concentrations et les quantités des réactifs
nécessaires au dosage des protéines.

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 échantillon
BSA (ul) 200 400 600 800 1000 _
eau distillée 800 600 400 200 _ _
(1)
échantillon _ _ _ _ _ 500
()
R C (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
R D (ul) 250 250 250 250 250 250

v' Lire I’absorbance de chaque tube a une longueur d’onde 750nm.

v" Calculer la concentration des protéines au niveau d’échantillon a partir de la

gamme d’étalonnage.
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