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Introduction

Introduction :

La Méthionine (Met) est un acide aminé essentiel métabolisé principalement par le foie
(Martin-Duce et al ., 1988 ; Avila et al., 2000) est un acide-a-aminé possédant une fonction
thioéther (-SCH3).

Bien que la Met a été étiqueté comme étant I'acide aminé le plus toxique par rapport a la
croissance des animaux (Benevenga & Steele, 1984), la preuve chez les humains ne pointe
pas vers une grave toxicité, sauf a des niveaux tres élevés de consommation.

Les sources de Met sont les Iégumineuses, les ceufs, les poissons, I’ail, les lentilles, les
viandes, les oignons, le soja, le yaourt, le parmesan et le gruyére. Un apport alimentaire élevé
de Met risque d’entrainer une augmentation de I’homocystéine (Hcy) si la réaction de
reméthylation de I’Hcy en Met n’est pas fonctionnelle (Pellanda, 2012).

Si I’Hey ne peut pas étre convertie en cystéine (Cys) ou retournée a la forme de la Met,
son niveau dans le corps augmente qui provoque un hyperhomocystéinémie (HHcy).

La maladie d’Alzheimer et d’autres types de démence peuvent étre observés plus
fréquemment chez les patients présentant une augmentation de 1I’Hcy dans le sang
(www.maladies-cardio-vasculaires.fr).

L’¢étiologie des maladies mentales est complexe. Elles sont le résultat d’une interaction
entre un individu, sa vulnérabilité et un environnement qui recouvre de nombreux facteurs
(sociaux, psychologiques, nutritionnels, toxiques, etc.). Les découvertes récentes ont permis
de mettre en évidence certaines anomalies pouvant étre a I’origine de ces troubles et bien
souvent elles concernent directement le cerveau (Mouchabac, 2008).

Refsum et al, dit que I'HHcy est un facteur de risque indépendant de maladie
cérébrovasculaire (Refsum et al ., 1998 in Donald & Jacobsen. 2015).

La formation de ROS pourrait conduire a la peroxydation des lipides qui déclenche une
réponse inflammatoire (Lynch et al ., 2000).

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

L'inflammation est une réponse protectrice aux defis extrémes a I'homéostasie, telles que
I'infection, le stress des tissus, et des blessures, Signaux, y compris inflammatoires cytokines,
des chimiokinés, des amines biogénes, et eicosanoides, induisent une myriade de
changements dans divers processus biologiques, allant de réponses vasculaires locales a des
altérations de la température du corps (Medzhitov, 2008 in Kotas & Medzhitov, 2015).
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L’¢étude des mécanismes qui participent a la régulation de la réponse inflammatoire a
permis 1’identification de nombreux médiateurs de I’inflammation. (Fourcade & Sacrista,
2001).

Ginger (Zingiber officinale Roscoe, Zingibéracée) est I'un de la plante médicinale
importante, Cet or naturelle a été consommé dans le monde entier comme une épice et un

agent aromatisant de I'ancien temps (Banerjee et al ., 2011).

Aprés des études approfondies pharmacologiques, il a été conclu que le gingembre a
importants effets anti-inflammatoires et antioxydants (Malhotra & Singh, 2003 ;
www.mcp.edu/herbal/default.htm).

D'autres études sont nécessaires chez les animaux et les humains sur la cinétique de
gingembre et de ses électeurs et sur les effets de leur consommation sur une longue periode de
temps (Ali et al ., 2008).

Notre travail sera réparti en deux sections, dont la premiére est une étude bibliographique.
Dans son premier chapitre nous présenterons la Métabolisme de Méthionine (Cycle Met-

Homocystéine), et ces effets toxiques.

Nous aborderons dans le deuxieme chapitre la peroxydation lipidique, les étapes et les
biomarqueurs de la peroxydation lipidique ainsi ces effets cellulaires.
Dans le troisieme chapitre nous présenterons la notion, les types et les tapes du

I’inflammation, et les biomarqueurs de I’inflammation.

Un dernier chapitre sera consacré a la description botanique du gingembre, son culture et
production et les principales constituants biologiques.

La deuxieme section est la partie expérimentale, dans une premiére réflexion, nous avons
induites I’inflammation et la peroxydation lipidique au niveau du foie et du cerveau par une
dose cytotoxique du DL-Méthionine (400mg/Kg du poids du rats/jour) chez le rat qui
représente le modele animal le mieux adapté et qui répond tres favorablement a ce type

d’expérimentale.

Nous avons dosé d’une part, la molécule CRP qui est un marqueur inflammatoire
important et en quantifiant le MDA plasmatique et tissulaire (Foie et Cerveau) et d’autre part,

nous avons recherchés d’éventuelles altérations histologiques au niveau du foie et du cerveau.
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Introduction

Dans la deuxiéme réflexion, nous avons tenté d’explorer les effets de la méme dose de
DL-Met (400mg/Kg du poids du rat/jour) mais associée a un régime du gingembre (Zingiber
officinale) dans le but d’explorer et d’évaluer les effets thérapeutiques et correcteurs de ce
régime face a une dose cytotoxique du DL-Met.

L’objectif du présent travail est d’apporter des éclaircissements sur la toxicité de la Met
d’une part, et de mettre en évidence 1’effet protecteur du gingembre sur les effets cytotoxiques

induits par cet acide aminé chez des animaux d’expériences d’une autre part.
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Meétabolisme de la Méthionine (Cycle Met-Hcy)

1- Métabolisme de la Méthionine (Cycle Met-Hcy)

Les acides aminés contenant du soufre avaient déja été détecté en (1847) au laboratoire de
Liebig par Fleitmann (1848). 1l a découvert l'instabilité thermique des protéines dans les
solutions alcalines fortes, libérant H,S et NH3 (Willke, 2014).

Plus tard, Osborne (1902) détermina dans des protéines hautement purifiées deux acides
aminés contenant du soufre et correctement attribué a I'un d'eux Cys. L'autre a été isolé pour
la premiére de la caséine et décrit plus tard par Mueller (1923).

Trois ans plus tard Barger et Coyne (1928) ont identifié la formule chimique que l'acide
¥-méthylthiol-a-aminobutyrique et ont suggéré- en accord avec le Dr Mueller “’le plus court
nom méthionine’” (Willke, 2014).

Dans les années suivantes le travail de plus en plus a été fait en ce qui concerne la
détection, lI'analyse ainsi que le role et I'importance de la Met dans les systéemes biologiques
(Willke, 2014).

Aujourd’hui, le marché mondial de la Met obtenue par voie de synthése chimique est
voisin de 300 000 t/an. C’est de loin la source la plus importante de Met a coté d’apports

d’origine naturelle (farine de poisson, tourteaux de soja...) (Chaintron, 1996).

1.1. Définition de la Méthionine:

La Met ou acide 2-amino-4-(méthylthio) butyrique, de formule chimique (Chaintron,
1996) (Fig.01), est un acide aminé utilisé dans la formation de protéines, est la matiere de

départ pour de nombreuses autres molécules biochimiques (Miller& ND, 2003).

H3C--- S--- (CH,)z--- CH--- COOH

NH 3

Figure 1: La formule chimique de la Met (Chaintron, 1996).

Ainsi, la Met est un acide aminé essentiel métabolisé principalement par le foie, ou il est
converti, par l'enzyme Met adénosyltransférase (MAT), dans S-adénosylméthionine
(SAM), le principal donneur biologique de méthyle (Cantoni, 1975).
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Environ 50% du metabolisme de la Met et jusqu'a 85% de toutes les réactions de

méthylation se produit dans le foie (Mato et al ., 2001).

Ainsi, le taux d'élimination de la Met dans le sang aprés une charge orale de cet acide
aminé est nettement réduite chez les patients atteints de cirrhose du foie (Martin et al ., 1988;
Avila et al., 2000).

La Met existe sous deux isomeres L- et D- Met, dont la forme L prédomine dans la nature.
Les deux formes peuvent étre métabolisées chez les animaux par une DL-racémase, qui est
important pour l'application de la DL- Met racémique synthétisé chimiquement en tant

qu'additif alimentaire dans l'industrie I'élevage (Willke, 2014).

DL-Met est un acide aminé qui a un réle dans la défense du stress oxydatif. Elle est
ajoutée comme ingrédient pour aliments pour animaux domestiques, est utilisée en tant que
supplément a I'alimentation des volailles organique (www.mpbio.com/product).

L'étude sur les rats ont montré une supplémentation en Met augmente le régime
alimentaire spécifiquement la production de ERO et mitochondrial dommages oxydatifs de
I'ADN dans les mitochondries de foie de rat offre un mécanisme plausible pour son
hépatotoxicité. DL-Met est utilisée en tant que supplément a l'alimentation des volailles

organique (www.mpbio.com/product).

1.1. Métabolisme de Méthionine :

La Met est un acide aminé essentiel qui est principalement métabolisé dans le foie. La
premiére étape dans le métabolisme de la Met est la formation de la SAM dans une réaction
catalysée par MAT (Finkelstein, 1990 ; Mato et al, 2002 in Purohit et al ., 2007).

Dans des conditions normales, la plupart du SAM produite est utilisée dans les réactions
de transmeéthylation, ou par SAM est transformé a SAH en transferant le groupe méthyle a des
accepteurs biologiques diverses (Finkelstein, 1990 in Purohit et al ., 2007).

SAH est ensuite converti en I'Hcy et adénosine dans une réaction réversible catalysée par
la SAH-hydrolase (Finkelstein, 1990 in Purohit et al ., 2007).

Dans le foie, I'Hcy est métabolisé par les voies transsulfuration et transméthylation. Dans
la voie de transsulfuration, I'Hcy condense avec la sérine pour former de la cystathionine dans

une réaction catalysée par la cystathionine -synthase, qui exige vit B-6 en tant que cofacteur.
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L'activité de cystathionine -synthase allostérique est regulée par SAM (Finkelstein et al .,
1975 ; Taoka et al., 1999 in Purohit et al., 2007).

La cystathionine est ensuite clivé par une autre vit B-6 - enzyme dépendante, -
cystathionase, ce qui entraine la libération de Cys libre, le précurseur limitant la vitesse pour
la synthese du GSH (Finkelstein, 1990 ; Lu, 1999 in Purohit et al ., 2007).

Dans la voie de la transméthylation, I'Hcy peut étre converti en Met par deux réactions de
substitution (Finkelstein, 1990 ; Mato et al ., 2002 in Purohit et al., 2007).

Normalement, l'utilisation de l'acide folique et par I'action de la Met synthétase (MS), un
groupe méthyle est transféré a partir de N5 - méthyltétrahydrofolate (MTHF) de vit B-12 a
méthylcobalamine former, qui & son tour transfere le groupe méthyle de I'Hcy pour produire
la Met. En variante, lorsque MS est compromise par I'exposition a de I'éthanol (Trimble et al
., 1993 ; Halsted et al., 1996 ; Barak et al., 1993 in Purohit et al., 2007), un groupe méthyle
est transfére a partir de la bétaine a I'Hcy pour former la Met dans une réaction catalysée par
la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT). La conversion de I'Hcy en Met est une
réaction essentielle pour conserver la Met, détoxifier Hcy, et de produire SAM.

1.1. La toxicité de Méthionine au niveau cellulaire :

La Met est un acide aminé essentiel et central pour la croissance et le développement
normal. Cependant, des études animales antérieures ont montré que la consommation
maternelle excessive de la Met cause des restrictions de croissance, des dommages d'organes,
et la croissance anormale de la mandibule chez les animaux nouveau-nés. Cependant, I'effet
de la Met sur le développement excessif de la plaque de croissance cranienne est inconnue
(Rémer et al ., 2012).

Les moyens par lesquels la consommation de niveaux excessifs de Met conduit a une

réduction de la croissance et des dommages aux tissus a été discuté (Benevenga, 1974).

Il a été conclu que les effets de la Met sur le transport des autres acides aminés ne peuvent

pas rendre compte de la toxicité de la Met (Benevenga, 1974).

Les effets indésirables dus a la consommation de niveaux excessifs de Met semble étre di

a un métabolisme aberrant du groupe méthyle (Benevenga, 1974).
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Des études, a la fois in vitro et in vivo, indiquent qu'au moins trois voies sont impliquées
dans la conversion du groupe méthyle de CO,. Une implique la synthese de phospholipides
choline et est apparemment saturé a de faibles concentrations de Met (Benevenga, 1974).

Autre impligque la formation de sarcosine (N-méthylglycine) et peut représenter une partie
du métabolisme de la Met a des concentrations plus élevées. Une voie compétitive inhibée par
le S-méthyl-L-cystéine semble étre responsable d'une majorité du métabolisme de la Met a

des concentrations élevées de la Met (Benevenga, 1974).

Il est émis I'hypothése que le produit toxique est un intermediaire dans la dégradation de

la Met via cette voie (Benevenga, 1974).

L’HHcy est la présence d'une concentration anormalement élevée de plasma ou du sérum
" tHcy " (Mudd et al ., 2000 in Perla-Kajan et al., (2007). Taux d'Hcy plasmatique est
déterminé par plusieurs facteurs, parmi eux sont d'origine génetique, démographique, acquis,

et les déterminants de style de vie.

Le probléeme de la toxicité Hcy a suscité beaucoup d'intérét. Au niveau moléculaire,
plusieurs mécanismes potentiels ont été proposés, y compris les mécanismes impliquant la
formation d'ERO (McDowell & Lang, 2000 in Perla-Kajan et al ., (2007),
I'nypométhylation (Hultberg et al., 2000 in Perla-Kajan et al., (2007), l'induction de la

réponse de la protéine dépliée et la protéine N-homocystéinylation.
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Chapitre2 : La peroxydation lipidique
2- La peroxydation lipidique

Les radicaux libres (RL) sont des molécules instables et fortement réactives (Suresh
Kumar etal ., 2008 in Krim M, 2014), entrainant le stress oxydant (Ratnam et al ., 2006 in
Krim M, 2014), qui est défini comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
systemes oxydants et les capacités antioxydants de 1’organisme en faveur des premiers, ce qui
conduit a des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al ., 1999).

Il peut se produire en raison de la surproduction d'oxydants, la diminution de la défense
antioxydant ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece et al ., 2007 in Krim M, 2014)
(Fig.03).

cellule . nutrition
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cd 0, Thioredosine e (|
S0D, GPx Cu |
e— \ Ferritine In \|' l'
Ozone NOx - — \In p
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Figure 3: La balance d’équilibre entre les systemes pro et antioxydants (Favier, 2006).
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Alors, I’organisme dispose d’un vaste réseau de défense (les antioxydants) qui empéchent
les ERO d’exercer leurs effets délétéres. Il existe deux sources de défenses (Pincemail et al,
2009) :

- Systeme de défenses antioxydants enzymatique: Est une source endogéne et se compose de
molécules de petite taille (glutathion, acide urique), d’enzymes (SOD, glutathion peroxydase,
catalase) ou de protéines (ferritine, transferrine, cérulé plasmine, albumine, protéines de choc
thermique, héme oxygénase). A cela s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le sélénium,
le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour I’activité de certaines enzymes anti
oxydantes (Pincemail et al ., 2009).

- Systeme de défenses antioxydants non enzymatique : Est une source apportée par
alimentation via les fruits et légumes, source de vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone,
poly phénols ou acide lipoique (Pincemail et al ., 2009).

Les protéines ainsi que les lipides sont les cibles principales des ERO (Serdar et al .,
2006 in Krim M, 2014) (Fig. 4), qui sont produites d’une maniére accrue lorsque la
régulation du métabolisme de I’oxygene est perturbée (stress oxydant), ces especes sont
responsables, d’une maniére directe ou indirecte, de nombreux dommages oxydatifs du niveau
moléculaire (acides nucléiques, protéines, lipides,..) (Gardes et al., 2003), ainsi, les ERO
causent la peroxydation lipidique, lI'oxydation des protéines et les altérations de I'ADN
(Deaton & Marlin, 2003 in Krim M, 2014).
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2.1. Définition de la peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit dés la présence de
I’oxygeéne. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine
(huiles végétales, huiles de poissons, graisses animales, membranes cellulaires, lipoprotéines)
sont concernés (Cillard J & Cillard P, 2006).

Les membranes lipidiques sont particulierement affectées en cas du stress oxydatif. En
raison de leurs doubles liaisons, les AGPI sont particulierement sensibles a la peroxydation
(Moraes et al ., 2009 ; Crestani et al., 2007 in Polard T. 2010 ).

En effet, quand un lipide polyinsaturé est oxydé, la formation du radical peroxyde
lipidique qui en résulte peut a son tour oxyder une nouvelle chaine non saturée et propager la
réaction (Moraes et al ., 2009 ; Crestani et al., 2007 in Polard T. 2010).

Les membranes peroxydées perdent leur fluidité et leur perméabilité. De plus la plupart
des produits de la lipopéroxydation (radicaux alkoxyl, aldéhyde, alcanes, époxyde et alcools)
sont toxiques et certains sont mutageénes. Ils peuvent former des adduits a I’ADN (Moraes et
al ., 2009, Crestani et al., 2007 in Polard T. 2010).

2.2. Les étapes de la peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique des AGPI, libérés des glycérophospholipides membraneux par
la Phospholipases (PLase A;) se subdivise en trois phases : initiation, propagation et
terminaison (Fig.5) et conduit a des eicosanoides (c'est-a-dire des molécules ayant 20
carbones saturés) tres actifs du point de vue biologique.

2.2.1. Initiation :

Parmi les ERO, il est proposé que le radical hydroxyle et I'oxygéne singulet puissent agir
comme initiateurs. L'attaque, par le radical hydroxyle, d'un acide gras polyinsaturé (LH dans

la figure) conduit a la formation d'un radical lipidique (L-) et a la stabilisation d'OH- en H,O
LH+HO- — L- +H,0

Il est possible que d'autres radicaux puissent également initier la peroxydation lipidique
(Pré, 1992).
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2.2.2. Propagation :

Il'y a d'abord formation d'un radical lipoperoxyde :
L- + O,—— LOO-

qui en réagissant avec un autre LH, engendre simultanément un hydroxylipoperoxyde
(LOOH), assurant ainsi la propagation du processus (Schoneich et al ., 1989).

Les formes ionisées des métaux de transition participent activement a cette phase de
propagation. LOO- peut étre directement produit par I'action de I'oxygene singulet sur les
lipides insaturés. LO- est beaucoup plus réactif que LOO- et perpétue la peroxydation
lipidique (Schoneich et al ., 1989).

Les réducteurs tels I'acide ascorbique, O,-", ou la Cys accélérent la lipopéroxydation par
les métaux de transition. Les radicaux thyil (RS-), issus de I'action de HO- sur les thiols (-SH)
cystéiniques des protéines contribuent a amplifier le processus de peroxydation
lipidique (Schoneich et al ., 1989).

2.2.3. Terminaison :

Chaque L- est a l'origine d'une centaine de molécules de LOOH. La phase de terminaison
consiste en la formation de composés stables issus de la rencontre de deux espéces

radicalaires (Halliwell et al ., 1992).

Cette phase ne survient qu'apres un certain temps car la probabilité de rencontre entre
deux radicaux libres est beaucoup plus faible que celle entre radical libre et AGPI (leurs
concentrations étant de beaucoup supérieures). Plus le milieu est riche en piégeurs

physiologiques de radicaux libres, plus ce temps est court (Wade & Van Rij, 1985).

2.3. Les biomarqueurs de la peroxydation lipidique :

Le stress oxydant a été impliqué dans différentes situations pathologiques. La difficulté est
de choisir tel ou tel marqueur pour apprécier son importance in vivo car on se heurte a des
problemes analytiques de spécificité et de sensibilité. Les lipides oxydés, formés au cours de
la peroxydation lipidique, illustrent bien cette problématique (Michel et al., 2008).
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Parmi ces marqueurs on peut citer des produits primaires comme les hydro peroxydes, ou
des produits secondaires terminaux comme le MDA, le 4-HNE et les isoprostanes (IsoP)
(Michel et al ., 2008) (Fig.6).

IIs sont tous mesurables dans les liquides biologiques et les méthodes analytiques utilisées
sont parfois complexes et nécessitent au préalable des phases d’extraction et de purification.
Les F ,-isoprostanes sont certainement les marqueurs les plus spécifiques de la peroxydation

lipidique mais aussi les plus difficiles & doser (Michel et al ., 2008).
24. MDA :

Est un produit de décomposition oxydative de lipides insaturés. Comme produit
secondaire du métabolisme de 1’acide arachidonique (Stocker & keaney, 2004 in Michel et
al ., 2008 ).

L’exces de MDA produit dans un tissu peut se combiner aux groupements aminés libres
des protéines (essentiellement les résidus lysines), conduisant a la formation de produits
d’addition susceptibles d’altérer les propriétés biologiques des protéines concernées (Stocker

& keaney, 2004 in Michel et al ., 2008).

En outre, les protéines modifiées par MDA sont immunogénes et peuvent conduire a la

formation d’anticorps dirigés en particulier contre les résidus lysines modifiés par le MDA
(Stocker & keaney, 2004 in Michel et al ., 2008).

2.5. Le 4-HNE :

Est un aldéhyde formé par ’attaque radicalaire d’AGPI -6 (acides arachidonique,
linoléique et linoléinique) et il est considéré comme un second messager toxique des ERO
(Eckl et al ., 1993 ; Esterbauer et al., 1991 in Michel et al., 2008).

Le 4-HNE est trés réactif vis-a-vis des protéines et donne en particulier des produits
d’addition stables avec Histidine, Lysine et Cystéine ; ces produits d’addition sont aussi
dénommés produits de lipoxydation avancée et conduisent a 1’apparition de groupement

carbonyles dans les protéines (Uchida & Stadtman, 1992 in Michel et al ., 2008).
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2.6. Les IsoP:

Sont des biomarqueurs du stress oxydant. Ce sont des eicosanoides cycliques formés
d’une maniére non-enzymatique in vivo, lors de la peroxydation lipidique d’AGPI libres ou
estérifiés dans les phospholipides membranaires (Morrow et al ; 1990, Bessard et al ; 2001
in Michel et al ., 2008).
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Figure 5: Schéma général des marqueurs d’oxydation des lipides, des acides aminés et des

acides nucléiques au cours du stress oxydant (De Zwart et al ., 1999).
2.4. L’effet de la peroxydation lipidique au niveau cellulaire :

Les radicaux lipidiques, les hydrolipoperoxydes et leurs «aldéhydes de coupure»
perturbent de facon importante la cohésion des membranes cellulaires et se traduisent par les

effets suivants :

e Baisse de leur fluidité (Dobretsov et al ., 1977 in Faburé. 2009).

e Baisse des activités enzymatiques.

e Modifications structurales des récepteurs a leur surface qui en empéchent la
reconnaissance.

e Augmentation de leur perméabilité aux H+ ainsi qu'aux Ca++ (pouvant mener a la
rupture de l'acide désoxyribonucléique (ADN)) (Orrenius et al ., 1989 in Faburé.
2009).

Au niveau des mitochondries et des lysosomes, la peroxydation lipidique se manifeste par
un gonflement de ces organelles pouvant mener a leur lyse. L'oxydation des acides aminés et
des protéines est générale. Pour ne citer que quelques exemples : I'oxydation réversible des
groupes thiols, de la Met en sulfoxyde et en sulfane; celle des aminoacides cycliques,
tryptophane, histidine, proline (Brennan et al ., 1994 in Faburé. 2009 ).

Les modifications structurales engendrées chez les protéines peuvent étre la cause d'une
modification d'activité ou d'antigénicité, de méme que d'une fragilité accrue a une protéolyse

ultérieure par les protéases (Brennan et al ., 1994 in Faburé. 2009).

L'oxydation de I'ADN peut mener a de multiples Iésions telles que coupure de chaine,
formation de dimeres cyclobutaniques, oxydation des bases puriques et pyrimidiques, et
pontages des protéines nucleiques (Brennan et al ., 1994 in Faburé. 2009). Les produits de
la peroxydation lipidique sont également capables d'interagir avec I'ADN et peuvent conduire
a des coupures double-brin ou mono-brin (Vaca et al ., 1988 ; Dix & Mmett, 1983 in
Faburé. 2009 ) (Fig.6).
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Figure 6: Conséquences cellulaires de la peroxydation lipidique (Cillard J & Cillard P,
2006).
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Chapitre3 : L’inflammation

3. L’inflammation :
3.1. Définition :

L'inflammation est connue depuis trés longtemps, dés 1’époque des Egyptiens ! Le docteur
romain, Cornelius Celsius, I’avait définie il y a 2000 ans par les signes cardinaux suivants :
Rougeur, cedéme, chaleur, douleur (Mathieu & Guimezanes, 2012).

La réaction inflammatoire c'est la deuxieme ligne de défense naturelle contre les agents
infectieux qui ont réussi a traverser le revétement cutanéo-muqueux (Corbeau, 2008), Celle-
ci peut étre d'origine extérieure comme une blessure, une infection, un traumatisme ou
provenir de l'intérieur de I'organisme lui-méme comme c'est le cas dans des pathologies auto-
immunes (santé medecine.net).

11 s’agit généralement d’un processus bénéfique et essentiel pour I’organisme (Mathieu &
Guimezanes, 2012) : Son but est d'éliminer l'agent pathogéne et de réparer les lésions

tissulaires (Rousselet et al ., 2005) (Fig.7).
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Figure 7 : Les Composants des réponses inflammatoires (Gérard-abadjin, 2012).
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3.2. Types de la réaction inflammatoire :
3.2.1. Inflammation aigué :

L’inflammation aigué€ systémique est une réaction de défense de I’organisme a des
agressions aussi variées qu’une infection bactérienne, un choc hémorragique, une nécrose
tissulaire ou un traumatisme chirurgical (Salier et al ., 1997).

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours ou
Semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-
exsudatifs intenses.

Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent
laisser des seéquelles si la destruction tissulaire est importante (Rousselet et al ., 2005) (Fig.8).
3.2.2. Inflammation chronique :

L'inflammation chronique est une réponse inflammatoire de la durée prolongée -
semaines, des mois, voire indéfiniment, qui a étendu évolution dans le temps est due a la
persistance du stimulus responsable de I'inflammation dans le tissu, utilisation répétitive de
médicaments anti-inflammatoires, un systéme immunitaire affaibli, ou de Il'alimentation du

nerf incorrecte.

L'inflammation chronique provoque inévitablement des lésions tissulaires et est

accompagné de tentatives simultanées a la guérison et la réparation.

Le cours nature, I'étendue et I'neure exacte de I'inflammation chronique est variable et
dépend de I'équilibre entre I'agent causal et les tentatives de l'organisme pour le supprimer
(Bennett, 1993) (Fig.8).
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Figure 8 : Schéma récapitulatif de l'inflammation aigué et de l’inflammation chronique

(Gérard-abadjin, 2012).

3.3. Etapes de la reaction inflammatoire :

La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs étapes
Successives : la réaction vasculo-exsudative, la réaction cellulaire, la détersion, la phase
Terminale de réparation et cicatrisation (Rousselet et al ., 2005).

3.3.1 Réaction vasculo-exsudative :

Elle se traduit cliniguement par les quatre signes cardinaux classiques de I'inflammation

aigué: rougeur, chaleur, tuméfaction, douleur. Elle comporte trois phénoménes : une

congestion active, un cedéme inflammatoire (l'exsudat), une diapédese leucocytaire.
(Rousselet et al ., 2005) (Fig.9).
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3.3.2 Réaction cellulaire :
Le foyer inflammatoire s'enrichit rapidement en cellules provenant :

» du sang (polynucléaires, monocytes et lymphocytes), aprés diapédese, ces cellules quittent
le territoire péri-vasculaire et migrent vers le foyer lésionnel par chimiotactisme.

= du tissu conjonctif local (fibroblastes, cellules endothéliales, mastocytes et macrophages
résidents).

= Accumulation de polynucléaires dont la durée de vie est courte (3-4 jours).
Leurs Enzymes sont libérées dans le foyer inflammatoire.

= Les monocytes deviennent des macrophages activés capables de phagocytose, de
Sécrétion de nombreux médiateurs et de coopération avec les lymphocytes pour le
Développement de la réaction immunitaire (présentation de molécules antigéniques aux
Lymphocytes).

= Transformation des lymphocytes B en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines.

= Activation des lymphocytes T: sécrétion de nombreux médiateurs ; acquisition de
Propriétés cytotoxiques ; coopération avec les lymphocytes B.

= Modification des fibroblastes en myofibroblastes: acquisition de propriétés contractiles et

de synthese des constituants de la matrice extracellulaire (Rousselet et al ., 2005)(Fig.9).
3.3.3. Detersion :

Elle succede progressivement a la phase vasculo-exsudative, et est contemporaine de La
phase cellulaire. La détersion peut étre comparée a un nettoyage du foyer lésionnel :

C’est L’¢élimination des tissus nécrosés (issus de l'agression initiale ou du processus
inflammatoire Lui-méme), des agents pathogénes et du liquide I'exsudat (Rousselet et al .,
2005) (Fig.9).

3.3.4. Réparation et cicatrisation :

La réparation tissulaire suit une détersion compléte. Elle aboutit a une cicatrice si le tissu
Iésé ne peut régénérer ou a une restitution intégrale du tissu : il ne persiste alors plus aucune

trace de I'agression initiale et de I'inflammation qui a suivi (Rousselet et al ., 2005) (Fig.9).
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Figure 9 : Etape de ['inflammation (Gérard abadjin, 2012).
3.4. Les Biomarqueurs de I’inflammation :
= Protéine C réactive (CRP) :

La CRP est une protéine de 117,5 kDa qui est composée de 5 monomeéres (Hachulla,
1989 in Fourcade & Sacrista, 2001).
Elle a la propriété de précipiter avec le polysaccharide C du pneumocoque, chez les espéces
humain.

C’est une protéine de la phase aigué de I’inflammation qui est synthétisée par
I’hépatocyte.

Sa synthese est essentiellement stimulée par 1’interleukine 6 (IL-6), mais également par
I’TIL-1R et le TNF alpha.

Sa concentration plasmatique normale est inférieure a 6 mg. L-1.

Son ascension est précoce dés la 10e heure en cas de réaction inflammatoire, et sa
concentration peut atteindre 1 000 fois la valeur basale en 48 heures (Fourcade & Sacrista,
2001).
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e Phospholipases A, secretée (SPLA,):

Les Phospholipases A, sont des enzymes qui hydrolysent les glycérophospholipides
membranaires en position sn-2 du glycérol, entrainant la libération d’un acide gras libre et
d’un lysophospholipide (Fourcade & Sacrista, 2001).

Cette enzyme de 14 kDa comporte 124 acides aminés. Son activité est calcium-
dépendante strictement extracellulaire.
Elle est sécrétée par un grand nombre de cellules dont les mastocytes, les polynucléaires
neutrophiles, les plaquettes, les monocytes, les macrophages, les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, et les cellules mésangiales rénales.

La principale source plasmatique de I’enzyme dans I’inflammation systémique est

inconnue. (Fourcade & Sacrista, 2001).

e La Procalcitonine :

La pro calcitonine (PCT) est un pro peptide de 12,6 kDa qui est clivé en calcitonine par
protéolyse. Lors de la réaction inflammatoire, elle est probablement synthétisée par le foie et
par les monocytes (Fourcade & Sacrista, 2001).

La PCT c’est un bon facteur pronostic au cours du choc septique, et permet de vérifier

précocement I’efficacité du traitement (Fourcade & Sacrista, 2001).

e Cytokines :
De nombreuses cytokines sont retrouvées au sin es foyers inflammatoire.
Ce sont des molécules solubles produites par un grand nombre de cellules.

Parmi les nombreuses cytokines, I’interleukine-1(IL-1) et e TNF jouent un réle primordial

dans la mise en place du processus inflammatoire.

Elles sont surtout produites par les macrophages, mais d’autres cellules sont capables de

secréter de I’IL-1 et du TNF (Cavaillon, 1995) (Tab.1).
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Tableau 1: Quelques propriétés des cytokines pro-inflammatoires majeures (Corraza, 2013).

Meédiateurs Sources Fonctions
Exogenes
FMLP Bactéries mitochondries N : chimioattractant, Tdégranulation,
explosion oxydative.
LPS Bactéries gram négatives E : induction des molécules d’adhésion,

induction des cytokines et chimiokines.
N : induction des cytokines et chimiokines.

Endogenes
peptidique
C5, Complément E : 1 perméabilité
N : chimioattractant, fexplosion oxydative, induction
de la production de leucotrienés et prostaglandines
IL-1 Macrophages E : 1 perméabilité, induction des molécules d’adhésion,
neutrophiles induction de 1’il-8.
N : T phagocytose, dégranulation, explosion oxydative.
TNF-a Macrophages E : 1 perméabilité, induction des molécules d’adhésion,
neutrophiles induction de 1’11-8.
N : chimioattractant, T phagocytose, dégranulation,
explosion oxydative.
IL-8 Endothélium N : chimioattractant, T phagocytose, dégranulation,
neutrophiles explosion oxydative.
fibroblastes
lipidiques
LTB, Endothélium E : vasodilation, 1 perméabilité
neutrophiles N : chimioattractant, Tdégranulation,
explosion oxydative.
PAF Endothélium E : vasodilation, 1 perméabilité

neutrophiles N : chimioattractant, Tdégranulation,

explosion oxydative.

Effet sur I’endothélium (E) Sur les neutrophiles (N)
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Chapitre 4 : Gingembre : Zingiber officinale
4. Le Gingembre :
4.1. L’historique du Gingembre :

Le gingembre est une espece de plantes originaire de I'Inde. La médecine traditionnelle

chinoise (MTC) la recommande depuis plus de 2500 ans (www.hunzaroma.com).

Il est cultivé depuis 1’antiquité aux Philippines, est utilisé depuis des millénaires dans le

monde entier comme plante médicinale et condiment (www.hunzaroma.com).

Le gingembre entrait aussi dans la composition des techniques de modification pratiquées dans

I’Egypte antique (Gigon, 2012).

C'est Confucius en 551-449 av. JC qui mentionne le premier le gingembre.
Les Grecs et les Romains anciens en faisaient usage. Vers 1280, Marco Polo découvre le

gingembre et 1’introduit en Europe lors d’un voyage en chine (www.hunzaroma.com).

Aujourd'hui, le gingembre rapidement répandu a tout 1'Asie jusqu’ en Afrique et aux
caraibes mais plus en I’inde et en chine; il est estimé que I'Inde, la consommation quotidienne

moyenne est de 8 a 10 grammes de gingembre rots frais (www.mcp.edu/herbal/default.ntm)

4.2. Description Botanique du gingembre :

Le gingembre est une plante herbacée vivace, atteignant jusqu'a 90 Cm de hauteur en
culture (Mishraetal ., 2012) (Fig.10.A).

La partie souterraine utilisée est le rhizome, celui-ci se divise dans un seul plan et il est
constitué de tubercules globuleux ramifiés (Gigon, 2012) (Fig.10.B).

Les rhizomes sont aromatiques, lobée épais, jaunatre pale, portant simple suppléant
distiques étroites feuilles lancéolées oblongs (Mishra et al ., 2012).

Herbe se développe plusieurs pousses latérales en touffes, qui commencent a sécher
lorsque la plante arrive a maturité les feuilles sont longues et 2-3 Cm de large avec des bases
de gainage, la lame effilée progressivement a un point (Mishra et al ., 2012) (Fig.10.C).

L’inflorescence solitaires, pédoncules radicale pointes oblongcylindrical latérales (Mishra
etal ., 2012).

Dans I’automne de 1’usine, les bourgeons a fleurs apparaissent.

Ces bourgeons sont positionnes sur des tiges qui poussent a environ 90 Cm (Mishra et al
., 2012).
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Chaque rhizome mére peut former entre 4-6 tiges de fleurs, a la fin de chaque tige de fleur est
d’un vert, ovale, bourgeon de fleur en forme de cone (Mishra et al ., 2012).
Les fleurs sont délicates.1 Cm de diametre comme une orchidée, avec une langue

moucheté marron rouge ou pourpre distincte (www.hunzaroma.com) (Fig.10.D).

Ses fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Gigon, 2012)

(Fig.10.E.F). Le Tableau 2 indique la classification botanique du gingembre :

Figure 10 : La plante du Zingiber officinal et leurs compartiments.
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Tableau 2: Classification botanique du gingembre (Mahmodi-Hashemi & Sheikhi, 2012;

Gigon, 2012).

Nom vernaculaire

Gingembre (Francais);Ginger(Anglais)

Adrakam, Ardraka(Sanskrit);
Adrak,Sunthi,Sonth( Hindi);

Sunthi( Kannada); Nisam(Marathi) ;

Sunt(Gujarati)

Autres noms utilisés

épice blanche, ginger, jenjanb

Nom latin Zingiber officinale (Roscoe)
Regne Plantae
Sous-régne Trachéobionta
Division Angiospermes
Sous-classe Zingibéridées
Classe Monocotylédones
Sous-classe Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées
Sous-famille Zingibéroidées
Genre Zingiber
Espéce Officinale

4.3. Culture et production du gingembre:

Le gingembre est largement cultive dans tout 1’inde, le Bengladesh, Taiwan, la Jamaique
et au Nigeria .cette plante vivace pousse dans les climats chauds (Kokate et al ., 1996 in
Mahmodi-Hashemi & Sheikhi, 2012), Sa répartition géographique concerne toute 1’Asie, les
Caraibes, 1I’Afrique et le Brésil, mais plus de 50 % de sa production mondiale provient de
I’Inde et de la Chine (Gigon, 2012).

Chine et Thailande sont les principales sources de gingembre pour la plupart des pays
importateurs (Mazaud et al. ,2002) (Tab.3).
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Tableau 3 : Importante importations (tonnes métriques) de gingembre en 2000 par pays

d’origine (Mazaud et al ,2002).

chine Thailande Brésil Inde Malaisie Indonesie Nigeria Autres Total

Japon 69,448 30,227 - 99 - 730 - 3,626 104,379

US.A 10,565 1,808 3,312 323 - 62 310 1,272 19,035

U.K 1,796 3,804 2,258 244 - - 800 1,408 10,337
Arabie 5,120 1,215 - 939 - 536 245 193 8,248

Saoudite

Singapour 5,301 897 - 3 1,334 - - 31 7,566
Malaisie 5,574 536 - - - 1,239 - 303 7,652
Corée 6,784 - - - - - - 21 6,805
Pays-Bas 1,444 1,735 1436 124 - - 1,229 1,013 6,981
Canada 2,362 684 474 143 - - - 1,017 4,680
Allemagne 922 307 232 26 - - 296 527 2,310

4.4. Etude des constituants du gingembre :

Les etudes physicochimique et des proprietes fonctionnelles de gingembre ont montré

que (Amani et al ., 2004), Les constituants de gingembre sont nombreux et varient selon le

lieu d’origine, le type, la variété, les conditions agronomiques, le durcissement des méthodes

de séchage, et les conditions de stockage (Medappa , 2003), et si les rhizomes sont frais ou
sec (Chrubasik , 2007 in Mishra et al ., 2012).

Le gingembre frais contient 80,9% d'humidité, 2,3% de protéines, 0,9% de matieres

grasses, 1,2% de minéraux, de fibres et de 2,4% a 12,3% de glucides.

Les minéraux presents dans le gingembre sont le fer, calcium et le phosphore. 1l contient

aussi des vitamines telles que la thiamine, la riboflavine, la niacine et la vitamine C.

Le rhizome en poudre contient 3-6% d'huile grasse, protéines de 9%, 60-70% de glucides,

3-8% de fibres brutes, environ 8% de cendres, 9-12% d'eau et 2-3% d'huile volatile (Polaza,
2003) (Tab.4).
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Tableau 4 : Valeur nutritionnelle du gingembre (Gigon, 2012).

Racine de gingembre, brut Valeur nutritive pour 100 g
Energie 20 Kcal, 50 KJ
Hydrates de carbone 17,77 g
Sucres 1,79
Fibres alimentaires 290
Graisses 0,759
Protéines 1,829
Vitamines (vit.) et minéraux
Thiamine (vit. B1) : 0,025 mg 2%
Riboflavine (vit. B2) : 0,034 mg 2%
Niacine (vit. B3) : 0,075 mg 5%
Acide pantothénique (vit. B5) : 0,203 mg 4%
Pyridoxine (vit. B6) : 0,16 mg 12%
Acide folique (vit. B9) : 11 .g 3%
Vit. C:5mg 8%
Calcium : 16 mg 2%
Fer: 0,6 mg 5%
Magnésium : 43 mg 12%
Phosphore : 34 mg 5%
Potassium : 415 mg 9%
Zinc : 0,34 mg 3%

L'odeur du gingembre dépend principalement de son huile volatile, dont le rendement
varie de 1 % a 3 % (Langner et al ., 1998; Evans, 2002 in Ali et al ., 2008).
L'huile volatile est constituée de pénes principalement mono et sesquiter-; camphéne, béta-
phellandréne, curcumeéne, cinéole, acétate de géranyle, terpinéol, terpenes, le bornéol, le
géraniol, limonene, linalol , I'alpha-Zingi (30-70%), la béta-sesquiphellandrene (15-20%), le
béta-bisaboléne (10- 15%) et alpha-farmesene (Zadeh & Kor,2014).

Examiné gingembre frais de culture biologique et identifié 63 composés, dont 31 avaient
déja été signalés en tant que constituants de gingembre et 20 étaient composes inconnus
jusqu'alors (Jolad et al, 2004 in Ali et al ., 2008).
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Les composants identifiés inclus gingérols, shagaols, 3-dihydroshogaols, paradols,
dihydroparadols, dérives acétyle de gingérols, gingerdiols, mono - dérivés et di-acétyle de
gingerdiols, 1-dehydrogingerdiones diarylheptanoides, et les dérivés d'éther de méthyle de
certains de ces composés (Jolad, 2004 in Ali et al ., 2008).

En plus de [6] -gingérols (1), [4] -, [7] -, [8] -, et [10] —gingeérols ont été identifies, ainsi
que méthyle [4] -gingérols et méthyle [8] -gingeon.

[4] -, [6] -, [8] - [10] - et [12] -shagaols ont été caracterisés, tout comme les méthyl [4] -,
un groupe méthyle [6] -et méthyle [8] -shagaols.

Paradols sont 5-déoxygingerols.

[6] —Paradols(11), avec [7] - [8] - [9] - [10] - [11] -, et [13] -paradols ont été détectés dans
le gingembre frais, comme ce fut méthyl [6] -paradols (Jolad, 2004 in Ali et al ., 2008)
(Fig.11).

Certains appartiennent a la famille des vanilloides, ils sont accompagnés de gingédiols,

De zingérones, de dé hydro-zingérones, de paradols, de cétones et d’esters correspondants.

Les constituants phytochimiques &cres et non-volatils du gingembre comprennent les
Composants biologiquement actifs, prédomineés par le gingérol, le shagaol, le paradol et le
Zingérone (Gigon, 2012).

O OH n=4 [6]-gngerol 1
Me n=2 [4]-gingercl 3
-~
(CHz)r n=5 [7]-gingerol 4
n=6 [B]-gingerol &
H n=8 [10]-gingerol 6
OMa
0
n=4 [g]-shogacl 2
= L n=2 [4-shogacl T
(CHz)i n=6 [8-shogaocl 8
H n=& [10]-shogaol 9
n=10 [12] - shogaol 10
Me
0
Me
(CH2)™ [6] - paradal 11
H
Me

Figure 11 : Principaux constituants biologiques actifs du gingembre
(Alietal ., 2008).
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Chapitre 1 : Materiel et méthodes

1. Matériel et méthodes :
1.1 Matériel :
1.1.1. Matériel biologique :

a. Matériel végeétal :

Nous avons acheté 25 grammes de rhizomes de gingembre frais d’origine chinoise sur le
marché local, et nous avons conservé les racines dans le réfrigéerateur a 4°C., jusqu'a
utilisation.

b. Matériel animal :
Notre étude expérimentale a été réalisée sur 27 rats males Albinos wistar age (12-14

Semaines), ayant un poids moyen de 160-185¢g au début des expérimentations.

Les (27) rats provenant de I’animalerie de la faculté science de la nature et de la vie,

université des Freres Mentouri- Constantine, &gés de 3-4 mois avec un poids de 200£10 g.

Les animaux sont élevés au sein de I’animalerie de la faculté science de la nature et de la

vie, université des Fréres Mentouri- Constantine.

1.2. Méthodes :

a. préparation du matériel végétal :
e Nous avons acheté 25 g de rhizomes de gingembre frais (Fig. A).
e On lave plusieurs fois avec de I’eau distillée (Fig. B).

e Nous enlevons le gingembre de pelage (Fig. C).

e Ensuite, nous avons coupé le gingembre en petits morceaux (Fig. D).

e Ginger est broyée apreés la coupe dans un mixeur (EL ARABY) de maniére douce, tout
en laissant certaines molécules de taille moyenne (Fig. E, F).

e Un volume de gingembre avec un volume de farine de 1’alimentation on le mélange
pour obtenir finalement un régime alimentaire (Fig. G, H).

e Le mélange est mis dans une feuille d'aluminium.

e On le conserve dans le refrigérateur a une température de 4, Deux jours avant, il

semblait a utiliser.
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Figure 12 : Les étapes photographiques de la préparation d 'un régime du Zingiber officinale.
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b. Traitement des rats:

Les animaux méles ont été répartis en 4 lots expérimentaux de 7 rats chacun, cette

répartition s’est faite selon I’homogénéité de leurs poids, leurs ages.

Ces animaux ont ét¢é mis dans des cages plastiques munies d’un couvercle, d’une
mangeoire, d’un biberon d’eau minérale et d’un porte étiquette ou sera mentionné le nom du

lot et le traitement subi ainsi que les dates des expérimentations.

Les animaux qui ont été répartis en 4 lots expérimentaux avec des traitements spécifiques

pour chacun dont :
e Lotl:

Le groupe témoin a recu des boulettes de farine (400mg/kg poids du rat/j) les boulettes
sont préparés par la farine+l’eau minérale ; 1’administration des boulettes de farine était

réalisée par voie orale depuis 6 semaines du traitement.
Le groupe témoin est destinée aux animaux répartis en lots désignés par C (C : Control).
o lLot2:

La méthionine était donnée par ingestion en fonction du poids de 1’animal (400 mg/kg
poids du rat/j) (voie orale) pendant 6 semaines du traitement (Sharma et al ., 2007) ; Cette
quantité est mélangée avec la farine+ I’eau minérale pour former finalement des boulettes de

méthionine, est destinée aux animaux répartis en lots désignés par Met (Met : méthionine).
o Lot3:

La méthionine était donnée par ingestion en fonction du poids de I’animal (400 mg/kg
poids du rat/j) (voie orale) associée avec 1’acide oléique (oméga 9) (100ung /Kg du poids du
éme et 6 éme

rat/j) ; L’acide oléique était donné par gavage (voie orale) pendant 2 semaines (5

semaines) du traitement (Suresh & Das, 2003).

IIs sont désignés par Met-AO (méthionine+acide oléique).
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o lLot4:

La méthionine était donnée par ingestion en fonction du poids de I’animal (400 mg/kg
poids du rat/j) (voie orale) pendant 6 semaine associée un régime du gingembre (Zingiber
officinale) (0,1%/Kg du poids du rat/j) ; le régime du gingembre était donné par voie orale
pendant 2 semaines (5 ™ et 6 “™ semaines) du traitement (Ahmed et al.,2000). Ils sont

désignés par Met-Z (méthionine+ Zingiber officinale).

Ces lots traité recevant le régime standard (250g d’aliment, S00ml d’eau minérale chaque

jour).

Les animaux ont été régulierement pesés chaque jour, a la méme heure et ce depuis le

début des traitements jusqu'a la fin des expériences.

Egalement pour suivre I’évolution du poids en fonction de I’aliment, la quantité de
I’aliment consommé est enregistré quotidiennement et la moyenne d’aliment consommé a été

calculée chaque fin de semaine.

Pour I’identification des rats, ils ont été numérotés par des marqueurs chaque jour pendant

I’expérimentation dans chaque lot.

L’alimentation standard est de composition :

Protéines 15%
Lipides 2.5%
Cellulose 8%
Minérales 8%
Humidité 13%
Vitamine A 150.000 UI
Vitamine D3 200.000 Ul
Vitamine E 3mg
Fer 6mg
Cu 1.2mg
Zn 14.400mg
Cobalt 60mg
Mn 10.800mg
lode 150mg
Sélénium 30mg
Ca* 1mg
Phosphore 0.8mg
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L’eau minérale standard (GUEDILA) est de composition moyenne en mg/L :

Composition Mg/litre
Calcium 78
Magnésium 37
Sodium 29
Potassium 2
Sulfates 95
Chlorures 40
Nitrates 4.5
Nitrites 0.01
PH 7.35
R.S a 180%C 564

Chaque étape du traitement était suivie d’un prélévement sanguin au niveau des sinus

caverneux du rat (Fig. A).
Les rats sont mis a jeun pendant une nuit (Fig. B).

Une fin capillaire est introduite dans le sinus, et un volume de 2.5 a 3 ml de sang est
collecté dans des tubes EDTA et héparines (Fig. C, D).

Suite au prélevement, les tubes ont été centrifugés (centrifugeuse : HEttch EBA 8S)
pendant 10min a 5000 tours/min (Fig. E, F).

Puis le plasma collecté de chaque rat était distribué dans les tubes Eppendorf portant des

étiquettes identiques et garde au congelateur -30°C jusqu’a I’utilisation (Fig. G, H).
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Figure 13 : /es étapes photographiques du prélévement.
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2.Etude biochimique :
2.1. Dosages :
2.1.1. Dosages plasmatiques:

e CRP:

Au niveau du plasma (EDTA), la CRP était mesurée par une technique d’immun
dosage turbidimétrie sur particule de latex utilisant Kit C- Réactive Protéine (Latex) (CRPLX)
COBAS Intégra (IBN SINA, Constantine).

Le dosage du CRP était fait par I’analyseur (COBAS INTEGRA 400/700/800).
Principe :
Le principe de cette méthode a été basé sur :

La présence de protéine C-Réactive dans I’échantillon provoque 1’agrégation des

particules de latex recouvertes d’anticorps anti-protéine C-Réactive (AcPR).

L’augmentation de turbidit¢ due a I’agrégation est proportionnelle a la concentration de

protéine C-Réactive. CRP + AcPR— complexe.
Le précipité est mesuré par turbidimétrie a 552nm.
e Protéines totales :

Le dosage des protéines solubles se fait selon la technique de Bradford (1976) (Oseas da

Silva et al, 2006) utilisant le bleu de Coomassie.
-Principe :

Apres fixation du colorant sur les protéines, le maximum d’absorption du colorant se
déplace de 465 a 595nm ; c’est I’augmentation de 1’absorption a 595 nm qui est mesuré par

cette technique de dosage.

Cette technique est rapide et reproductible ; la coloration est stable pendant 1 heure.
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% Préparation du réactif de BRADFORD :

3.5mg de bleu de Coomassie (Brilliant bleu G-250) ;
3.5 ml d’éthanol 95° ;

7.9 ml d’acide phosphorique 85% ;
Qsp 100ml d’eau distillé.

Chapitre 1 : Materiel et méthodes

La solution est mélangée pour 15 minutes jusqu’a la solubilisation du CBBG, filtré puis

stockées dans un flacon sombre.

% Préparation du BSA : (Bovine Serum Albumine)

Diluer 10.0 mg de BSA dans 50ml dans un tampon phosphate (PH=7.2).

% Préparation du tampon phosphate (PH=7.2) :

e 1.3 g du potassium phosphate dihydrogene ;

e 50ml d’eau distillé ;

e Ajusté le PH du tampon avec une solution du NaOH de 100Mm.

e Compléter le volume du tampon jusqu’au 100ml par 1’eau distillée.

% Préparation de la gamme étalon :

La quantit¢ de protéines de I’échantillon est déterminée par référence a une courbe

d’étalonnage établie avec le sérum albumine (BSA) entre 0 et 125 pg/ml, chaque dosage est

réalisé dans une cuve de spectrophotométre comme suit :

Tableau 5: Données des concentrations du BSA pour faire une gamme étalon.

BSA (ug/ml)
en pl.

0

125

250

375

500

625

750

875

1000

Eau distillé
en pl.

1000

875

750

625

500

375

250

125

réactif de
BRADFORD
en ml.

3

3

3

3

3

3

3

Homogénéisation par renversement ou au vortex. Attendre 5 minutes (stabilisation de la

coloration), on fait la premiére lecture. Aprés 1 heure d’incubation ou la coloration est bien

stabilisée, on fait la deuxiéme lecture a 595 nm qui seront reportée sur la gamme.

Pour choisir le volume de chaque test on fait différentes dilutions du plasma : 25pul, 50pl,

125ul, 250ul du plasma témoin d’un rat.
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1.6 -
y = 0,001x + 0,034
1.4 - R? = 0,975 °

O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Figure 14 : Courbe étalon pour les protéines totales.

e MDA plasmatique : (selon la technique de Lefévre et al, 1998)

La principale source de malondialdéhyde ou MDA est la peroxydation des lipides

insaturés des membranes lipoprotéines.

Le plasma contient peu de MDA libre. La majeure partie du MDA est libérée au cours du

dosage a partir des formes conjuguées et des lipides peroxydés.

Ces derniers sont décomposés en MDA et en d’autres aldéhydes de réactivité proche lors

de I’étape du chauffage a 100°C en milieu acide.
-Principes de la méthode :

Deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) se fixe sur une molécule de MDA, a
100°C en milieu acide pour donner un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les

solvants organiques comme le butanol.

OH CHO

s OH HO_ _N. _SH

\r' NN N
+ ”! N H—CH=CH 'i: + 2H,0

CHO poff T

TBA MDA Complexe

Figurel5: Réaction entra MDA et TBA
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Pour le dosage de MDA plasmatique, nous avons pris 2.5 ml du TCA a 20% diluée dans
une solution d’Hel a 0.6 mol/l + 0.5ml du plasma dans un tube a essai, homogénéisé le
mélange par le vortex et laissé 10 minutes, apres on ajoute 2.5 ml du TBA a 0.67% diluée

dans une solution de NaOH a 10%.

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 minutes, refroidis puis additionné de 4ml de

n-butanol.

Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/ minutes, la densité optique est

déterminée sur le surnageant au spectrophotometre a 530nm.

L’activité de MDA est exprimée en uM/mg de protéines/ml de plasma.

2.5 Ml du TCA a 20% diluée dans une solution d’Hcl a 0.6 mol/1

®

+ 0.5ml du plasma

N

Le mélange est homogénéisé par le vortex et laissé¢ 10 min

®

+2.5 ml du TBA 4 0.67% diluée dans une solution de NaOH a 10%.

@

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 min

-

15 min de centrifugation a 3000 tours/ min

.

La densité optique est déterminée a 530nm

-

L’activité de MDA est exprimée en pM/mg de protéines/ml de plasma
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2.1.2. Dosages tissulaires :

Les dosages de MDA et protéines totales sont effectuées sur des fractions cytosolique a
partir des fragments du foie congelée a -30°C.

e Preparation des fractions cytosolique :

Nous avons préparé ces fractions selon la technique d’Iqgbal et al, (2003).

Nous avons utilisé 1g du foie additionné a trois volumes du tampon phosphate glacé
de 0.1M (PH= 7.4) contenant 1.17% de KCL puis broyage par I’homogénateur.

On présente I’homogénat dans des tubes secs identifiés, aprés on fait une

centrifugation de I’homogénat a 2000 tours/minutes pendant 15 minutes a 4°C.

On récupere le surnageant par des micropipettes sur lequel, on fait une deuxiéme
centrifugation a 9600 tours/minutes pendant 30 minutes a 4°C, et on obtient finalement

les fractions cytosolique.

Une pesé d’organe (foie et cerveau)

®

+3volume du tampon phosphate glace (contenant 1,17% de Kcl)

™

Le mélange est broyé par ’homogénateur

®

Homogénat est centrifuge a 2000 tours/minutes 15minutes a 4°C

.

On récupere le surnageant

®

2°™ centrifugation a 9600 tours/minutes pendant 30min a 4°C

@

Fraction cytosolique

A partir de ces fractions, on peut faire les dosages de MDA et protéines totales tissulaires.
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e MDA des tissus:

Pour le dosage du MDA du foie et du cerveau (nous avons utilisé la technique de
Lefévre et al ., 1998), nous avons pris 0.5 ml du TCA a 20% diluée dans une solution
d’Hcl a 0.6 mol/l + 0.5ml du plasma dans un tube a essai, homogénéisé le mélange par le
vortex et laissé 10 minutes, aprés on ajoute 1 ml du TBA a 0.67% diluée dans une

solution de NaOH a 10%, ensuite homogénéisé le mélange par le vortex.

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 minutes au bain-marie, refroidi puis

additionné de 2ml de n-butanol.

Apreés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/ minutes, la densité optique est

déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530nm.

L’activité du MDA est exprimée en pM/mg de protéines/gr de tissu.

0.5 M1 du TCA a 20% diluée dans une solution d’Hel a 0.6 mol/l

@

+ 0.5ml du plasma

.

Le mélange est homogénéisé par le vortex et laissé 10 min

N

+1 ml du TBA a 0.67% diluée dans une solution de NaOH a 10%.

®

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 min

.

15 min de centrifugation a 3000 tours/ min

™

La densité optique est déterminée a 530nm

.

L’activité de MDA est exprimée en pnM/mg de protéines/gr de tissu.
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e Proteines totales du foie :

Pour le dosage des protéines totales au niveau des tissus, On choisit le volume de 125ul de

fraction cytosoliqgue comme volume de chaque test par rapport a tous les lots.

Tableau 6: Données des concentrations du BSA pour faire une gamme étalon.

Fraction cytosolique du foie en pl. 0 125 250 375 500 625 750
Eau distillé en pl. 750 625 500 375 250 125 0
réactif de BRADFORD en ml. 3 3 3 3 3 3 3

Homogénéisation par renversement ou au vortex. Attendre 5 minutes (stabilisation de la

coloration), on fait la premiére lecture.

Apres 1 heure d’incubation ou la coloration est bien stabilisée, on fait la deuxi¢me lecture

a 595 nm.

3. Etude histologique :
3.1. Dissection des rats :

3.2. Préléevement des organes :

L’étude histologique a été réalisée a la fin des expérimentations, aprés sacrifice des

animaux et prélevement de tissus utilisées dans cette étude : foie, cerveau.

Apres la dissection, le foie et le cerveau ont été prélevés et débarrassés de leurs tissus
adjacents puis peseés (Fig. C, D, E, F).

On les a mis séparément dans des boites & pétri et lavé plusieurs fois au I’eau

physiologique a 9% (Fig. G, H).

Une partie du foie, et cerveau ont été stockés au congélateur a -30 °C pour le dosage.
Le reste du foie et le cerveau ont été fixeés dans le Formol a 10% pour effectuer les coupes
histologiques (Fig. I, J).
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Figure 16 : les étapes photographiques de prélévements des organes.
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3.3.1. Fixation des organes :

C’est 1'étape la plus importante qui permet de produire de bonnes coupes histologiques.

Il s’agit de conserver aussi exactement que possible les éléments histologiques pour respecter

la structure tissulaire.

Les liquides fixateurs sont trés nombreux, nous avons utilisé le Bouin ; il est utilisé pour
les pieces histologiques, de petite taille préférentiellement en premiere intention (pénétration
lente).Convient a la microscopie optique uniquement.

3.3.2. Déshydratation :
Les organes sont retirés du pilulier, et mis dans 3 bains de lavage d’eau distillé stérile

pendant 5 minutes chacun pour les débarrasser de 1’exces du fixateur.
Les piéces doivent étre soigneusement déshydratées avant leur inclusion dans la paraffine.

La déshydratation est réalisée manuellement par une série des bains successifs d’alcool a
concentration croissante 50%, 75% ,80%, 95% pendant 45 minutes pour chacun et 100%
pendant une nuits, afin d’enlever complétement 1’eau des tissus.

3.3.3. Realisation des blocs (inclusion) :

Le but de cette opération est de faire pénétrer dans les pieces une substance semi dure : la

paraffine, de facon a créer une homogénéité de consistance favorable pour la coupe tout en

respectant 1’intégrité des tissus.
Le paraffinage a lieu grace a un appareil d’inclusion (Leica EG 1160).

Placer les échantillons dans le 1ere moule métallique (lere bain) contenant les cassettes
identifiées dans I’appareil d’inclusion muni d’un compartiment alimenté en chaleur pour faire

couler la paraffine (56°-58°).

A la fin du bain transvaser 1’échantillon dans le bécher suivant et laisser a nouveau 40

minutes, effectuer un 3éme bain dans les mémes conditions.

A la fin du 3éme bain les piéces couvertes de paraffine liquide, sont laissées refroidir sur
une plaque a froid, ainsi, on obtient les blocs qui seront utilises pour donner de fine coupes.

Les blocs sont conservés au froid jusqu’a la coupe des pieces.
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3.3.4. Coupe des organes :

Cette étape permet d’obtenir des coupes destinées a I’examen au microscope. Ces coupes
doivent étre assez complexes permettant de faire passer les piéces a couper devant le rasoir, a

chaque passage celui-ci enléve une tranche d’épaisseur réglable (4-6um).

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

orienté, pour présenter correctement la face a couper devant le rasoir.

Celui-ci est a son tour placé et orienté de facon a attaquer la piece apres quelques
passages.Pour enlever 1’excés de paraffine, lorsque la piéce est affranchie et qu’elle parait
compléte dans la coupe sur toute son étendue, on régle 1’épaisseur de couper avec le dispositif
spécial.Le mouvement remis en marche, a chaque passage de la piéce, il se fait une coupe (4-6

um d’épaisseur) qui se colle automatiquement au bord de la coupe précédente.

On obtient ainsi un ruban de coupe. Le ruban fractionné est posé a la surface de 1’eau par
un léger mouvement de balayage dans un bain-marie (Tissu-TEK.II) ou la température devra
étre de 5-9°C.

Laisser la coupe a la surface de 1’eau juste le temps nécessaire pour I’aplanir.

Avant de placer les lames a I’é¢tuve (Jouan N1070), égouttez- les brievement verticalement
pour retirer I’excédent d’eau, puis séchées les lames a plat sur une plaque chaude (Labonord),
et finalement les lames peuvent étre rangées dans des racks en positions droite, puis séchées a
I’étuve. Généralement, les températures ne devront pas excéder 65°C pendant 10 a 30

minutes.
Les lames ont été toute marquées sur leur bord par un stylo a diamant.

3.3.5. Coloration :

Les colorations sont réalisées a I’aide de colorants donc ne fonctionnant que sur des tissus
hydratés. Les lames doivent donc étre déparaffinées avant leur réhydratation dans des bains

décroissant de 1’alcool.
e Déparaffinage des coupes

Plonger les lames dans 6 bains de xyléne 2minutes chacun, pour dissoudre la paraffine.
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e Rehydratation des coupes

Pour faire disparaitre le xyléne faire passer la lame dans 3 bains d’alcool absolu 100%
puis un bain de 95% pendant 2 minutes chacun, faire passer les lames dans 1’eau courante

pendant 2 minutes.
e Coloration a I’hématoxyline

Les coupes étant bien hydratées par 1’eau, on les plonge dans un bain d’hématoxyline

pendant 2 minutes, faire un lavage a 1’eau courante.

L’hématoxyline est un colorant basique, colore les structures acides de la cellule en

bleue violace (exp : ribosomes, noyau).

e Coloration a I’éosine

Plonger les lames dans le bain d’éosine pendant 2 minutes, puis effectuer un lavage a

I’eau courante 2 bains successifs.

L’éosine est un colorant acide et donc colore les structures basiques de la cellule (exp :

la plupart des protéines cytoplasmiques et donc le cytoplasme) en rouge ou en rose.

e Déshydratation

Faire passer les lames dans 1’alcool absolu 100% deux fois, 95%, puis dans le xyléne

(3 bains), ensuite on fait le montage.
e Montage

Déposer une goutte d’une solution permettant I’adhésion (eu kit) sur la lame, et
recouvrir d’une lamelle couvre-objet propre et seche en 1’inclinant progressivement de facon

que la solution s’étende peu a peu et recouvre 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.
3.4. Observation au microscope :

Les coupes sont observées au microscope optique équipé d’un appareil Photographique
a différents grossissements (GX100, GX250, GX400).
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Résultat et Discussion

Résultats et discussion :

1. Résultats physiologiques :

Tableau 7: Récapitulatif des résultats physiologiques (Poids de I’animale).

C Met Met-AO Met-Z
S1 172,10gr + 10,88 166,81gr + 4,61 181,93 gr + 7,58 200,77gr £ 6,40
S2 191,42gr+ 12,54 | 179,26 gr + 3,21 202,21 gr + 3,71 209,54 gr + 6,88
S3 207,30gr + 3,63 187,52 gr + 3,63 202,16 gr + 6,23 224,62 gr + 4,62
S4 218,61gr £ 2,04 199,68 gr + 3,46 218,68 gr + 5,37 234,90gr £ 8,05
S5 225,68 gr+2,11 205,82gr £ 2,39 228,04 gr + 2,99 246,80gr £ 3,3
S6 226,66 gr + 2,90 213,7 gr £4,15 246,80gr £ 3,37 257,80gr £ 2,61
300 -
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Figure 17 : Evaluation pondérale des rats durant la période du traitement.

Les résultats de la masse corporelle des rats enregistrée, indiquent un gain importante du
poids des animaux pour les quatre lots depuis la premiére semaine dans les lots: C
(172,102+10,878), Met (166,805 +4,609), Met-AO (181,931+7,579), Met-Z (200,769
+6,401), puis une augmentation du poids chez les trois lots dans la deuxieme semaine C
(191,417 £ 12,542) Met (179,263% 3,207) Met-Z (209,54 + 6,879) mais une diminution du
poids chez les rats de lot Met-AO (202,21 + 3,706).

48



Résultat et Discussion

Le poids moyen des rats continu a augmenter chez tous les quatre lots C, Met, Met-AO,

Met-Z depuis la troisieme semaine jusqu'a la sixiéme semaine.

Notre étude montre que les rats en recevant un traitement de méthionine augmentent le

gain du poids de 1’animal pendant la période du traitement.

Selon I’étude de (Prudhon et al ., 1977), la supplémentation du régime de base avec
0,2% de DL-Met chez les lapins a entrainé un croissement significatif de la vitesse de

croissance.

Des travaux qui ont été réalisés par Ahmed et leurs collaborateurs en1997, montrent que
le sérum de cholestérol HDL est augmenté de facon significative chez les rats nourris

gingembre (Zingiber officinale).

Nous avons constaté une croissance normale des rats, aucun changement significatif n’a
été enregistré durant la période de traitement chez le lot traité par le gingembre (Zingiber
officinale) malgré 1’étude de (Mahmoud & Elnour, 2013) montre que le gingembre a une
grande capacité pour réduire le poids du corps sans inhiber le niveau de la lipase pancréatique,
ou affectant la concentration de bilirubine, avec effet positif sur l'augmentation du niveau de

la catalase peroxysomale et HDL-cholestérol.

2. Résultats biochimiques :

Tableau 8: Récapitulatif des résultats biochimiques et inflammatoire.

C Met Met-AO Met-Z
CRP (Ul/ml) 0,548 +0,300 0,949+1,010 1,092+1,122 0,414+0,224
MDA plasmatique
(UM/mg Pr/ml) 18.6+5.922 22.517+9.565 17.41 +3.412 20.76+5.619
MDA du foie
HM/mg Pr/g de 7,461+2,194 14,17944,129 8,167+3,508 9,474+2,488
tissu
MDA du cerveau
UM/mg Pr/g de 4.390+1.901 5.227+1.818 1.943+1.087 5.798+2.692
tissu
PrT plasmatique
mg/ml 253.705+5.723 264.773 £5.667 | 263.902 £5.069 270.991+6.062
PrT du cerveau
mg/g de tissu 223.398+9.029 212.952+10.153 | 219.977+6.833 225.363 +6.459
PrT du foie
mg/g de tissu 309,225+38,495 344,27+33,009 493,37548,213 | 475,767+20,119
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2.1. Résultats du bilan inflammatoire :

e CRP:
2.5 -
2 -
1.5 -
—
S~
[-T]
£
1 _
0.5 -
O = T T
C Met Met-AO Met-Z
lots des rats

Figure 18: Taux de la CRP étudié chez les rats.

Le taux de la CRP du groupe Met (0,949mg/L+1,010) est trés élevé par rapport au groupe
C (0,548mg/L +0,300).

Le taux de la CRP du groupe Met-AO (1,092 mg/L+1,122) est élevé par rapport au groupe
Met (0,949 mg/L £1,010) et trés élevée par rapport au groupe C (0,548mg/L £0,300).

Les taux de la CRP du groupe Met-Z (0,414 mg/L+0,224) est trés baisse par rapport au
groupe Met (0,949mg/L+1,010) et baisse par rapport au groupe C (0,548mg/L +0,300).

Les présentes études de (Wanders et al., 2014), fournissent des preuves
convaincantes ou consommation a long terme d'un régime de méthionine produit un

remodelage de I'expression des genes inflammatoires dans le foie et tissue adipeux (WAT).

Selon les études de (Perrone et al 2012 ., in Wanders et al ., 2014) , les effets de la
restriction de méthionine (RM) sur I'inflammation systémique n’ont pas été explorés en détail.

Dans une récente évaluation des réponses a court terme MR (par exemple, 3 mois) chez le rat.

D’aprés (Perrone et al 2012 ., in Wanders et al ., 2014), la diminution de I'expression de
I'ARNmM de récepteurs de chimiokines 2 et 5 (CCR2 et CCR5), ligand chimiokines 7 (CCL7)
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et la protéine de liaison de lipopolysaccharide a été signalée WAT (IWAT) a éte signalé. Une
augmentation significative de I'expression de macrophages facteur inhibiteur de la migration
(MIF) a été observée dans le foie, mais non WAT.

Dans une étude de (Pontes-Arruda, 2009) sur les adultes qui avaient besoin de nutrition
parentérale a domicile (HPN), aucun changement dans les niveaux de cytokines plasmatiques
ou d'autres marqueurs de l'inflammation ont été observés aprés 3 mois d'utilisation de Clin
oléique (La CLINOLEIC de I'émulsion lipidique contient une concentration élevée d'acides
gras mono-insaturés, compte tenu de sa composition (80% d'huile d'olive et 20% d'huile de

soja)

Les études de (Barta et al ., 2006 in mashhadi et al ., 2013), montrent que le gingembre
et de ses produits augmentent le systeme immunitaire (Barta et al, 2006 in mashhadi et al,
2013).

D’apres les études récentes de (Shukla & Singh, 2007 in Mahluji et al, 2013) ont signalé
que le gingembre a des effets anti-inflammatoires.

Selon les données des littératures (Tjendraputra et al ., 2001 & Verma et al ., 2004 in
mashhadi et al ., 2013), le Gingerol, shagaol, et d'autres substances structurellement liées a
gingembre inhibe la prostaglandine et la biosynthese de leucotriénes par la suppression de la
5-lipoxygénase ou prostaglandine synthétase. En outre, ils peuvent également inhiber la

synthése de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1, TNF-o et IL-8.

51



Résultat et Discussion

2. Résultats de la peroxydation lipidique :

e MDA plasmatique:
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Figure 19: Taux du MDA plasmatiques étudié chez les rats.

Le taux du MDA plasmatique du groupe Met (22.517uM/mg Pr/ml £9.565) est élevé par
rapport au groupe C (18.6uM/mg Pr/ml+5.922).

Le taux du MDA plasmatique du groupe Met-AO (17.41uM/mg Pr/ml £3.412) est tres
baisse par rapport au groupe Met (22.517uM/mg Pr/ml +£9.565) et baisse par rapport au
groupe C (18.6uM/mg Pr/ml£5.922).

Le taux du MDA plasmatique du groupe Met-Z (20.76uM/mg Pr/ml+5.619) est baisse par
rapport au groupe Met (22.517uM/mg Pr/ml £9.565) et élevé par rapport au groupe C
(18.6uM/mg Pr/ml+5.922).
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e MDA du foie:
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Figure 20: Taux du MDA du foie étudié chez les rats.

Le taux du MDA du foie du groupe Met (14,179uM/mg Pr/g+4,129) est trés élevé par
rapport au groupe C (7,461uM/mg Pr/g + 2,194).

Le taux du MDA du foie du groupe Met-AO (8,167uM/mg Pr/g+3,508) est tres baisse par
rapport au groupe Met (14,179uM/mg Pr/g +4,129) et élevé par rapport au groupe C
(7,461uM/mg Pr/g + 2,194).

Le taux du MDA du foie du groupe Met-Z (9,474uM/mg Pr/g £2,488) est tres baisse par
rapport au groupe Met (14,179uM/mg Pr/g+4,129) et élevé par rapport au groupe C
(7,461pM/mg Pr/g £ 2,194).
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e MDA Cerveau
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Figure 21: Taux du MDA du cerveau étudié chez les rats.

Le taux du MDA du cerveau du groupe Met (5.227uM/mg Pr/g £1.818) est élevé par
rapport au groupe C (4.390uM/mg Pr/g £1.901).

Le taux du MDA du cerveau du groupe Met-AO (1.943uM/mg Pr/g £1.087) est trés baisse
par rapport au groupe Met (5.227uM/mg Pr/g +£1.818) et groupe C (4.390uM/mg Pr/g
+1.901).

Le taux du MDA du cerveau du groupe Met-Z (5.798uM/mg Pr/g +£2.692) est élevé par
rapport au groupe Met (5.227uM/mg Pr/g £1.818) et trop élevé par rapport au groupe C
(4.390pM/mg Pr/g £1.901).

Dans notre étude on a observé une augmentation du taux du MAD plasmatique et
tissulaire (foie et cerveau) chez le lot traité par une dose cytotoxique de DL-Met, a cause de la
Met qui entrer dans le cycle Met-Hcy, qui est un acide aminé essentiel. Les troubles du
métabolisme de la méthionine (I’élévation de I’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.

Selon I’étude de (Caylak et al ., 2007), les niveaux du MDA plasmatique etaient

significativement plus élevés par rapport aux témoins, cette étude montre que le degré de la
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peroxydation des lipides dans le foie a été eétudiee en mesurant le taux de malondialdéhyde

(MDA), un indicateur de la peroxydation lipidique.

Autre étude de (Connie et al ., 2006) montre que le niveau du MDA a été
significativement plus élevée dans le foie des rats hyperhomocystéinémiques, ce qui reflete

une augmentation de la peroxydation des lipides dans le foie.

D’autre étude de (Bouzouf et al ., 2005) montre que le taux du MDA ont été
significativement augmentés dans le cerveau de rats de méthionine-traités par rapport aux rats

témoins.

Nous avons observé aussi une diminution du taux du MDA plasmatique et tissulaire (foie
et cerveau) chez le lot qui recevant I’Acide oléique, cette diminution montre que L’acide

oléique a des propriétés anti-oxydant parce qu’il corrige la peroxydation lipidique.

L’acide oléique comme les AG non estérifiés, est lié aux protéines plasmatiques (surtout
albumine) pour faciliter leur transport ou leur translocation dans le sang périphérique (Bouin,
2006), et d’apres la communication de (Mira, 2008), I’albumine plasmatique joue un role
d’un antioxydant, elle est composée de 585 acides aminés, elle contient dans sa forme réduite.
17 ponts disulfures et un groupement thiol au niveau de sa cystéine 34 qui est responsable de
80% de I’activité thiol (antioxydant) du plasma. C’est pour cela toux du MDA plasmatique du
lot Met-AO est moins que celui du lot Met.

Une diminution du taux du MDA plasmatique et du MDA du foie chez le lot traité par le
Gingembre (Zingiber officinale) a été enregistrée, cette diminution alors montre que le

gingembre élimine la peroxydation lipidique.

L’étude de (Ahmed et al ., 2008) montre que la consommation de gingembre a également
été rapporté pour réduire la peroxydation des lipides et normaliser les activités de la
superoxyde dismutase et de la catalase, de méme que le GSH et la glutathion peroxydase, la

glutathion réductase, et glutathion-S-transférase, chez le rat.

Selon les résultats d’étude de (Zhang et al ., 2009) ont montré que le MDA plasmatique

de poussins gingembre nourris considérablement diminué.

Et une étude de (Chandra —Mohan et al., 2003) indique que le niveau élevé de MDA

pendant la carcinogenese implique la peroxydation des phospholipides dans la membrane
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cellulaire causant des dommages cellulaires, et diminution du niveau de MDA chez les rats
traités par CDE-extrait de gingembre indique I'effet protecteur de gingembre, et sur la base
des résultats de la présente étude, la supplémentation en supprimée gingembre carcinogenése
du foie en piégeant la formation de radicaux libres, et en réduisant la peroxydation lipidique
(Mohd-Yusof et al., 2009).

On a noté une augmentation du taux du MDA du cerveau au niveau du lot de Met-Z, alors

il n’a pas corrigé la peroxydation lipidique.

Malgré une étude de (Oboh et al ., 2012) montre que l'incubation de I'nhomogénat de
tissu cérébral en présence de Fe a provoqué une augmentation significative de la teneur en
malondialdéhyde (MDA) du cerveau. Cependant, I'extrait aqueux a partir de deux variétes de
gingembre a provoqué une diminution significative de la teneur MDA du cerveau d'une

maniere dépendante de la dose.

3. Résultats Métaboliques :

e Protéines totales plasmatique:
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Figure 22: Taux de protéines totales plasmatiques étudié chez les rats.

Le taux de protéines totales plasmatiques du groupe Met (264.773mg/ml £5.667) est tres
élevé par rapport au groupe C (253.705mg /ml+5.723).

56



Résultat et Discussion

Le taux de protéines totales plasmatiques du groupe Met-AO (263.902mg/ml +5.069) est
baisse par rapport au groupe Met (264.773mg/ml +5.667) et trop éleve par rapport au groupe
C (253.705mg /m1+5.723).

Le taux de protéines totales plasmatiques du groupe Met-Z (270.991mg/ml+6.062) est
trop éleve par rapport au groupe Met (264.773mg/ml £5.667) et C (253.705mg /ml+5.723).

Selon le travail (Demuth et al ., 2000), suggére que I’Hcy plasmatique, dont la
concentration physiologique est compris entre 5 et 15umol /I, circule sous forme liée au

protéine (albumine) 75% a 80% de I’Hcy plasmatique totale .

D’apres la communication de Mira (2008), L’albumine est la protéine la plus abondante
du plasma. Synthétisée par le foie, cette protéine plasmatique d’un poids moléculaire de 66
KDa représente environ 50 % des protéines plasmatiques (concentration plasmatique de

I’ordre de 35-50 g/l chez I’adulte) et joue un role contre le stress oxydant.

D’aprés Blouin (2006), les AG non estérifiés sont véhiculés par 1’albumine. D’aprés la
communication de Mira (2008) I’albumine est la protéine la plus abondante du plasma.
Synthétisée par le foie, cette protéine plasmatique d’un poids moléculaire de 66KDa
représente environ 50% des protéines plasmatique (concentration plasmatique de I’ordre de

35-50g/1 chez I’adulte).

e Protéines totales du foie :
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Figure 23: Taux de protéines du foie étudié chez les rats.
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Le taux de protéines totales du foie du groupe Met (344,274mg/g+43.009) est éelevé par

rapport au groupe C (309,225mg/g+38.495).

Le taux de protéines totales du foie du groupe Met-AO (439.357mg/g+8.213) est élevé par

rapport aux groupe Met (344,274mg/g+43.009) et groupe C (309,225mg/g+38.495).

Les taux de protéines totales du foie du groupe Met-Z (457.766mg/g+20.119) est tres
élevé par rapport aux groupe Met (344,274mg/g+43.009) et groupe C (309,225mg/g+38.495).

Selon les études de (Fardet et al ,. 2012) suggeérent que les composées bioactifs d’origine

alimentaire (Méthionine) capables de réduire les dépo6ts lipidiques hépatiques (lipotropes),

ces derniers elles quittent le foie et elles circulent dans le plasma liée aux lipoprotéines (HDL,

LDL, VLDL) (Fig.24).
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Figure 24: Les difféerents mécanismes potentiels par lesquels les principaux lipotropes
peuvent prévenir les depdts excessifs de lipides dans le foie (Fardet & Chardigny, 2012 in
Fardetetal ., 2012

Selon (Bardi et al ., 2013), le Zingiber officinale est une plante médicinale traditionnelle

contre divers troubles, y compris les maladies du foie.

D’apres (Fardet & Chardigny, 2012), montrent cependant que d’autres composés

végétaux portraient étre consideres comme des lipotropes (curcumine).

Selon (Bayala et al ., 2014), la composition chimique de huile essentiel du Zingiber
officinale montre que curcumine représente (16,67%) provoque des effets lipotropiques
potentiels selon (Fardet & Chardigny, 2012).
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Figure 25: Taux de protéines du cerveau étudié chez les rats.

Le taux de protéines totales du cerveau du groupe Met (212.952mg/ml+10.153) est trés
baisse par rapport au groupe C (223.398 mg/ml £9.029).

Le taux de protéines totales du cerveau du groupe Met-AO (219.977 mg/ml+6.833) est
tres elevé par apport au groupe Met (212.952 mg/ml £10.153) et baisse par rapport au groupe
C (223.398 mg/ml £9.029).
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Les taux de protéines totales du cerveau du groupe Met-Z (225.363 mg/ml £6.459) sont
tres élevés par rapport aux groupe Met (212.952 mg/ml £10.153) et groupe C (223.398
mg/mi+9.029).

Selon les études de (Stefanllo et al ., 2007 in Viggiano et al .,2012), montrent que dans
I’Hcy diminue le pouvoir antioxydant dans le hippocampe de rat tels que glutathion

peroxydases (Upchurch et al .,1997 in Viggiano et al .,2012).

D’apres (Medina & Tabernero, 2002), le role principale de I’albumine est de transporter
les acides gras, il a été proposé que I’albumine joué un réle pendant le développement du
cerveau pourrait étre lié au transport des acides gras, trois d’entre eux montrant une haute
affinité, en particulier pour I’acide oléique. Et d’aprés la communication de Mira (2008),
I’albumine est une protéine plasmatique d’un poids moléculaire de 66 KDa représente environ
50 % des protéines plasmatiques (concentration plasmatique de ’ordre de 35-50 g/l chez
I’adulte).

Selon les études de (Wattanathom et al ., 2011) suggérent que Zingiber officinale
diminue le stress oxydant ou il augmente 1’activité des enzymes antioxydant comme SOD et

catalase dans le cortex cérébral et I’hippocampes.

3. Résultats histologiques :
e Foie:

L’Histologique de foie du lot C (Fig.26), présente des travées hepathocytairs (LP) qui
longe les sinusoides (SI) hépatiques, tapissées de cellules endothéliales. Ces travées sont
composées d’une ou deux rangées d’hépatocytes en forme polygonale dont le noyau est trés
net au trés fort grossissement. Le sang circule dans la sinusoide hépatique, puis atteind la
veine centroglobulaire (CV). Travées et sinusoides sont disposées radialement auteur de cette

veine.

Lot Met : I’histologie hépatique montre des altérations morphologie et structurale de ce tissu,

a savoir (Fig.27) :

Cependant, on note L’¢lévation du nombre des sinusoides au niveau de la veine centrale ;
la presence des vésicules lipidiques ; des cellules inflammatoires infiltrées ; nécrose bien

déterminée ; accumulation des lipides intra cytoplasmique.
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D’apres les travaux de Woo et al, (2006) ou il a confirmé I’ingestion d’un régime
supplémenté en Met (1,7%) pendant 4 semaines chez les rats provoque des altérations
structurales 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.
Lot Met-AO :

L’histologie hépatique du lot Met-AO montre aussi des altérations structurales (Fig.28),
cependant, on note 1’¢lévation du nombre des sinusoides au niveau de la veine centrale et
méme au niveau de tout le tissu, des cellules inflammatoires infiltrées, nécrose bien

déterminé, microsteasose.

D’apres les travaux de Wu et al, 2012 ou il a confirmé que 1’acide oléique augmente
I’expression du PPARS ou ce dernier joue un réle dans la régulation du métabolisme des

lipides.
Le lot Met-Z:

On note la présence des altérations structurales de ce tissu (Fig.29), on observe aussi :

Des cellules inflammatoires infiltrées moins importante, des travées et des sinusoides trés

développés plus nécrose hémorragique bien déterminée.

Selon les études de (Bardi et al.,2013) Ou elle provoque la cirrhose au niveau du foie par
TAA (thioacetamide) et (elle fait la correction de cette maladie par I’extrait éthanolique du
Zingiber officinale), ce dernier diminue la progression du fibrose mais dose et temps
dépendante (Choi et al., 2013) , aussi montre que ’histologie du foie présente une installation
de I’inflammation par LPS (Lipopolysaccharides) chez les souris, cette inflammation a été
corrige par le Zingiber officinale dont I’absence de I’infiltration des cellules immunitaires au

niveau du tissu hépatique et il ne reste qu’au niveau de la veine porte.

Selon I’étude de (Patrick-lwuanyanwu et al ., 2007) qu’ont été étudiés les effets de
gingembre sur les dommages au foie chez les rats males Wistar, ont été montres que le MDA

du foie a été significativement diminué chez les rats prétraités avec du gingembre.
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D’autre étude récente de (Altug et al., 2013) qu’ont été étudiés les effets de gingembre
(Zingiber officinale) extraits sur des dommages au foie jaunisse obstructive expérimental
produit par voie biliaire principale ligature montre qu’ il n'y a aucune preuve des effets
protecteurs, inhibitrices et la diminution de I'extrait de gingembre sur la blessure de foie dans

la jaunisse obstructive expérimentale.
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Figure 26 : Coupes longitudinales histologiques du foie lot C GX 250
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Figure 27: Coupes longitudinales histologiques du foie lot Met GX 250
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Figure 29: Coupes longitudinales histologiques du foie lot Met-Z GX 250
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e Cerveau:

Lot C:

L’histologie du cerveau (les deux hémisphéres) montre une morphologie structurale

classique de ce tissu (Fig.30).

Lot Met :

L’histologie du cerveau (les deux hémispheres) montre une altération structurale de ce

tissu (Fig.31), a savoir :

e Nécrose (Basophiles neuronales) ;

e Des vesicules lipidiques avec différente volume au niveau de la substance blanche.
Lot Met-AO :
Montre aussi des altérations structurales (Fig.32) :

e Nécrose;

e Des vésicules lipidiques avec différente volume au niveau de la structure blanche ;
Lot Met —Z:

On note:

e I’absence de vésicules lipidique (Fig.33).
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Figure 30: Coupes longitudinales histologiques du Cerveau lot C GX 250
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Figure 33: Coupes longitudinales histologiques du Cerveau lot Met-Z GX 250.

Les neurones basophilies est un indicateur de lésion neurologique comme la preuve
adjacente de la nécrose neuronale a éosinophiles, endothéliales capillaires hypertrophie, et la
présence d’un filtrat inflammatoires particulierement les cellules micro gliales actives.

La vacuolisation de la matiere blanche est importante car elle doit étre différenciée de
veritables lésions de la substance blanche tels que des modifications dégénérative liées a

I’age, de I’cedéme.
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La dégénérescence de 1’axone intramyélinique et une demyeélinisation (Little P & Rao
DB, 2011).

D’apres les études de (Koz et al, 2010) ou il confirme 1’effet de 1’ingestion d’une dose
toxique de méthionine (1g /kg poids du rat/j) chez les rats femelles gestante (I’effet de
méthionine sur le cerveau des feetus), dont la dose cytotoxique de la méthionine augmente le
stress oxydant, la mort cellulaire et 1’apoptose.

Sugland, 2005 suggére que I’HHcy modére provoque des perturbations
neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer et Parkinson.

D’apres le travail de Zhu et al ., (2005), la culture des cellules neuronales de
I’hippocampes et le cortex avec la présence de ’acide oléique montre I’apoptose de ces
cellules ou la dose et le temps joue un réle important.

Selon les études de (Mehdizadeh et al, 2012) suggérent que Zingiber officinale augmente
la densité des neurones au niveau des hippocampes chez les rats.

D’autres études montrent que 6-shagoal molécule bioactive purifie a partir du Zingiber
officinale joue un réle important ou elle diminue la quantité de la protéine PARP (protéine
apoptotique) et augmente I’expression de la Bcl-2 protéine anti-apoptotique dans le Corps

spinal altéré chez les rats (Kyung et al, 2006).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

L’Hcy est une acide aminé sulfurée provenant exclusivement du catabolisme de la Met
(retrouve dans les aliments riches en protéines 1’¢1évation anormale de la Met dans le sang

provoque un Hhcy)

Au cours de cette derniére décennie deux hypotheses ont été formulées 1’hypothése

lipiquide et ’hypothése inflammatoire.

D’aprés les donnes récentes de littérature Hcy pourrait promouvoir une inflammation
muqueuse chronique par le biars d’un stress oxydatif et activation de facteurs pro-

inflammatoire.

Un taux sanguin élevé d’Hcy favorise des taux ¢éléves d’acide arachidonique et la
prostaglandre, qui sont des produits chimiques que votre corps utilise pour promouvoir
I’inflammation taux éléve hey augment de maniére significative 1’oxydation des RL dans

votre corps et les dommages qui viennent avec elle.
Les résultats du traitement des doses élevées de méthionine montre :

Une augmentation de la CRP par des doses éléves de méthionine, cette augmentation corrigée

par un régime du Zingiber officinale.
Au vu des objectifs fixés au départ nous dégageons les conditions suivantes :

Une augmentation de la CRP par des doses éléves de la DL-Met cette augmentation corrigé
par un régime du zingiber (Zingiber officinale) qui posséde des propriétés anti inflammatoire.

Selon les éetudes de littérature, le gingembre est un précieux aillié pour soulager les
inflammations et des propriétés anti inflammatoires de certains constituants du gingembre
sont reconnues constituants du gingembre sont reconnues depuis fort longtemps et sont bien
documentées in vitro, parmi les composes connus mentionnons principalement les gingérols

dont les effets bénéfiques ont te également observés chez 1’animal.

Mais aussi les shogaols et les paradols qui exerceraient leurs effets par différents mécanismes

d’action.

La dose cytotoxique de DL-Met provoque une augmentation du taux CRP qui n’est pas

corrigé par I’acide oléique.
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Il existe également des études qui suggerent que 1’acide oléique lui-méme, le principal
acide gras dans I’huile d’olive, peut réduire les niveaux de marqueurs inflammatoires

importants comme le CRP.

il a été démontré que la consommation d’acide gras insaturés trans a des taux éléves
pendant quelques semaines, et positivement associée a des biomarqueurs reflétant une
inflammation systémique ,avec une augmentation de 73% du taux sanguin de la CRP
(marqueur précoce , sensible et spécifique de I’inflammation ) ; 17% du taux sanguin de I1L-6
qui stimule la sécrétion des protéines de la phase d I’inflammation mais 1’acide oléique

n’est pas corrigé I’inflammation que la période de traitement insuffisante.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence ’action protectrice du gingembre

et sa capacité a modulés les effets toxiques causes par la DL-Met.

Cette recherche nécessite d’autres études approfondis pour mieux se concentrer sur les

effets réveéles :

Il s’examiner 1’effet d’un dose cytotoxique de la MET dans un autre endroit dans le

cerveau (cervelet, tronc cérébral, hémisphére cérébral gauche...... ).

Parmi les biomarqueurs de I’inflammation qu’on a utilisé (CRP), fait intéressent utilisé

d’autre biomarqueurs comme (Fas récepteur protéine C, Toll-like récepteurs 2 et 4, IL -6...)
Fait intéressent d’utilisé d’autre biomarqueurs de peroxydation lipidique :

(4-HNE) 4-hydroxynoméral
Il serait souhaitable du change le régime du Zingiber officinale par extrait huile essentiel

Dans notre étude on a étudié les intéréts de AO et les d acides gras nous utilisé d’autres

acides gras comme oméga 3 et oméga 6.
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Abstract:

In the present study and on one hand we initially investigated the effect of high dose cytotoxic
of DL-Methionine (DL-Met) on biochemical parameters in liver, brain and plasma of rats. We
also performed histological examination in liver and brain. On the other hand, we also
evaluated the effect of Zingiber officinale irregular diet on biochemical parameters and
histological examination in liver and brain from male wistar rats treated by high dose
cytotoxic of DL-Methionine. 27 Albino wistar rats males aged 12-14 weeks were divided into
three groups, fed a diet rich in DL-Methionine Met( 400mg/kg bwt /day), Met-AO ( 400
mg/kg bwt/day +1000 pg/kg bwt/day oleic acid ), Met-Z (400mg/kg bwt/ day +0,1%/kg
bwt/ day Zingiber officinale diet) and a control group C, for 6 weeks. When the treatment
period was expired, the animals were anesthetized with chloroform. Blood samples were
collected for CRP, MDA and PrT determination, however liver and brain specimens were
collected for histological and biochemical analysis. Our results show that Zingiber officinale
diet may exert damage effects in high dose cytotoxic of DL-Methionine induced liver and
brain injury. Treatment with a cytotoxic dose of DL-Met was increased CRP, MDA level in
plasma, liver and brain and PrT level in plasma and liver but decreased PrT level in brain.
Treatment with oleic acid was increased CRP, PrT level in plasma, liver and brain but
decreased MDA level in plasma, liver and brain. Treatment with Zingiber officinale irregular
diet was increased MDA level in brain and PrT in plasma, liver and brain but decreased CRP
and MDA level in plasma and liver. In this study, biochemical parameters in plasma and
tissue were not associated with liver and brain injury in rats treated by a dose cytotoxic of DL-

Methionine associated with Zingiber officinale irregular diet and oleic acid.

Key words: DL-Methionine, Zingiber officinale irregular diet, oleic acid, liver, brain,

inflammation, lipid peroxidation.



Résumé:
Dans cette étude, nous avons d’abord étudié d’une part I’effet d’une dose cytotoxique du DL-
Méthionine sur les paramétres biochimique du plasma, foie et cerveau des rats Albinos wistar,
nous avons effectuée également un examen histologique du foie et cerveau a partir des rats
males Albino wistar traités par une dose cytotoxique du DL-Meéthionine. 27 rats males
Albino wistar, 4gés de 12-14 semaines ont éte divisés en 3 groupes, nourris avec un régime
riche en méthionine Met (400mg/kg du poids du rat/j), Met-AO (400mg/kg du poids du
rat/j + 1000ug/kg du poids du rat/j acide oléique), Met-Z (400mg/kg du poids du rat/j+
0,1%/kg du poids du rat/j régime du Zingiber officinale) et un groupe témoin C, pendant 6
semaines. Lors la période du traitement a été expiré, les animaux ont été anesthésiés avec du
chloroforme. Des échantillons de sang ont été prélevés pour la CRP, MDA et la
détermination du PrT ; toute fois les échantillons du foie et cerveau pour les examens
biochimique et histologique. Nos résultats a suggerent que le régime irrégulier du Zingiber
officinale associé avec une dose cytotoxique du DL-Méthionine peut provoquer des
altérations du foie et du cerveau. Le traitement avec une dose cytotoxique du DL-Met a été
augmenté la CRP, le taux de MDA dans le plasma, le foie et le cerveau et les PrT dans le
plasma et le foie, mais elle a été diminuée PrT dans le cerveau. Le traitement avec l'acide
oléique a été augmenté la CRP, PrT dans le plasma, le foie et le cerveau, mais il a été
diminué les taux de MDA dans le plasma, le foie et le cerveau. Le traitement avec Zingiber
officinale a été augmenté le taux de MDA dans le cerveau et PrT dans plasma, le foie et le
cerveau, mais il a été diminué les taux de MDA et CRP dans le plasma et le foie. Dans cette
étude, les parameétres biochimiques et tissulaires ne sont pas associés avec les altérations de du
foie et cerveau chez les rats traités par une dose cytotoxique du DL-Méthionine supplémenté

d’un régime irrégulier du Zingiber officinale et ’acide oléique.

Mots clés: DL-Méthionine, régime irrégulier du Zingiber officinale, acide oléique, foie, cerveau,

inflammation, peroxydation lipidigue.
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