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Introduction

Introduction :

La méthionine (Met) est un acide aminé essentiel et central pour la croissance, le
développement normal (Romer, 2012), et le précurseur de I’homocytéine (Hcy), qui est
synthétisé au cours du métabolisme de Met (McCully, 1969). Les principaux facteurs limitant
sont les activités enzymatiques et leurs cofacteur vitaminique (folates, vitamine B6, vitamine
B12) (Cacoub et al ., 2007).

Depuis 30ans, de tres nombreuses études cliniques tant rétrospectives que prospectives ont

retrouvé une relation entre Met-Hcy et les maladies cardiovasculaires.

En 1969, McCully a été le premier a émettre I’hypothése qu’une augmentation de la
concentration d’Hcy puise étre associé a une augmentation du risque de maladie

cardiovasculaire.

L’hyperhomocystéinémie (HHcy) résultant d’une perturbation métabolique de ’'une de ces
deux voies (trans-sulfuration et reméthylation) (Guillant et al ., 2003), pourrait étre un
facteur de risque quantitatif, qui peut faire des modifications morphologiques des vaisseaux
qui en resultent sont transitoires et réversibles, mais & long terme ces modifications de
structure peuvent persister et contribuer a la physiopathologie de certaines maladies vasculaire

et désordres cardiovasculaire (Dzau, 1988 in Lepetit, 2005).

La protéine C -reactive (CRP) est un marqueur hautement sensible de 1’inflammation. Elle

constitue une composante importante du processus athérosclérotique (Hrira et al., 2011)

Depuis longtemps la lutte contre les pathologies cardiovasculaire fait 1’objectif de
plusieurs recherches. Toutefois, I'emploi des plantes médicinales a connu un rapide déclin
avec I'évenement de la médecine scientifique et I'apparition des meédicaments modernes.
Mais, a cause des effets indesirables de ces derniers, les gens se tournent de nouveau vers les
plantes médicinales (Gido et al., 2010).

Leur popularité grandissante a améne les scientifiques a entreprendre de nouvelles
recherches essayant d’identifier les principes actifs et metrent au point une nouvelle variéte de
medicaments (Gido et al., 2010).

Bien que le gingembre (Zingiber officinale) a de multiples propriétés médicinales sont
mettre a ’actif du rhizome (Gigon, 2012). Aujourd'hui, les pharmacopées de différents pays
utilisent I’extrait du gingembre pour de nombreuses applications thérapeutiques (Minaiyan et

al ., 2006).
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Introduction

A la lumiere de ces données, notre travail a pour objectif d’apporter des éclaircissements
sur la toxicité de la méthionine d’une part, et de mettre en évidence I’effet protecteur du
gingembre sur les effets cytotoxiques induits par cet acide aminé chez des animaux
d’expériences d’une autre part.

Notre travail sera réparti en deux sections, dont la premiere est une étude bibliographique.
Dans son premier chapitre nous présentons la notion de la Met, son métabolisme « cycle Met-
Hcy », ses intéréts, sa cytotoxicité.

Nous aborderons dans le deuxiéme chapitre la Matrice Extracellulaire (MEC) de I’aorte, la
structure de I’aorte, les pathologies qui se trouvent au niveau de la MEC de ’aorte.

Dans son troisieme chapitre nous montrons le réarrangement de la MEC et ses caractéres.

Dernier chapitre sera consacré a la description botanique du gingembre, sa répartition
géographique et sa production, ses molécules bioactives et leurs intéréts, son utilisation dans
la médecine traditionnelle et ces propriétés biologiques.

La deuxieéme section est la partie expérimentale, dans une premiére réflexion nous avons
évalué I’effet d’une dose cytotoxique du DL-Met (400mg/kg/ poid du rat/j) sur la MEC de
I’aorte, en dosant d’une part la molécule de la CRP qui est un marqueur inflammatoire et
cardiovasculaire important et en quantifiant le MDA plasmatique et tissulaire ( cceur) et
D’autre part nous avons recherché d’éventuelles altérations histologique au niveau de deux
segments de I’aorte : 1’aorte thoracique et 1’aorte abdominale.

Le réarrangement de la MEC de ’aorte a été induite par ingestion de dose cytotoxique du
DL-Met (400mg/kg du poid du rat/j) dans le but d’explorer et d’évaluer les effets

thérapeutiques et correcteurs d’une dose cytotoxique du DL-Met installé chez nos animaux.

-
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1. Métabolisme de Méthionine cycle™ Méthionine-Homocystéine™

1.1. Définition de Méthionine :

La nature essentielle de la Met dans la nutrition humaine est due a leur réle unique dans la
synthese des protéines et trans méthylation biologique (Isralstam et al., 1970 in Finkelstein,
1974).

La Met est le précurseur de I’Hcy, est un acide aminé soufré intermédiaire dans les voies de

méthylation et trans-sulfuration (McCully, 1969 in Troen et al., 2003).
1.2. Les intéréts du 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 méthionine cause des restrictions de croissance, des dommages d’organes, et la

croissance anormale de la mandibule chez les animaux nouveaux-nés (Romer, 2012).

Met qui est repris de la nourriture riche en protéines, est entre autres nutriments
indispensables pour les réactions de trans méthylation biologique, la synthése des polyamines, et
la traduction des protéines et est métabolisé par le cycle de méthylation (Brosnan, 2006 in
Romer, 2012).

1.3. Métabolisme du Méthionine « cycle méthionine —homocystéine » :

Dans les cellules de métabolisme de 1’Hcy est dérivé de la méthionine apres son utilisation
en tant que donneur de groupe méthyle dans la réaction de méthylation biologique (Troen et al.,
2003).

Dans le métabolisme de Met/Hcy, il existe une relation étroite entre le métabolisme de Met /
Hcy et le métabolisme des folates, ou la Met est transformée de nouveau en Hcy (Fig.1)
(Courcy, 2005).

Hcy est un acide aminé soufré découverte en 1933 par DU vigneandi qui n’est pas retrouvé
de la structure des protéines (Guilland et al., 2003), cette acide aminé produit par la
déméthylation de la Met (Cortes & Motti., 2001 in Levasseur et al., 2009), c'est-a-dire est un
intermédiaire de métabolisme cellulaire de la Met, il est présent essentielle dans une alimentation

quotidienne équilibré (Louvain, 2003).
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L’Hcy jouant un rdle clé dans le métabolisme de la Met, dans la synthése des acides
nucléiques, dans la méthylation des protéines ainsi que dans la synthese des neurotransmetteurs

et des phospholipides (Brattstrom et al., 1984 in Levasseur et al., 2009).

CH2-CH2-CH-COOH

| |
SH NH2

Figure 1: La structure de L ’Homocystéine (Levasseur et al., 2009).

Le métabolisme de L’Hcy comme tous les métabolismes peut étre catabolisée selon les voies
métaboliques (Cortese & Motti., 2001 in Levasseur et al., 2009).

1.4. Voie de méthylation " biosynthése de I’ homocystéine ™ :

L’Hcy est formée par la voie enzymatique de synthése de la S-adénosyl méthionine (SAM)
Mudd et al., 1975 in Guilland et al., 2003).

Il est le principal donateur de groupes méthyles dans de nombreuses réactions biologiques
"ADN, protéines, hormones....etc." (Demuth, 2000).

1.5. Catabolisme de I’ homocystéine :

L’ Hcy est catabolisée par deux voies hépatique, d’égale importance sur le plan quantitatif
des voies de trans-sulfuration et de reméthylation de métabolisme de la Met (Fig.2) (Cortese et
al., 2001 in Levasseur, 2009).

1.5.1. La voie de trans-sulfuration :

Dans la trans-sulfuration, 1’Hcy transfere son thiol en deux étapes a une sérine qui deviendra

alors une cystéine (Cortese et al., 2001 in Levasseur, 2009).

Dans cette voie ’Hcy se condense avec la sérine pour donner la cystathionine sous 1’action
de la cystathionine B-synthétase, dépendant de pyri-doxal 5’-phosphate (PLP), la forme active de
la vitamine B6 la cystathionine est ensuite hydrolysée en cystéine et a-cetobuty-rate par une
enzyme dépendant du PLP, la y-cystathionase (Mudd & Poole., 1975 in Guilland et al., 2003).
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1.5.2. La voie de reméthylation :

L’Hcy reméthylée en Met selon deux réactions enzymatiques :

» 5- methyl tetrahydrofolate-homocystéine méthyl transférase (méthionine synthétase), qui
demande le besoin des :
e Folates et la vitamine B12 comme cofacteur.
e Bétaine-homocystéine méthyl transfeérase qui demande le besoin de la
bétaine et le métabolite de la choline (Demuth, 2000).

La reméthylation implique la 5- méthyl tetrahydrofolate-réductase (MTHFR) : la vitamine
B12 comme coenzyme permet la resynthése de la Met a partir de L’Hcy (Cortese & Motti .,
2001 in Levasseur et al., 2009).

A) FOIjte( _______ DIET -————--—--—- 1
1
1

Dihydrofolate \4 -

Tetrahydrofolate
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_\iw PPR
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Figure 2 : Métabolisme de la méthionine.
1.6. La cytotoxicité de la Méthionine :

Le mécanisme possible de la toxicité de I’Hcy, hyperhomocystéinémie (HHCy) est un
facteur de risque pour les maladies cardiovasculaire dans la population générale (Alessandra et
al., 2003), il modifié génétiquement la premiere modele en 1995 par watanabe et al (Watanabe
et al., 1995).

L’ HHCy résultant d’une perturbation métabolique de 1’une de ces deux voies (trans-

sulfuration, reméthylation) (Guilland et al., 2003).

La concentration de I’ Hcy présent dans le sang en micro molaire, peut avoir des effets
toxiques de mécanismes généraux possibles, ces mécanismes comprennent le stress oxydatif
(accumulation de son précurseur, la S-adénosyl- homocystéine, un inhibiteur puissant des

réactions de trans-méthylation .....) (Alessandra et al., 2003).
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2. La matrice extracellulaire de ’aorte

2.1. Anatomie géneérale de I'aorte :

L'aorte est la plus grosse artere du corps humain (Gray, 1918 in Sylvie, 2014).

Il est commun de caractériser l'aorte en deux parties : lI'aorte thoracique, qui nait directement
apres le ventricule Gauche et duquel elle est séparée par la valve aortique, et I'aorte abdominale
qui est son prolongement, a partir du diaphragme et jusqu'a la bifurcation des arteres fémorales
(Fig. 3) (Johnston et al., 1991; Gray, 1918 in Sylvie, 2014).

Chez les adultes sains, les diameétres aortiques moyens rapportes sont : de 35 a 39 mm au
niveau de la racine, de 25 a 37 mm au niveau de l'aorte ascendante, de 14 a 29 mm au niveau de
I'aorte descendante (Johnston et al., 1991 & Gray; 1918 in Sylvie, 2014).

Chez un adulte sai au repos, le débit sanguin est en moyenne 6,4 L/min (70-90 ml de sang
éjecté par systole pour une moyenne de 65 pulsations/min) (Ganong, 2005 in Sylvie, 2014).

La pression artérielle oscille en moyenne entre 120 mm Hg en systole et 70 mm Hg en
diastole. La vitesse du sang dans l'aorte ascendante saine est en moyenne de 40 cm/s, les valeurs

oscillant de 120 cm/s en systole a des valeurs faiblement négatives en diastole.

s 3ortethoracique
descendante

i

o

i;;l "

: aorte abdominale
|
\|

|

S

Figure 3 : Schéma de I’aorte (Wwww.orpha.net).
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.2.2. Histologie de I’aorte :

Les vaisseaux sanguins possedent tous une architecture de base commune .lIs sont constitués
de morphologiquement distinctes, de I’intérieur vers 1’extérieur du vaisseau : 1’intima, le média
et ’adventice (Fig. 4).

Chacune de ces tuniques est constituée d’un type cellulaire différent et d’'une MEC
spécifique .I’importance et la complexité de ces trois tuniques dépendent du vaisseau sanguin et
peuvent étre trés importants ou réduites a une simple monocouche cellulaire.les vaisseaux,

comme tous les autres organes sont vasculaires et innervés (Alexander, 1998 in Lepetit, 2005).

2.2.1. L’intima :

L’intima est la partie la plus interne de la paroi, est principalement constituée de 1’intérieur
vers I’extérieur, d’une monocouche de cellules endothéliales et d’un fine couche de tissus

conjonctif appelée lame basale. (Alexander, 1998 in Lepetit, 2005).

Ces cellules endothéliales sont directement en contact avec le sang circulant et donc avec les

métabolites, les hormones, les facteurs neurohumoraux (Alexander, 1998 in Lepetit, 2005).
2.2.2. La media:

Le média, partie intermédiaire de la paroi est séparée de I’intima par la limitant élastique
interne (LEI) .C’est la partie la plus épaisse de la paroi vasculaire (Alexandre, 1998 in Lepetit,
2005).

Elle contient exclusivement des CML et une MEC constituée majoritairement d’élastine de
collagene (Wolinsk, 1967 in Stéphane, 1997).

Les cellules sont organisées en feuillet et sont paralleles les unes aux autres, sont associees
entre elles par une charpente de tissus conjonctif, les CML de la media ont un double role,

contractile et sécrétoire (Alexandre, 1998 in Lepetit, 2005).

La MEC du média contient également du collagene de types I et 111 et des protéoglycanes. De
par sa composition cellulaire et matricielle, le média est responsable de la contraction et de

I’élasticité vasculaires, d’élastine de collagéne (Pugsley, 2000 in Moreau, 2010).
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2.2.3. L’adventice :

L’adventice, partie la plus externe de la paroi est peu ou trés présente selon le type de
vaisseaux .Son organisation est a peu prées la méme quelque soit le type de vaisseau.
(Alexandre, 1998 in Lepetit, 2005).

L’adventice est constitué de fibroblastes et d’un tissu conjonctif lache, formé de fibres de
collagéne et de quelques fibres élastiques épaisses (Braquet et al.; 1994 & Beagehold 1998 in
Schneider, 2011).

L’adventice des artéres est parcouru par ce systeme capillaire qui apport les nutriments a la
cellule les plus éloignées de la lumiere du vaisseau. Il permet par ailleurs la fixation des

vaisseaux aux tissus de voisinage (Alexandre, 1998 in Leptit, 2005).

Des études récentes ont montré que I’adventice est un compartiment capable de détecter les
Iésions ou dégats de la paroi vasculaire et contient des cellules pro génitrices pouvant se
différencier en CMLVs pour repeupler la média et I’intima (Stenmark, 2006 &Torsney, 2005
in Moreau, 2010).

Tissu conjonctif .
et fibres muscdains]m"m

Limitante élastique
exteme ] Media

Cellules musculaires

[~ Umitante élastique
interne

Intima Tissu conjonctif

de dans
| la lumidre de l"artére

Artére de moyen calibre et ses trois tunigues : intima, média, adventice

Figure 4 : Structure de la paroi artérielle (http://www.sanofi.fr).
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2.3. La matrice extracellulaire de I’aorte :

2.3.1. Définition :

La MEC est un assemblage de macromolécules (de nature protéique et glucidique) qui lient
entre elles des cellules homologues ou hétérologues et les organisent en tissus (seuls les étres
unicellulaires n’ont pas de MEC) (Jacob, 2006).

La MEC est plus ou moins importante et de composition tres différente selon le tissu
considéré ou les compositions macromoléculaires et les architectures structural de la matrice
extracellulaires sont typiquement et specifiquement pour chaque tissue (Muiznieks & Kelley,
2013 in Jacob, 2006) : le derme et les tendons sont presque exclusivement constitués de matrice

extracellulaire, le cerveau en contient tres peu. (Jacob, 2006).

Les macromolécules de la MEC sont regroupées en quatre catégories : les collagénes, les
protéoglycanes, 1’¢élastine et les glycoprotéines de structure. La proportion de chacun de ces

éléments est trés variable selon le tissu considéré (Jacob, 2006).

Eﬁ-@h'ﬂtﬁ?ﬁf » Média

F S m— o2 =mmm Adventice

Figure 5 : La matrice extra cellulaire des artéeres jeunes (Jacob; 2006).
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2.3.2. Composantes structurales :

2.3.2.1. Le collagene :

Les collagéne est la protéine la plus abondante du régne animal et représente 30% des
protéines totales chez I’humain (Brodsky, 1997 in Moreau, 2010).

Il existe deux types de collagene, les collagenes fibrillaires et les collagenes non —fibrillaires.

Chaque molécule de collagéne est un homotrimére ou un hétérotrimere composé de trois

chaines a, ayant un ou plusieurs domaines en triple hélice.

La répétition du triplet (Gly-X-Y, X étant le plus souvent une proline et Y une
hydroxyproline) sur les trois chaines o permet cette conformation en triple hélice (Lozzo, 1998

in Jacob, 2006).
2.3.2.2. Protéoglycane :

Les protéoglycanes, anciennement désigné par le terme mucopolysaccharides, sont des
chaines protéiques sur lesquelles sont liées une a plusieurs dizaines de chaines
glycosaminoglycanes. (Lozzo , 1998 in Jacob, 2006 ).

Les protéoglycanes sont capables d’interagir avec d’autres molécules de la MEC, en plus de
participer a son assemblage. De plus, ils conferent différentes propriétés aux tissus, comme
I’hydratation et la filtration.

L’hydratation est due aux glycosaminoglycanes, qui, étant chargés négativement, sont
capables de lier plusieurs molécules d’eau. Au niveau cellulaire, ils peuvent réguler différentes
activités, telles que la prolifération, la différenciation, I’adhésion et la migration.

Ils sont également impliqués dans la rétention, la rétention lipidique et le développement de
’athérosclérose (Derbali, 2010 & Williams;1995 in Moreau, 2010).

2.3.2.3.Elastine :

L’¢lastine est le composant majeur des fibres ¢lastiques ; elle est associée a des micro-
fibrilles composées de glycoprotéines de structure comme les fibrillines et les MAGP
(microfibril-associated glycoprotéines). (Kielty et al., 2002 in Jacob, 2006).

Il s’agit d’une protéine insoluble, amorphe, hydrophobe et fortement réticulée. Le Précurseur
de I’élastine est la trop élastine, une protéine soluble de 72-kDa synthétisée principalement par
les CMLVs, mais également par les fibroblastes et les cellules endothéliales (Arribas et al.,
2006 in Moreau, 2010).
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2.3.2.4. Glycoprotéines :

Les glycoprotéines de structure sont des protéines sur lesquelles sont greffées de courtes
chaines glucidiques (Chothia & Jones, 1997 in Jacob, 2006).

Les principales glycoprotéines matricielles sont la fibrinectine, la vitronictine, la
thrombasbondine, la ténacines, 1’entactines, nidogéne et la laminine. Elles sont toutes présentes

au niveau de la MEC des parois vasculaires (Ruaslahti, 1987 in Lepetit, 2005).

3. Le réarrangement de la matrice extracellulaire de I’aorte

3.1. Historique :

Le concept de remodelage vasculaire est apparu a la fin des années 1980 (Baumbach, 1989
in Lepetit, 2005), il a été proposé initialement par Baumbach et Heistad pour expliquer
comment la lumiere des artérioles cérébrales pouvait étre réduite, sans augmentation de la

surface sectionnelle de la paroi (Baumbach & Heistad, 1989 in Laurent & al., 1997).

Et fut décrit pour la premiére fois sur des artérioles cérébrales de rats hypertendu par
Baumbach et coll (Baumbach, 1989 in Lepetit, 2005).

3.2. Définition :

Le réarrangement de la MEC de I’aorte traduit des modifications irréversibles de la structure

des vaisseaux d’adulte, ou a des 1ésions vasculaires.

En effet, la paroi vasculaire est capable de percevoir des modifications de son
environnement, d’intégrer ces signaux par des communications intracellulaire et de modifier sa
structure et sa fonctions grace a la production locale de médiateurs (Gibbon, 1994 in Lepetit,
2005).

Il existe un remodelage vasculaire lent, progressif et irréversible du au vieillissement de
I’organisme. Le systéme cardiovasculaire n’est pas épargné et le compartiment artériel supporte

des modifications importantes au cours du temps (Laktta, 1987 in Lepetit, 2005).

Les modifications morphologiques des vaisseaux qui en résultent sont transitoires et
réversibles mais a long terme ces modifications de structure peuvent persister et contribuer a la
physiopathologie de certaines maladies vasculaire et desordres cardiovasculaire (Dzau , 1988 in
Lepetit, 2005).
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3.3. Les caractéristiques du réarrangement de la matrice extracellulaire de

I’aorte :

3.3.1. Mécanisme cellulaire et moléculaire du remodelage :

Les travaux sur la physiologie de MEC de I’aorte ont fait distinguer deux concepts majeurs
dans les pathologies vasculaires : le dysfonctionnement endothélial et le remodelage de la paroi
artérielle concernant plus particulierement la média (Lepetit, 2005).

3.3.1.1. Cellulaire :

3.3.1.1.1 Le remodelage au niveau d’intima :

> L’endothélium :

L’endothélium occupe une place stratégique d’interface entre le sang et les organes
vascularisés. Il est sensible aux facteurs transportés par le plasma, au contact avec les éléments
figuré du sang en particulier les plaquettes et les leucocytes et enfin aux pressions infligées par le
débit sanguin (Lepetit, 2005).

Il joue un rdle fondamental dans la régulation des mécanismes de 1’hémostase, de
I’inflammation, de la prolifération cellulaire et de la contractilité vasculaire (Nabel, 1991 in
Lepetit, 2005) Parce qu’il est sain et surtout continu il protége une surface endolominale non

adhésive pour les cellules circulantes et antithrombotique (Rodgers, 1988 in Lepetit, 2005).

Cependant, suite a une augmentation des forces de cisaillement, il peut abandonner le
controle de I’adhésion des plaquettes et leucocytes générant ainsi des thromboses et des
processus inflammatoires. Son altération conduit également a 1’exposition directe les CML sous
jacentes aux facteurs circulants vasoactifs, prothrombotique, inflammatoire et mitogenitique et
profibrosants (Lepetit, 2005).

Bien que I’endothélium a une participation essentielle dans les pathologies vasculaire, le

compartiment de la paroi subissent le plus de remaniement est la média (Lepetit, 2005).
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Figure 6 : L’endothélium, situé a I’interface entre le sang et les tissus, recoit un certain nombre
de signaux physiques et mécaniques, puis adapte son comportement et ses différentes fonctions
(Ait-Oufella et al., 2008).

3.3.1.1.2. Le remodelage au niveau de la média:

> Les cellules musculaires lisses:

CML sont douées d’une grande plasticité, le processus de remodelage vasculaire se
caractérisé principalement par un réarrangement des CML, parallélement au 1’augmentation de

production de composant MEC (Lepetit, 2005).

Normalement, elles répondent aux stimulations hormonales ou hémodynamiques par une
contraction ou relaxation (phénotype contractile) (Lepetit, 2005). Mais parfois elles peuvent
soit s’ypertrophier, soit se mettre a proliférer et a migrer vers I’intima (phénotype synthétique)
(Lepetit, 2005).

L’hypertrophie se caractérise par une augmentation de la masse cellulaire résultant d’une
élévation de la synthése protéique consécutive soit a une longe exposition a des facteurs
vasoconstricteurs tel que ’angiotensine II, la trombine, les catécholamines et I’endothéline, soit

en réponse a une augmentation de pression dans les larges des vaisseaux (HTA) (Lepetit, 2005).

L’hyperplasie se caractérise par prolifération excessive due a une stimulation par des
agents de croissance par exemple: le PDGF, le FGF, le TGF-B consécutive a une lésion
vasculaire (Berk, 2001 in Lepetit, 2005).
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Le TGF-p a aussi la particularité d’étre un facteur profibrosant induisant la synthése de composé
matriciel, tel que le versican, le collagéne, la fibronectine par les CML vasculaire (Berk, 2001

in Lepetit, 2005). Ainsi que au cours du vieillissement, I’intima et la média s’épaississent
(Jacob, 2006) (Fig.7).

Remodelage Hypertrophie
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Figure 7: Représentation schématique de ['hypertrophie et du remodelage artériel. Dans les

deux cas le rapport épaisseur /rayon est augmenté (Laurent et al., 1997).

Le plus souvent, le remodelage aboutit a la diminution ou a I’augmentation de la lumiére
des vaisseaux et, que la section pariétale est augmenté, inchangé ou réduite, on distinguer
plusieurs types de remodelage (Fig. 8) :

» Hypertrophie : au cours de ce remodelage la quantité de matériau étant augmenté
(Laurent et al; 1997), qui induit par une augmentation de pression (Gibbon, 1994 in
Lepetit, 2005).

» eutrophie : le rapport épaisseur/ rayon est modifier sans changement de la quantité ou
des caractéristiques du matériau pariétal (Laurent & al., 1997).

» hypotrophie : induit par une diminution de pression (la quantité des matériaux diminuer)
(Laurent et al., 1997).

» Hyperplasique : la formation d’une néointima en réponse a une lésion endothéliale
(Gibbon, 1994 in Lepetit, 2005).

+ lorsque la lumiére est réduite, il s’agie de remodelage « interne » (inward remodeling),
et lorsque la lumiére est augmentée, il s’agit de remodelage « externe » (outward

remodeling), (Laurent et al., 1997).
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Le remodelage hypertrophie correspond a un épaississement du média sans modification
du rayon externe du vaisseau alors que le remodelage eutrophie correspondant a la réduction du
diametre externe de ’artére par une réorganisation structurale des ¢léments cellulaires et non
cellulaire de la paroi vasculaire, sans modification de 1’épaisseur du média. Ces deux types de
remodelage participent au développement d’'une HTA et contribuent & son aggravation

(Mulvany, 1996 in Lepetit, 2005).
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Figure 8 : Modifications de la lumiére artériolaire par le remodelage (Laurent et al., 1997).

La diminution de la lumiére des vaisseaux peut survenir suite a une agression de 1I’endothélium
qui entraine la formation d’une néointima. Ce type de remodelage correspond a un phénomene

de réparation non contrélée.

Les lésions néointima les correspondent a de nouvelles structures vasculaires composées des
CML, et d’éléments matriciels, localisés entre la média et 1’intima des vaisseaux. L’infiltration
de cellules inflammatoires et thromboses sont souvent associées
(Lepetit, 2005).

a ce type de remodelage

0
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3.3.1.2. Moléculaire :

Le remodelage vasculaire est un processus actifs et complexe qui englobe différents
mécanisme tel que la mort, la migration et la prolifération cellulaire ainsi que dégradation et la
production de MEC. (Lepetit, 2005).

L’équilibre entre synthése et dégradation de la MEC apparait ainsi centrale dans les
phénomenes de remodelage vasculaire, aux quel participe I’ensemble des cellules vasculaire et
circulantes en synthétisant des composés matriciels et protéase (et leur inhibition) qui les
dégradent (Lepetit, 2005).

Le catabolisme des macromolécules de la MEC fait intervenir diverses protéases. Certaines
(la metalloprotéinase matricielle MMP-2, par exemple), est synthétisée et sécrétée par les
cellules mésenchymateuses et les cellules épithéliales (Jacob, 2003 in Jacob, 2006).

Mais, de par le controle de I’étape d’activation du zymogene et 1’inhibition de son activité
par les inhibiteurs synthétisés par les mémes cellules, I’activité de la MMP-2 est tres faible et le
catabolisme de la MEC, lent.

Au cours du développement de diverses pathologies liées au vieillissement, d’autres
enzymes (¢élastinolytiques, collagénolytiques...) sont détectables dans les tissus lors des phases
inflammatoires aigués ou chroniques. Celles ci sont synthétisées et sécrétées par les cellules
inflammatoires (polymorphonucléaires neutrophiles, macrophages) ou néosynthétisées par les
cellules musculaires lisses stimulées par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, TNF-a...)
(Galis &Khatres, 2002 in Jacob, 2006)

Les activateurs du plasminogéne tPA ou UPA peuvent participer a la dégradation de la MEC
si la concentration tissulaire de plasminogeéne est augmentée (Michel, 2003 in Jacob, 2006)

La plasmine formée dégrade directement (les glycoprotéines de structure, par exemple) ou
indirectement (en activant les metalloprotéinases matricielles) divers composants de la MEC
(Michel, 2003 in Jacob, 2006).

La protéolyse péricellulaire des glycoprotéines d’adhésion induit 1’anoikis des cellules, c’est-
a-dire 1’apoptose consécutive a la rupture des communications entre les cellules et leur
environnement (Michel, 2003 in Jacob, 2006)

Ce processus est en partie responsable de la disparition des cellules musculaires lisses de la
paroi anévrismale (Michel, 2003 in Jacob, 2006)

La degradation des macromolecules de la MEC génere la formation de peptides dont les
matrikines qui ont des propriétés biologiques propres et modulent la prolifération et la migration
cellulaire, la production des protéases et 1’apoptose des cellules (Maquart et al, 2005 in jacob,
2006).
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3.4. Les pathologies induites par le réarrangement de la matrice extra-
cellulaire de I’aorte :

3.4.1. Athérosclérose :

Le terme athérome, du grec athera (« bouillie de farine ou de gruau »), est proposé pour la
premiére fois par Von Haller en 1755. L’OMS (1954) définit I’athérosclérose comme une
association variable de remaniements de ’intima des artéres de gros et moyen calibre consistant
en une accumulation locale de lipides, de glucides, de sang et de produits sanguins,

De tissu fibreux et de dépdts calcaires, le tout s’accompagnant de modifications du média
(Giral, 1998 in Traoré, 2008).

L’athérosclérose est loin d’étre une maladie des temps modernes, puisque des plaques

d’athérome ont été identifiées sur des corps momifiés égyptiens (Traore, 2008).

3.4.2. Vieillissement:

Le vieillissement dans les grands artéres, ces les principales altérations observées chez
I’homme comme chez les animaux, sont I’augmentation de la lumiére artérielle, 1’épaississement
de I’intima-media, 1’augmentation de la rigidité artérielle et le dysfonctionnement des cellules
endothéliales (Lakatta & Levy, 2003).

3.4.3. Anévrisme :

Dans I’anévrisme les élastiques sont intensément hydrolysées et les CML disparaissent,
I’épaisseur du média diminuée et I’artére se dilate ; 1’adventice s’épaissit du fait de la synthese
de collagéne par les fibroblastes. Un thrombus est le plus souvent associer a la paroi anévrismale
(Jacob, 2006).
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Figure 9 : Modifications au cours du vieillissement et des pathologies artérielles (Jacob ; 2006).
4. Gingembre (Zingiber officinale) :
4.1. Historique :

Le gingembre c’est une plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans, cette
épice orientale a probablement traversé la premiére fois la mer Méditerranée grace aux

phéniciens pour gagner 1I’Europe durant I’Empire romain dés le premier siecle (Gigon, 2012).

Elle entrait déja dans la composition des techniques de momification pratiquées dans
I’Egypte antique, de 1a, le gingembre s’est ensuite rapidement répondu grace a son commerce a

partir de toute 1’ Asie du Sud-Est, jusqu’en Afrique de 1’Ouest et aux Caraibes (Gigon, 2012).

Les Indiens et les Chinois sont soupgonnés d'avoir produit de gingembre comme une racine
tonique depuis plus de 5000 ans pour traiter de nombreuses affections, et cette plante est
maintenant cultivee dans les régions tropicales humides, avec I'Inde étant le plus grand
producteur (Bode & Dong, 2011) (Figl0). Ginger a été utilisé comme agent aromatisant

longtemps avant I'histoire a été officiellement enregistrée (Bode & Dong, 2011).

Il avait un article tres important du commerce et a été exporté de I'Inde a I'Empire romain il
ya plus de 2000 ans, ou il a été particulierement apprécié pour ses propriétés médicinales. Ginger

a continué a étre un produit trés recherché en Europe, méme apres la chute de I'Empire romain,
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avec des marchands arabes contréler le commerce gingembre et autres épices pendant des siécles
(Bode & Dong, 2011).

Le gingembre a ¢été tellement apprécie aussi par les Espagnols qu’ils ont établi des

plantations de gingembre en Jamaique dans les années 1600 (Kemper, 1999).

Bien que dans les XlIlle et X1Ve siecles, la valeur d'un livre de gingembre était I'équivalent
du codt d'un mouton. En époque médiévale, il a été importé sous forme conservée pour étre
utilisé dans les bonbons. La reine Elizabeth | d'Angleterre est crédité de I'invention de I'hnomme
en pain d'épice, qui est devenu une friandise de Noél populaire (Bode & Dong, 2011).

Mais aujourd’hui le gingembre est cultivé de maniére extensive de 1’Asie a I’Afrique et les

Caraibes. (Bode & Dong, 2011).

Le nom actuel de gingembre vient du moyen Anglais ginvere, mais remonte a plus 3000
années an mot sanscrit Srngaveram cette épice ce qui signifie « racine de corne » sur la base de
son apparence. En grec; il a été appelé Zingiberies, et en latin Zingiberi (Bode & Dong,
2011), bien qu’en I’Inde, dans la médecine ayurvédique, le Zingiber officinale est connu en tant

que «vishwabhesaj», qui veut dire «reméde universel» (www.egk.ch).

Figure 10 : la production de gingembre en [’Inde (Le gingembre, passeportsante.net).
4.2. Description Botanique :

Le gingembre est une plante tropicale herbacé vivace poussant dans les régions ensoleillés et
humide (Gigon ; 2012). L’espéce compte environ 100 variétés que 1’on ne rencontre plus que

rarement a 1’état sauvage du moins en ce qui concerne le Zingiber officinale (www.egk.ch), se
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dressant sur une tige de 1.50 metre en moyenne, mais pouvant atteindre 3 meétre de haut
(Gigon, 2012) (Fig. 11).

La multiplication du gingembre se fait par division des rhizomes a la fin du printemps. La
phase de croissance des plantes dure 10 mois si I’on veut qu’elles donnent de beaux rhizomes

d’excellente qualité (www.egk.ch).

Bien que Le gingembre est constitué de deux parties: la partie souterraine, appelée le
rhizome est noueuse et branchue qui est utilisé pour culinaire et meédicinale ; et la partie
aerienne est formée de feuilles et d’une tige (kemper, 1999). Le rhizome est constitue de
tubercules globuleux ramifiés (Gigon, 2012) (Fig. 12), sa couleur de peau est beige pale et sa
chair est jaune pale juteuse (Gigon, 2012) (Fig.12), sa cassure est fibreuse et granuleuse, 1’odeur

est aromatique avec saveur chaude et piquante (Gigon, 2012).

Les feuilles sont persistantes, lancéolées et pointues pouvant atteindre une vingtaine de
centimetres. L’inflorescence se présente en courts épis axillaires trés serrés, a tige couvert
d’écailles, avec des fleurs parfumées, de couleur blanche a jaunatre munies de bractées pourpres.
(Gigon, 2012).

La floraison a lieu entre les mois d’aout et de novembre. Les fruits sont des capsules
trivalves contenant des graines noires. Il lui faut un temps humide, chaud et ensoleillé pour
croitre, c'est pourquoi on le trouve généralement dans les pays tropicaux, en raison de son aspect
esthétique et de son adaptabilité en climat chaud, le gingembre est souvent utilisé pour

I'aménagement paysager dans les régions subtropicales (Gigon, 2012).

Figure 11: Zingiber officinale Roscoe (Gingon, 2012 ; Le gingembre, passeportsante.net)



http://www.egk.ch/

Revue Bibliographique

Figure 12: Rhizome de gingembre (http://www.institut-mingmen.fr; Le gingembre,

passeportsante.net).

Tableau 1: Classification Botanique de gingembre (Gigon, 2012 & Kemper, 1999).

Nom Frangais :

Gingembre commun.

Autre nom utilisé :

Le gingembre africain, Cochin gingembre, ganjiang, gengibe,
Ingwer, le gingembre jamaicain
Epice blanche, jenjanb, Ginger

Nom Latin : Zingiber officinale(Roscoe)
Régne Plantae
Sous-regne : Trachéobionta
Division : Angiospermes
Classe: Monocotylédones
Sous-classe : Zingibéridées
Ordre : Zingibérales
Famille : Zingibéracées
Sous-famille : Zingibéroidées
Genre : Zingiber

E
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4.3. La répartition géographique et la production de Ginger :

Le gingembre est principalement cultivé en I’'Inde et dans tout le Sud-Est asiatique,
notamment en Chine, en Indonésie et aux Philippine, mais aussi en Afrique tropicale(Nigeria).
Sa répartition géographique concerne toute 1’Asie, les Caraibes, I’ Afrique et le Brésil, mais plus
de sa production mondiale est localisée en 1’Inde et la Chine (Gigon, 2012).

En 2005, la Chine dominait la production mondiale avec 25% de parts du marché, ce qui
représente 275000 million de tonnes (MT), suivie par 1’Inde (230000 MT), I’Indonésie
(151 000 MT), le Nigéria (110 000 MT), et le Népal (94 000 MT). Le Bangladesh, Thailande, les
philippines, le Cameroun et la Corée du Nord ont produit (118 145 MT) de gingembre en 2005
(Gigon , 2012).

4.4. Les molécules bioactives et leurs intérét :

Le rhizome, trés riche en amidon (60%), renferme des protéines , des graisse de type acide
oléigue et linoléique (10%0), de I’huile essentielle (a raison de 10 a 25 ml/kg de rhizome), un

complexe oléorisineux et une enzyme, la zingibiane (Gigon, 2012).

Le gingembre c’est une source riche des huiles essentielles contenant principalement des
sesquiterpénes (Zingébrol, Zingébréne, Phellandréne, curcuméne, bisaboléne et le linalol) et
des monoterpénes (alpha-pinéne, camphéne, limonéne, béta-phellandréne) (Malhotra & Singh,
2003).

Alors que la composition de ses "huiles essentielles varie beaucoup selon I’origine géographique
(Gigon, 2012).

Et I’oléorésine contient des composés phénoliques responsables du gout piquant : shagoal,

6-gingirol ,paradol, zingérone (Gigon, 2012).

Bien que I’oléorésine contient des composés responsables de la saveur trés marqué de la
drogue séche, les diarylheptanoide. Ceux-ci, en principe non volatil, sont des 1-(3’-methoxy-
4’hydroxy-phényl)-5-hydroxy-alcan-3-ones .Certains appartiennent a la famille des vanilloides et
sont connus sous le non de 3-,6-,8-,10- et 12-gingérols, ces composée ont une chaine latérale de
longueur variable, respectivement de 7,10,12,14 ou 16 carbone ;ils sont accompagnés de
gingédiols, de Zingérone, de déhydrozingéerones, de paradols, de cétone et d’estrs (Gigon,
2012).

-
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Le zingérone et les shagaols sont des produits de la dégradation du 6- gingérol soumis a la
chaleur ou a la dessiccation (Gigon, 2012).

Parmi tout ces composants bioactifs les composants les plus importants sont : paradol,
isogingérol, gingérols et shogaols, en particulier [6] -gingerol et [6] -shogaol, respectivement
(Fig:13). Le contenu de chaque composant est clairement dépendant de la source et la
préparation du rhizome de gingembre (Malhotra & Singh, 2003). Ainsi que Les valeurs

nutritionnelles du gingembre sont listées dans le tableau ci-dessous (Tab. 2).

HI:.II [ Hlj {

OMe OMe

Gingerol Shogoa

" <

OMe OMe

Paradol Methyl [6] - isoaingerol

Figure 13: les composants bioactifs de gingembre (Banerjee et al., 2011).
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Tableau 2 : Valeurs nutritionnelles du Gingembre (Gigon, 2012).

Racine de Gingembre, brut, Valeur nutritive pour 100 g (3,5 0z) Energie 20 Kcal, 80 KJ

Hydrate de carbone 17,77 g
-Sucre: 1,7 g
-Fibres alimentaire : 2 g
Graisses 0,759
Protéines 1.82¢
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) : 11ug 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%

4.5. L utilisation thérapeutique de gingembre :

L'utilisation de médicaments «naturels» ou alternatives a nettement augmenté au cours des

derniéres années (Malhotra & Singh, 2003).

Le gingembre entre dans la formulation de produits cosmétiqgues comme les poudres de
massage, etc. Le gingembre est trés intéressant sur le plan cosmétique vu qu’il contient plusieurs
dizaines de composés antioxydants (Fortes propriétés antioxydantes). Réputés pour protéger les
cellules des dommages causés par les radicaux libres, un des responsables du vieillissement

cutane. Il contient également du cuivre, nécessaire a la formation du collagene (protéine servant
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a la structure et la réparation des tissus cutanes). Des études ont montré son effet sur les rides et
I’¢élasticité de la peau (Baobab des saveurs, 2011).

Le gingembre posseéde de multiples propriétés médicinales sont mettre a I’actif du rhizome
(Fig.14),cette plante d’une composition exceptionnelle révele des propriétés antitumorales
(Gigon, 2012), soulage les douleurs (migraines, régles, spasmes digestifs, troubles gastriques),
stimule l'appétit et agit sur les désordres intestinaux de type nausées, ballonnements, gaz,
douleurs, Anti-inflammatoire et antiviral : aide a lutter contre la fiévre, les états grippaux et les

allergies (Malhotra & Singh, 2003), un reméde de réchauffement et une herbe anti-cholestérol.

Ginger est largement utilisé dans I'Ayurveda pour bloguer excessive coagulation (ce est a
dire de la maladie cardiaque), soulage les douleurs rhumatismales, musculaires et articulaires en
cas darthrite, d'entorse, de fracture (kemper, 1999), prévient les vomissements lors d'une
grossesse ,bien que de nombreux essais clinique randomisés et en double insu, menés sur des
femmes enceintes ,ont démontré que le gingembre était significativement plus efficace que la
vitamine B6 et aussi efficace qu'un traitement de référence comme le dimenhydrate sur les

nausées et les vomissements.

Cette propriété antiémétique s’est confirmée pour la prévention des patientes en chirurgie
postopératoire (gynécologie, laparoscopie), en prévention du mal des transports et en

complément des chimiothérapies anticancéreuses (Gigon, 2012).

Dommages oxydatifs
Inflammation/Cancer
Inhibe Nausées / vomissements
Ginger Diabétes/ Cholestérol
La colite ulcéreuse
Maladies cardio-vasculaires

Agrégation plaquettaire

Figure 14: la variété de l'effet protecteur exercé par le gingembre (Bode & Dong, 2011).
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Matériel et méthodes :
1. Matériel biologique :

1.1. Lesrats :

Notre travail a porté sur des rats males Wister Albinos agés de (12 a 14 semaines) ayant un
poids moyen entre 160-185g au début des expérimentations.

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

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

Ces animaux ont été mis dans des cages en plastiques munies d’un couvercle, d’une
mangeoire, d’un biberon d’eau minérale et d’une porte étiquette ou seront mentionnés le nom du
lot et le traitement subi ainsi que les dates des expérimentations. lls sont acclimatés aux
conditions de 1’animalerie de 1’Université Freres Mentouri-Constantine, pendant toute la période

du traitement.

1.2. La plante :

Nous sommes allés chez le marché du San juan et nous avons acheté 25g du rhizome de

gingembre Frais son genre « Zingiber officinale » ; d’origine de la chine.

2. Méthodes :

2.1. Préparation d’un régime du gingembre (Zingiber officinale) :

On a laissé les 259 de rhizome de gingembre qui nous avons acheté, 2 jours dans le frigo

avant les utilisées.

e Alors on a été lavées plusieurs fois les 25g du rhizome de gingembre avec 1’eau
distillé (Fig.15 : A)

e On a été les epluches (Fig.15: B) et les coupés de petits morceaux a I’aide d’un
couteau (Fig.15: C).

e On a été les rapés avec un mixeur (Fig.15: D et E) jusqu’a I’obtention d’une
homogénat du gingembre.

e [’homogénat du gingembre est mélangé avec la farine alimentaire (un volume de

gingembre = un volume de la farine alimentaire) (Fig.15: Fet G).
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e on les mit dans un papier d’aluminium et les conservées dans un réfrigérateur a la

température 4°C jusqu'a le début de I’expérimentation.

Figure 15: Les étapes photographiques de la préparation du régime du gingembre (Zingiber

officinale).

E
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2.2 Traitement des rats :

L’étude est réalisée sur un groupe de 27 rats réparties sur quatre lots expérimentaux avec

traitements spécifiques pour chacun dont :

Lot 1: lot contrble (on donne des boulettes de farine) était donnée par ingestion (voie
orale), en fonction du poids de I’animal a raison de (400 mg/kg poids du rat/j). La
quantit¢ de la farine est mélangée avec I’eau minérale pour former finalement des
boulettes de farine, est destinée aux animaux répartis en lots désignés par C

(C =contraole).

Lot 2 : lot traité avec la DL-Méthionine ; la méthionine était donnée par ingestion (voie
orale), (400 mg/kg poids du rat/j) (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 désigne par Met (Met= méthionine).

Lot 3: lot traité par la DL- Méthionine + Acide Oléique ; la méthionine était donné par
ingestion (voie orale) (400 mg/kg poids du rat/j). Cette quantité est mélangée avec la
farine + 1’eau minérale pour former finalement des boulettes de méthionine, est destinée
aux animaux répartis en lots désigné par Met (Met= méthionine), pendant 6 semaines,
supplémenté de 1’acide oléique (oméga 9) (1000ug/kg du poids du rat/j) (Suresh &
Das, 2003) pendant 2 semaines (5°™ et 6°™ semaines du traitement) ; I’acide oléique

était donné par gavage (voie orale).

Lot 4 : lot traité par la DL-méthionine + un régime gingembre (Zingiber officinale) ; la
méthionine était donnée par ingestion (voie orale) (400 mg/kg poids du rat/j). Cette
quantité est mélangée avec la farine + 1’eau minérale pour former finalement des
boulettes de methionine, est destinee aux animaux répartis en lots désigné par Met (Met=
meéthionine), pendant 6 semaines, supplementé d’un régime du gingembre (Zingiber
officinale) (0.1%/kg du poid du rats/j) pendant 2 semaines ( 5°™ et 6°™ semaines du
traitement) (Ahmed et al.,2000), le régime du gingembre (Zingiber officinale) était

donné par ingestion (voie orale).

Serons traités, étaient confronté au lot témoin recevant le régime standard (250g d’aliment, et

500 ml d’eau minérale chaque jour.
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Les animaux ont été réguliérement pesé chaque jour, a la méme heure et ce depuis le début

des traitements jusqu’a la fin des expériences.

Egalement pour suivre 1’évolution du poids en fonction de 1’alimentation, la quantité¢ de
I’aliment consommé a été enregistrés quotidiennement et la moyenne d’aliment consommé a été

calculée chaque fin de semaine.
Pour I’identification des rats, ils ont ét¢ marqués par des marqueurs colorés chaque jour
pendant I’expérimentation dans chaque lot.

.,

% Tableau 3 : Les composants de [’aliment des rats :

Protéine 15%
Lipides 2,5%
Cellulose et Minérales 8%
Humidité 13%
Vit A 150.000 UI
VitD 3200.000 UI
VitE 3mg
Fer 6 mg
Cu 1,2 mg
Zn 14,4 00 mg
Cobalt 60 mg
Mn 10, 800 mg
lode 150mg
sélénium 30 mg
Ca*“et phosphore 0.8%-1%

Tableau 4 : Les composants de | 'eau minérale « GUEDILA » est de composition moyenne : mg/I

Compositions Milligramme/litre.
Calcium 78
Magnésium 37
Sodium 29
Potassium 2

Sulfates 95
Chlorures 40
Nitrates 4,5

Nitrites <0,01

PH 7,35
Résidu sec a 180°C 564

.
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2.3 Sacrifice et prélevements des échantillons :

» Sacrifices des animaux

Aprés 6 semaines de traitement, le prélevement sanguin a été effectué a jeun au niveau du
sinus caverneux des rats (Fig.16 : A), le sang est collecté dans des tubes Hépariné et EDTA
(Fig.16: B), les tubes sont immédiatement centrifugé (Fig.16: C), le plasma récupéré a été
identifier et distribuer dans des tubes Eppendorf (Fig.16: D et E) puis conserver a-20°C

jusqu’au moment de I’analyse.

Figure 16: Les Etapes Photographiques Du Prelevement Sanguin.

> Prélevement de certains organes:

Apreés la dissection et sacrifice des animaux (Fig.17:A), les organes (Aorte et Ceeur) ont été
prélevés (Fig.17: B). On les mit séparément dans des boites de Pétri et lavé plusieurs fois a I’eau
physiologique a 9%. (NaCl) (Fig.17:C et D), et les peses (Fig.17:E), puis on les a débarrasses
de tout tissu adjacent, le cceur est conserver a -30°C pour faire les dosages biochimiques et

’aorte est fixé dans le formol a 10% pour faire les coupes histologique (Fig.17:F).
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Figure 17: Les étapes photographiques du prélévement des organes (ceeur et [’aorte) chez les

rats Albinos Wister.
2.4. Etudes biochimique :
2.4.1. Dosage plasmatiques :

241.1CRP:

Au niveau du plasma (EDTA), la CRP a été mesurée par la technique d’immundosage
turbidimétrie sur particule de latex utilisant Kit C-Réactive Protéine (latex) (CRPLX) COBRAS
intégra (IBN SINA, Constantine). Le dosage du CRP a été fait par 1’analyseur (COBRA
INTEGRA /400/700/800).

» Principe:

Le principe de cette méthode est basé sur: la présence de la protéine C-Réactive dans
I’échantillon provoque 1’agrégation des particules de latex recouvertes d’anticorps anti-protéine
C-Reéactive (AcPR). L’augmentation de turbidité due a 1’agrégation est proportionnelle a la

concentration de la proteine C-Réactive.
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CRP+ AcPR ———» complexe
Le précipité est mesuré par tubidimétre a 552nm.
2.4.1.2. Protéines totales (plasmatique) :

Le dosage des protéines solubles se fait selon la technique de BRADFORD (1979) (Oseas

dasiva et al ; 2006) utilise le bleu de Coomassie.
» Principe :

Apreés la fixation du colorant sur les protéines, le maximum de sont absorption se déplace de
465 a 595 nm ; c’est I’augmentation de 1’absorption a 595nm qui est mesuré par cette technique

de dosage.
Cette technique est rapide et reproductible, la coloration est stable pendant une heure.
% Préparation du réactif de BRADORD :
- 3,5mg de bleu de Coomasie (Brilliant bleu G-250),
- 3,5ml d’éthanol 95°,
- 7,9ml d’acide phosphorique 85%0,
- QSP 100ml d’eau distillé.

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

stocké dans un flacon sombre.
% préparation de BSA (Bovine Sérum Albumine) :
Diluer 10.0mg de BSA dans 50ml dans un tampon phosphate (PH = 7,2)
% Préparation du tampon phosphate (PH=7,2) :
-1,3g du potassium phosphate dihydrogéne.
-50ml d’eau distillé.
- Ajuste le PH du tampon avec une solution du NaOH de 100 pl.

-Compléter le volume du tampon jusqu’au 100 ml par I’cau distillé.

-
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¢ Préparation de la gamme étalon :

La quantit¢ de protéine de 1’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 spectrophotomeétre comme suit :

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

BSA (ug/ml) 0 125 | 250 [375 |500 |625 |750 |875 | 1000

en pl.
Eau distilléen | 1000 | 875 |[750 [625 |500 |375 |250 |125 | 1000
.
Réactif de 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Bradford en

ml.

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 deuxieme lecture a 595nm qui sera reporté sur la gamme.
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Figure 18 : Courbe étalon pour les protéines totales (plasmatique).
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2.4.1.3 MDA plasmatique : (selon la technique de Lefévre et al.. ; 1998).

Le principe contient peu de MDA libre, la majeur partie du MDA est libérée au cours du
dosage a partir des formes conjuguées et de 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.
» Principe:

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 530nm, extractible par les solvants

organiques comme le butanol.

OH CHO

s OH HO__ _N. _SH
Y G )
+ H N Hecrmcn L +2H0
OH OH

TBA MDA Complexe

Figurel9 : Réaction entre MDA et TBA.

Pour le dosage du MDA plasmatique, nous n’avons pris 2,5ml du TCA a 20% dilué dans
une solution d’Hcl a 0,6mol/l + 0,5ml du plasma dans un tube & essai ; homogénéisé la mélange
par le vortex et laissé 10 minutes. Apreés ajouter 2,5ml du TBA a 0,67% dilué dans une solution
de NaOH a 10%. Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 minutes et refroidi. Un volume de

4ml de n-butanol est additionné ensuite.

Apres une centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/minutes, la densité optique est
déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530nm. L’activité de MDA est exprimée en

uM/mg de protéine/ml de plasma.

-
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*+ MDA Plasmatique :

2,5ml du TCA & (20%)

l

Dilution du HCL 0,6 mol//|

l

+ 0,5 ml du plasma

i

L’homogénéisation du mélange dans un vortex laissé 10 minute

l

2,5mldu TBA a (0,67%) dilué dans NaOH a (10%0o)

Le mélange est chauffé a 100C°pendant 20 minutes

l

+ Refroidi + un volume de 4 ml de n-butanol.

Centrifugé le mélange a 3004tour5/minute pendant 15 min

La densité optique est déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530nm.

2.4.2. Dosage tissulaires :

Les dosages de MDA et protéines totales sont effectuées sur des fractions cytosoliques a

partir des fragments du cceur congelée a -30°C.
« Préparation des fractions cytosoliques :
Nous avons prépareé ces fractions selon la technique de (Igbal et al ; 2003).

Nous avons utilisé 1g de cceur additionné a trois volumes du tampon phosphate glacé de

0.1M (PH=7.4) contenant 1.17% de Kcl /puis broyage par ’homogénéiseur.

L’homogénat se présent dans des tubes secs identifiés, a 2000 tours/ minutes pendant 15

minutes a 4°C.

0
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Le surnageant est récupére par des micropipettes sur lesquelles une deuxiéme centrifugation
a 9600 tours/ minutes pendant 30 minutes a 4°C, on obtient finalement les fractions

cytosoliques.

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

% Fration cytosolique :

Une pesé d’organe (19 Ceeur)

l

+ 3 volume du tampon phosphateglaé (contenant 1.17% de Kcl)

l

Le melange est broyé par I’homoginéisateur

l

L’homogénat est centrifugé a 2000 tours/minute 15min a 4°C

l

On récupere le surnageant

l

centrifugé a 9600 tours/minute pendant 30min a 4°C

|

Fraction cytosolique.

2éme

2.4.2.1. MDA du cceur:

Pour le dosage de MDA du cceur (nous avons utilisé la technique de Lefévre et al ; 1998),
nous avons pris 0.5 ml du TCA & 20% diluée dans une solution d’HCLa 0.6 mol/l + 0.5ml de
fraction cytosolique dans un tube a essai, homogénéisé le mélange par le vortex et laisser 10
minutes ; ajouter 1 ml du TBA a 0.67% diluée dans une solution de NaOH a 10%, ensuite

homogeénéiser le mélange par le vortex.

Le mélange est chauffé a 100°C pendant 20 minutes au bain-marie, et refroidi .Un volume de

2 ml de n-butanol est additionné ensuite.
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Apres une centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/ minutes, la densité optique est
déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530nm. L’activité de MDA est exprimeée en

UM/mg de protéines/gr de tissu.
% MDA tissulaire (Ceeur) :

0,5ml du TCA & (20%)

Dilution du HCL 0,6 mol//I

l

+ 0,5 ml du plasma

L’homogénéisation du mélange dans un vortex laissé 10 minute

l

0,5ml du TBA a (0,67%) dilué dans NaOH a (10%0)
Le mélange est chauffé a 100C°pendant 20 minutes
+ Refroidi + un volume de 2 ml de n-butanol.

Centrifugé le mélange a 3000 tours/minute pendant 15 min

La densité optique est déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530nm

2.4.2.2. Protéines totales du cceur :

Pour le dosage des protéines totales au niveau des tissus, nous avons choisir le volume de

125ul de fraction cytosolique comme volume de chaque test par rapport a tous les lots.

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

Fraction 0 125 250 375 500 675 750 825 1000

cytosolique
du foie en

ul
Eau 1000 825 750 625 500 375 250 125 0

distillé en
ul.
Réactif de 3 3 3 3 3 3
Bradford
en ml.

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

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

stabilisée, faire une deuxiéme lecture a 595 nm.

1,6 -
y = 0,0014x + 0,0342
1,4 1 R?=0,9757 *

DO a 595nm

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

[BSA] en pg/ul

Figure 20 : Courbe étalon pour les protéines totales (fraction cytosolique du coeur).
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2.5. Etude histologique :

2.5.1. Fixation des organes : C’est I'é¢tape 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 tres nombreux, nous avons utilisé le Bouin ; il est utilisé pour
les pieces histologiques, de petite taille préférentiellement en premiére intention (pénétration

lente). Convient a la microscopie optique uniquement.
2.5.2. 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 pieces 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%, 80% ,75%, 95% pendant 45 minutes pour chacun et 100%

pendant une nuits, afin d’enlever complétement 1’eau des tissus.

2.5.3. Réalisation des blocs (inclusion) :

Le but de cette opération est de faire pénétrer dans les piéces une substance semi dure : la
paraffine, de facon a créer une homogénéité de consistance favorable pour la coupe tout en
respectant I’intégrité des tissus.

Le paraffinage a lieu grace a un appareil d’inclusion (Leica EG 1160).

Placer les echantillons dans le lere moule metallique (1ere bain) contenant les cassettes
identifiées dans 1’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 3°™ pain 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 utilisés pour donner de fine coupes. Les

blocs sont conservés au froid jusqu’a la coupe des pieces.
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2.5.4. 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 pieces a couper devant le rasoir, a

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

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 I’excés de paraffine, lorsque la piece est affranchie et qu’elle parait compléte
dans la coupe sur toute son étendue, on regle 1’épaisseur de couper avec le dispositif spécial. Le
mouvement remis en marche, a chaque passage de la piece, il se fait une coupe (4-6 pum
d’épaisseur) qui se colle automatiqguement 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’étuve (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.
2.5.5. Coloration :

Les colorations sont réalisées a 1’aide de colorants donc ne fonctionnant que sur des
tissus hydratés. Les lames doivent donc étre deparaffinées avant leur réhydratation dans des

bains décroissant de 1’alcool.
e Déparaffinage des coupes :

Plonger les lames dans 6 bains de xylene 2 minutes chacun, pour dissoudre la paraffine.
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e Réhydratation 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 ’hématoxyline :

Les coupes étant bien hydratées par I’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

violacé (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’ecau

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.

2.5.6 Déshydratation :

Faire passer les lames dans 1’alcool absolu 100% deux fois, 95%, puis dans le xylene (3

bains), ensuite on fait le montage.
2.5.7 Montage :

Déposer une goutte d’une solution permettant 1’adhésion (eukit) sur la lame, et recouvrir
d’une lamelle couvre-objet propre et seche en I’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

I’observation microscopique.

e Observation au microscope :

Les coupes sont observées au microscope optique équipé d’un appareil Photographique a
différents (X100, X250, X400).
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3.1 Reésultats physiologiques:

Tableau 7: Tableau recapitulatif des résultats du poids des rats.

C Met Met-Ao Met-Z
Poids des rats Poids des rats Poids des rats Poids des rats
S1 172,109r+10,87 166,809r+4,6 184,93¢gr+7,57 200,769r+6,4
S2 191,41gr+12,54 179,26gr+3,2 202,21 gr+3,7 209,549r+6,87
S3 207,30 gr+3,62 187,52gr+3,62 202,169r+6,22 224,629r+4,62
S4 218,61 gr+2,04 199,68gr+3,46 218,68gr+5,36 234,89gr+8,05
S5 225,68 gr+2,11 205,81gr+2,39 228,04gr+2,99 246,79gr+3,36
S6 226,66gr+2,89 215,03g+4,14 235,62gr+2,2 257,79gr+2,6
300
250 x/x
/
200 x——&
>
c -9—C
§ 150 B Vet
8 == Met-AO
100
== Met-Z
50
0 T T T 1
s1 S2 S3 sS4 S6
Semaines du traitement

L’évolution du poids des rats lors de la période expérimentale dans chaque groupe a été

enregistrée dans le tableau (Tab.7); les poids augmenté progressivement pour tous les

groupes.

Figure 21: Evaluation pondérale des rats lors de la période de traitement.
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Pour le lot C le poids est augmenté au cours des semaines suivant (S1 a S 6), (172,10
gr£10,87 ; 226,66 gr = 2,89) ; c’est le méme pour le lot Met ou on observe une augmentation

élévé par rapport les premieres semaines, (S1 a S6), (166,80 gr +4,60 ; 215,03 gr+4,14).
On conclue, que la méthionine augmente le poid de I’animal.

Selon les études de Sharma (2007) la Méthionine augmente le Poids des rats lors de

I’expérimentation.
> Pour le lot Met-AO on observe :

Les poids du rats pour le lot Met-AO et irrégulierement pour le lot C et le lot Met, ils ont
augmenté durant la période S1 a S2 (184,93 gr = 7,57 ; 202,16 gr £3,70), puis le poids est
fixée de S2 a S3 (202,21gr £+ 3,70 ; 202,16 gr £6,22) et il est augmenté en retour au bous des
semaines S4 a S6 (218,68 gr +5,36 ; 235,62 gr £ 2,20).

On conclue donc le lot Met-AO augmente le poids de I’animal par rapport le poids
de I’animal dans lot C et lot Met.

Selon les études d’Alam, (1998) I’acide gras (AG) mono-insaturé de la série oméga-9. A
I’état postprandial, a la suite de leur absorption intestinale, les AG sont véhiculés dans le sang

par les chylomicrons on les retrouve aussi sous forme de lipoprotéines issues du foie.

» Pour le lot Met-Z on observe :

Le lot traité Met-Z présente une augmentation fort du poids des rats lors des trois
derni¢res semaines de 1’expérimentation (S4, S5, S6) (234,89 gr = 8,05 ; 246,79 gr +3,36 ;
257,79+2,60) par rapport le lot C (218,61 gr+ 2,04) ;(225,68 gr + 2,11) ;( 226,66 gr + 2,89) et
le lot Met (199,68gr + 3,46) ; (205,81 gr + 2,39) ; (215,03 gr = 4,14).

On conclue donc:

Les rats traites par le zingiber, augment le poid de I’animal pendant la période du

traitement mieux que celle induite par la Met seul.

Notre résultats suggeérent que le gingembre associée avec la Met augmente le poids des
rats, malgré que plusieurs études montre que le gingembre diminue le poids des rats (Rong et
al., 2009). Selon les études de ce dernier montre que de rats males et femelles qui ont été
nourris de gingembre en poudre (500, 1000, ou 2000 mg / kg de poids corporel) par gavage
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pendant 35 jours ne présentent pas de mortalité globaux ou des anomalies dans le

comportement, la croissance, ou de la nourriture et de la consommation d'eau (Rong et al.,

2009). Et d’apres les travaux d’Ahmed et al., (1997) in Prasad montrent que le sérum de

cholestérol-HDL est augmenté de facon significative chez les rats nourris Ginger

3.2 Reésultats biochimiques:

Tableau 8: Tableau récapitulatif des resultants du dosages plasmatiques et tissulaires.

C MET Met-AO Met-Z
CRP mg/I 0.584+0.300 0,948+1,010 1,091+1,121 0,414+0,224
MDA 18,264+6,018 22,371+9,568 17,27+3,528 20,64+5,072
Plasmatique
(uM/mgPr/ml)
MDA du coeur | 14,112+4,020 24,452+11,504 20,88+6,083 15,365,294
(uM/mg Pr/g
de tissu)
PrT 253,704+5,722 | 264,773+5,667 263,901+5,069 270,991+6,061
plasmatique
(mg/ml)
PrT du coeur | 244,23+13,246 | 191,045+95,480 | 229,236+18,586 | 214,415+15,449
(mg/g)

3.2.1. Résultats du bilan inflammatoire:

2,5 ~

0,5 A

Met

lots des rats

Met-AO

Met-Z

Figure 22: Taux de CRP plasmatique étudiés chez les rats.
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Le taux du CRP au niveau du lot (Met) (0,948 mg/l £1,010) est élevé par rapport au lot
(C) (0.584 mg/I £0.300).

Le taux du CRP au niveau du lot (Met-AO) (1,091mg/I+1,121) est élevé par rapport au lot
(Met) (0,948 mg/l £1,010), mais tres élevé par rapport au lot (C) (0.584 mg/l £0.300).

Et le taux du CRP au niveau du lot (Met-Z) (0,414mg/l1+0,224) est trés diminué par
rapport les deux lots (Met) et (C ) sont réspectivement (0,948 mg/l £1,010) et (0.584 mg/I
+0.300) .

Nous avons observé une augmentation de la synthése de la CRP dans le lot traité par le
DL-methionine et ainsi le lot traité par Met-AO, 1’augmentation a été corrigée par un régime

de la plante de gingembre “Zingiber officinale”.

Sharma et al., (2007), suggérérent que l’augmentation de la CRP est associée a

I’aumgmentation de I’Hcy au niveau du plasma.

Plusieurs équipes scientifiques ont travaillés ces derniéres années sur 1’intéret du CRP
dans les maladies vasculaires et cardiovasculaires, I’inflammation étant un mécanisme clé du
processus pathologique de 1°athérosclérose. La relation entre le taux de CRP chez le patient et
le risque cardiovasculaire potenciel a été démontrée dans nombreuses études aux Etats-Unis et
en Europe (Onraed et al., 2005).

Un groupe international de chercheurs ont conclu récemment dans le British Medical que
la CRP n’est probablement pas liées au risqué cardiovasculaire de fagon causative mais ne
serait qu’un marqueur de risqué. Nous savons bien que le tau de CRP augmente en association

avec autres facteurs de risqué cardiovasculaire (Lelong et al., 2012).

Le lot traité par Met-AO n’est pas corrigé ’augmentation de taux CRP , ce qui montre que
la duré du traitement du lot traité par 1’acide oléique est insuffisante , selon une étude de
Reimund et al., (2005) in Pontes-Arruda, (2009) sur les adultes qui avaient besoin de
nutrition parentérale a domicile, aucun changement dans les niveaux de cytokine de plasma,
cette résultat a été observer aprés 3 mois d’utilisation de 1’acide oléique; ce qui confirme notre
résultat, le chercheur Pontes-Arruda, (2009) montre que I’acide Oliéque ne semble pas
¢liminer I’inflammation, que chez les patients recevant la nutrition parentérale ( acide

oléique) a long terme.

.
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L’augmentation de la CRP par la dose de DL-méthionine a été corrigé par la plante
gingembre (Zingiber officinale). Cette résultat accords avec les travaux de Banerjee et al.,
(2011) qui ont confirmé que le gingembre est signalé a étre utile dans le traitement de
I'inflammation.

Une des nombreuses allégations de santé attribués a gingembre est sa capacité supposée a
diminuer I'inflammation, I'enflure et la douleur. [6] -gingerol (Young et al., (2005) in Bode &
Dong, 2011), un extrait de gingembre séché, et un extrait de gingérol enrichi séchee
(Minghetti et al., (2007) in Bode & Dong, 2011); ont chacun été déclarés a présenter des

effets anti-inflammatoires analgésiques et puissant.

3.2.2. Résultats du bilan oxydant plasmatique:
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Figure 23: Taux de MDA plasmatiques etudiés chez les rats.

Le taux du MDA plasmatique au niveau du lot (Met) (18,264uM/mg pr/ml +6,018) est
élevé par rapport au lot (C) (22,371 uM/mg pr/ml + 9,568).

Par contre le taux du MDA plasmatique au niveau du lot (Met-AO) (17, 27 uM/mg pr/ml
+ 3,528) est diminué par rapport au lot (Met) (18,264puM/mg pr/ml +6,018), mais il ya une
diminution leégére par rapport au lot (C) (22,371 uM/mg pr/ml £ 9,568).
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Et le taux du MDA plasmatique au niveau du lot (Met-Z) (20, 64 uM/mg pr/ml £5,072)
est montré une diminution Iégere par rapport au lot (Met) (18,264uM/mg pr/ml £6,018), mais
par rapport au lot (C) (22,371 uM/mg pr/ml + 9,568) est montré une élévation aussi légere.

3.2.3. Résutats du bilan oxydant tissulaire:
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Figure 24: Taux de MDA du Coeur étudiés chez les rats.

Le tau du MDA du Coeur au niveau du lot (Met) (14, 11 uM/mg Pr/g de tissu +4,020) est
trés elevé par rapport au lot (C) (24.45 uM/mg Pr/g de tissu £11,504).

Le tau du MDA du Coeur au niveau du lot (Met-AO) (20, 880 uM/mg Pr/g de tissu
+6,083) est diminué par rapport au lot lot (Met) (14, 11 uM/mg Pr/g de tissu +4,020), par
contre il est eleve par rapport au lot (C) (24.45 uM/mg Pr/g de tissu £11,504).

Et le tau du MDA du coeur au niveau du lot (Met-Z) (15, 36 uM/mg Pr/g de tissux5,294)
est montré un dimunition importante par rapport au lot lot (Met) (14, 11 uM/mg Pr/g de tissu
+4,020), mais contrairemant par rapport au lot (C) (24.45 uM/mg Pr/g de tissu £11,504), il est

montré une élevation légeére.

Nous avons observé que le taux du MDA plasmatique et du MDA du cceur dans le lot traité
par une dose de DL-Met est augmenté, parceque la Met est engagée dans le cycle métabolique

(Met/Hcy) dont 1’élévation de Met va produire une HHcy qui est accompagnée d’un nombre
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augmenté des radicaux libres ou ces derniérs vont donner des altérations moléculaires :

peroxydation lipidique (Caylak et al., 2008).

Alessandra et al., (2003) ont montré que la concentration de Hcy présent dans le sang en

micro molaire, peut avoir des effets toxiques comprennent le stress oxydant.

Selon I’é¢tude de Yamadet et al., (2012) & Pravenee et al., (2013) in Akgullu, (2015)
suggerérent que les niveaux élevés de Met ou de faibles niveaux de folates, ces deux qui
contribuent une hyperhomocystéinemie, semblait avoir un effet négatif sur le stress oxydant /
statut antioxydant dans les tissus tel que: le coeur, le cerveau et causés des bléssures sur ces

tissus.

Nous avons observé une diminution de la synthése du MDA plasmatique et tissulaire dans
lot traité par Met-AO, qui montre que 1’augmentation de MDA provoqué par une dose
cytotoxique du DL-Met a été corrigée par I’acide oléique, selon 1’étude de Reimund et al.,
(2005) in Pontes-Arruda, (2009) qui ont confirmé que 1’acide oléique est un bon réducteur
du stress oxydant.

Bien que Duval et al., (2002) in Negre-Salvayre & Salvayre, (2005) ont éprouvé que
I’incubation des cellules avec 1’acide oléique n’induit aucune modification de la catalase,
alors que I’activité GPX est rapidement augmentée en présence d’acide gras.

Par ailleurs, 1’acide oléique n’active pas la GPX in vitro, ce qui suggére que ’activation
de GPX dans la cellule vivante résulterait plutdét d’une signalisation activée par les acides
gras.

Nous avons aussi constaté une diminution du taux du MDA plasmatique et du MDA du
cceur dans le lot traité par une dose de Met-Z grace a la plante de gingimbre « Zingiber

officinale » qui supprimant les conséquences oxydatifs chez les rats traités avec DIENIEH

Bien que,
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Ahmed et al., (2008) in Bode & Dong, (2011) ont confirmé apres ses études 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.

3.2.4. Résultats du bilan protéique plasmatique:
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Figure 25: Taux de protéines plasmatiques étudiés chez les rats.

Le taux de protéine plasmatique au niveau de lot Met (264, 77 mg /ml £ 5, 66) est élevée
par rapport le lot (C) (253, 70 mg/ml £ 5, 72).

On observe une diminution moins important des protéines totale plasmatiques au niveau
du lot (Met-AQO) (263, 90 mg/ml £5, 06), par rapport au lot Met (264, 77 mg /ml £ 5, 66), par

contre on remarque une augmentation élevée par rapport le lot (C) (253, 70 mg/ml £ 5, 72).

Concernant le lot traité (Met-Z) (270, 99 mg/ml £ 6,06) les résultats ont été enregistrés
une augmentation par rapport le lot Met (264,77 mg/ml + 5,66), on plus on observe une
augmentation tres forte par rapport le lot (C )(253,70 mg/ml + 5,72).
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Ginger a également été signalé a réduire légérement le niveau d’expression de I’ARNm
des protéines de rétinoides contraignant dans le foie et la graisse viscérale chez les rats males
qui ont été nourris de cholestérol pour induire I'hyperlipidémic (Matsuda et al., 2009). Ce

résultats laissent entendre que la consommation de gingembre pourrait améliorer le

(72

métabolisme ; des lipides (Matsuda et al., 2009).

3.2.5. Résultats du bilan protéiques tissulaire:
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Figure 26: Taux de protéines du Coeur étudiés chez les rats.

Le taux de protéine totale tissulaire au niveau de lot Met (191, 04 mg/g + 95,45) est
diminuée par rapport le lot (C) (244,23 mg/g + 13,24).
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Le lot traité avec (Met-AO) (229, 23 mg/g + 18, 58), on observe une augmentation
importante par rapport le lot Met (191,04 mg/g £ 95,48), et il est diminuée par rapport le lot C
(244,23 mg/g £ 13,24).

Le lot traite (Met-Z) (214, 41 mg/g + 15, 44) enregistrée une augmentation importante par
rapport le lot Met (191, 04 mg/g + 95,48) par contre une diminution a €té observée par
rapport le lot (C) (244,23 mg/g + 13,24).

Les études de Martinov et al., (2010) montent que les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses (plus muscles du cceur) ne posseédent pas la voie de transulfuration, ce qui

engendre des troubles au niveau des statuts oxydants et le statut de méthylation en cas

2
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3.3. Résultats histologiques :

L’aorte avec ses deux segments (aorte abdominale et aorte thoracique) possede une

organisation histologique semblable :

L’intima du lot témoins C, (Fig.28-30), est bordé d’un épithélium simple et continue. Le
média, apparait plus épaisse, composé de cellules musculaires lisses, dont les noyaux
fusiformes sont bien visible, se trouvant dans 1’espace situées entre les lames élastiques
senestre de 7-9 lames disposées en couches concentrique qu’on appelle nettement a fort
grossissement. L’adventice est formé par une couche de tissu conjonctif relativement mince
renfermant les fibroblastes dont les noyaux sont bien visibles. Les fibres élastiques sont
concentrées a la limitante externe du média, constituant la limitante élastique externe. Les

fibres de collagénes fusionnent avec celles du tissu conjonctif.
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Le lot Met:

On observé des modifications morphologiques plus marquées par rapport au lot témoins C

(Fig.28-30) , se traduisant par :

>

Structure fenétrée au niveau du média ;

Perte des cellules endothéliales ;

Réarrangement de la matrice extracellulaire de I’aorte et surtout les fibres €lastiques ;
Anévrisme au niveau du média.

Le lot Met-AO :

On a observé des modifications morphologiques moins marquées par rapport au lot Met

(Fig.29-30) se traduise par :

>

Moins de structure fenétrées au niveau du média ;
Perte des cellules endothéliale ;

Réarrangement des fibres élastiques.

Le lot Met-Z :

On a observe des modifications morphologiques importante plus marquées par rapport aux
lots C et Met (Fig.29-31), se traduisent par:

Pertes des cellules endothéliales ;
Structures fenétrées ;

Réarrangement des fibres elastiques.
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Figure 27: Coupes longitudinales histologiques de ['aorte thoracique du lot C et Met.
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Figure 28:Coupes longitudinales histologiques de I’aorte thoracique du lot Met-AO et Met-Z.
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Figure 29: Coupes longitudinales histologiques de ['aorte abdominale du lot C, Met et Met-
AO.
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Figure 30: Coupes longitudinales histologiques de [’aorte abdominale du lot Met-Z.

D’aprés les études de krishna et al., (2010) et de Andrade et al., (2009), I’'HHcy
augmente D’altération des cellules endothéliales par ’augmentation des H,O, et O, et
indirectement par 1’augmentation des ONOO, donc I’Hcy augmente 1’inhibition ou
I’inactivation du NO libéré qui joue un role essentiel dans la vasodilatation et I’inhibition des
métalloprotéinases MMP-2 (la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire) et des
élastases (dégradation des élastines).

D’aprés les études de Gremmels et al., (2015) suggere que in vitro (culture cellulaire)
I’acide oléique augmente la production des ROS mitochondriale et diminue I’activité de

I’enzyme nitric oxide synthase NOS au niveau des cellules endothéliale, cette diminution
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favorise 1’augmentation du NO qui joue un réle important dans le remodelage vasculaire.
D’apres les études de liu et al, 2014 montrent que un mélange du Zingiber officinale avec

des autres plantes médicinale augmente la production du NO chez les patients ont 1’infarctus
du myocarde.
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4. Conclusion et perspectives :

Le Met est un acide aminé essentiel pour le développement normal du corps de 1’étre

humain et le précurseur de I’Hey qui synthétisé au cours de leur métabolisme.

Bien que une augmentation de la concentration de I’Hcy résultant une HHcy, ce qui
provoque plusieurs pathologie cardiovasculaire tel que: 1’athérosclérose ; 1’anévrisme ;

vieillissement; les perturbations structurales de 1’aorte et tous désordres cardiovasculaire.

Cela suggere que la méthionine par I’intermédiaire de son produit de dégradation I’Hey
influe sur le risque du stress oxydant et le risque de I’inflammation, des altérations

histologique résultant de 1’effet de I’Hcy sur la cellule.

Toutes ces pathologies cardiovasculaires peuvent guérir avec un régime de gingembre ou
d’acide oléique ce dernier est excité avec une quantitée considérable (70%) dans I’huile
d’olive y compris des effets favorables sur les fonctions endothéliales, I’inflammation

cardiovasculaire, I’agrégation plaquettaire et peut étre méme sur le cholestérol.

Ainsi que le Gingembre (Zingiber officinale) est une plante médicinale plus de 3000ans, a
des propriétés pharmacologiques sur les maladies cardiovasculaires, inflammatoires, et le
statut oxydant.

Dans notre travail ; la dose cytotoxique du DL-Met nous a donné une perturbation dans le
statut oxydant ou elle augmente le taux du MDA dans le plasma et le cceur ; en méme temps
nous a donné aussi une perturbation dans le statut inflammatoire, ou elle augment le taux de

CRP (biomarqueur cardiovasculaire-inflammatoire).

La cytotoxicité du DL-Met provoqué I’inflammation cardiovasculaire et le stress oxydant,
ce qui résulte des modifications morphologiques des vaisseaux qui en résultent sont
transitoires et réversibles, mais a long terme ces modifications de structure peuvent persister
et contribuer a la physiopathologie de certaines maladies vasculaires et désordres

cardiovasculaire tel que le réarrangement de la matrice extracellulaire de 1’aorte.

La dose de 1’acide oléique n’est pas corrigé 1’augmentation du taux du CRP provoqué par
la dose cytotoxique du DL-Met ce qui signifie que I’acide oléique ne peut pas éliminer
I’inflammation cardiovasculaire, qui montre que la duré du traitement n’est pas suffisante.
Bien que I’acide oléique a diminué le taux du MDA dans le plasma et le cceur, ce qui signifie

que I’acide oléique est un bon réducteur de stress oxydant.

.
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La dose de régime du gingembre est corrigé 1’augmentation du taux de la CRP ainsi du
MDA plasmatique et tissulaire, ce qui signifie que le gingembre (Zingiber officinale) a
¢liminer I’inflammation cardiovasculaire, et qui supprimant les conséquences oxydatifs chez
les rats traités avec DL-Met, la supplémentation du gingembre a considérablement réduit cette
perturbation, ceci montre son effet protecteur, donc le gingembre est un capables de piéger
les radicaux libres et d’inhiber les processus d’oxydation, semble également réduire le taux de
cholestérol et a améliorer le métabolisme des lipides, contribuant ainsi a diminuer le risque de

maladies cardio-vasculaires.

Sur le coté histologique, la soumission des rats a la met associée a un régime du Zingiber
officinale et acide oléique provoque des modifications négatifs ou I’intégrité tissulaire n’était
pas enregistrée : blessures de 1’aorte, augmentation de 1’accumulation des lipides, la formation
d’un anévrisme, la déstructure de 1’architecture lamellaire normale de D’aorte et le
réarrangement de la MEC.

Toutes les résultats obtenus ont mettre en évidence 1’action protectrice de gingembre(
Zingiber officinale) & moduler les effets toxiques causee par DL-Met.

Pour conclure, I’effet des plantes médicinales peut étre bénéfique pour I’organisme si une
utilisation rationnelle est préconisée. Un apport adéquat de gingembre dans notre régime

alimentaire serait avantageux sur notre santé.

Cette recherche nécessite d’autre étude approfondis pour mieux se concentrer sur les
effets révélés.

» Dans nos futures recherches, il serait changé le DL-Met par le L-Met pour confirmer
la cytotoxicité du DL-Met et les comparer avec eux.

» 1l serait d’étudier d’autre acide gras comme Omega3 et Oméga 6 et comparer Ses
propriétés thérapeutiques avec celle de ’Omega9.

» 1l serait intéressant de développer cette études en mesurant d’autres paramétres du
statut antioxydant (SOD ; Vitamine C ; Vitamine E............. ).

> |l serait fait le dosage des biomarqueurs du réarrangement de la matrice extracellulaire
de I’aorte dans le plasma et la fraction cytosolique.

» Des études a 1’échelle moléculaire sont nécessaires pour déterminer d’une part les
composés actifs du gingembre, et d’autre par le mécanisme par lequel ces composés

accomplissent leur réle.
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» Ou bien, il serait d’étudier d’autre plantes médicinales plantées en Algérie et comparer

leurs propriétés phytothérapiques avec celle du gingembre.

.
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5. Annexes :
+ Les calcules sur le protéine totale selon le protocole ci-dessous :

Les calcules du [prT] selon la gamme d’étalonage :
La concentration du protéine totale a partir du DO : y = ax +b
DO=y=alprTx]+b;[prTx]=y-b/a
Y = 0.001x + 0.03
[X]=y-0.034/0.001.
> Le protocole :
125 de I’échantillon est diluée dans un volume de 3875 % pl.
Donc le facteur de dilution est calculé comme suivant :
Df = 3875 ul /125 = 31.
[prT°] dans les échantillons biologiques (plasma + fraction cytosolique) :
EXx: [prT°] =97 uM x 31 /125 pl = 24.056 uM
=24 ,0.56 uM x 1000 /125 x 1000

=24.056 mg / ml.

+ Les calcules sur MDA selon le protocoles ci-déssous :
Les calcules du [MDA] selon la gamme d’étalonage :

La concentration du protéine totale a partir du DO :y = ax +b

DO=y=a[MDAx]+b;[MDAx]=y-b/a

Y = 0,1200x + 0.0038

[X]=y -0.0038 / 0.1200.
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> Le protocole :
500 pl de I’échantillon est dilueés dans un volume de 9000 pl.
Donc le facteur de dilution est calculé comme suivant :
Df =9000 pl /500 = 18
Ex : 0.58 uM %18 /500 pl x 1000

L’unité de I’activit¢é du MDA puM/ mg /ml.
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Résumé

Dans cette ¢tude, nous avons d’abord étudié¢ d’une part 1’effet d’une dose cytotoxique de la
DL-Méthionine sur les paramétres biochimiques plasmatiques et tissulaires des rats Albinos
wistar, nous avons effectuée également un examen histologique de différent segument de
I’aorte a partir des rats males Albino wistar traités par une dose cytotoxique de la DL-
Méthionine. 27 rats males Albino wistar, ages de 12-14 semaines ont été divisés en 3 groupes,
nourris avec un régime riche en méthionine Met (400mg/kg de poids du rat/j), Met-AO
(400mg/kg de poids du rat/j + 1000ug/kg de poids du rat/j d’acide oléique), Met-Z
(400mg/kg de poids du rat/j+ 0,1%/kg de 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 cceur et ’aorte
ont été recueillis : le coeur pour ’examen biochimique et I’aorte pour 1’examen histologique.
Nos résultats suggeérent que le régime du Zingiber officinale associé avec une dose
cytotoxique de la DL-Méthionine peut provoquer des altérations et des blessures de 1’aorte,
augmentation de I’accumulation des lipides, la formation d’un anévrisme, la déstructure de
I’architecture lamellaire normale de 1’aorte et le réarrangement de la MEC. La dose
cytotoxique de la DL-Méthionine a été augmentée la CRP, MDA plasmatique et tissulaire et
PrT plasmatique, mais les PrT du tissu ont été diminué. Un traitement avec un régime du
Zingiber officinale a été diminué les niveaux de la CRP, MDA plasmatique et tissulaire, mais
augmente le PrT tissulaire et plasmatique. Un traitement avec 1‘acide oléique a été diminué
MDA plasmatique et tissulaire. Dans cette étude, les parametres biochimiques ne sont pas
associés avec les altérations de 1’aorte chez les rats traités par une dose cytotoxique de la DL-

Méthionine supplémenté d’un régime du Zingiber officinale et I’acide oléique.

Mots clés : DL-Méthionine, Zingiber officinale, acide oléique, aorte, réarrangement de la matrice

extracellulaire de 1’aorte.



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 tissu and plasma of rats. We also
performed histological examination in aorta. On the other hand, we also evaluated the effect
of Zingiber officinale diet on biochemical parameters and histological examination in aorta
from male wistr rats treated by high dose cytotoxic of DL-Methionine. 27 Albino wistar rats
aged 12-14 weeks were divided into 3 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
heart specimens were collected for MDA and PrT determination in tissu; aorta specimens
were collected for histological examination. Our results show that Zingiber officinale diet
may exert damage effects in high dose cytotoxic of DL-Methionine induced aorta injury by
increasing lipid accumulation, aneurysm formation, destruction of the normal lamellar matrix.
High dose cytotoxic of DL-Methionine was increased CRP, MDA and PrT level in plasma
and MDA level in tissu but was decreased PrT level in tissu heart. Treatment with Zingiber
officinale diet was decreased CRP, MDA level in plasma and tissu but increase PrT level in
heart tissu and plasma. Treatment with oleic acid was decreased MDA level in plasma and
heart tissu, increased CRP and PrT level in plasma and tissu. In this study, biochemical
parameters were not associated with aorta injury in rats treated by high dose cytotoxic of DL-

Methionine associated with Zingiber officinale diet and oleic acid.

Key words: DL-Methionine, Zingiber officinale, oleic acid, aorta, rearrangement of extra

cellular matrix.
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Resume :
Dans cette étude, nous avons d’abord étudié¢ d’une part 1’effet d’une dose cytotoxique de la

DL-Méthionine sur les parametres biochimiques plasmatiques et tissulaires des rats Albinos wistar,
nous avons effectuée également un examen histologique de différent segument de I’aorte a partir des
rats males Albino wistar traités par une dose cytotoxique de la DL-Méthionine. 27 rats males Albino
wistar, agés de 12-14 semaines ont été divisés en 3 groupes, nourris avec un régime riche en
méthionine Met (400mg/kg de poids du rat/j), Met-AO (400mg/kg de poids du rat/j + 1000ug/kg
de poids du rat/j d’acide oléique), Met-Z (400mg/kg de poids du rat/j+ 0,1%/kg de 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
ceeur et I’aorte ont été recueillis : le coeur pour I’examen biochimique et 1’aorte pour 1’examen
histologique. Nos résultats suggerent que le régime du Zingiber officinale associé avec une dose
cytotoxique de la DL-Méthionine peut provoquer des altérations et des blessures de 1’aorte,
augmentation de l’accumulation des lipides, la formation d’un anévrisme, la déstructure de
I’architecture lamellaire normale de 1’aorte et le réarrangement de la MEC. La dose cytotoxique de
la DL-Méthionine a été augmentée la CRP, MDA plasmatique et tissulaire et PrT plasmatique, mais
les PrT du tissu ont été diminué. Un traitement avec un régime du Zingiber officinale a été diminué
les niveaux de la CRP, MDA plasmatique et tissulaire, mais augmente le PrT tissulaire et
plasmatique. Un traitement avec 1‘acide oléique a été diminu¢é MDA plasmatique et tissulaire. Dans
cette étude, les parametres biochimiques ne sont pas associés avec les altérations de I’aorte chez les
rats traités par une dose cytotoxique de la DL-M¢éthionine supplémenté d’un régime du Zingiber

officinale et I’acide oléique.

Mots clés : DL-Méthionine, Zingiber officinale, acide oléique, aorte, réarrangement de la matrice
extracellulaire de I’aorte.




