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Abstract

Abstract

Cardiovascular diseases are a set of disorders affecting the heart and blood vessels, the main
risk factors for heart disease, are poor nutrition, lack of physical activity, smoking and harmful
use of alcohol. Previous studies had established a link between a protein-rich diet especially of
animal origin, mainly methionine and lipid degradation, which increased the risk of
cardiovascular disease and even death. In this context, our study is carried out in mice treated
with methionine at a dose of 200 mg/kg live weight for 21 days. Our study showed a
deterioration of lipids by increasing the concentration of plasma cholesterol and triglycerides
associated with a decrease in cholesterol carried by HDL.This lipid disturbance increases

cardiovascular risk.

Keywords: cardiovascular disease, methionine, mice, cholesterol, C-HDL



Résumeé

Résumé

Les maladies cardiovasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le cceur et les
vaisseaux sanguins, les principaux facteurs de risques des cardiopathies, sont une mauvaise
alimentation, un manque d’activité physique, le tabagisme et I'usage nocif de I’alcool. Des études
précédentes avaient établi un lien entre une alimentation riche en protéines en particulier d'origine
animale, essentiellement la méthionine et la dégradation des lipides ce qui accrus des risques de
maladie cardiovasculaire et méme de décés. Dans ce contexte notre étude est réalisée sur les
souris traitées par la méthionine avec ladose 200 mg/kg du poids vif pendant 21 jours. Notre
étude a mis en évidence une détérioration des lipides en augmentant la concentration du
cholestérol et triglycérides plasmatique associéea une diminution du cholestérol porté par les

HDL.Cette perturbation lipidique augmente le risque cardiovasculaire.

Mots clés : Maladie cardiovasculaire, méthionine, souris, cholestérol, C-HDL.
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Introduction

Introduction

Le développement de l'organisme chez les mammiferes dépend de I’apport alimentaire
équilibré en macromolécules (lipides, protéines, glucides, vitamines ; ainsi que 1’eau), qui répond
aux besoins énergiques pour assurer un bon fonctionnement vital et un bon métabolisme ; par
contre un exces en alimentation peut provoquer une déstabilisation des fonctions et I’installation

de certaines maladies, Tel que ’obésité, diabéte et méme des maladies cardiovasculaires.

Les maladies cardio-vasculaires sont la premiére cause de mortalité dans le monde: ilMeurt
chaque année plusieurs personnes en raison de maladies cardio-vasculaires que de toute autre
cause, on estime a 17,5 millions le nombre de décés imputables aux maladies cardiovasculaires,
soit 31% de la mortalité mondiale totale. Parmi ces déces, on n’estime que 7,4 millions sont dus a

une cardiopathie coronarienne et 6,7 millions a un AVC (OMS, 2012).

On connait bien les facteurs de risque qui exposent a ces maladies. Certains, I'age et le sexe,
sont indépendants de nous mais les plus importants, lI'excés de cholestérol, I'hypertension, le
tabac, et la sédentarité dépendent de nous et de notre mode de vie. La biologie et la génétique
moléculaires ont permis de découvrir les nombreux facteurs qui agissent sur le vaisseau sanguin.
Elles ont changé le regard porté sur ces maladies et en particulier I'athérosclérose dont I'évolution
conduit a l'obstruction d'un vaisseau et a l'infarctus du myocarde. Le mode d’alimentation est un
facteur de risque important en effet des chercheurs britanniques ont fait émerger un élément qui
permettrait d'expliquer les risques cardiovasculaires plus élevés chez les hommes: leur

comportement alimentaire ( Elena et Bizzotto, 2017).

Les données épidemiologiques recueillies au cours des trente derniéres années ont suggéré
que d’autres facteurs biologiques pourraient étre associés a l’augmentation du risque de

développer une pathologie cardiovasculaire (Yusuf et al, 2001. Garcia et al, 2007).

Parmi ceux-ci, est L’hyperhomocystéinémie (HHcy) modérée c’est I'augmentation du
tauxd’homocystéine (Hcy) circulant ; qui provoque des maladies cardiovasculaires (MCV) ainsi

que son influence sur les facteurs de risque établis est Largement débattue.


file:///E:/cardiovasculaire/maladie%20cardio/Les%20maladies%20cardio%20vasculaires.htm%23risque
file:///E:/cardiovasculaire/maladie%20cardio/Les%20maladies%20cardio%20vasculaires.htm%23ath%25E9roscl%25E9rose

Introduction

Notre travail consiste a déterminer I’effet de méthionine sur le développement des maladies

cardiovasculaires via I’altération du profil lipidique chez la souris.

Ce mémoire comporte une partie théorique qui traite la méthionine, 1’ homocysteine ,
I’hyperhomocysteinemie et les maladies cardiovasculaires ,et la partie pratique décrit

I’expérimentation et expose les résultats.
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CHAPITRE 1 : La méthionine

I.La méthionine
1.1. Définition

La méthionine est un acide aminé indispensable chez les mammiféres car il ne peut pas étre
synthétisé en quantités suffisantes pour maintenir la croissance normale des mammiféres. Met est
un acide aminé soufré qui a un groupe méthyle —CH3 attaché a son soufre et existe en deux 2
isomeres, la L et la D-méthionine, C’est le précurseur du soufre contenant acides aminés

homocystéine Hcy, cystine et taurine (Hector et al., 2017).

( N

Taurine

\ | J
Aci iné .
[ cide amine [ wetionine J<: o
\ Cystéine

(. J

v

[ Protéines | Homocysteine

e N

Figure 01 : La méthionine précurseur de la cystéine, de I'homocystéine et de la taurine
(Hector et al., 2017)

Figure 02 : structure chimiques de la méthionine (Francis et al., 2014).



CHAPITRE 1 : La méthionine

Tableau 01: Les propriétés de la méthionine (Berenard, 2006).

O
S .
HaC OH L ou S-méthionine
NH>
Méthionine
NH-
H3C“‘~S OH D ou R-méthionine
@]
. M, Met, acide2-amino-3-
Identification Nom IUPAC

mercapto-propionique

Formule brute

C5H1INO2S

(isomeéres)

149,211+0,011 g/mole
Propriétés
- ) C 40,25%,H 7,43%,
Chimiques Masse molaire
N9,39%, O 21,45%,
S 21,49%
2,28
Pka
9,21
Codons AUG
) Ph isoélectrique 5,74
Propriétés
biochimiques Acide aminé essentiel Oul
Occurrence dans les protéines
2,3%

humaines




CHAPITRE 1 : La méthionine

1.2. Propriétés biologiques

Historiguement parlant, que la premiére isolation de la méthionine on 1921, par le
bactériologiste américain « JOHN HOWARD MUELLER »

Les diverses observations scientifiques réalisée ont permis d’identifier les différents rdles

biologiques de cet acide aminé, et voici les plus importants :

e Intervention dans le développement et la différenciation cellulaire.

e Biosynthese des protéines. Tous les chaines protéiques commencent, en effet par la
position de la méthionine en N-terminale.

e Participation dans les réactions de méthylation de 1’ADN.

e Précurseur d’autre acide aminé, comme la taurine et la cystéine.

e Augmentation de I’action de certaines vitamines, dont 1’acide folique.

e Dégradation des lipides (John, 1987).

1.3. Les sources alimentaires de méthionine

La méthionine se trouve en grande quantité dans les ceufs, la poitrine de poulet, certains
poissons (par exemple le saumon, le flétan et le mahi-mahi ou le dauphin), les produits laitiers et

de nombreux légumes, y compris les épinards, les courgettes, les champignons et les asperges

(Schnkenburger et Diederich, 2015).



CHAPITRE 1 : La méthionine

Tableau 02: les aliments riches en méthionine (Schénenberger et Diederich, 2015).

Nourriture Le nombre de méthionine dans 100 g d’aliment
ceufs séchés 1468 mg
noix du brésil 0,941 mg
du lait écrémé 0,870 mg
sardines 0.614 mg
fromages 0,600 mg
Les graines de citrouille 0.577 mg
La viande de lapin 0.545 mg
foie de poulet 0.520 mg
soja 0.513 mg
riz 0,420 mg
ceuf frais 0.401 mg

1.4. Métabolisme de la méthionine

Le métabolisme de la méthionine joue un rdéle dans beaucoup d’aspects de la physiologie

cellulaire. Un des métabolites de la méthionine, le S-adénosyl-méthionine est le donneur

universel de groupements méthyles dans la cellule. De plus, grace a sa capacité a étre oxydée, il a

été suggéré que la méthionine libre puisse agir comme un antioxydant contre les radicaux libres

et ainsi protéger la cellule du stress oxydatif Le métabolisme des acides aminés soufrés tels que la

méthionine nécessite du folate, B6 et B12 pour fonctionner correctement (Hector et al., 2017)
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Purine synthesis

~ [BTF] m

DMG

10-formyl-THF
Methionine
transferase

reactions

Folate cycle

|Beta|ne‘4-| Choline ‘ | SAH |

,—

Y

Cystathionine

Transsulfuration
pathway
i

Cysteine| —————

—>- 5-methyl-THF

5.10-methylene-THF

Figure 03 : Le cycle de la méthionine (Yang et Vousden, 2016)

Les transméthylations sont des réactions chimiques biologiqguement critiques
danslesquelles un groupe méthyle est transferé d'un composé a l'autre. Chez les mammiféres, ces
réactions sont genéralement régulées par l'intracellulaire concentration du composé qui donne le
groupe methyle, S-adénosylméthionine (AdoMet), et par celle du composé formé aprés la
réaction, la S- adénosylhomocystéine (AdoHcy) ; AdoHcy inhibe l'activité de la majorité des
méthyltransférases  dépendantes d'’AdoMet, donc AdoMet et les concentrations
d’AdoHcydéterminent I’équilibre de méthylation d’une cellule AdoMet et AdoHcy se forment

pendant lemétabolismedela méthionine (Esse et al., 2019).
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CHAPITRE 2 :L'homocysteine

I1.L"homocystéine
I11.1. Définition et structure

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré non protéinogénique, formé au niveau
intracellulaire a partir de la méthionine apportée par I’alimentation. Elle est synthétisée par toutes
les cellules de 1’organisme (Nassila, 2009). constitue un intermédiaire important dans la fonction
de donneur de méthyle de la méthionine et dans le métabolisme de ce dernier vers les autres
acides aminés soufréscomme la cystéine (un acide aminé non essentiel) (Guilland et al., 2003).
elle existe soit sous forme libre (30%) soit sous forme liée aux protéines (albumine et

hémoglobine) (70%) (Jakubowski, 2006).

CcCOO

Figure 04: Formule de I’homocystéine (Alain, 2011).

La seule source d’homocystéine chez les mammiferes provient de la S-adenosyl-L-
homocysteine hydrolase (SAHH), une enzyme ubiquitaire qui libere une molécule
d’homocystéine et d'adénosine par molécule de SAH hydrolysée selon un mécanisme séquentiel

ordonné faisant intervenir successivement le NAD+ (libérant du NADH, H+ (libérant le NAD+)

(Mark et al., 2003).

10



CHAPITRE 2 :L'homocysteine

Homocystéine-cystéine Homocystéine Homocystine
Disulfure mixte N
NH2 NH2 NH2
/K - (J“\(
‘O0H .
COOH w2 COOH
| ' +0;
“+ CH2 — N + H,0,
58
\s-s sn .
|
SH |
HOOC
HoocC —~ 7 o N N
NH2 protcine Acide LI -
\O rétinoique
\
H2 )\ o
N
(\ COOH N2 L\m _ Y, \/\\N \]\u
0 M N0
! 2 SO0 N
N s (K/ 2 N | \r
| \ )
| /) @ v
( protéme ) S §NO
\h‘___/
Homocystéine-protéine Homocystéine S-nitroso Homocystéine thiolactone
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Figure 05 : Illustration de tous les formes de 1’homocystéine dans le plasma (Zahira, 2012).

I1.2. Fonctions biologiques :

Elle présente quatre fonctions biologiques majeures (Vanessa, 2009) :

e Précurseur de la cystathionine, de la cystéine et de plusieurs autres métabolites comme
la taurine, un acide aminé non incorporé dans la synthese des protéines.

e Intermédiaire dans le cycle de la méthionine.

e Récepteur de groupement méthyle dans la réaction de la bétaine homocystéine méthyl
transférase (BHMT).

e Substrat pour le recyclage des folates.
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11.3. Métabolisme de I’homocystéine

L’Hcy est métabolisée selon deux voies (figure 06) : la voie de la reméthylation et la voie de la

transsulfuration.

11.3.1. Reméthylation

La reméthylation en méthionine est réalisée par I’action de la méthionine synthétase (MS)
grace a la présence de la vitamine B12 (cobalamine) comme cofacteur. Le résiduméthyl qui est
nécessaire a cette réaction est essentiellement fourni par le métabolisme de
I’acidetétrahydrofolique (THF). Cette réaction nécessite I’action du méthyléne tétrahydrofolate
réductase (MTHFR) et la présence de la vitamine B9 (acide folique) comme cofacteur. Ainsi, une
partie de I’Hcy est reméthylée grace a I’action de la bétainehomocystéineméthyl transférase
(BHMT) a partir de la bétaine comme donneur de méthyl (Aubard et al., 2000). Cette derniére
réaction n’a lieu que dans le foie et le rein alors que lareméthylation via la MS est distribuée de

facon ubiquitaire dans tous les tissus (Zittoun, 1998).

La S-adénosylmethionine synthase (ou méthionine-adénosyl-transférase; MAT), catalyse la
synthese de S-adénosyl-méthionine (SAM) a partir d’ATP et de méthionine. Tous les organismes
possedent un ou deux des trois isoforme de la MAT: MATI, MATII et MATIII (Chamberlin et
al., 2000). Ce transfert du groupe méthyle, qui est catalysé par des méthyltransférases, induit la

synthese de S-adénosylhomocystéine (SAH).

11.3.2. La transsulfuration

Dans la voie de trans-sulfuration, I’homocystéine se condense avec la sérine pour donner la
L-cystathionine sous I’action de la cystathionine § synthase (CBS). La L-cystathionine est ensuite

hydrolysée en cystéine et a-cétobutyrate par la y-cystathionase (Blacher et al., 2005).

Cette réaction nécessite la présence de la vitamine B6 (pyridoxine) comme cofacteur
enzymatique (Aubard et al., 2000). Enfin la cystéine formée a partir de I'Hcy donne soit du
glutathion (antioxydant majeur), soit elle est convertie en sulfates qui sont excrétés dans les
urines (Demuth, 2000).
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Cette derniére voie ne se déroule qu’au niveau du foie, du rein, de pancréas et d’intestin
(Brosnan et al., 2004). Elle est irréversible, contrairement aux autres voies metaboliques, ce qui
a pour conséquence que la cystéine ne peut étre un précurseur pour la synthése de méthionine. Ce

fait revét surtout une importance dans le cadre de recommandations diététiques (Zahira, 2012).

Acide folique

MTX
\' ,/ = B 12
DHF {R l ATP ADN
athiani lipides
d-TMP THF TCl-Chl Méthionine %_,) PPi+ Pi complexes
MAT on
M Sérine S-adénosyl- proteines
méthionine
- accepteur
d-UMpP Glyecine X
transméthylation
5.10-CH2 THF Méthionine
synthétase Cobalamine| reméthylation N X-CH3
cycle du folate cycle do Fhomocystiine S-adénosyl- ADN méthylé
FADH2 homocystéine lipides
complexes
MTHFR NAD+ méthylés
H20
5 CH3 THF Adénosine | protéines
Homocystéine méthylées
RFC mrrsrrffrmrrorr CBS
Folates Cystathionine

Figure 06 : Métabolisme de I’homocystéine (Nassila, 2009).

I1.4. Valeurs normales et pathologiques d’homocystéine

Chez I’humain, le taux normal d’Hcy plasmatique a jeun est de 5 a 15 umol/l (Caussg,

2008). Alors que chez des autres espéces animales (la souris, le rat, le chat et la vache), il est de 3

a 10 umol/1 (Edith et al., 2010).



CHAPITRE 2 :L'homocysteine

Tableau 03: Valeurs normales et pathologiques d’homocystéine (Ueland, 1993).

Homocystéine umol/L
Normal 5_15
Souhaitable <10
Hyperhomocystéinémie
Modérée 16 — 25
Intermédiaire 26 — 50
Sevére > 50

11.5. Hyperhomocystéinémie
11.5.1. Définition et classification

L’hyperhomocystéinémie (HHcy) signifie I’élévation du taux d’Hcy total dans le sangau-
dela de 15 pmol/l (Refsum et al., 1998) due a une perturbation dans le métabolisme de 1’Hcy

causée par des facteurs génétiques, nutritionnels ou environnementaux (Descheemaeker et

Provoost, 1999).

Tableau 04: La classification des différentes hyperhomocystéinémie (Mouchabac, 2008).

Hyperhomocystéinémie normale 10 pmol/1 (seuil 15 pmol/1)
Hyperhomocystéinémie modérée 15 a 30 umol/1
Hyperhomocystéinémie intermédiaire 30 a 100 umol/1
Hyperhomocystéinémie sévere ou majeure > 100 pumol/1

11.5.2. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie

Les déterminants de I'nomocystéine totale plasmatique sont complexes et impliquent des

facteurs nutritionnels, génétiques et environnementaux (Zahira, 2012).

14



CHAPITRE 2 :L'homocysteine

Tableau 05: Principales causes de hyperhomocystéinémie (Zahira, 2012).

Concentration
sanguine

Nutrition

Mutations et
polymorphisme

Médicaments

Autres

HHcy modérée
12-30 umol/L

Carence en folate, B12,
B6, choline et sérine

Apport élevé en méthionine
Alcool
café

Mutation hétérozygote
de la MTHFR

Mutation hétérozygote de
la CBS

Mutation de la
transcobalamine
Atteintes rénales
Anémie pernicieuse
Hypothyroidisme
Plusieurs cancers
Psoriasis

Diabéte

Antagonistes de folate

Antagonistes de B6

Tabac
Ménopause
Sexe masculin
Age

HHcy intermédiaire
31-100 umol/L

Carence en folate,
B12, B6, choline et
sérine

Abus d’alcool

Mutation hétérozygote
de la MTHFR

Carence en B12 due a
une mutation génétique

Antagonistes de folate

HHcy sévére
<100 pmol/L

Carence sévere en
folate, B12, B6,
choline et sérine

Mutation
homozygote de la
MTHFR
Mutation
homozygote de la
CBS
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I11.Systéme cardiovasculaire

L’appareil cardio-vasculaire est constitu¢ d’une pompe, le cceur, et de conduits, les vaisseaux
sanguins, arteres et veines, assurant un transport du sang en circuit fermé (Lavabre-Bertrand,
2005).

111.1. Le coeur

Le ceeur est la pompe qui permet de distribuer le sang dans tout ’organisme. Cette fonction
du cceur est assurée par ses 2 ventricules qui se contractent pour éjecter le sang dans les grosses
artéres. En effet, le cceur est subdivisé par une cloison verticale en parties droites et gauches, et
par des cloisons horizontales en oreillettes et ventricules, qui communiquent par les orifices
auriculo-ventriculaires. Le sang veineux arrive a 1’oreillette droite du coeur par les veines caves
inférieures et supérieures, passe dans le ventricule droit pour rejoindre le poumon par ’artére
pulmonaire ou il sera oxygéné, revient dans l’oreillette gauche par la veine pulmonaire, passe
dans le ventricule gauche ou il part par l'aorte rejoindre tous les tissus de I’organisme

(Ghandour,2013).

Le cceur est constitu¢ de trois tuniques morphologiquement et histologiquement distinctes
(Figure 07) :

Péricarde Pariétal
Péricarde Viscéral (Epicarde)

Endocarde

-

Péricarde

Myocarde

Figure 07: Représentation des tuniques qui constituent le cceur (Mouhamed, 2012).

17



CHAPITRES3 : Systéme cardiovasculaire

I11.2. Vaisseaux sanguins

Ils forment un réseau dense de transport du sang dans toutes les régions de 1’organismeet
comprennent deux grands types de vaisseaux sanguins : les arteres et les veines.
111.3. Artéres

Les arteres Les artéres sont les vaisseaux de plus grand calibre avec un diamétre moyen de 4-8
m’acheminent le sang depuis le cceur jusqu’aux tissus. Elles ont toutes la mémeorganisation
générale avec trois tuniques concentriques : intima, média et adventice (figure08).Maisdifferent
les unes des autres par leur taille (Catala et al., 2007 et Thouzeau, 2008). Il existe
deuxprincipaux types d’artéres de grand et moyen calibre, les artéres élastiques et les artéres

musculaires (Desjarlais, 2017).

I11.4. Veines

La paroi veineuse est moins épaisse que la paroi artérielle et Le tonus de la paroi
veineuse est inférieur au tonus de la paroi artérielle (Maggisano et Harrisson, 2004).
Elle est constituée des trois tuniques suivantes :

111.4.1. L’intima

Tunique interne, formée de cellules endothéliales et d’une endoveine ; c’est unecouche sous

endothéliale faite d’un tissu conjonctif lache.

111.4.2. La média

Tunigue moyenne, faite de fibres musculaires lisses et élastiques.

111.4.3.L’adventice

Tunigue externe, épaisse constituée de fibres élastiques, des faisceaux decollagenes, des
vaisseaux sanguins nourriciers appelés vasa vasorum et de fibre nerveuses. Au niveau des

membres, on distingue deux types de réseaux : Superficiel (sous cutané) etprofond (musculaire).
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Intima
heél

dot!

Membrane basale
Limitante élastique interne

Meédia

Cellules musculaires lisses

Valve

Limitante élastique
externe

Adventice

Lumiére Lumiére
A) Artére A) Veine

: Lumiére
Endothélium ﬁ Membrane basale

C) Capillaire

Figure 08 : Structure des vaisseaux sanguins (Maggisano et Harrisson, 2004).

111.5. Les maladies cardiovasculaires

111.5.1. Définition

Les maladies cardio-vasculaires (MCV) sont des maladies qui touchent le cceur et les
vaisseaux sanguins (Amidou, 2018). Ces affections sont des pathologies complexes,
multifactorielles et occupent une place prépondérante dans la morbidité et la mortalité dans le
monde. Elles regroupent toutes les maladies cardiaques, hypertensives et vasculaires (cérébrales
et périphériques). Les plus importantes sont les cardiopathies ischémiques, les accidents
vasculaires cérébraux, I’hypertension, les artériopathies périphériques, les cardiopathies
rhumatismales, les malformations cardiaques congénitales et ’insuffisance cardiaque (Zahira,
2012).

I11.5.2. Les type des maladies cardiovasculaires
111.5.2.1 Les accidents vasculaires cérébraux
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I’accident vasculaire cérébral (AVC) est

décrit comme 1’apparition brutale de signes neurologiques focaux de dysfonction cérébrale,

durant plusde 24h ou entrainant le décés, sans autre cause apparente qu’une origine vasculaire.
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Le diagnostic d’AVC est porté a partir des données cliniques et confirmé par la réalisation
d’une imagerie cérébrale, qui permet de déterminer le mécanisme de I’AVC. On peut distinguer

plusieurs types d’AVC selon leur origine et leur mécanisme :

e Les accidents d'origine artérielle

e Ischémiques : comportant les accidents ischemiques constitués ou infarctus
cérébraux(IC).

e Hémorragiques : incluant les hémorragies cérébrales parenchymateuses (HC) et les
hémorragies sous-arachnoidiennes (HSA).

e Lesaccidents d'origine veineuse ou thromboses veineuses cérébrales (Haesebaert,
2017).

111.5.2.2 Les problemes du rythme cardiaque (arythmie)

Les troubles du rythme cardiaque sont des affections fréquentes et trés hétérogenes.
Certains passent inapercus, d’autres sont plus graves avec des conséquences lourdes, voire
fatales. Face a cette diversiteé, le prix en charge est multiple. Elle peut nécessiter une prise de
médicaments, I'implantation de stimulateurs ou défibrillateurs cardiaques, la realisation digestes

interventionnels voire, plus rarement, chirurgicaux (Camize et al., 2010).
111.5.2.3 L"athérosclérose

L’athérosclérose est une association de divers remaniements de la tunique intermédiaire des
arteres de gros et moyen calibre. C'est une accumulation localisée de lipides, de cellules
inflammatoires, de matrice extracellulaire et éventuellement d'une thrombose, qui sera

accompagnée d'une modification qualitative du média artériel.

L<athérosclérose a pour conséquences générales une sténose progressive des arteres, parfois
brusquement aggraveée, qui est responsable d‘une diminution ou d‘une interruption du flux
sanguin artériel (ischémie). Les coronaires sont une cible privilégiée de 1‘athérosclérose. Ainsi,
une poussée évolutive d’athérosclérose au niveau coronaire correspond au tableau clinique du

syndrome coronarien aigu (Céline, 2011).
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Le processus d’'athérosclérose
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Figure 09 : sclérose des arteres (Haushaltetal, 2011).
111.5.3. Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

Un facteur de risque cardiovasculaire se définit comme un état de nature physiologique
(exp :age et sexe) ou pathologique (hypertension artérielle, diabéte,...) ou encore li¢ a une
habitude de vie (tabagisme, sédentarité,...); cet état étant alors associé¢ a une augmentation du
risque de survenue d'un événement cardiovasculaire donne, alors que la suppression ou

I'amelioration de ce facteur diminue le risque (Jenicek et Cléroux, 1987).

Les recommandations européennes et américaines classent les facteurs de risque cardiovasculaire

en 3 groupes selon leur degré d’imputabilité: majeurs, prédisposants ou discutés (Tableau.06).
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Tableau 6 : différents facteurs de risque cardiovasculaire identifier (Efferth, 2003).

Lien de causalité Facteur de risque identifié Impact du facteur de risque

Facteurs de risque
majeurs

Facteurs de risque
prédisposants

Facteurs de risque
discutés

Tabagisme

Hypertension artérielle
Elévation du cholestérol total
Elévation du LDL-cholestérol
Diminution du HDL-
cholestérol

Diabéte de type 2

Age

Obésité androide
Sédentarité

Antécédents familiaux de
maladie coronarienne
précoce (H<S55 ans, F<65
(ans

Origine géographique
Précarité

Ménopause

Elévation destriglycérides
Lipoprotéines LDL
petiteset denses

Elévation del’homocystéine
Elévation de la lipoprotéine A
Facteurs
prothrombotiques(fibrinog
éne, inhibiteur de
I’activateur du
plasminogéne)

Marqueurs de
I’inflammation (CRP,IL-6)
Facteursgénétiques
Facteurs infectieux
(Chlamydia  pneumoniae,
Helicobacter pylori,
cytomégalovirus)

- Effet
multiplicateur du
risque
cardiovasculaire
indépendamment
des autres facteurs
de risque

- Effet
potentialisateur
lorsqu’ils sont
assocCiés aux
facteurs de risque
majeurs

- Associé a un
risque
augmente de
maladie cardio-
vasculaire
(coronarienne
et/ou vasculaire
cerébrale) mais le
degré
d’imputabilité est
méconnu
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|.Matériels
I.1. Matériels biologiques

Notre travail est réalise sur des 12 souris blanches males de la souche BALBC, prévenant

de I'institut pasteur-Alger, agées de 2 mois et peses entre 269 a 40g.

Ces animaux mammiféres sont de I’ordre de rongeurs, sont mis dans 1’animalerie de D’institut de

Biologie —Tébessa.

Tableau 07: Classification des souris (Orsini et al., 1983).

Classification des souris

Regne Animale
Embranchement Vertébrés

Classe Mammifere

Ordre Rongeurs

Sous-ordre Myomorphes

Famille Muridés

Genre Mus

Espéece Musmusculus

Nom commun Souris domestiques

|.2. Elevage

Les animaux sont élevés dans des cages en plastiques fournis des barreaux métal avec

abaissement dans un des c6tés, dans cet abaissement on met I’aliment et des biberons d’eau.

Pendant la période d’¢levage et de fagon réguliére ; La litiere constitue de copeaux est
renouvelée tous les deux jours, la température de I’animale varie entre 22 a 24°c, I’alimentation
sous forme cigarette constitue des éléments nourritures essentielles: sucres, les lipides, les
protéines, sels minéraux, les vitamines ..., I’eau dans les biberons renouvelle chaque jour, les
poids des animaux sont pris chaque semaine par balance, les résultats sont prélevées sous formes

des tableaux.
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Figure 10 : Une souris dans une cage spécifique

1.3. Lotissement et traitement

Les 12 souris blanches males sont réparties en deux lots et chaque lot contient 6 individus :

e Le LOT témoin : ne subit aucun traitement, chaque souris recoit une boule de farine
de 0.10g chaque jour.

e Le LOT méthionine : chaque souris recoit une boule de farine de 0.10g dans laquelle
incorpore la méthionine (sous forme poudre) a raison de 200mg/kg (Zerizer, 2006) la

concentration de méthionine administrée pour chaque souris est de 0,006g.

On a traité les souris pendant 21 JOURS.
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I1.Meéthodes

11.1. Méthode colorimétrique enzymatique

11.1.1. Prélevement

A la fin de notre traitement on a sacrifier les souris, le sang est récupéré dans des tubes secs puis
centrifuger pour réaliser le dosage des lipides.

11.2. Dosage colorimétrique enzymatique du cholestérol

Le cholestérol plasmatique est estimé selon la méthode d’Allain (1985)

11.2.1. Principe

Les esters du cholestérol sont hydrolysés par un cholestérol ésterhydrolase en cholestérol et

acides gras libres.

Le cholestérol libre et celui préexistant sont oxydés par un cholestérol oxydase en A cholestérol et

peroxyde d’hydrogene.

Ce dernier en présence d’une peroxydase, oxyde le chromogéne (amino-4 phenazone / phénol) en

un composé coloré en rouge

cholestérol estérase

Cholestérol estérifi¢c + H20 P cholestérol libre + acide gras
Cholestérol oxydase D

Cholestérol libre + O, I D4 cholesténone + peroxyde d'hydrogéne H,0,
péroxydase

Chomogéne I Composé rouge
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11.2.2. Réactifs

1/ Tampon / enzyme / chromogéne
2/ Phénol

Etalon : cholestérol : 2.00 g/l

11.2.3. Préparation de la solution réactionnelle

-ajouter 125 ml d’eau distillée au réactif 1
-Mélanger le contenu d’un flacon de la solution 1 avec celui d’un flacon 2

Cette solution réactionnelle est stable pendant deux semaines, une fois conservée a 2-8co et a

I’abri de la lumiére. Elle contient les constituants suivants :

Constituants concentration
Tampon phosphate PH=7.7
Cholestérol oxydase 80 U/I

Cholestérol-ester-hydrolase 1.40 U/
Peroxydase 500U/1
Phénol 10 m mol/I
Amino-4-phénazone 0.5 m mol/I
Ferrocyanure de K 12umol/I
Chlorate de Na 3.0 m mol/I
Tensioactif 6.4 g/l
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11.2.4. Mode opératoire

Solutions
Etalon Solution Echantillon
Tubes
Blanc - 2.50ml -
Etalon 20 pl - -
Echantillon - 2.50ml 20pl

Apres incubation a 37oc pendant 5 minutes, la lecture des absorbances esteffectuée a 510 nm.
Les résultats obtenus sont calculés comme suit :

ABéchantillon /ABeétalon x 2 = cholestérolémie en g/L.

11.3. Dosage des triglycérides plasmatiques

La teneur plasmatique en triglycérides est estimée selon la méthode décrite par Fossati et Principe
(1983).

11.3.1. Principe

Par action des lipases spéciales, les triglycérides sont hydrolysés enzymatiquement en glycérol et

en acides gras libres. Le glycérol est ensuite transformé conformément au schéma réactionnel

suivant :
. - Lipase . . .
Triglycérides P Acides gras libres + glycérol
Kinase i
Glycérol + ATP glycérol P slycérol 3 phosphate + ADP

glycérol phosphates oxydase

Dihydroxyacétone phosphate +
Glycérol 3 phosphate + O, —= y y phosp

Peroxyde d'hydrogéne H,O,

Peroxyde d'hydrogéne + Peroxydase

Groupement chromogéne

P Un composé rouge.
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11.3.2. Réactifs

1/ groupement chromogene

Amino4 phenazone/ Acide dichloro 3.5 hydroxy 2 Benzene sulfonique.

2/ Tampon /enzyme/ATP/Amino 4 phenazone /ferrocyanure de potassium.
Etalon : glycérol 2g /1 prét a I’emploi.

11.3.3. Préparation de la solution réactionnelle

Remplir le flacon 2 avec 30 ml de réactif du flacon 1.

Cette solution réactionnelle est stable pendant un mois, une fois conservée a 2-80c et pendant 3

jours a 20-250c.Elle contient les constituants suivants :

Constituants concentration
Tampon phosphate 50m mol/1
Lipoprotéine —lipase 150U/ml
Glycérol Kinase 0.05U/ml
Glycérol phosphate oxydase 3.5U/ml
Peroxydase 0.5U/ml
ATP 0.7mmol/1
Amino 4 phenazone 0.3mmol/1
Ferrocyanure de potassium 3.0 mmol/1
Sels de magnésium 0.6 mmol/1
Acide dichloro 3.5 hydroxy 2,

Benzéne sulfonique. 1.7 mmolt




11.3.4. Mode opératoire

Méthodes et Matériel

Solutions
Etalon Solution Echantillon
Tubes
Blanc - Iml -
Etalon 10pl - -
Echantillon - Imi 1l

Apres incubation a 370c pendant 5nm, la lecture des absorbances est effectuée a 510 nm.

Les résultats sont calculés par la formule suivante :

A échantillon /A étalon x 2 = Triglycérides en g/I.

11.4. Dosage du cholestérol lié au HDL (High Density Lipoprotein)

11.4.1. Principe

Les chylomicrons et les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et de faible densité (LDL)

contenus dans I'échantillon sont précipités par addition d'acide phosphotungstique en présence

d’ions magnésium. Le surnagent obtenu apres centrifugation contient les lipoprotéines de haute

densité (HDL) dont le cholestérol est dosé par le réactif cholestérol enzymatique

11.4.2. Réactifs

Reactif:  Acide phosphotungstique (13.9 mmol/I)

Précipitant : Mg CI2 6H20 ( 490mmol/l)

pH=6.2
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11.4.3. Mode Opératoire

-préparer du dosage avec 500ul de sérum et 50l de réactif précipitant.
-mélanger et incuber 10 minutes.

-centrifuger 15 minutes a 5000 tours/minutes.

-récupérer le surnageant.

-préparer 3 tubes a essai :

1ére tube : le Blanc avec 1ml de réactif du cholestérol et 10ml d’eau distillée.
2eme tube : I’étalon avec 10ml de cholestérol 2g/1.

3éme tube : 1ml du dosage + 10ul de surnageant.

€ Blanc
o Etalon Dosage

solutions réactif
Eau distillé 10 pl - -
Etalon
Cholestérol 2g/1 - 10 pl -
Surnageant - - 10ul
Réactif Cholesteérol il 1ml 1ml
enzymatique




Méthodes et Matériel

11.4.4. Résultat

Apres incubation & 37°C pendant 5 minutes, la lecture est effectuée a 500 nm.

Les résultats obtenus sont calculés comme suit :

DO dosage
[HDL —Cholesterol]=—— xn
DO étalon
n=6g/l
11.5 -Analyse des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en moyennezx écart type et traités statistiguement par le test
t de sdudent
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Résultats

IV.1. Variation du taux du cholestérol (g/l) dans les lots expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + écart type (1.40+0.19-0.98+0.15), n=6. Les souris

témoins sont nourries au régime standard; les souris expérimentales sont nourries au régime

standard supplémenté en Meéthionine. La comparaison signifie une augmentation de teneur

plasmatique on cholestérol chez les souris expérimentaux par rapport aux souris témoins.

Tableau 08: Variation de concentration plasmatique du cholestérol (g/l) dans les lots

expérimentaux

Lots expérimentaux

Témoin

Traité par la dose 200 mg/kg

Concentration de cholestérol
plasmatique (g/l)

0.98+0.15

1.40+0.19

1.8 -

1.4 -

1.2

0.8 -

0.4 -

concentration plasmatique du cholestérol (g/1)

lots expérimentaux

H témoin

H méthionine

Figure 11: Variation de concentration plasmatiqgue du cholestérol (g/l) dans les lots

expérimentaux
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IV.2. Variation du taux des triglycérides (g/l) dans lots expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + écart type (1.61+0.39-1.13+0.33), n=6. Les souris

témoins sont nourries au régime standard; les souris expérimentales sont nourries au régime

standard supplémenté en Meéthionine. La comparaison signifie une augmentation de teneur

plasmatique on triglycéride chez les souris expérimentaux par rapport aux souris témoins.

Tableau 09 : Variation de concentration plasmatique des triglycérides (g/l) dans lots

expérimentaux

Lots expérimentaux Témoin Traité par la dose 200 mg/kg
Concentration de triglycéride
plasmatique (g/l) 1.33+0.33 1.61+0.39

2.5 +
w
]
=l
]
o 2
=
o0
S
e
]
k-]
) 1.5 -
E]
g -
s =
© o
0
e
o
= 17
c
o
2
©
S
c
Q 0.5'
(%]
c
o
(8]
o_

B Témoin

B Méthionine

lots expérimentaux

Figure 12: Variation de concentration plasmatique des triglycérides (g/l) dans

expérimentaux

lots
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IV.3. Variation du taux du cholestérol — HDL (g/l) dans les différents lots
expérimentaux

Chaque valeur représente la moyenne + écart type (0.33+0.12-0.38+0.07), n=6. Les souris
témoins sont nourries au régime standard; les souris expérimentales sont nourries au régime
standard supplémenté en Meéthionine. La comparaison signifie une diminution de teneur

plasmatique on cholestérol- HDL chez les souris témoins par rapport aux souris expérimentaux.

Tableau 10 : Variation de concentration plasmatique du cholestérol — HDL (g/l) dans les
différents lots expérimentaux

Lots expérimentaux Témoin Traité par la dose 200 mg/kg
Concentration de

cholestérol 0.38+£0.07 0.33£0.12

HDL plasmatique (g/l)

0.5 -

I

B

w
1

o
D
1

w
(9]
1

o©
w
1

B Témoin

B Méthionine

concentrationcplasmatique;.'D du cholestérct)JI -HDL(g/1)
© N © N {
= (03] N (03]

o

o

(9]
I

lots expérimentaux

Figure 13 : Variation de concentration plasmatiqgue du cholestérol — HDL (g/l) dans lots

expérimentaux
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V.Discussion

Les lipides sont les macronutriments les plus énergétiques. Ils sont indispensables pour nos
activités quotidiennes (activité musculaire, régulation de la température corporelle) et lorsque
I’'on en consomme plus que nécessaire, ils sont mis en réserve, stockés dans les cellules
graisseuses. Mais leur role n’est pas seulement énergétique. Les lipides sont trés importants pour
la santé parce qu’ils constituent la structure des membranes de nos cellules et par la conditionnent

leur bon fonctionnement et donc celui des organes auxquels elles appartiennent (Alain, 2002).
Les plus importants lipides présents dans notre sang sont : cholestérol et triglycéride.

Le cholestérol est un constituant essentiel des membranes cellulaires, du cerveau et des
cellules nerveuses, ainsi que de la bile, qui contribue a I’absorption des graisses et des
vitamines liposolubles. L’organisme utilise le cholestérol pour synthétiser la vitamine D et
différentes hormones telles que les cestrogenes, la testostérone ou le cortisol. Le cholestérol
nécessaire peut €tre produit par I’organisme, mais peut aussi étre fourni par I’alimentation

(Marshall et al., 2005)

Les triglycérides contenus dans les cellules adipeuses peuvent étre métabolisés, puis
utilisés comme source énergétique pour les processus métaboliques de ’organisme, comme la
croissance. Les triglycérides sont produits dans I’intestin et le foie a partir de plus petites
graisses appelées acides gras. Certains types d’acides gras sont produits par I’organisme, mais

d’autres doivent étre fournis par I’alimentation (Mc.lean, 2012).

La régulation de ’homéostasie des lipides est particulierement intéressante puisque des
concentrations plasmatiques élevées en cholestérol (Chol) total, en cholestérol-LDL, et en
triglycérides (TG) ou une diminution en cholestérol-HDL sont des facteurs pro-athérogénes
prédictifs du risque cardiovasculaire (Marzolini et al., 2004).le HDL-cholestérol pourrait

protéger le LDL contre les processus oxydatifs.

Les LDL oxydées sont en effet captées par les macrophages qui possédent des récepteurs
spécifiques et qui se transforment en cellules spumeuses, participant ainsi a la formation des

stries lipidiques, la premiere étape dans la genese de la plaque d’athérosclérose. En outre,
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Discussion

’effet protecteur du HDL ne se limiterait pas a un simple transfert de lipides peroxydés a partir
des LDL: la quantité de lipides oxydés produite a partir des LDL est en effet clairement
diminuée en présence de HDL.

Ces observations suggerent la présence de mécanismes enzymatiques capables d’éliminer
les lipides oxydés. Ce pourrait étre le role de la paraoxonase liée au HDL-cholestérol

d’hydrolyser les lipides peroxydés ( Parthasarathy et al.,2012)

Comme il a été cité dans les parties précédentes, I’Hcy est produite a partir de la méthionine.
Nous avons respecté cette voie métabolique, et pour cette raison, nous avons administré aux
animaux une dose élevée (200 mg/kg) de L-méthionine pendant 21 jours, dans le but d’induire

une HHcy.

Les résultats du traitement par la dose élevée de méthionine présentent une augmentation
significative du taux de cholestérol total et des TG, et une diminution significative des HDL par

comparaison avec le groupe témoin.

L’augmentation du cholestérol total, et des TG et la diminution des HDL suggérent une
relation probable entre 'HHcy et ’hyperlipidémie. Nos résultats sont en accord avec plusieurs
études (Durdi et al., 2001, Lee et al., 2002, Bhandari et al., 2008, Sharma et al., 2008,
Bhagwat et al., 2009, Shidfar et al., 2009 et Tselmin et al., 2013) qui ont montré une
corrélation positive entre I’'Hcy et le profil des lipides (cholestérol total, TG) et une corrélation

négative avec les HDL..

D’apres I’étude d’Obeid et Wolfgong (2009), I'augmentation de I’Hcy dans le plasma est
associée d’une part, a la diminution du métabolisme des HDL et d’autre part, a la distribution des
lipides plasmatiques et tissulaires. Ainsi, 1’étude de (Tselmin et al., 2013) suggeére que la
diminution des HDL résulte d’une inhibition par I’Hcy de la synthése de I’apo A-I, qui est la
principale apolipoprotéine des HDL. En outre, il a été démontré que le paraoxonase associé aux
HDL, considéré comme un enzyme antioxydant, est en fait une homocystéine Thiolactonase

détoxifiant I’Hcy thiolactone, une des formes oxydées de I’'Hcy (Tselmin et al., 2013).
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Par ailleurs, I’hypertriglycéridémie constitue un réel danger pour la santé cardiovasculaire. Il
existerait en effet un lien entre un taux élevé de triglycérides et le risque d’infarctus, méme que

de déces par maladies cardiovasculaires.
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Conclusion

Les maladies cardiovasculaires sont les premiéres causes de la mortalité dans le monde ; une
multitude de facteurs peuvent influencer la santé cardiaque d’une personne et parmi ces facteurs
les antécédents familiaux, le tabagisme et les dyslipidémies provoquées par  1’alimentation mal

équilibrée.

Dans notre travail, nous avons étudié¢ I’effet de la méthionine a la dose 200mg/kg sur des
souris males Albinos de la race BALB/c pendant une période de 21 jours, sur quelques
paramétres biochimiques, tels que le cholestérol total, les triglycérides et le cholestérol lié au
HDL.

Concernant les concentrations plasmatiques en cholestérol total et triglycérides, nos résultats
montrent une augmentation significative chez les souris nourris au régime standard enrichi en
méthionine comparés aux souris témoins. Par contre la concentration plasmatique du C-HDL
montre diminution suite a la supplémentassions de la méthionine; Ces perturbations du

métabolisme lipidique provoquent des anomalies cardiaques et hépatiques.
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