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Abstract

Abstract

Cardiovascular disease is caused by several factors such as smoking , high blood pressure ,
diabetes , stress , obesity, and dyslipidemia. Recent studies have linked cardiovascular risk to
damage of lipid metabolism caused by diets rich in animal protein essentially methionine

In this context our study is carried out on mice treated with methionine with dose 200 mg / kg
of body weight . Reveals one hand a decrease in GSH and GPx , associated with a decrease of
the relative weight of the heart and liver. And increased hepatic content of GST and MDA
And secondly the mice daily treatment with Salvia officinalis for 21 days with a dose of 100
mg / kg of body weight improves the metabolic disturbance through increasing GSH , GPx
and decreased the MDA and GST with effect antioxidant.

Keywords: methionine , homocysteine, cardiovascular diseases , Salvia officinalis .

antioxidant activity



Résumé

Résumé

Les maladies cardiovasculaires sont provoquées par plusieurs facteurs comme le tabagisme,
I’hypertension artérielle, le diabéte, le stress, I’obésité, et la dyslipidémie. Des études récentes
ont liées le risque cardiovasculaire aux détériorations du métabolisme des lipides provoqués
par les régimes alimentaires riches en protéines d’origine animale essentiellement la
méthionine.

Dans ce contexte notre étude est réalisée sur les souris traitées par la méthionine avec la
dose 200 mg/kg du poids vif. Qui révele d’une part une diminution de la teneur hépatique en
GSH et I’activité enzymatique de la GPx, associée a une diminution du poids relatif du cceur
et du foie. Et I’augmentation de I’activité enzymatique de la teneur hépatique du GST et de la
teneure du MDA.

Et d’autre part le traitement journalier des souris par Salvia officinalis pendant 21 jours
avec la dose 100 mg/kg du poids vif améliore ces perturbations métabolique via
I’augmentation du GSH, GPx et la diminution du ’'MDA et GST via son effet antioxydant.
Mots clés: Méthionine, homocystéine, maladies cardiovasculaire, Salvia officinalis. Activité

antioxydante.
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Introduction

Introduction :

Les maladies cardio-vasculaires sont la premi¢re cause de mortalit¢ dans le monde: il
meurt chaque année plus de 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 cardio-
vasculaires, soit 31% de la mortalité mondiale totale. Parmi ces décés, on estime que 7,4

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

Le déséquilibre alimentaire par un excés ou une carence alimentaire de protéines de
glucides, lipides.... la mauvaise répartition des apports au cours de la journée et une
alimentation souvent insuffisante en certains constituants des fibres, vitamines, minéraux et
oligo-¢léments favorisent, par leur répétition, I’apparition ou I’aggravation des maladies les
plus préoccupantes aujourd’hui : maladie cardiovasculaire, obésité, diabéte, certains types de

cancers ... (Gaignier et Hebel ,2005).

Les données épidémiologiques recueillies au cours des trente derniéres années ont
suggéré que d’autres facteurs biologiques pourraient €tre associ€s a ’augmentation du risque
de développer une pathologie cardiovasculaire (Yusuf et al, 2001. Garcia et al 2007).

Parmi ceux-ci, qui est un intérét croissant a été porté a l’augmentation du taux
d’homocystéine (Hcy) circulant, un acide aminé soufré (Guilland et al, 2003).

Le 16le ¢étiopathogénique de ce facteur ou marqueur de risque qui est
L’hyperhomocystéinémie (HHcy) modérée dans le développement des maladies
cardiovasculaires (MCV) ainsi que son influence sur les facteurs de risque établis est
largement débattu.

Dans ce méme ordre d’idées notre étude contribue a éclaircir I’effet du salvia officinalis
chez les souris traitées par la méthionine, c’est I'une des plantes les plus utilisées comme
source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique,
antiinflammatoire et antioxydant (Gherman et al. 2000 ; Bouhdid et al. 2006 ; Hilan et al .
2006).

La premicre partie de ce travail présentera les types des maladies cardiovasculaires, la
méthionine, 1’homocystéine et leur relation avec ceux-ci, la deuxiéme décrit

I’expérimentation et I’exploration des résultats.



Chapitre I: la méthionine

I. La méthionine:

1.1. Définition:

La méthionine est un acide —a- aminé soufré non polaire, son atome de soufre participant a
une fonction thioéther (-S-CH3). C'est 1'un des huit acides aminés essentiels chez 'homme.
Dans le code génétique, la méthionine est spécifié¢e par le codon ATG sur I'ADN et par le
codon AUG sur I'ARN. Elle joue un role critique dans la reproduction, la survie cellulaire, la

méthylation des protéines et de ' ADN. ( Berenard. 2006)

HaC OH
NH.

Figure 01: La structure de la Méthionine.( Berenard. 2006).




Chapitre I: la méthionine

Tableau 01: Les propri¢tés de la méthionine. (Berenard. 2006).

O
..o fre s
HaC oH | L ou S-méthionine
Méthionine N
NH,
H:,C&S OH D ou R-méthionine
0
Nom IUPAC M, Met, acide2-amino-3-
Identification mercapto-propionique
Formule brute C5H11NOzs
(isomeres)
Masse molaire 149,211+0,011 g/mol
Propriétés
C 40,25%.,H 7,43%, N
chimiques
9,39%, O 21,45%, S
21,49%
Pk, 2,28
9,21
Codons AUG
Ph isoélectrique 5,74
Propriétés Acide aminé essentiel OUul
biochimiques Occurrence  dans  les
2,3%

protéines humaines




Chapitre I: la méthionine

1.2. Réles biologiques :

La méthionine joue un rdle particulier dans la biosynthése des protéines, puisque toutes les
chaines protéiques démarrent par l'incorporation d'une méthionine en position N-terminale.
D'autres résidus méthionine peuvent ensuite étre incorporés de maniere interne a la chaine
polypeptidique. La premiere méthionine des protéines n'est pas toujours retrouvée dans les
protéines terminées. Elle est en effet fréquemment clivée par une enzyme spécifique appelée

méthionine aminopeptidase (Mouchabac, 2008).

La méthionine entre dans la structure de I'enzyme Sulfoniun-adénosyl-L-méthionine qui
une enzyme catalytique de la phase de conjugaison par rnéthylation au cour de la

biotransfonnation des xénobiotiques comme celle de la nicotinate (Weinman et Méhul, 2004).
I.3. Les sources alimentaires de méthionine:

la méthionine est trés utilisée dans 1'alimentation animale, se trouve essentiellement dans

les fromages, les ceufs, les poissons, les viandes et la volaille ( Georges. 2006).

1.4. Métabolisme de la méthionine:
La méthionine est initialement transformée en S-adénosyl-L-méthionine (SAM), une
réaction catalysée par la méthionine-adénosyl transférase puis en S-adénosyl-Homocystéine

(SAH) qui est par la suite hydrolysée pour produire de 1'adénosine et de I'homocystéine
( Krauss. 2006).

L'homocystéine est ensuite métabolisée soit par reméthylation pour produire méthionine,
soit par la transsulfuration pour produire la cystathionine et puis enfin de la cystéine (figure

02).

La reméthylation de I’homocystéine en méthionine se produit lors d'un déficit en
méthionine, le 5-méthyl-tétrahydrofolate (5-M-THF) ceéde son groupement méthyle a
I’homocystéine sous ’action de la méthionine synthase (5-méthyl THF-Homocystéine
méthyltransférase) et de son coenzyme, la cobalamine ou vitamine B12. Le produit

déméthylé,

Le THF regoit, en présence de vitamine B6, un groupement méthyléne de la sérine, formant le 5,10-

méthyléne-tétrahydrofolate. Ce dernier est réduit en 5-méthyl-tétrahydrofolate (5-CH3-T4HF) sous

.



Chapitre I: la méthionine

I’action de la 5,10-méthylénetetrahydrofolateréductase, dont le fréquent déficit constitue une

cause possible d’hyperhomocystéinémie.

La transsulfuration de ’homocystéine est une voie alternative comportant une
sulfoconjugaison de I’homocystéine en cystathionine a partir de la sérine, sous 1’action de la
cystathionine- -synthase (CBS) dont la vitamine B6 ou pyridoxal-5’-phosphate(pyridoxine)

est le cofacteur, sous I’action de la gama-cystathionase et de la vitamine B6,la cystathionine

est dégradée en cystéine.( Krauss. 2006)

|



Chapitre I: la méthionine

Voie de la reméthylation
S
Gly o By L= THF Méthionine
A \

OMG
Cycle des 8 YAM
NS N MeTHF | ol i W o T

- Méthionire synthase

' \ SAH
MTHER Betaine

N'Me-THF Homocystéine

fqﬁ®

-h_

Voie de la transsulfuration l Cystathigning ‘

y &

\ Cystéine

Ser: serine; Gly: glycine; Me-THF: méthylénetétrahydrofolate; MTHFR: N° N'’-
méthylénetétrahydrofolate réductase; THEF: tétrahydrofolate; SAM: S-
adénosylméthionine; SAH: S-adénosylhomocystéine; DMG: diméthylglycine; CBS:

cystathionine-fB-synthase

Figure 02: Métabolisme de la méthionine ( Krauss. 2006).




CHAPITRE II : ’HOMOCYSTEINE

I1. L'homocystéine:
I1.1- Définiton:

L'homocystéine (acide 2-amino-4-mercaptobutyrique) est un acide aminé porteur de
groupement thiol réducteur (HS-CH,-CH,-CH(NH;) COOH). Cet acide aminé n'est pas
absorbé par l'alimentation et il n'intervient pas dans la synthese peptidique.

(Palmer et Abeles .1979)

o |

j = N*‘—DLIZI: — i-:;:-l:I
Sr1.
—r1,
P,

Hoarmnocsr=t=11a =

Figure 03:Structure de I'homocystéine (Mark et al. 2003).

La seule source dhomocystéine chez les mammiféres provient de la S-
adénosylhomocystéine hydrolase (SAHH), une enzyme ubiquitaire qui libére 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)

I1.2. Métabolisme de I'homocystéine et sa régulation :

L'homocystéine, est un produit intermédiaire du métabolisme de la méthionine produit par
la voie de la transméthylation de la méthionine (Hennen, 2006).

L'homocystéine est transformée en cystéine par la cystathione- B-synthase puis en cystéine

qui entre dans la formation du glutathicn, enzymes et les phanéres ...
(Campbell et Smith, 2006).

L'homocystéine peut également étre rernethylé et produire la méthionine sous l'action de la

méthionine synthase et de la bétaine-homocystéine méthyltransférase. La méthylcobalamine

]



CHAPITRE II : ’HOMOCYSTEINE

provenant de la vitamine B12 est un co-facteur de la méthioninesynthase. Le métabolisme

des folates intervient comme source de groupes méthyl par I'action de la méthylene

tetrahydrofclate réductase (MTHFR) (Stalder et al, 2007).

I1.3. Les enzymes impliquées dans le métabolisme de I'homocystéine:

I1.3.1-La tétrahydrofolate (THF):

C'est le transporteur d'unités monocarbonées (méthyle ou formyle) de différents degrés

d'oxydation. Ces unités monocarbonées sont donc synthétisées a partir des glucides (3

phosphoglycérate -7 ser -7 gly).

Le THF est composé de ptéridine + PABA ( acide para-amino-benzoique) + glutamate. I1

dérive de l'acide folique qui est transformé en DHF puis THF. L'acide folique et le DHF

proviennent de I'alimentation (en particulier les épinards). Le DHF est réduit en THF par une

DHEF réductase. (André et al , 2004)

I H2 Ser y
DHF * NADH NAD]
DHF " <"
réductase CH2 CH
2
- ~ -
H 2 . H3C H
Tetrahydrofolate N#,N'°-Methylene- N5-Methy!|
tetrahydrofolate tetrahydrofolate

Figure 04: Structure de tétrahydrofolate (André et al, 2004).

I1.3.2- La méthyleéne-tétra-hydro-folates réductase(MTHFR) :

La MTHEFR est une enzyme catalysant la réduction du 5,10-méthlénetetrahydrofolate en
5-méthyltetrahydrofolate. Cette réaction est irréversible dans les conditions physiologiques

normales.

La MTHFR utilise comme donneur d’électron le NADPH.

La MTHEFR a été isolé pour la premicre fois au niveau du foie de cheval en 1962, et par la

suite au niveau du foie de porc, I’analyse de la MTHFR issu du foie de porc a montrer que

I’enzyme est un homodimere de 77 KDa.

-
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La protéine humaine a deux isoforme de PM de 77 KDa et 70KDa . Ce dernier a été
retrouvé qu’au niveau du tissu hépatique et qu’au niveau du tissu rénal que chez 1’enfant
(Tonetti, et al. 2001).

La structure protéique de la MTHFR est subdivisée en deux domaines I'un catalytique
(N terminal) de PM 40 KDa et ’autre régulateur (C terminale) de PM 37 KDa. A 1'union de
ces deux domaine se trouve une région hydrophobe avec séquence d’AA : Lys-Arg-Arg-Glu-
Glu, qui représente le site de clivage de la trypsine. La digestion de la MTHFR par la trypsine
n’a pas d’effet sur sa fonction catalytique mais la rend plutot insensible a sa régulation par la
S adénosylméthionine (SAM). La SAM a un rdle inhibiteur de la MTHFR, alors que la
S-adénosylhomocystéine (SAH) est régulateur de I’activité de la MTHFR.

(Yano et al, 2004).
11.3.3. La méthionine synthase (MTR):

La reméthylation de I'homocystéine pour former de la méthionine est catalysée par une
enzyme cytoplasmique : la ’Mthyltétrahydrofolate-homocystéine S-Méthyltransférase,
appelée aussi Méthionine synthase (MTR). Cette enzyme existe dans tous les organismes
cellulaires, mais chez les procaryotes, la MTR est cobalamine indépendante. Chez les
eucaryotes, en revanche, la MTR requiert pour son activité un cofacteur enzymatique, la
méthylcobalamine (MeCbl), forme active de la vitamine B,,. (Palmer et Abeles, 1979).

I1.3.4- La bétaine-homocystéine méthyltransférase(BHMT):

La Bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT) est une enzyme cytosolique de 45
kDa, zinc dépendante, formant un héxamere de 270 kDa. Cette enzyme taire car son
expression est restreinte au foie et au rein chez I'homme et les autres mammiferes.

En effet, ont montré par Northenn blot et par Western blot que la BHMT n'est exprimée
chez 'homme qu'au niveau du foie et du rein. Les autres organes testés (coceur, cerveau,
placenta, poumon, pancréas et muscle squelettique) ne montrent aucune trace de synthese de
cette enzyme. Des études complémentaires ont aussi montré une absence totale de BHMT
dans le thymus, la rate, les ovaires ou les testicules. (Sunden et al, 1997).

I1.3.5- Le rapport SAM/SAH :

Point de contrdle du métabolisme de I'homocystéine. En plus d'étre le substrat des
méthyltransférases SAM-dépendantes, la SAM joue Aussi un rdle dans la régulation des
activités des enzymes impliquées dans le métabolisme de 1'homocystéine. A l'inverse, la SAH
dont la structure est trés proche de la SAM, va jouer un rdle antagoniste en empéchant le
positionnement correct de la SAM sur sa protéine cible. La SAM est un effecteur allostérique

de la CBS, un homotétramére dont la vitesse de catalyse peut étre décuplée en présence de
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SAM. L'augmentation de SAM, et donc du potentiel de méthylation, va se traduire par un
basculement du métabolisme de 'homocystéine vers son catabolisme.

L'activation de la voie de transsulfuration . Cette logique est corrélée par le fait que la
SAM est aussi un inhibiteur allostérique de la MTHFR, empéchant ainsi la reméthylation de
I'homocystéine par une diminution de la synthése de Méthyltétrahydrofolate. Ce dernier est le
CO-substrat dans la réaction de transméthylation de I'homocystéine par la Méthionine
synthase (MTR) et une diminution de la quantité de substrat va aboutir a une baisse de
l'activité enzymatique. D'une maniere paradoxale, la SAM est aussi un activateur non

allostérique de la MTR. (Bandarian ef al, 2002)
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II1. Les maladies cardiovasculaires
Définition :

Les maladies cardiovasculaires (MCV) se définissent comme I’ensemble des troubles
affectant le ceeur et les vaisseaux sanguins. 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 I’insuffisance cardiaque (Marie-Eve Simoneau ,2011).

IIL.1. Les type des maladies cardiovasculaires :
I1I .1.1. Les accidents vasculaires cérébraux :

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont des complications aigués
(soudaines) d'une maladie vasculaire, dus a'un arrét de la vascularisation sanguine dans un
territoire cérébral (infarctus cérébral) ou a une rupture d'un vaisseau (hémorragie cérébro-
méningée). Leur manifestation la plus habituelle est I'némiplégie (paralysie d'un hémicorps).
Ils sont un peu plus fréquents chez 'homme (4 hommes pour 3 femmes). Le nombre de cas
augmente avec 1'dge, l'incidence étant de 40 pour 1000 au-dela de 85 ans.

Si le déficit moteur est le plus habituel, d'autres troubles sont observés : troubles de la
sensibilité, atteintes variées des fonctions cognitives (langage, compréhension, mémoire,
perception du temps...) (Bertrand Brugerolle, 1996).

Il faut cependant ajouter qu'avec la rééducation, les gens qui ont eu un ACV peuvent souvent
améliorer leur état (Gilles Landry et al, 2004).

Environ 80 % de ces maladies vasculaires cérébrales sont de nature ischémique c’est-a-dire
dues a ’obstruction ou au rétrécissement d’un vaisseau (Dr Anne-Sophie et a/ ,2005).
IT1.1.2. Les problémes du rythme cardiaque (arythmie) :

Les battements du cceur sont déclenchés et contrdlés par un systeme électrique. Un
groupe de cellules (le nceud sinusal) envoie un signal électrique au muscle cardiaque. Alors
celui-ci se contracte. Il y a arythmie lorsque ce systéme électrique se met a mal fonctionner et
que le cceur bat trop vite ou trop lentement sans raison. Il y a plusieurs sortes d'arythmie. La
plupart ne sont pas trés graves. Le cceur peut sauter un battement ou en ajouter un de temps en

temps sans avoir d'effet sur la santé. Mais il arrive que ce soit plus sérieux (Gilles, 2004).

1
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ITI.1.3. L'athérosclérose :

L’athérosclérose est une maladie dégénérative de 1‘artere ayant pour origine un
remaniement de la paroi artérielle caractérisé par la présence de dépdts lipidiques
Extracellulaires et de cellules spumeuses. Ceci aboutit a la formation d“une plaque d‘athérome
dans l‘intima des artéres de gros et moyen calibre .L‘athérosclérose a pour conséquences
générales une sténose progressive des artéres, parfois brusquement aggravée, qui est
responsable d‘une diminution ou d‘une interruption du flux sanguin artériel (ischémie). Les
coronaires sont une cible privilégiée de I‘athérosclérose. Ainsi, une poussée évolutive
d‘athérosclérose au niveau coronaire correspond au tableau clinique du syndrome coronarien

aigu ( Straczek , 2011).

Le processus d’athérosclérose
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Figure 06 : sclérose des arteres (Haushalt et al, 2011).

I1L.2. Les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires :

Les facteurs de risque sont classés en trois groupes : les facteurs de risque constitutionnels
dont le déterminisme est génétique et les facteurs environnementaux, qu’ils soient liés a des
habitudes de vie (facteurs comportementaux) ou a I’environnement (climat, pollution).en plus

de nouveaux facteurs.
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Tableau 02 : Les différents facteurs de risque (Haushalt et al. 2011)

risque Les facteurs de risque Les nouveaux facteurs de risque
constitutionnels environnementaux

(non modifiables) modifiables

-L’age, le sexe - Le tabac -L’hyperhomocystéinémie

- L’hérédité

- Les dyslipidémies
- Le diabéte

- L’HTA

- Le régime alimentaire
- La consommation d’alcool
- L’obésité

- La sédentarité

-Le fibrinogene

- La Protéine C-réactive (CRP)

Une ¢élévation plus modérée de ’homocystéine plasmatique se rencontre plus fréquemment

dans la population (5-7%). Différentes études suggérent que cette perturbation constitue un

facteur de risque indépendant pour les maladies

cardiovasculaires.Sachant que I’homocystéine est un acide aminé soufré intermédiaire du

métabolisme de la méthionine, ceux-ci sont le sujet de notre étude dans le deuxiéme chapitre.

(Haushalt et al, 2011).

I11.3. L'hyperhomocystéinémie:

Définition :

L'hyperhomocystéinémie est un exces d'homocystéine dans le plasma sanguin. Le dosage

de I'nomocystéine plasmatique totale a jeun permet de définir les valeurs suivantes :

» Hyperhomocystéinémie modérée (16-30 Umo/1)

» Hyperhomocystéinémie intermédiaire (31al00 Umo/1)

» Hyperhomocystéinémie sévre (100umol/l).( Delattire et al, 2003).

1
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Tableau 03: classification de I'hyperhomocystéinémie ( Delattire. 2003).

Hyperhomocystéinémie

sévere>100 pmo/1

Hyperhomocystéinémie
intermédiaire et modérée 16-

17pmol

Cause génétique

- déficit homozygote CBS
- déficit homozygote en MTHER
(excepte la maturation C6 77T)

- déficit en méthionine synthase

- déficit hétérozygote en CBS

- déficit homozygote en MTHER
(mutation C6 77T)

- déficit hétérozygote MTHER

(maladie CbPE et CbPG) (ensemble de mutations décrites)
- déficit en vitamines B12,B6
Nutritionnelles - déficit en folate et en bétaine
-anticonvulsivants
Cause .
Methotrexate,azaribine-
thérapeutique )
theophylline, monoxyde d'azote
-insuffisance rénale
chronique
Cause o
-psoriasis
pathologique ) o )
-anémie pernicieuse -certains
carcinomes, LAL
Fréquence Faible Elevée
Précoces Tardif Sénus
Signe clinique Sevres Systéme cardiovasculaire
Ubiquitaire

3.2. Les facteurs de I’hyperhomocystéinemie :

Les dysfonctionnements du métabolisme d' hornocystéine sont liés aux défauts

congénitaux en enzymes impliquées dans ce métabolisme ou déficiences dans 'apport, le

transport et le métabolisme des fotales et vitamines B12 et B6 ou encore d'un apport

alimentaire excessif en méthionine qui sont I'origine des hyperhornocystéines (Médart, 2009).

3.2.1. Les facteurs génétiques :
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Les facteurs génétiques impliquent des anomalies congénitales bloquant la voie de la

transsulfuration ou de la reméthylation (Zitoun, 1998).

La plus fréquente est une variante thermolabile de la MTHFR avec activité enzymatique
réduite, résultat d'une substitution d'une base en position 677 de son gene. La mutation

homozygote est présente chez 5-15% de la population (Durand ef al, 1998).
3.2.2. Facteurs nutritionnels :

Un apport important de méthionine peut majorer le taux de I' homocystéine, en théorie
cette augmentation devrait étre rapidement régulée, grace aux voies métaboliques. Les folates
(B9) et la vitB 12, sont aussi impliqués dans les mécanismes de synthése de I'homocystéine :
un déficit bien souvent lié a un processus carentiel ou une malabsorption d'origine digestive
va donc influencer sur le cycle de la transformation de I'homocystéine, mais l'effet de la
carence vitaminique sur l'accumulation de I'homocystéine est moins sévere qu'avec l'exces de

la méthionine (Mouchabac, 2008).
3.2.3. Autres facteurs :

» L'age : la concentration plasmatique de ’homocystéine augmente progressivement
avec l'age dans les deux sexe.
» Le sexe : la concentration plasmatique de I’homocystéine est d’environ 10 %
supérieur chez les hommes par rapport aux femmes.
Le tabac : la concentration plasmatique de ’homocystéine augmente chez les fumeurs par
rapport aux non-fumeurs (Gharbi et al, 1996).
3.3- L'hyperhomocystéinémie et risque vasculaire:
Depuis 30 ans, de trés nombreuses études cliniques tant rétrospectives que prospectives
ont retrouvé une relation entre I’homocystéine et les maladies cardiovasculaires.
L’hyperhomocystéinémie pourrait étre un facteur de risque quantitatif et indépendant
pour la survenue d’infarctus du myocarde, d’accident vasculaire cérébral, de démence et de

maladie thromboembolique veineuse (Demuth et al, 2000).

1
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Figure 07: Infarctus du myocarde (Demuth et al, 2000).
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I. Matériel et méthode

I.1.Matériels biologiques :

1.1.1. Matériel animal :

Notre travail est réalisé sur 18 souris blanches males de la souche BALB/C, prévenant de

I'institut pasteur-Alger, agées avec poids moyen de 30 g.

% Ces animaux mammiféres sont de I’ordre de rongeurs, sont mis dans ’animalerie de

I’institut de Biologie —Tébessa.

% Notre étude pratique a été réalisée sur des foies et sérums congelés a (-80°) étaient

prélevés.

Tableau (04) : Classification des souris (Orsini et a/ , 1983).

Classification des souris

Régne : Animale
Embranchement : Vertébrés
Classe : Mammifere
Ordre : Rongeurs
Sous-ordre : Myomorphes
Famille : Muridés
Genre : Mus

Espéce : Musmusculus

Nom commun :

Souris domestiques

1.2. L’élevage :

Les animaux étaient mis dans des cages spéciales a souris /hamsters, celles-ci sont tapissés

d’une litiere constituée de copeaux de bois. Elle est changées une fois deux jours jusqu’a la

.
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fin de ’expérimentation et suivie I’alimentation spécifique et 1’eau était remplie dans des

biberons (figure 08).

Figure 08 :1’¢levage des souris.

1.3.Lotissements :

Les souris sont reparties en (04) groupes :
Groupe 1, contient 06 Souris témoins: ne subit aucun traitement.

Groupe 2, contient 06 Souris traitées par la méthionine en raison de 200 mg/kg du poids
vif incorporé dans la farine. (Zerzer. 2006).
Groupe 3, contient 06 Souris traitées par la méthionine + Salvia. officinalis en raison de

(200+100) mg/kg du poids vif incorporé dans la farine. ( Sparg et al, 2004).

Groupe 4, contient 06 Souris traitées par Salvia .officinalis en raison de 100 mg/kg du

poids vif incorporé dans la farine ( Sparg et al, 2004).

1.4. Prélévement des échantillons :
Aux 21 jours I’arrét de traitement, les souris sont sacrifiées. Apres la dissection de
I’animale on a pris le sang et les organes (figure 09).
+» Le sang prélevé de chaque souris est posé dans des tubes secs qui subit une
centrifugation 1000 tours/minutes pendant.

R/

% le foie est prélevé pour la réalisation des dosages biochimiques.
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R/

« le foie est Rincé avec I’eau physiologique préparé comme suite : 0,9¢ de NaCl avec

100 ml d’eau distillée.

Figure 09 : souris fixé sur la plaque de dissection apres la décapitation.
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I.1.2. Matériel végétale :
2. Salvia officinalis :

A- Description morphologique:

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm,
rameaux vert-blanchatre. Feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchétres, et opposées; fleurs
bleu-violacé clair en €pis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés. Calice
campanulé a 5 dents longues et 9 corolle bilabiée supérieure en casque et levre inférieure
trilobée; fruits en forme de tétrakeénes (hans 2007).

B-Propriétés :

Salvia. officinalis C’est une plante d’une grande importance aussi bien pour son utilisation
en industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I’'une des plantes les
plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,
antifongique, antiinflammatoire et antioxydant (Gherman et a/, 2000 ; Bouhdid et a/, 2006 ;
Hilan et al, 2006).

La partie utilisée et la partie aérienne, les feuilles moulues en poudre homogéne.

Figure 10 : Salvia officinalis. (Gherman et al, 2000).




Matériel et méthode

Tableau 05

: Classification du Salvia. officinalis (Djerroumi et Nacef. 2004)

Classification classique

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espece Officinalis
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24 Souris male

S

- - d o
06 souris témoins 06 souris traitées 06 souris traitées 06 souris traitées
Ne subissent Par la méthionine Par la méthionine Par Salvia
Aucun avec la dose (200mg/kg) + officinalis avec
traitement. 200mg/kg du poids Salvia officinalis. La dose 100mg/kg
vif. (100mg/kg) du du poids vif.
] poids vif.
"
Apreés 21 jours du traitement
N
Décapitation
N
Etude biochimique l
Y
Foie l
N
N ~ N &
Dosage des enzymes ] Poids relatif ] DoRaaiE Dosage de
Malondialdéhyde Glutathion
/ ]“‘“\ (MDA) réduit (GSH)

Dosage de Glutathion
S transférase (GST)

Dosage de Glutathion
péroxydase (GPx)

"/ Foie

Coeur

Figure 11 : Protocole expérimentale.
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I1. Méthode :
I1.1. Dosage du glutathion réduit (GSH) :

Le dosage du glutathion réduit hépatique (GSH) est fait selon la technique de (Weckbeker et
Cory. 1988).

I1.1.1. Principe :

La mesure de la concentration du GSH intracellulaire repose sur I’absorbance optique de
’acide 2-nitro 5-mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5’-dithio-bis-
-2-nitriobenzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion.

I1.1.2. Mode opératoire :

% On obtient un homogénat par broyage de 200 mg de tissu hépatique congelé
Avec 0,8ml de solution EDTA (0,02M).

% On procéde a la déprotéinisation de ’homogénat pour le glutathion avec 0,2

ml de I’acide sulfosalycilique (0,25%).

% L’homogénats obtenue laisse reposer 15 min au congélateur, puis on centrifuge 5 min
a 1000 tours/min.

% A 0,5 ml de surnagent, on ajoute 1 ml de tampon tris’EDTA d’un ph 6,9
(Contenant 0,02 M d’EDTA) et 0,025 ml d’acide 5,5’-dithio-bis-2- nitriobenzoique (DTNB) a
0,01M.

% Laisser 5 min pour I’incubation.

I1.1.3. Lecture :

La lecture se fait a la spectrophotométrie a A = 412 nm, contre un blanc préparé
Comme suite : 0,5 ml d’eau distillée avec 1 ml de tampon tris/EDTA et 0,025 ml de DTNB.
I1.1.4. Calcule de concentration :

La concentration en glutathion réduit est obtenue par la formule suivante :

DOx 1x1.525
GSH (Mm/mg protéine) /mg de protéine
13100%0.8x0.5

DO : Densité optique.
1 : Volume totale de solution utilisée dans la déprotéinisation (0,8 ml de solution EDTA+ 0.2

ml d’acide sulfosalycilique.

.
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1.525 : Volume totale des utilisées dans le dosage de GSH (1ml de tris’/EDTA+0,025 ml
DTNB + 0,5 ml de surnageant.

13100 : Coefficient d’absorbance de groupement thiol (-SH) a 412 nm.

0,8 : Volume de I’homogénat trouvé dans 1 ml.

0,5 : Volume de surnageant.

I1.2. Dosage du glutathion S-Transférase (GST) :

Le dosage de glutathion S-Transférase (GST) est réalisé selon la méthode de

(Habig et a/ .1974).

I1.2.1. Principe :

Le dosage de GST est basé sur la mesure spectrophotométrique de la cinétique de la
conjugaison du produit forméavec des substrats tels que le glutathion réduit et le 1- chloro-2-4
-dinitrobenzéne (CDNB).

I1.2.2. Mode opératoire :
La procédure expérimentale du dosage de la GST se fait comme suit :
¢ Le tissu hépatique est homogénéisé dans 1 ml de tampon phosphate sodique (0.1M,
ph 6).
¢ Puis ’homogénat est centrifugé pendant 30 mn a 14000 tours/ mn.
% Le surnageant récupéré sert comme source d’enzymes (GST et GPX) et il est conservé
au congélateur a -80°C jusqu’au moment de dosage.
% A 200 pl de surnageant, on ajoute 1,2 ml du mélange [(CDNBImM, GSH 5mM) dans
tampon phosphate sodique (0,1 M, ph 6)].
I1.2.3. Lecture :
La lecture des absorbances est effectuée toutes les 1 mn pendant 5 mn a A = 340 nm
Contre un blanc préparé¢ comme suit : 200 pl d’eau distillée avec 1,2 ml du mélange
[(CDNB 1mm, GSH 5mm) dans tampon phosphate sodique (0,1 M, ph 6).
I1.2.4. Calcul de la concentration :
L’activité enzymatique de la GST est déterminée par la formule suivante :
AxU
GST (Mm / mn /mg de protéine =——— /mg de protéine
exXxdxvy
A : Absorbance.
U : Volume totale de la cuve = 1400 pl [200 pl de surnageant + 1200 pl du mélange
CDNB (I1mm)/GSH (5mm)/tampon phosphate sodique (0,1 M, ph 6)].
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E : Coefficient d’extinction = 9,6 mm-1cm-1.
D : Epaisseur de la cuve = 1 cm.
V : Volume du surnageant =200 pl.
Mg de protéine : Concentration des protéines dans 1’échantillon.
I1. 3. Dosage du glutathion peroxydase (GPx) :
I1.3.1. Principe :
L’activité enzymatique de la GPx a été mesurée par la méthode de (Flohe et Gunzle. 1984).
Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene en présence de GSH. Ce

dernier est transformé en GSSG sous ’influence de la GPx:

GPX
H;0;+2GSH — > GSSG + 2H;0

I1.3.2. Mode opératoire :
¢ Prélever 200 pl de I’ homogénat.
% Ajouter 400 ul de GSH (0,1mm).
% Ajouter 200 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mm, nacl150 mm, ph 7,4).
¢ Incuber au bain marie (25°C/5min).
¢ Ajouter 200 pl de H202 (1,3 mm) pour initier la réaction et laisser agir pendant

10 minutes.
% Ajouter 1 mlde TCA (1%) pour arréter la réaction.
% Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
% Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours/min.
% Prélever 480 pl de surnageant et mélanger avec 2,2 ml de tampon TBS et

320ul de DTNB (1,0 mm).
I1.3.3. Lecture:

La lecture de la densité optique est faite aprés 5 minutes a A =412 nm, contre le blanc :
480 pl de I’eau distillée avec 2,2 ml de tampon TBS et 320 ul de DTNB (1,0 mm).

11.3.4. Calcul de la concentration :

% Activité de GSH consommée/mn/g de protéine (x)
(DO e _DO b) x 0.04

X =
DO b
X : la quantité de glutathion réduit disparus (oxydée) dans 0,2 ml de I’échantillon.

.
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DO e : densité optique de I’échantillon.
DO b : densité optique du blanc.
% Activité de GPX:

X x5
GPx (nmol / mg de protéine) =
[Protéine]

[Protéine] : Concentration des protéines dans I’échantillon
I1.4. Dosage des protéines:

Les dosages des (GSH), (GST), et de (GPx) dépend toujours aux dosages des protéines.
Pour cela, On utilise la méthode de (Bradford. 1976).

Pour déterminer la concentration totale de protéines dans un mélange complexe par
Spectrophotométrie d'absorption.
I1.4.1. Principe :

Cette méthode se fonde sur I’ajout du colorant, le (BBC), a une solution contenant des
Protéines (surnagent) a fin de déterminer la concentration en protéines totales. Le BBC en
solution acide possede la particularité de se lier aux protéines, par des interactions
Non-covalente (ponts hydrogene, interactions hydrophobes et interactions ioniques), avec un
Effet immédiat sur son spectre d'absorption (interaction du colorant principalement avec des
Acides aminés basiques (lysine, arginine, histidine et aromatiques).

11.4.2. Mode opératoire
% A 100 pl de I’échantillon, on ajoute 4 ml de réactif de Bradford.
% La lecture se fait a la spectrophotométrie a A = 595 nm, contre un blanc préparé
Comme suite : 100 pl d’eau distillée avec 4 ml de réactif de Bradford.
11.4.2.1. Courbe d’étalonnage :
A partir d’une solution mére de BSA (1mg/ml), une gamme d’étalonnage allant de 0 a
1 mg/ml de BSA a été préparée.

Tableau 06: gamme d’étalonnage pour dosage des protéines :

Tube 1 2 3 4 5 6

Solution meére

BSA (u) 0 20 40 60 80 100
H20 distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif de Bradford(ml) 4 4 4 4 4 4

.
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«» Lecture :

«» La lecture de la DO est faite a 595 nm.

C2 = 0,0046286 + 0,0007734 C1

S=0,0047707 R-caré=979%  R-carré(aust) = 97,3 %

008 —

007 —

0086 —

005 —

004 —

00 —

002 —

001 —

000 — o

Concentration du BSA (mg/ml)
Figurel2 : courbe d’étalonnage pour dosage des protéines.

IL.5. Dosage du malondialdéhyde (MDA) :
Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode selon Draper et Hadley.1990.
I1.5.1. Principe :

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud
Avec I’acide Thio barbiturique, pour former un pigment (rose).Ce chromogene peut étre donc
Mesuré par spectrophotométrie d’absorption a532 nm.

I1.5.2. Mode opératoire :

% Broyage de 0.2g du foie avec 1ml de tampon Tris/HCL (50mM, PH 7.5).
% Centrifuger 10000 tours/mn pendant 10min.
% Prélever 500ul de ’homogénat (surnageant).

% Ajouter 2.5 ml de la solution TCA.

\J
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¢ Chauffer au bain marie 100°C/15 min.

¢ Refroidissent dans la glace.

% Centrifuger 1000 tours/min pendant 10min.

% Prélever 2ml du surnageant+ 1ml TBA.

% Chauffer au bain marie 100°C/25min.

¢ Refroidissent dans la glace.

% Ajouter 1.5ml du butanol.

% Vortexer et centrifuger a 1000 tours pendant 10min.
% Récupérer le surnageant 1ml.

IL.5.3. Lecture:

La densité optique a été enregistrée a =532nm. L’absorbance est directement
Proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides
Peroxydés.

I1.5.4. Calcul de la concentration :
L’activité enzymatique de la MDA est déterminée par la formule suivante :

DO 1ml 103
X X
156 0.5ml mg de protéine

pmol/mg protéine

DO : Densité optique lue a532nm.
156 Mm™'em™ : Coefficient d’extincteur molaire du TBA.

1 ml : volume de la cuve.

0.5 ml : volume de surnageant.
10*: Unité de convers culer pM.
Mg de protéine : Concentration des protéines dans 1’échantillon.
I1- 6 le poids relatif du cceur et du foie :

Apres 21 jours du traitement les souris sont sacrifiées, I’extraction du foie, et du cceur se fait
par dissection de I’abdomen, Aprés prélevement, les organes sont bien lavé par une solution
Physiologique et séché par des papilles absorbantes.

Le poids relatif (PR) est déterminé par la formule suivante :

PR = koidsdelorgane 444 (G/100 PC)

poid corporel

.
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IT1. Analyse des résultats :

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type et analysés avec le

logiciel «statistica »

% p=0.05 : la différence n’est pas significative

*0

% p=0.01 : la différence est significative *
% p=0.001 : la différence est hautement significative™*

% p<0.001 : la différence est trés hautement significative ***

&
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2. Résultats :

2.1. Variation de la teneur en GSH hépatique (nM/mg protéine) dans les différents

Lots expérimentaux :
Le traitement statistique des données obtenues, signale une diminution trés hautement

Significative de la teneur hépatique en glutathion réduit (GSH) chez les souris traitées par la

méthionine par rapport au témoin et par rapport au souris traitées par Salvia officinalis seule.
Méthionine Vs témoin (0,0002 £3,3378E-060,0005 +6,3399E-06)
Méthionine Vs Salvia officinalis (0,0002 £3,3378E-0,0005 £9,7656E-06)

Et d’une part une diminution trés hautement significative en GSH chez les souris traitées
par I’association méthionine et Salvia officinalis par rapport au témoin, et d’autre part une
augmentation hautement significative par rapport au lot traitée par la méthionine.

Méthionine+ Salvia officinalis Vs témoin (0,0005 £9,7656E-06-0,0005 £6,3399E-06)
Meéthionine+Salvia officinalis Vs méthionine (0,0002 + 3,3378E-06 -0,0004 +1,0558E-05).

Et d'une part une augmentation hautement significative chez les souris traitée par Salvia
officinalis seule par rapport au témoin ; et d’autre part une augmentation tres hautement

significative par rapport au lot traitées par I’ I’association méthionine et Salvia officinalis.

Salvia officinalis Vs témoin (0,0005 £9,7656E-06-0,0005 £6,3399E-06).
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Tableau 07 : Variation de la teneur de GSH hépatique (UM /mg protéine) dans Les différents

lots expérimentaux.

Lots Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux Témoin méthionine méthionine (200 | Salvia officinalis
200mg/kg du mg/kg+ Salvia 100 mg/kg du
poids vif officinalis poids vif
(100mg/kg) du
Parametres poids vif
Teneur hépatique de 0,0005 = 0,0002 + 0,0004 + 0,0005 £
GSH (pM/mg protéine) 6,3399E-06 3,3378E-06 1,0558E-05 9,7656E-06
0,0007 - a**
) 0,0006 - -
§ 3 0,0005 - b
g5 § 0,0004 - ad***
EZ gg 0,0003 -
S = & 00002 -
g gj S 0,0001 -
> 0 -

M S+M S

les lots expérimentaux

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par

Rapport au méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis:
*E* p<0,001 ;** p<0,01

Figure 13 : Variation de la teneur en GSH hépatique (UM /mg protéine) dans

Les différents lots expérimentaux.

.
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2.2. Variation de ’activité enzymatique du glutathion peroxydase GPx (nmol/mg.

Protéine) dans les différents lots expérimentaux :

Les résultats obtenus montrent une diminution hautement significative de I’activité
enzymatique de GPx chez les souries traitées par la méthionine par rapport au témoin et au
lot traitée par 1’association méthionine et Salvia officinalis

Méthionine VS Salvia officinalis (0,4936+0,0758 -1,3525+0,3428).
Meéthionine VS méthionine+ Salvia officinalis (0,5987+0,1683 0,6133+0,1248 )

Contrairement chez les souries traitées par Salvia officinalis on observer une
augmentation trés hautement significative par apport au témoin et I’association méthionine et

Salvia officinalis.
Salvia officinalis VS témoin (1,3525+0,3428- 0,5987+0,1683).

Tableau 08: Variation de ’activité enzymatique du glutathion peroxydase GPx

(n mol/mg. Protéine) dans les différents lots expérimentaux.

Lots Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux Témoin méthionine méthionine (200 | Salvia officinalis
200mg/kg du mg/kg) + Salvia | 100mg/kg du
poids vif officinalis(100 Poids vif
mg/kg)

Parameétres du poids vif

Activité enzymatique de | 0,5987+0,1683 0,4936+0,0758 0,6133+0,1248 1,3525+0,3428

GPx (n mol/mg.

Protéine)

.
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1,8 - QEE®
1,6 -

14 -

1,2 A
a NS
1 A ac ** d *E*

08 - o

0,6 -
T
0,4 -
0,2 -
0 T T T
T M M+S S

les lots expérimentaux

variation de I'activité
enzymatique du GPx
nmol/mg de protéine

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par Rapport
a la méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis, *** p<0.00 ;
** p<0,01
Figure 14 : Variation de ’activité enzymatique du glutathion peroxydase GPx
(n mol/mg. Protéine) dans les différents lots expérimentaux.

2.3. Variation de ’activité enzymatique de GST (upM/mn/mg protéine) dans les différents

lots expérimentaux :

Les résultats montrent une augmentation trés hautement significative de 1’activité

enzymatique de GST chez les souris traitée par la méthionine par rapport aux 3 lots.
Meéthionine Vs témoin (0,0014+7,8235E-05-0,0007+1,4223E-05)

Meéthionine Vs Salvia officinalis (0,0014+7,8235E-05-0,0009+7,6647E-05)

Meéthionine Vs méthionine+Salvia officinalis (0,0014+7,8235E-05- 0,0008+4,2027E-05)

Et une augmentation trés hautement significative chez les deux lots traités par Salvia

officinalis seule et ’association méthionine Salvia officinalis par rapport au témoin.
Salvia officinalis Vs témoin (0,0009+0,0003- 0,0008 +0,0002).

méthionine+Salvia officinalis Vs témoin (0,0008+4,2027E-05-0,0007+1,4223E-05).

E



Résultats

On observer aussi une augmentation hautement significative chez les souries traitées par

Salvia officinalis seule par apport au souries traitées par I’association méthionine et salvia

officinalis.

Salvia officinalis Vs méthionine+salvia officinalis (0,0009+7,6647E-05-0,0008+4,2027E-05).

Tableau 09 : Variation de I’activité¢ enzymatique de GST (WM/ mn /mg protéine) dans les

Différents lots expérimentaux.

Lots Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux Témoin méthionine méthionine (200 | Salvia officinalis

200 mg/kg du mg/kg )+ Salvia | 100mg/kg du
poids vif officinalis poids vif

Parameétres (100mg/ke) du

poids vif
Activité enzymatique de 0,0007+ 0,0014+ 0,0008+ 0,0009+
GST (uM/mn/mg protéine) | 1,4223E-05 7,8235E-05 4,2027E-05 7,6647E-05
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0,0018 -

acd**
0,0016 -

0,0014 -
c**
0,0012 - Qi k P Raloko
0,001 -
0,0008 -
0,0006 -
0,0004 -
0,0002 -
0 T T T 1
T M M+S S

Les lots expérimentales

variation de I'activité
enzymatique de GST
pM/mn/mg de protéine

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par

Rapport au méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis:
% p<0.001;** p<0,01
Figure 15 : Variation de I’activité enzymatique de GST (uUM/ mn /mg protéine) dans les

Différents lots expérimentaux

2.4. Variation de la teneure hépatique de MDA (nM/mn/mg protéine) dans les différents

lots expérimentaux :

Les résultats montrent une augmentation significative de la teneur hépatique en MDA

chez les souris traitée par la méthionine par rapport au témoin.
Meéthionine VS témoin (0,0138+0,0016- 0,0111+0,0019).

Et une diminution significative chez les souris traitées par Salvia officinalis rapport a la

méthionine.
Salvia officinalis VS méthionine (0,0111%0,0024- 0,0138+0,0016).

Tableau 10: Variation de la teneur hépatique de 'MDA (uM/ mn /mg protéine) dans les

e
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Différents lots expérimentaux.

Lots Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux Témoin méthionine méthionine (200 | Salvia officinalis
200mg/kg du mg/kg) + Salvia | 100mg/kg du
poids vif officinalis poids vif
(100 mg/kg)
Paramétres e
du poids vif
Teneur hépatique de 0,0111+0,0019 | 0,0138+0,0016 | 0,0111+0,0026 | 0,0111%0,0024
MDA (pM/mn/mg protéine)
c 0018 - cNS
;' € a* aNS
€3 0014 - b*
< = 9
o s S 0012
= -
2= 9 001 -
: b
s 5 e
£ 2w 0,008 -
= s E
5.8 T 0,006 -
>~ s
§ & 0,004 -
= 0002
0 .
T M+S S
les lots experimentales

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par

Rapport au méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis ,*p<0.05.

Figure 16 : Variation de la teneur hépatique de ’'MDA (uM/ mn /mg protéine) dans les

Diftérents lots expérimentaux.
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2.5. Variation du poids du foie (g) suite au traitement par la méthionine dans les

Différents lots expérimentaux :

Nos résultats signalent une diminution trés hautement significative du poids du foie chez

les souris traitées par la méthionine par rapport au témoin ; et une diminution hautement

significative chez les souris traitée par la méthionine par rapport aux deux lots traitées par

Salvia officinalis seule et traitées par I’association méthionine et Salvia officinalis.

Méthionine Vs témoin (3,7572+0,6855-5,6266+0,5701).

Meéthionine Vs Salvia officinalis (3,7572+0,6855-4,9716+0,1940).

Meéthionine Vs Méthionine + Salvia officinalis (3,7572+0,6855-4,9+£0,5570).

Et une diminution significative chez les deux lots traitées par Salvia officinalis et

I’association méthionine et Salvia officinalis par rapport au témoin.

Salvia officinalis Vs témoin (4,9716+0,1940-5,6266+0,5701).

Meéthionine + Salvia officinalis Vs témoin (4,9+0,5570-5,6266+0,5701).

Tableau 11: Variation du poids du foie (g/100 gPC) dans les différents lots expérimentaux.

Lots Témoin Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux méthionine méthionine Salvia officinalis
200mg/kg du (200 mg/kg) + 100mg/kg du
poids vif Salvia officinalis | poids vif
(100mg/kg) du
Paramétres ) )
poids vif
poids du foie 5,6266+£0,5701 | 3,7516+0,6856 | 4,9+0,5570 4,9716+0,1940

(/100 gPC)
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Q*** a*

dc**

variation de la poids relatif du foie
w

gg00 gch) o

T M S+M S

les lots expérimentaux

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par
Rapport au méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis:
*p <0,05 ; *** p<0,001 ;** p<0,01
Figure 17: Variation du poids du foie (g/100 gPC) dans les différents lots

expérimentaux.

2.6. Variation du poids du cceur (g) suite au traitement par la méthionine dans les

Différents lots expérimentaux :

Nos résultats signalent une diminution treés hautement significative du poids du cceur chez

les trois lots par rapport au témoin.

Meéthionine Vs témoin (0,5281+0,0552-0,6809+0,0392)

M¢éthionine + Salvia officinalis Vs témoin (0,5485+0,0499-0,6809+0,0392)
Salvia officinalis Vs témoin (0,5566+0,0384-0,6809+0,0392)

Et une augmentation significative du poids du cceur chez les souries traitées par Salvia
officinalis seule et traitées par I’association méthionine et Salvia officinalis par apport au lot

traitées par la méthionine.

Méthionine Vs Salvia officinalis (0,6809+0,0392-0,5566+0,0384).

37
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Méthionine Vs Méthionine + Méthionine (0,6809+0,0392-0,6809+0,0392).

Tableau 12: Variation du poids du cceur (g/100 gPC) dans les différents lots expérimentaux.

Lots Témoin Traité par la Traité par la Traité par la
Expérimentaux méthionine méthionine (200 | Salvia officinalis
200mg/kg du mg/kg)+ Salvia | 100mg/kg du
poids vif officinalis (100 | poids vif
mg/kg) du poids
vif
Parameétres
poids du ceeur (g/100 | 0,6809+0,0392 | 0,5281+0,0552 | 0,5485+0,0499 | 0,5566+0,0384
gPC)
0,8
b* b
= 0,7 - QFE*
= PEEE a
06
2 5
2o 0,5
2=
% E«ﬂ 0,4
§ 503
£
‘= <9 0,2
s 3
0,1
0
T M+S S

les lots expérimentales

NS : non significative, a : par rapport au témoin, b : par rapport au méthionine, ¢ : par

rapport au méthionine+ Salvia officinalis, d : par rapport au Salvia officinalis:

5% 5<0,001,%*p<0.05.

Figure 18: Variation du poids du cceur (g/100 gPC) dans les différents lots

expérimentaux.
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Discussion

DISCUTION

1. Effet du salvia officinalis sur la teneur en glutathion réduit (GSH) et ’activité
enzymatique de la glutathion S- transférase (GST) et glutathion peroxydase (GPx) suite

au traitement par la méthionine :

Le glutathion (GSH) est un composé thiol présente dans presque chaque cellule de notre
organisme constitué d’une succession de trois acides aminés : ’acide glutamique, la cystéine
et la glycine. Il joue un réle de détoxification des substances endogenes ou xénobiotiques et
protege les cellules contre un stress oxydant (Todorova, 2007).

Le glutathion peroxydase (GPx) est une séléno-enzyme tétramérique, localisée dans le
cytosol et les mitochondries de la cellule et a besoin du glutathion comme donneur d’électron.
Son réle principal est de lutter contre I’excés d’H202et ¢liminé d’autres hydroperoxydes

Organiques et lipidiques (Akchiche ,2009).

Le glutathion S-transférase (GST) est un principal acteur du métabolisme des composées
Electrophiles. Elles catalysent souvent la conjugaison des molécules électrophiles avec le

Glutathion réduit (GSH) (Lecomte, 2005).

Nos résultats révelent une diminution de la teneur hépatique en glutathion réduit (GSH) et
en activité enzymatique de glutathion peroxydase (GPx) chez les souris traitées par la

méthionine a la dose 200mg /kg du poids vif.

Et une augmentation d’activit¢ enzymatique de (GST ) chez les souris traitées par
I’association de la méthionine (200 mg/kg) et Salvia officinalis par la dose (100mg/kg) du
poids vif.

L’alimentation animal riche en méthionine augmente la concentration de sulfonium —
adénosyl- L-méthionine (SAM) ce qui stimule la transméthylation de la méthionine en
homocystéine et elle limite la voie de réméthylation d’homocystéine en méthionine (Wang et
al,2001).Le blocage du retour de I’homocystéine en méthionine est inhibé la bétaine-
homocystéine méthyltransférase (BHMT) expliqué par ’inhibition de choline en bétaine qui
fait parti de lI’enzyme qui intervienne dans la transformation d’une grande quantité
d’homocystéine en méthionine et I’exposition a des dose élevées et répétées de la méthionine
conduit a la saturation du voie de la transsulfuration d’ou une diminution d’acide aminé

cystéine nécessaire a la synthése du glutathion (Finkelstein ,2003).
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Des résultats similaires sont rapportés par (Bagnyukova. 2003). Qui a trouvé que L’exposition
a des doses ¢élevées et répétées de la méthionine provoque la diminution de GSH

Intracellulaire dans le foie.

L’altération de la teneur de GSH des souries traitées par la méthionine a la dose 200mg/kg,
conduit considérablement a la diminution de GPx, qui utilise cette protéine comme cofacteur
(Woo et al. 2006).

Cette diminution en GSH et en GPx est améliorée suite au traitement journalier pendant 21
jours par Salvia officinalis a la dose 100 mg/kg du poids vif qui a une activité antioxydante
Salvia officinalis est trés riche en composés phénoliques tels que les flavonoides, les acides
phénoliques et les diterpénes phénoliques qui sont responsables de ses activités antioxydantes
¢levées ( Jiang et épousseter , 2003).

Des études antérieures sur l'activité¢ antioxydante de Salvia officinalis étaient limités a ses
composés diterpéniques (Cuvelier et al. 1994). Selon (Al- Tawaha et al. 2013)

Contrairement au GST nos résultats signalent une augmentation de I’activité enzymatique
en glutathion S-transférase chez les souris traitées par la méthionine a la dose 200 mg/kg du
poids vif et aussi chez les souris traitées par 1’association méthionine (200 mg/kg) et Salvia
officinalis.(100 mg/kg) du poids vif).

Cette augmentation se traduit par une forte capacité de détoxification du foie en réponse
a I’élévation des concentrations des radicaux libres issue de la supplémentation de la
Me¢éthionine, via la conjugaison au GSH (cofacteur) par une liaison covalente impliquant le

Soufre du résidu cystéyl avec production de GSSG (Demirsoz., 2009).

Les résultats obtenus confirment la capacité des méthionines a générer des effets

radicalaires cellulaire a partir de leur transformation en homocystéine (Ahamed, 20012).

Nos résultats indiquent que 1’administration journalier du Salvia officinalis pendant 21
jours du traitement a la dose 100mg/kg du poids vif . améliorer la défense antioxydante par

induction des enzymes antioxydantes

Des résultats similaires sont rapportés par Jamroz et al. (2006) qui ont trouvé que les
propriétés antioxydantes de certaines plantes composés bioactifs tel que Salvia officinalis sont
capables de protéger ces cellules d’oxydation dommage et d'améliorer leur fonction.

2. Effet du salvia officinalis sur la teneur en malondialdéhyde (MDA) suite au traitement

par la méthionine :

.
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- le malondialdéhyde, composé issu de la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés
des membranes cellulaires .En effet les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides
membranaires sont les cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les membranes sont plus
particulierement visées par le radical hydroxyle capable d'arracher un atome d'hydrogene sur
les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diéne conjugué, oxydé
en radical peroxyle. Cette réaction de peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car
le radical pyroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diéne conjugué. Ce processus génere des hydroperoxydes qui
peuvent continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes et en alcanes (éthane, éthyléne,
pentane). Le radical peroxyle peut, quant a lui, libérer différents aldéhydes toxiques dont le
malondialdéhyde (MDA) ou l'hydroxynonénal (Kruidenier et al. 2002, Thérond et al. 2005,
Valko et al. 2006).

Nos résultats présentent une augmentation de la teneur en MDA chez les souris traitées par la
méthionine a la dose 200 mg/kg du poids vif et une diminition chez les souris traitées par

I’association de la méthionine (200 mg/kg) et Salvia officinalis (100) mg/kg du poids vif.

Cette augmentation est améliorée apreés 1’administration journaliere du Salvia officinalis

pendant 21jours

Au cours de la peroxydation lipidique , les lipides sont oxydées en petits fragments tels
comme alcanes , alcénals et malondialdéhyde sont créés . Ces radicaux lipidiques sont tres
réactifs et peuvent causer dommages cellulaires ( Castell et al ., 1997 , Pessayer et al . 1999)
Des résultats similaires sont rapportés par ( Jiang et épousseter , 2003)qui confirme que Salvia
officinalis est trés riche en composés phénoliques tels que les flavonoides, les acides
phénoliques et les diterpénes phénoliques qui sont responsables de ses activités antioxydantes

¢élevées

3. Effet du salvia officinalis sur le poids relatif du foie (mg) suite au traitement par la

méthionine :

Notre résultats présentent une diminution du poids des foies chez les souris traitées par la
méthionine par la dose 200mg/kg du poids vif et une augmentation chez les souris traitées
par I’association méthionine (100 mg/kg) et Salvia officinalis (100 mg/kg) du poids vif.

Les troubles de I’oxydation des acides gras ou de la synthése des lipoprotéines de trés basse

densité jouent un role de moindre importance (Marra et al. 2008).

-



Discussion

L’exces de méthionine provoque 1’oxydation cellulaire via D’augmentation de
I’homocystéine qui altére la structure et la fonction cellulaire hépatique et qui conduits a la
perturbation de certaines enzymes comme les transaminases, et provoque la perturbation du

métabolisme lipidique par I’augmentation de ’'MDA.

Par contre le traitement par certains antioxydants tels que la vitamine E et les composés
bioactifs des plantes médicinales du genre salvia officinalis jouent un réle protecteur des
cellules hépatique, et piégeur des radicaux libres. Ce qui interpréte le maintient du poids du

foie apreés ’administration du salvia officinalis pondant 21 jours.

Des résultats similaires sont rapportés par Jamroz et al. (2006) qui ont mis en évidence les
propriétés antioxydant des composé bioactifs de certaines plantes du genre salvia officinalis

ces derniers protege les cellules hépatique des dommages d’oxidation. (Fasseas et al. 2007).

Effet du salvia officinalis sur le poids relatif du cceur (mg) suite au traitement par la

méthionine :

Nos résultats présentent une diminution du poids du cceur chez les trois lots traités par

rapport au témoin.

Il diminue en cas de destruction des cellules, en particulier en cas d'infarctus du myocarde et

de myopathie (Astier-Théfenne et al. 2001).

le traitement journalier par la méthionine provoque la stimulation de la voie de
transméthylation qui aboutit a des concentrations ¢élevées de ’homocystéine qui déclenche
I’oxydation cellulaire par la génération des radicaux libres oxygénés via la modification du
statut thiol redox de 1’organisme .cette altération de la réaction de méthylation cellulaire et
I’augmentation de I’homocystéine induit 1’oxydation des lipoprotéines de faible poids
moléculaire (LDL) ce qui favorise la diminution de la fluidité membranaire et conduit a la

mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Hirche, 2005).

L’étude de (vigué. 2005) a démontré que le traitement journalier par la méthionine avec la
dose 200 mg/kg du poids vif. Chez les rats provoque I’oxydation cellulaire par 1’oxyde
d’azote (NO) qui va altérer la pompe Na' /K * ATP ase. Cette derniére sera protégée par
certaines substances antioxydantes telle que les composés bioactifs des plantes médicinales du

genre salvia officinalis ainsi que par la vitamine E.

.



Conclusion

Conclusion

Le but de notre étude et de tester I’effet de ’extrait de salvia officinalis sur les variations
de quelques paramétres biochimiques chez des souris traitées par la méthionine.

Notre travail a été réalisé sur des souris males Albinos de la race BALB/c traitées,
pendant 21 jours, par la dose de 200 mg/kg du poids vif de la méthionine et la dose de 100
mg/kg du poids vif de la plante salvia officinalis , les activités enzymatiques spécifiques du
glutathion réduit (GSH) et glutathion S-Transférase (GST), du glutathion peroxydases (GPx)
et du malondialdéhyde (MDA) dans le foie, et la teneur hépatique en sont mesurées.

Nos résultats montrent d’une part une diminution de la teneur hépatique en GSH et de
’activité enzymatique de la GPx , et d’autre part une augmentation de 1’activité enzymatique
de GST et de MDA |, ce qui suggerent que ces détériorations sont la conséquence de la
transformation de la méthionine en homocystéine facteur oxydatif et cause principale des

maladies cardiovasculaire, et I’administration de Salvia officinalis améliore ces perturbations.

La phytothérapie améliore les perturbations métabolique, mais leurs utilisation doit étre

d’une fagon controler, car leur exces peut provoquée des anomalies.
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