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Les travaux effectués dans ce mémoire marquent la continuité des recherches
expérimentales menées au sein de I’équipe de Biochimie et remodelage de la matrice
extracellulaire.

Ils consistent en I’analyse des répercussions d’une hyperhomocystéinémie sur la biochimie
plasmatique et I’histologie cardiaque de Rattus norvegicus, induite par une surcharge en
méthionine.

Les précédents travaux de I’equipe ont porté sur des expérimentations réalisées sur différents
modeles aussi bien athérosensibles (Rat des sables et Lapin) qu’athérorésistant (Rat Wistar)
rendus hyperhomocystéinémiques par une administration de méthionine a différentes doses
(70, 100, 200 et 500 g¢/Kg de poids corporel). Il a été ainsi, montré qu’une
hyperhomocystéinémie est responsable d’altérations athérosclérotiques chez le Rat Wistar
(Raaf, 2003), le Lapin (Othmani, 2007 ; Fernane, 2009), le Rat des sables (Chaouad, 2008),
d’apparition de thrombose chez Psammomys obesus homocystéinémique (Zerrouk, 2007).
Elle est également a I’origine d’une modulation de la composition des matrices
extracellulaires de nature conjonctive (Kumar et al., 2008).

Dans ce présent travail, une hyperhomocystéinémie est induite chez des Rats Wistar
provenant de I’Institut Pasteur d’Alger, par administration de trois doses différentes de
méthionine per os (300, 400 et 500 mg/Kg de poids corporel/jour) pendant 3 mois.
Différents paramétres ont été suivis et analysés durant I’expérimentation a savoir :
e L’évolution du poids corporel,
e Ladétermination de :
- I’homocystéinemie,
- lacholestérolémie,
- latriglycéridémie,
- la protéinemie,
e Une analyse des lipoprotéines plasmatiques,
e Un marqueur du stress oxydatif, le rapport nitrates/nitrites,
e Un marqueur cardiaque, la CK-MB,
e Une analyse histologique et histochimique de la paroi cardiaque.

Le mémoire est structuré en :

- Une introduction situant ce travail dans la thématique globale de I’équipe,

- Une revue bibliographique définissant I’hyperhomocystéinémie et ses divers aspects
pathologiques,

- Une partie Matériel et méthodes précisant le matériel biologique et I’ensemble des
méthodes et techniques utilisées pour la réalisation de ce travail,

- Une partie Résultats relatant tous les aspects étudiés,

- Une discussion suivie de la conclusion et des perspectives que laissent entrevoir ce
modeste travail, qui se continue par la Bibliographie et les Annexes.






I. HOMOCYSTEINE

L’homocystéine (Hcy), acide aminé soufré protéinogenique absent de la structure
des protéines, est issu de la déméthylation intracellulaire de la méthionine alimentaire. I
constitue le core du métabolisme de cette derniére. Chez les mammiferes, I’accumulation de
I’homocysteine est diminuée par deux voies métaboliques : la voie de la reméthylation et la
voie de trans-sulfuration effectuées essentiellement au niveau du foie et des reins (Scott et
Weir, 1998 ; Fowler, 2005).

1. Les différentes formes d’homocystéine

L’homocystéine existe sous différentes formes dans I’organisme (Fig. 1), la forme
réduite appelée homocystéine (ou sulfidryl) et le bisulfure ou la forme oxydée dite
homocystine (McCully et Wilson, 1975). Cette derniere existe aussi sous forme liée a la
cystéine et aux protéines contenant les résidus réactifs de cystéine (homocystéine liée aux
protéines).

Les derniéres formes oxydeées sont designees sous le nom de disulfides mélangés.
L’homocystéine libre ne compose que 1% a 2% de I’homocystéine totale (Mansoor et al.
1993). Les formes oxydées d’homocystéine représentent habituellement 98 a 99% de
I'nomocystéine totale dans le plasma humain, 80 a 90% sont liées aux protéines (McCully et
Wilson. 1975 ; Mudd et al., 2000).

L’homocystéine thiolactone (HTL), un thioester cyclique de I’homocystéine représente
0,3% et 28% de I’homocystéine totale, respectivement dans le plasma et [’urine.
L’homocystéine peut également se lier aux protéines par liaison amide (N-Hcy-protéine). La
N-Hcy-hémoglobine et N-Hcy-albumine constituent respectivement 75% et 22% de N-Hcy-
protéine totale (Jakubowski et al., 2006). Lorsque I’on mesure la concentration de
I’homocystéine, tous les ponts disulfures sont réduits par un agent réducteur et toutes les
homocystéines passeront sous forme libre. Le terme homocystéine totale est donc la somme
de I’homocysteine libre et liée par le pont disulfure. L’homocystéine totale ne compte pas
I’homocysteine thiolactone (HTL) et I’homocysteine liee aux protéines par le pont amidé (N-
Hcy-protéine), car cette liaison résiste au réactif réducteur, HTL et N-Hcy-protéine ne
peuvent pas étre réduits en homocystéine libre.
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Figure 1 : Différentes formes de I’homocystéine dans le plasma humain.
(d’apres Jakubowski et al., 2006)



2. Voies de synthese et dégradation de I’homocystéine

Plusieurs enzymes et cofacteurs (vitamines du groupe B) entrent dans le métabolisme
de I’homocystéine (Fig. 2), qui emprunte la voie de trans-sulfuration qui est régulée par la
cystathionine S synthase (CBS) ou la voie de reméthylation controlée par la méthionine
synthase (MS).

La premiére étape du métabolisme de la méthionine consiste en sa conversion par la
MAT ou methionine-adénosyl-transférase (Mato et al., 1997), en présence d’ATP, en S-
adénosyl-méthionine (SAM : forme active) qui est considérée comme principal donneur de
radicaux méthyles dans de nombreuses réactions aux différents accepteurs importants comme
I’ADN, I’ARN, les neurotransmetteurs, les hormones et les phosphatidylcholines (Bailey et
al., 2001). La méthylation de I’ADN et les histones se répercutera sur I’activité globale des
génes (Vaillant et Paszkowski, 2007 ; Cedar et Bergman, 2009).

La déméthylation de la SAM donne la S-adénosyl homocystéine (SAH) inhibiteur de
toutes les méthyl-transférases (Lu et Mato 2008 ; Luka et al., 2009). La SAH est hydrolysee
en homocystéine et adénosine par la S-adénosyl homocystéine hydrolase ou SAHH (Welch et
Loscalzo, 1998).

L’homocystéine produite, peut jouer le role de précurseur de la méthionine par sa
reméthylation par la méthionine synthase (MS) en utilisant le groupement méthyle issu de la
N5-méthyle-tétrahydrofolate  (5-CH3-THF) et la vitamine Bj;, comme cofacteur
(méthylcobalamine sa forme active). La betaine-homocystéine S-méthyltransférase (BHMT)
catalyse la reméthylation de I’homocystéine indépendamment des folates en utilisant la
bétaine (donneur de groupement méthyle dérivé de I’oxydation de la choline). Parallelement a
la reméthylation, I’homocystéine peut étre catabolisée par la voie de trans-sulfuration en
cystéine en commencant par une conversion irréversible en cystathionine par la cystathionine
B synthase (CBS) dépendant de la vitamine Bg, qui donnera a son tour la cystéine par
I’enzyme cystathionine 7y synthase (CyS) qui pourra é&tre métabolisée en molécules
biologiques importantes comme le glutathion (antioxydant).
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Figure 2 : Métabolisme de I’lhomocystéine (Murthy et al., 2005 ; Vesin et al., 2007)



3. Régulation du métabolisme de I’hnomocysteine

La reméthylation et la trans-sulfuration dépendent de la disponibilité de la SAM qui est
un inhibiteur allostérique de la MTHFR (Guilland et al., 2003), enzyme synthétisant la N5-
CH3-THF (Kutzback et al.,1967 ; Jencks et Matthews, 1987). Ainsi lorsque le taux de SAM
est élevé, la MTHFR est inhibée, la synthése de la N5-CH3-THF diminue ce qui activera la
glycine-N-CHgs-transférase (GNMT) qui catalyse le transfert du groupement méthyle de la
SAM sur le groupement amine de la glycine qui donnera la sarcosine. La SAM active la CBS
enzyme clé de la trans-sulfuration (Finkelstein et al., 1975). Inversement lorsque le taux de
SAM est diminué, I’inhibition sur la MTHFR est levée, la N5-CH3-THF est augmentée ainsi
la GNMT est inhibée (Guilland el al., 2003).

4. Relation entre les vitamines Bg, B1,, folates et le métabolisme de
I’homocystéine

Les trois vitamines Bg, Bg et B, interviennent dans le meétabolisme de I’homocystéine, la
vitamine Bg est le cofacteur de la CBS, la vitamine Bg (acide folique) participe par son
métabolite donneur de méthyle le N5-MTHF, la méthyle cobalamine est le cofacteur de la
méthionine synthase. Le taux d’homocystéinémie peut étre abaissé par les folates, vitamines
Bs et B1o, 1l existe une corrélation entre I’hyperhomocystéinémie et le statut en vitamines By,
Bs et folates (Cravo et al., 2000).
Une carence en folates est probablement la cause principale et la plus étudiée d’une
hyperhomocystéinemie. Hao et al. (2007) ont montré que la carence en vitamine Bg était
responsable d’une hyperhomocystéinemie.
En effet, McKinley et al. (2002) ont montré que la supplémentation en riboflavine (B;)
n’engendrait une normalisation de I’homocystéine que si elle était associee a une
supplémentation en folates chez des personnes agées présentant un taux basal diminué de
riboflavine.

II. HYPERHOMOCYSTEINEMIE
L’homocystéinémie physiologique se situe entre 6 et 12 umol/L (Bostom et al., 2000).
Son augmentation engendre une hyperhomocystéinémie qui est, selon Guilland et al. (2003),
qualifiée de :
- Modérée lorsque la concentration en homocystéine est comprise entre 12 et 30 uM,
- Intermédiaire, lorsque I’nomocystéinémie varie entre 30 et 100 uM,
- Sévere lorsque I’homocystéinémie est supérieure & 100 uM.

Les déterminants de I’homocystéinémie sont nombreux et multiples, impliquant des facteurs
génetiques, environnementaux et nutritionnels.

1. Facteurs environnementaux et nutritionnels

lIs incluent le statut en folates vitamines Bg Biy, I’age, le sexe, les médicaments et
différentes conditions pathologiques. Les personnes agées ont des taux d’Hcy plus élevés que
les jeunes, chez qui le statut vitaminique joue un réle primordial (Selhub et al., 1993). Chez
les hommes, I’homocystéinémie est plus élevée que celle des femmes du fait de la masse
musculaire et de I’effet des hormones (Anderson et al., 1992 ; Jacobsen et al., 1994).



L’homocystéinémie peut étre aussi induite par la prise de certains médicaments (Ueland et al.,
1993) tel que le methotrexate (qui interfere dans le métabolisme des folates), le dioxyde
d’azote (qui inactive la vitamine Bj,), I’azaribine (qui inhibe la CBS), par différentes
pathologies comme I’insuffisance rénale, le diabéte de type II, I’hypothyroidisme, les
affections inflammatoires. Par ailleurs, I’usage chronique de tabac ou d’alcool favorise
I’hyperhomocystéinemie. Ainsi, une hyperhomocystéinémie chez les sujets alcoolo-
dépendants a été décrite pour la premiére fois par Hultberg et al. (1993). Chaouad, (2008)
rapporte qu’une hypothyroidie peut provoquer une hyperhomocystéinémie moderée chez le
Rat des sables.

2. Facteurs d’origine génétique

Durant les derniéres années, les génes de la CBS, MTHFR et MS, ont été clonés et plusieurs
mutations ont été identifiées, comme la mutation causée par la substitution d’une cytosine en
une thymidine en position 677 du géne codant pour la MTHFR. Cette mutation ponctuelle
causera le remplacement de la valine en alanine (Frosst et al., 1995). Des etudes in vitro
rapportent que I’activité de cette enzyme sera réduite de 30 a 50% (Bolander-Gouaille., 2002)
favorisant I’HHcy. Chen et Marsh. (1997) ont mis en évidence I’existence de plusieurs
polymorphismes de la méthionine synthase, le plus prédominant est la mutation 2756 A—G,
au niveau de I’enzyme, (I’aspartate est remplacée par une glycine).

Pour le geéne de la CBS, une soixantaine de polymorphismes ont été¢ décrits, le plus répandu
est le polymorphisme 833T—C qui serait fortement associe aux problémes de thromboses
(Gaustadnes et al., 2000).

I1l. PATHOLOGIES ASSOCIEES A L’HOMOCYSTEINE
L’hyperhomocystéinémie posséde de nombreuses actions sur le systéme cardio-vasculaire :
perturbation de la synthése et de I’effet du monoxyde d’azote (NO) (Ho et al., 2003),
multiplication des cellules musculaires lisses (Murthy et al., 2005), remodelage de la matrice
extracellulaire (Kumar et al., 2008), oxydation des lipoprotéines (Blacher et al., 2005). Par
ailleurs, il est admis que I’hyperhomocysteéinémie induit par des mécanismes complexes, un
stress oxydatif responsable d’un dysfonctionnement endothélial aboutissant entre autre a une
diminution de la production des cellules endothéliales et leur desquamation exposant le sous-
endothélium, et responsable de I’activation des processus de coagulation (Demuth et al.,
2000)

1. Homocystéine et diabéte

Les personnes atteintes de diabete sont prédisposées aux maladies cardiovasculaires
(MCV). Le taux de déces da a des problemes cardiaques est deux a quatre fois plus élevé
chez les personnes atteintes de diabéte de type 2. Munshi et al. (1996) ont montré que le
diabete de type 2 est associé a une hyperhomocystéinémie. L’étude Hoorn Study a trouvé que
des taux d'’homocystéine plus élevés augmentaient le risque de MCV de 38 % chez les
personnes sans diabéte et de 233 % chez celles atteintes de diabéte. Une forte relation entre
I'étendue des anomalies coronariennes et la concentration d'homocystéine a été observée chez
les diabétiques (Jeger et al., 2001). Chez les personnes atteintes de diabéte, la relation entre
homocystéine et albuminurie peut étre due a des altérations de la fonction rénale (Davis et al.,
2001), et que I’hyperhomocystéinémie peut étre associée a la rétinopathie diabétique (van
Guldener et Stehouwer, 2003). Le stress oxydant généré par I’homocystéine thiolactone
conduit a une inhibition de I’activité tyrosine kinase des récepteurs a I’insuline, résultant en
une inhibition de la synthese de glycogéne par I’insuline (Najib et Sanchez-Margalet, 2001).



2. Homocystéine et homocystinurie

L’homocystinurie est une maladie héréditaire caractérisée biochimiquement par une
élévation de I’homocystéinémie et de la méthionine et une diminution de la cystéine
conséquence d’un déficit en CBS, induisant des thromboses dues a 1’accumulation
d’homocystéine dans les cellules endothéliales (Drai et Garcia, 2007)

3. Homocystéine et athérosclérose

L’homocystéine est capable de provoquer I’athérosclérose de par son aptitude a :
- Oxyder les LDL favorisant la formation de cellules spumeuses qui est un élément

formateur des plaques d’athérome (Blacher et al., 2005),

- Reéduire la concentration plasmatique en HDL-cholestérol par I’inhibition de la
synthese hépatique de I’ Apo A-l, apolipoprotéine la plus importante de I’HDL (Mikael
et al., 2006),

- Provoquer un état inflammatoire, en augmentant I’expression de cytokines pro-
inflammatoires comme la MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) qui régule la
migration et I’activation des monocytes et macrophages, ainsi que la production de
I’IL-8 (interleukine 8) possédant une activité chimioattractante pour les neutrophiles et
les lymphocytes T (Poddar et al., 2001),

- Augmenter le taux de la CRP ou protéine réactive C, (Othmani, 2007) activant les
cellules inflammatoires,

- Perturber la coagulation (Tab. 1) en interférant avec plusieurs de ses étapes favorisant
la thrombose vasculaire par induction de molécules procoagulantes. Rodgers et Kan
(1986) ont montré une activation du facteur tissulaire et du facteur endogéne V de
coagulation aprés une exposition des cellules endothéliales humaines a
I’homocystéine. Zerrouk (2007) a rapporté la présence de lésions particulieres au
niveau artériel et de thrombose chez le Rat des sables hyperhomocystéinémique. En
cas d’hyperhomocysteinémie, le risque de thrombose est multiplié par trois (Den
Heijer et al., 1995 ).

Tableau 1 : Exemples d’effets de I'nomocystéine in vitro sur des médiateurs de la
coagulation (d'apres Demuth et al., 2000)

Médiateurs de la
coagulation

Effet de
I’homocysteine

Conséquence
fonctionnelle

Protéoglycanes de
type héparane sulfate

Diminution de I’expression
membranaire

Altération de la fonction d’inhibition de
I’agrégation plaquettaire et de la coagulation

Facteurs V et XII Potentialisation de I’activation Activation de la
Facteur tissulaire Induction de I’expression coagulation
Thrombomoduline Diminution de I’expression Altération de la fonction d’inhibition de la

membranaire

coagulation

Activateur tissulaire du
plasminogéne

Inhibition de la liaison aux
récepteurs membranaires

Inhibition de la fibrinolyse

Facteur Von
Willebrand

Augmentation de I’expression

Activation de la coagulation




4. Homocysteéine et infarctus du myocarde

De nombreux travaux ont rapporté une élévation de I’hnomocystéinémie associée aux
accidents cardio-vasculaires (Dudman, 1999 ; Aguilar et al., 2004) ainsi qu’apres un infarctus
du myocarde (Sucu et al., 2005).

L’amélioration des connaissances sur les mécanismes physiopathologiques des maladies
cardio-vasculaires nécessite I’émergence de biomarqueurs cellulaires, génétiques ou
biochimiques. La recherche de lésions myocardiques, méme minimes, nécessite I’utilisation
de marqueurs biochimiques qui, parfois, peuvent mettre en évidence des micronécroses
(Zerizer et al., 1998).

Parmi ces marqueurs, la CK-MB, marqueur de nécrose, garde sa place lorsque le dosage de la
troponine n’est pas disponible (Alpert et al., 2000 ; Bugugnari et al.,2001 ; Valjevac et al.,
2009). La CK-MB joue un role clé dans I’approvisionnement des myofibrilles cardiaques en
ATP nécessaire a la contraction. Selon Chan (1986), le dosage de ce marqueur est non
seulement un indice de diagnostic précoce d’infarctus du myocarde mais également un indice
de tous types de lésions myocardiques. Chez certaines especes animales, les isoformes CK-
MB notamment la CK;-MB peuvent représenter un marqueur potentiel précoce des altérations
myocardiques (Fredericks et al., 2001).

IV. HOMOCYSTEINE ET STRESS OXYDANT

La régulation de la voie de transsulfuration de I’Hcy est trés sensible aux conditions

de stress oxydant, dans le maintien des réserves intracellulaires de glutathion (Vitvitsky et al.,
2003). L’Hcy est impliquée dans beaucoup de réactions d'oxydo-réduction, (Zappacosta et al.,
2001). L’homocystéine oxydée en homocystine libere du peroxyde d’hydrogéene, H,O,, son
groupement thiol se lie aux ions ferreux ou cuivreux pour former un mélange oxydant
génerant H,O,. Ce complexe participe a I’inactivation des enzymes.
Des études récentes ont également montré que I'Hcy est, en grande partie, impliquée dans les
réactions cellulaires oxydantes et réductrices, Ho et al. (2003) ont rapporté que I’Hcy est
responsable de la production de ROS qui ont un réle majeur dans la survenue de Iésions
neurodégéneératives, elle sensibilise aussi les cellules au stress oxydant en diminuant
I’expression des enzymes anti-oxydantes dont la gluthation peroxydase et I’héme oxygénase
(Outinen et al., 1999).

V. HOMOCYSTEINE ET DIFFERENTS EFFETS SUR LES

PROTEINES

L’homocystéine agit sur les protéines en formant des complexes disulfides Hcy-N-
protéine.
Elle active I’agrégation des LDL et leur internalisation par les scavenger en se fixant au
niveau des résidus lysine (Zinellu et al., 2006).
Zhou et al. (2004) ont montré la présence de marqueurs de I’UPR (unfolded protein respons)
dans tous les types cellulaires de la plaque athéromateuse chez des souris
hyperhomocystéinémiques, présentant des Iésions athérosclérotiques avancees.
Un état d’hyperhomocystéinémie peut induire un dysfonctionnement du RE aboutissant a une
athérosclérose. Ji et Kaplowitz (2003) ont montré que I’hyperhomocystéinémie provoque un
stress oxydatif du RE altérant le métabolisme hépatocytaire des lipides en activant une famille
de protéines appelées SREBPs (sterol regulatory element binding proteins) synthétisées dans
le RE qui sont actives dans le cytosol qui vont activer par la suite la transcription des genes
nécessaires a la biosynthése des triglycérides, des acides gras et du cholestérol.



Les cellules musculaires lisses localisées au niveau des lésions a chape fibreuse épaisse,
expriment de forts taux de GRP78/94 et de Hsp47 impliquée dans la maturation du collagéne
(Nakai et al., 1992).

L’homocystéine peut augmenter le taux de la métalloprotéinase 9 ou MMP-9 (Holven et al.,
2006), en activant la voie de signalisation MAPK ( ERK1/2) au niveau nucléaire (Moshal et
al., 2006a) et mitochondrial (Moshal et al., 2006 b).

Guo et al. (2007) ont montré qu’une hyperhomocystéinémie augmente dans les cellules
musculaires lisses vasculaires de rat, la production de la métalloprotéinase 2 ou MMP-2
perturbant la matrice extracellulaire. Cette production peut étre diminuée par un traitement a
I’héparine.

d’activateur

VI. HOMOCYSTEINE ET MATRICE EXTRACELLULAIRE
La dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) joue un r6le trés important dans

I’athérogenése ainsi que dans la perturbation de la plaque athéromateuse.
L’hyperhomocystéinémie perturbe I’organisation des tissus conjonctifs entrainant un
basculement du cristallin, une hyperlaxité ligamentaire et un développement anormal des
cartilages, retrouves dans le syndrome de Marfan. Elle agirait sur les fibrillines, mais aussi sur
les collagenes, en se fixant sur les lysines de la tropoélastine, elle empéche la réticulation de
cette molécule par formation de desmosine. Elle pourrait aussi perturber le métabolisme des
protéoglycanes soufrés tels que le dermatane et I’héparane sulfate (Khan et al., 2001).
Le remodelage de la matrice extracellulaire de nature conjonctive a été rapporté chez le Rat
Wistar (Raaf, 2003), le Rat des sables (Zerrouk, 2007) et le lapin (Othmani, 2007) au niveau
vasculaire ; et au niveau de I’appareil reproducteur femelle du lapin (Othmani, 2007) et
appareil reproducteur male du Rat Wistar (Ghoul, 2009). Holven et al. (2006) ont signalé une
perturbation de la balance MMP-9/TIMP-1 chez des individus hyperhomocystéinémiques,
suggerant une dégradation de la MEC augmentant le risque d’accidents cardiovasculaires.
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I. MATERIEL BIOLOGIQUE
Pour notre étude nous avons choisi le rat Wistar (Rattus norvegicus), modéle expérimental le

plus disponible.

1. Données biologiques du rat Rattus norvegicus
Les caractéristiques du Rat Wistar sont les suivantes (Laroche et Rousselet 1990) :

- Poids a la naissance (o) : 59

- Poids au sevrage : 35-90g

- Poids adulte : 300-900g

- Température corporelle (°C) : 37,5-38.5

- Rythme cardiaque (batts/min.) :  305(270-350)
- Pression artérielle (mm Hg) : 110-120

- Rythme respiratoire (resp. /min.) : 85,5 (66-114)

- Volume urinaire (ml/24h//100g) : 5,52

- Volémie (ml/Kg) : 64,1 (57,5-69,9)

- Durée de vie au laboratoire : 3 ans au minimum

- Consommation quotidienne d’aliment sec : 8 a 12g pour un rat de 50 a 80g et 10 a 20g pour
un poids corporel de 80 a 2509

2. Condition d’élevage en animalerie
Les rats sont répartis individuellement dans des cages en plastique équipées d’une litiere en

sciure et d’un couvercle métallique.
La température ambiante est maintenue constante, la lumiere est artificielle.

3. Régime alimentaire
La consommation quotidienne en eau et en aliment sont donnees ad libitum.

Nous avons utilisé pour cette étude, un régime alimentaire (La Production locale Bouzaréah
Alger), dépourvu d’homocystéine comportant de la méthionine (0,43%), de la cystéine
(0,32%), de la sérine (1,2%) et de la glycine (1,12%). Sa composition en vitamines Bg, en
acide folique et en choline est respectivement de I’ordre de 6,5; 1,7 et 1900 ppm, celle de la
vitamine By, est de 2 mg par kg d’aliment.

4. Protocole expérimental
L’expérimentation a comporté 29 rats de sexe male, provenant de I’Institut Pasteur d’Alger,

ayant un poids corporel moyen de 191,99 + 11,209 en début d’expérimentation.
Aprés une période d’adaptation de 10 jours, ils sont répartis en 4 lots : un lot Témoin (n=05
rats) et 3 lots d’animaux traités comportant 8 rats Wistar chacun. Un rat du lot 1l est mort au
début du traitement.
Dans le cadre de ce travail, un état d’hyperhomocystéinémie est induit expérimentalement par
administration per os d’un excés de DL-Méthionine (Sigma) dissoute dans une solution de
NaCl a 0.9% pendant 3 mois. Nous avons étudié I’effet de 3 doses de méthionine :

- 300 mg/Kg de poids corporel pour le Lot I,

- 400 mg/Kg de poids corporel pour le Lot I,



- 500 mg/Kg de poids corporel pour le Lot IlI.

1. TECHNIQUES OPERATOIRES

1. Evolution du poids corporel et des paramétres biochimiques :
Les rats sont soumis a une pesée hebdomadaire durant toute I’expérimentation en vue d’une

étude de I’évolution pondérale. Pour le suivi des parametres plasmatiques, des ponctions sont
effectuées au niveau du sinus rétro-orbital de I’ceil a I’aide d’une pipette pasteur
préalablement héparinée. Le sang prélevé sur tubes héparinés, citratés est centrifugé a 3000
tr/mn pendant 10 minutes, celui prélevé sur tubes secs est laissé pour se décanter. Le plasma
récupéré est conservé a -20°C pour le dosage des parametres biochimiques (cholestérol,
triglycérides, proteines totales, homocystéine, CK-MB...).

2. Prélévement des organes
Au terme de I’expérimentation (3 mois), les animaux sont sacrifiés, aprés anesthésie par

injection intra péritonéale d’uréthane a 25%, a raison de 0,4 ml/100 g de poids corporel. Le
ceeur, objet de cette étude et tous les autres organes sont prélevés.

- Un fragment ventriculaire de cceur est prélevé dans des conditions stériles en vue d’une
étude zymographique,

- Un fragment ventriculaire de cceur est fixe dans le bouin aqueux en vue d’une étude
histologique et histochimique.

Les autres organes sont fixés et/ou congelés pour des etudes ultérieures.

I1l. TECHNIQUES ANALYTIQUES
Sur les plasmas obtenus, nous avons déterminé I’homocystéinémie, la cholestérolémie, la

triglycéridéemie, la protéinémie, un marqueur de stress oxydatif ainsi qu’un marqueur
cardiague. Nous avons egalement analysé les lipoprotéines plasmatiques.

1. Dosage de I’homocystéine
L’homocystéine totale est dosée par la méthode de fluorescence polarisation immunoassay
(FPIA), méthode quantitative automatisée sur analyseur AXSYM dont le principe est le
suivant :

v La réduction : I’homocystéine, les disulfides mixtes et I’hnomocystéine liée
aux protéines dans le plasma sont réduits en homocystéine libre par le
dithiotréitol (DTT).

HCY-SS-HCY (homocystine) DTT
R1-SS-HCY (R1 : résidu thiol) HCY
Protéine-SS-HCY

v’ La conversion enzymatique : I’homocystéine totale libre est convertie en S-
adénosyl-L-homocystéine (SAH) par la S-adénosyl-L-homocystéine hydrolase
(SAHase) en présence de d’adénosine (Fig. 3).



La SAH et le traceur marqué de fluorescéine concurrencent pour les sites sur la
molécule monoclonale d’anticorps. L’intensité de la lumiére fluorescente
polarisée est mesurée par la FPIA optique.
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Figure 3 : Conversion enzymatique de I’homocystéine libre

2. Dosage du cholestérol
Le cholestérol plasmatique est déterminé selon la méthode de Richmond (1973). Il est libéré

par la cholestérol estérase a partir des esters de cholestérol puis oxydé par la cholestérol
oxydase en choléstene-3-one avec la libération de peroxyde d’hydrogéne. La quinonéimine
obtenue sous I’action de la peroxydase, est quantifiée par la mesure de la densité optique a
500 nm.

Cholestérol-estérase
Cholestérol estérifié + H,O » Cholestérol + acide gras

Cholestérol-oxydase

Cholesterol + O, )Cholestene-3-one + H,0,
Peroxydase
2H,0, + phénol + 4-Aminoantipyrine ~ —————pQuinonéimine + 4H,0
. . . DO .
Concentration du cholestérol plasmatique = —=~—2" x Concentration du standard
DO standard

3. Dosage des triglycérides
Les triglycérides ont été dosés avec le Kit Randox, selon la méthode colorimétrique, apres
hydrolyse enzymatique par la lipase. L’indicateur qui est la quinonéimine (révélée a 500 nm)
est formé a partir du peroxyde d’hydrogene, 4-aminophenazone et la 4-chlorophenol par la

peroxydase suivant les réactions ci-dessous :
Lipase
Triglycéride + HL O ————» Glycérol + Acide gras

Glycérokinase
Glycérol + ATP » Glycérol-3-phosphate + ADP
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Glycérol-3Peroxydase
Glycérol-3-phosphate + O, » Dihydroxyacetone + phosphate + H,0O,

Peroxydase
H,O, + 4-aminophenazone + 4Chlorophenol ——— Quinonéimine + HCI + 4H,0

4. Dosage des protéines totales
La concentration des protéines plasmatiques est déterminée avec le kit Randox par la réaction

du Biuret qui consiste en une interaction des liaisons peptidiques avec le sulfate de cuivre en
milieu alcalin stabilisé par les tartrates de sodium et de potassium, en présence d’iodure de
potassium. La réaction va induire un changement de coloration estimé par la mesure de la
densité optique a 546 nm, permettant la quantification des protéines de ce milieu.

5. Electrophoreése des lipoprotéines
La détection et la quantification des lipoprotéines ont été realisées par le Kit REP LIPIDE-LP

(a) par électrophorese horizontale sur gel d’agarose selon la méthode de Kalwakami (1989).

e Principe
La séparation sur gel d’agarose se fait en fonction de la charge ionique et du poids
moléculaire des lipoprotéines.

e Procédure
= Preparation des plaques

- La plaque de gel est sortie de son emballage, I’excés de tampon est essuye sur
I’arriere du gel.

- Le film protecteur du gel est 6té et déposé sur I’embase spéciale prévue a cet effet.

- la surface entiére du gel est séchée a I’aide d’un buvard C.

Dép6t des échantillons

Les plasmas prélevés sur héparine ne sont pas utilisés.

40 pl de sérum sont distribués dans chaque puits de la barrette.

3 ml de polyclean sont mis dans la rigole exterieure (lavage du porte échantillon) et 3
ml d’eau distillée dans la rigole intérieure (ringage du porte échantillon), les deux
rigoles ne doivent pas étre mélangées.

» Un buvard A est mis dans I’aire adjacente a la barrette des puits (séchage du porte
échantillon).

YV V V

= Migration
» Le tampon REP-PREP est étalé au centre de la chambre de migration en forme de «L»
en partant de la gauche.



» La plaque de gel est fixeée dans la chambre de migration apres orientation et étalement
du tampon de migration. Pour cela, la plaque de gel est déplacée délicatement de
gauche a droite, en évitant la formation de bulles d’air.

= Coloration et décoloration
» Des que la migration est terminée, la phase du gel est sortie et colorée pendant 2

minutes dans le colorant Fat Red 7B.

> La décoloration est réalisée dans deux bains successifs du décolorant de Fat Red 7B 52
suivis d’un ringage final dans I’eau distillée.

> Le gel est séché a 60°C.

Lecture des plaques
» L’évaluation qualitative de la plaque est réalisée par la visualisation des différentes
fractions.

» L’évaluation quantitative de chaque fraction s’effectuée a I’aide d’un densitométre a
525 nm.

= Résultats

» Les lipoproteines migrent de la cathode (point d’application) vers I’anode.

» Les HDL constituent les fractions les plus chargees, aussi sont elles les plus proches
de I’anode, elles représentent la bande a-lipoprotéines.

» Les chylomicrons restent au point de dép6t.

» La bande des B-lipoprotéines (LDL) est souvent la fraction la plus importante, elle est
proche du point d’origine.

» Les pré-p-lipoprotéines (VLDL) migrent entre les a-lipoprotéines (HDL) et les
B-lipoprotéines.

» Les IDL n’apparaissent pas car elles se transforment rapidement en LDL.

6. Dosage du marqueur cardiaque la créatine kinase MB (CK-MB)
La CK-MB a été dosée par la méthode d’immuno-inhibition avec les kits Spinreact.
Principe : un anticorps anti CK-M inhibe completement la sous unité CK-M de la CK-MB.
L’activité de la sous unité CK-B non-inhibée sera ensuite calculée apres les étapes suivantes :

Créatine kinase
Phosphocréatine + ADP >  Créatine + ATP

Hexokinase
ATP + Glucose » Glucose-6-phosphate + ADP




Glucose-6-Phosphate deshydrogénase
G6P + NADP* » 6-GP + NADPH + H*

Le taux de NADPH formé mesuré par photométrie, est proportionnel a la
concentration catalytique de la CK-B présente dans le plasma.

7. Approche de I’analyse du stress oxydatif par quantification du Monoxyde
d’azote (NO)
Nous avons dosé le rapport nitrates/nitrites (NOX).

e Principe
Les nitrates (NO3) etrl)es nitrites (NOy") sont les métabolites physiologiquement stables du NO
dans les milieux biologiques. La méthode de Griess modifiée qui permet la quantification du
NO dans les milieux biologiques est basee sur le dosage de ces deux métabolites.
Elle consiste en un premier temps a transformer, par voie microbiologique, les nitrates
contenus dans un echantillon donné (sérum ou surnageant de culture cellulaire) en nitrites.
Une souche bactérienne Pseudomonas oleovarans, nitrates réductase (ATCC 8062) est
utilisée pour catalyser la réduction des nitrates en nitrites. Ces derniers sont ensuite quantifiés
par dosage colorimétrique a 543 nm par le biais du réactif de Griess qui donne une coloration
rose plus ou moins intense lorsqu’il réagit avec les nitrites.

e Mode opératoire
La premiere étape consiste en une réduction des nitrates. Pour cela, 50 pL du milieu a
analyser sont mélangés avec 25 L de la suspension bactérienne et 25 puL du PBS pH 7,2.
Apreés incubation a 37°C pendant 90 min, la préparation est centrifugée pendant 2 min a 1200
rpm et le surnageant est récupére.
La deuxiéme étape est un dosage colorimétrique des nitrites totaux. L’échantillon (100pL) est
mis en présence de 100 pL du réactif de Griess (50 pL de naphtyléthylene diamine dichloride
a 0,5% dans une solution de HCI a 20% additionné de 50 uL de sulfanilamide a 5% dans du
HCI & 20%) et 300 pL d’eau distillée. Apres 20 min d’incubation & tempeérature ambiante,
I’absorbance est lue a 543 nm. Elle est proportionnelle a la concentration des nitrates. Une
gamme étalon DO en fonction des nitrites (NO,") a été réalisée au préalable a partir d’une
solution mere de NaNOza 500 uM

IV. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES
Nos échantillons sont soumis aux techniques histologiques classiques comportant la fixation,

la déshydratation, I’éclaircissement, I’imprégnation, I’inclusion et la coloration (Martoja et
Martoja 1967 ; Gabe 1968).

1. Fixation
La fixation a pour but de garder les tissus et les organes dans un état proche de I’état vivant.



Les fragments de cceurs sont prélevés et rapidement plongés dans le Bouin aqueux, (liquide
fixateur a base de trois agents : le formol, I’acide acétique et I’acide picrique). Ce dernier a un
effet mordancant qui permet une bonne imprégnation du colorant.

La durée de la fixation est de 3 jours. Les piéces sont ensuite lavées pendant 24h a I’eau
courante afin d’éliminer I’exces de liquide fixateur.

2. Déshydratation
Les piéces sont déshydratées dans des bains d’alcool éthylique de degré croissant (50°, 70°,

90°,100°) a raison de 30 minutes par bain. Cette déshydratation a pour but d’éliminer
completement I’eau contenue dans les cellules et d’assurer la bonne pénétration de la
paraffine.

3. Eclaircissement
Un bain intermédiaire de butanol est réalisé entre le dernier bain d’alcool (100°) et celui de la

paraffine, il permet de substituer I’alcool par le butanol. La substitution se fait par deux bains
de butanol de 30 minutes chacun.

4. Imprégnation
Gréace a différents bains, les pieces sont imprégnées dans la paraffine en effectuant :

- un premier bain de paraffine/ butanol (V/V, 2h),
- un deuxiéme bain de paraffine pure filtrée (2h), a I’étuve a 58°C.

5. Inclusion
La confection des blocs de paraffine (barre de Leuckart) dans lequel I’organe est inclus est

suivie par la réalisation de coupes de Sum d’épaisseur a 1’aide d’un microtome du type
American optical.

6. Coloration
Nous avons utilisé 2 types de coloration, une coloration topographique et deux colorations

histochimiques

6.1. Coloration topographique
Elle facilite I’identification des différentes structures tissulaires. La coloration topographique

utilisée dans le cadre de cette étude est le trichrome de Masson variante de Goldner qui colore
le noyau en noir (Hématoxyline de Groat), le cytoplasme en rose (Fuschine-ponceau et orangé
G) et les fibres de collagénes en vert (Vert lumiere) ou en bleu (Bleu d’aniling).



6.2. Colorations histochimiques
Deux colorations histochimiques ont été impliquées dans cette étude pour mettre en évidence

des composés ou des radicaux présents dans les tissus, il s’agit de :

e Lacoloration a I’acide périodique Schiff
Elle permet de mettre en évidence les polysaccharides, les glycoprotéines et glycolipides qui

se colorent en rose par I’acide périodique-Schiff (APS).

Cette coloration est réalisée en deux temps, une premiére étape de libération des différents
groupements a fonction aldéhyde par le traitement des coupes histologiques a I’acide
périodique 1% puis une deuxiéme étape de révélation de ces groupements au réactif de Schiff
a base de fuchsine basique.

e La coloration au bleu alcian
Il s’agit d’un colorant signalétique mettant en évidence les protéoglycanes qui se colorent en

bleu.

7. Observations et iconographie
Les observations et les illustrations ont été réalisées a I’aide d’un microscope de type Zeiss

équipé d’un appareil photographique numérique Canon.
Les grossissements portés dans les légendes des planches | a V correspondent au
grossissement de I’objectif et de I’oculaire x zoom de I’appareil photographique.

V. METHODES STATISTIQUES
Les résultats biochimiques (Homocystéine, cholestérol, protéines, triglycérides, lipoprotéines,

CK-MB, nitrates/nitrites), sont exprimés par la moyenne affectée de son écart type.
La comparaison des moyennes est réalisée par le test t de Student (utilisation d’Excel 2007).

Les degrés de significativité précisés dans les résultats sont les suivants : * P<0,05 ;
** P<0,02 ; *** P<0,01 ; **** P<0,001.



RESU LI




Dans le but d’analyser les effets d’un excés de méthionine chez Rattus norvegicus,

nous avons effectué :

- un suivi hebdomadaire du poids corporel pendant toute
d’expérimentation,

- au niveau plasmatique, certains dosages biochimiques dont
0 I’homocystéinémie,
la triglycéridémie,
la cholestérolémie,
la protéinémie,
I’analyse des lipoprotéines plasmatiques (HDL, VLDL, LDL),
I’analyse des nitrites totaux,

I’analyse de la CK-MB,

0O O O o o o

la durée

- au niveau tissulaire, I'analyse des eéventuelles altérations touchant la paroi
cardiaque avec une attention particuliére a la matrice extracellulaire et aux

cardiomyocytes gréace a une étude histologique et histochimique.



l. EVOLUTION DU POIDS CORPOREL
Les pesées hebdomadaires effectuées pendant 3 mois ont permis le suivi du poids des

rats Témoin et soumis a une administration per os de méthionine a raison de 300 mg/Kg
de poids corporel/jour (Lot I), 400 mg/Kg de poids corporel/jour (Lot Il) et 500 mg/Kg
de poids corporel/jour (Lot I11). Les résultats sont consignés dans le tableau 2 et figure 3.

Tableau 2 : Evolution pondérale (g) des Rats témoins et soumis a différentes doses de
méthionine.

Poids des rats (g)
0 1 mois 2 mois 3 mois
Lot Témoin 208 + 32,39 246 +19,15° 295+1182°° 309+ 18,48°°°
Lot | 187 £24,98 238 +39,62°° 299 + 28,06°°° 335+ 19,36°°°°
Lot Il 185 +25,35 236 +19,15°° 280 + 26,18°° 324 + 19,95°°°
Lot 111 184 + 24,55 229 +20,04°°° 275+ 31,84°°° 319 + 21,25°°°°
Ces valeurs correspondent aux moyennes du poids affectées de I’écart type.
T1, T2, T3 vs TO pour chaque Lot : ° p<0.05 ; °° P<0.02 ; °°° P<0.01 ; °°°° P<0.001

Lot I, Lot I, Lot Il vs Te
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Figure 4 : Evolution du poids corporel (g) des rats témoins et soumis a la méthionine.

La figure 4 montre une augmentation significative du poids corporel chez les rats de
tous les lots. Cette augmentation est plus importante chez les animaux soumis a la
méthionine. En effet, a T3 le poids corporel des rats soumis a 300, 400 et 500 mg de
méthionine/Kg de poids corporel/jour a augmenté d’environ 79,75 ; 75,13 et 73%
(P<0.05) respectivement vs 49% environ chez les témoins.

| La méthionine administrée per os serait responsable d’une augmentation du poids |
| corporel des Rats.
I



II. EVOLUTION DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES
PLASMATIQUES

1. L’homocystéinémie
L’homocystéinémie exprimée en pmole/L a été évaluée chaque mois (Tab. 3 ; Fig. 5).

Tableau 3 : Evolution de I’homocystéinémie des rats témoins et soumis a la méethionine
Homocystéinémie [umole/L]

0 1 mois 2 mois 3 mois
Lot Témoin 525+0,82 656+149 563+123 7,14+0,03
Lot | 525+0,82 6,99+126 7,74+203* 7,12+0,64
10,39 +
Lot Il 525+0,82 7,71+2,63 5,22* 5,99 £ 0,98
Lot I 525+0,82 9,22+284 10,34+6,91 7,92+0,80

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type. Lot I, Il et 111 vs Te * P< 0.05
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Figure 5 : Evolution de I’homocystéinemie (umol/L) des rats témoins et soumis a la
méthionine pendant 3 mois

Les valeurs obtenues montrent que I’administration de méthionine engendre une
augmentation de I’homocystéinémie.

A T4, elle augmente d’environ 7% (lot I), 18% (lot 1) et 41% (lotlll) mettant en évidence
I’effet dose-réponse (Fig. 6). A T,, une augmentation d’environ 85% (lot Il) et 76% (lot
I11) est enregistree.

En fin d’experimentation, la plus importante augmentation est notée chez les animaux du
lot 111 (51%).
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Figure 6 : Pourcentage de variation de I’homocystéinémie au premier mois.

2. La Cholestérolémie

Les résultats du dosage du cholestérol total n’ont pu étre effectués qu’au 1* et au
par manque de plasma, sont rapportés dans le tableau 4 et la figure 7.

3°™ mois

Tableau 4 : Evolution de la cholestérolémie des Rattus norvegicus témoins et soumis

a différentes doses de méthionine.
Cholestérolémie [g/L]
0 1 mois 3 mois
Lot Témoin 043+0,06 0,41+0,08 0,45 + 0,09
Lot | 0,65+0,05 0,86+ 0,55 3,03 +0,44 **
Lot Il 0,75+ 0,10 2,57 +0,62**** 368 + 0,62 ****
Lot I11 0,66 + 0,31 3,06 + 0,58**** 474 + 0,80 ****

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type.
Lot I, Il et 11l vs Te ** P< 0.02 ; **** P< 0.001
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Figure 7 : Evolution de la cholestérolémie (g/L) chez les rats témoins et des
différents lots.



Le tableau 4 et la Figure 7 montrent que la cholestérolémie augmente aprés un mois
d’administration de méthionine chez tous les lots (p<0,01 pour le lot I ; p<0,001 pour
les lots 11 et I11).

Au bout de 3 mois, cette augmentation devient plus importante chez les rats
hyperhomocystéinémiques atteignant environ 366%, 391% et 618% respectivement
pour les lots I, 11 et 111 vs 4.65% pour les témoins. En fin d’expérimentation, I’effet dose
réponse est plus visible (Fig. 8).
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Figure 8 : Pourcentage de variation de la cholestérolémie T3 vs Ty

3. La Triglycéridémie
Le dosage des triglycérides sanguins a permis d’obtenir les résultats rapportés dans le
tableau 5 et illustres par la figure 9.

Tableau 5: Evolution de la triglyceridéemie chez Rattus norvegicus témoins et
hyperhomocystéinémiques

Triglycéridémie moyenne [g/L]

0 1 mois 2 mois 3 mois
Lot Témoin 1,43 +0,19 1,25 + 0,56 2,36 +0,33 2,12+0,45
Lot | 1,43 +0,19 1,63 +0,30 3,39+0,87~ 255+0,91
Lot Il 143+0,19 233+£0,37+ 3,16+0,72 2,14+0,37
Lot I 143+0,19 253+050+ 3,01+056 2,15+0,47

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type
Lot I, Iletlllvs Te *P<0,05; ** P<0,02
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Figure 9: Evolution de la triglycéridémie chez les rats témoins et soumis a différentes
doses de méthionine.

Aprés 1 et 2 mois d’aministration de méthionine, la trigycéridémie est augmentée chez
tous les lots de rats (p<0.01 pour les lots 11 et 111 a T1, p<0.05 pour le lot 1 & Ty).

En fin d’experimentation, cette augmentation atteint environ 78% (lot I) et 50% (lot Il et
1.

L’effet dose-réponse est plus net a Ty (fig. 10).
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Figure 10 : Pourcentage de variation de la triglycéridémie des différents lots vs témoin aprés
un mois d’administration per os de méthionine.



4. La protéinemie
La protéinémie, exprimée en g/L, a éte determinée par la réaction du biuret (Tab. 6 ; Fig. 11).

Tableau 6 : Evolution de la protéinémie chez les rats témoins et hyperhomocystéinémiques

Protéinémie [g/L]

0 1 mois 2 mois 3 mois
Lot Témoin 69,36 + 8,27 43,79+2297 49,51 +7,88 49,97 £ 14,51
Lot I 69,36 £ 8,27 53,47 £9,69 55,39 + 3,47 52,96 + 6,33
Lot Il 69,36 £ 8,27 50,05+ 8,25 56,16 + 8,04 66,84 + 7,07 =
67,2 £ 10,90
Lot I 69,36 *+ 8,27 o 67,71 + 11,43 =~ 77,29 + 9,39 »**

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type
Lotl, lletlllvsTe:*P<0.05;** P<0.02; ***P<0.01
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Figure 11 : Evolution de la protéinémie chez les rats témoins et soumis a la
méthionine.

Les résultats obtenus montrent que la protéinémie est plus élevée chez tous les rats
hyperhomocystéinémiques. Par rapport aux rats témoins, une augmentation d’envion
14% est notée a T, et T, atteignant environ 34% a T3 chez les animaux soumis a une
administration de méthionine a raison de 400 mg/Kg de p. c/jour (lot 11). Pour les rats
hyperhomocystéinémiques du lot Ill, cette augmentation atteint 55% environ en fin
d’expérimentation.

Un effet dose-réponse est observé a T, (Fig. 12A) et T3 (Fig. 12B).
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Figure 12 : Pourcentage de variation de la protéinémie au 2°™ (A) et 3*™ mois (B)

5. Electrophorese des lipoprotéines
L’analyse qualitative des lipidogrammes realisés au début (To) et en fin
d’expérimentation (T3) pour les rats du lot Ill, a permis de noter des variations dans les
profils obtenus apres électrophorése horizontale sur gel d’agarose (Fig. 13).

Figure 13 : Profils électrophorétiques des lipoprotéines
(A : Rat témoin ; B : Rat hyperhomocystéinémique lot I11)

L’évaluation quantitative de chaque fraction effectuée a I’aide d’un densitomeétre a 525 nm,
est reportée dans le tableau 7.



Tableau 7 : Evolution de la lipoprotéinémie des rats du lot 111

Fractions lipoprotéiques [%]

Rapport lipoproteique B/y

HDL VLDL LDL (VLDL+LDL)/HDL
To 71,15+5,20 27,17+6,67 5,33+ 3,64 0,48
T3 66,73+4,62 2342+731 9,85+351 0,50

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type

La figure 14 met en évidence une diminution de 6,22% de la fraction cardioprotectrice
(HDL) associée a une augmentation de 84,6% de la fraction athérogéne (LDL) en fin

d’expérimentation.
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Figure 14 : Pourcentage de variation de la lipoprotéinémie du lot 111 T vs T

! L’administration per os de méthionine a fortes doses engendre un état

hyperhomocystéinemique responsable :

- De perturbations des parametres lipidiques plasmatiques,

- D’une augmentation de la protéinémie,

i - D’une altération de I’équilibre lipoprotéique.
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I11. APPROCHE DE L’ANALYSE DU STRESS OXYDATIF

Nous avons essaye de mettre en évidence I’installation d’un état de stress oxydant par le
dosage d’un de ses marqueurs a savoir le rapport nitrates/nitrites.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 8 et la figure 15.

Tableau 8 : Rapport nitrates/nitrites plasmatiques des rats témoins et soumis a la
méthionine

Rapport nitrates/nitrites [umol/L]

T0 1 mois 2 mois 3 mois
Lot Témoin 429,12+ 76,73 500,31 +86,62 475,2+ 14321 456,93 + 32,21
Lot | 429,12 + 76,73 506,14 + 42,79 498,75+ 74,22 491,10+ 0,24
Lot Il 429,12 + 76,73 461,97 £89,80 502,7 £ 105,75 507,66 + 210,14
Lot 111 429,12 + 76,73 337,39 + 35,29~ 44554 + 36,14 575,15+ 31,16 *
Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type. Lot Il etlllvs Te: *P<0,05
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Figure 15 : Evolution du rapport nitrates/nitrites plasmatiques des rats témoins et soumis a la
méthionine.

En fin d’expérimentation, une augmentation de ce rapport d’environ 14% et 18% est noté
chez les rats hyperhomocystéinémiques des lots | et Il respectivement. Par ailleurs, une
augmentation plus importante d’environ 34% est enregistrée pour le lot 111 vs témoin aprés 3
mois d’administration de méthionine a raison de 500 mg/Kg p. ¢ /jour (Fig. 16).



Pourcentage de variation
]
=

15 -

10 -

S_J

0_ T T T

LotT Lot Lotll Lot Il

Figure 16 : Pourcentage de variation du rapport nitrates/nitrites en fin
d’expérimentation Ty vs T3
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. L’hyperhomocystéinémie conséquente a une surcharge élevée de méthionine, :

IV. DOSAGE DU MARQUEUR CARDIAQUE LA CREATINE
KINASE MB (CK-MB)

Il nous a semblé intéressant de quantifier la créatine kinase MB ou CK-MB, marqueur
cardiaque de nécrose chez les rats du Lot témoin et les rats du Lot soumis a la plus forte
dose de méthionine (500 mg/Kg de poids corporel/jour).

Les résultats de ce dosage effectué en début (To) et en fin d’expérimentation (T3) sont
présentés dans le tableau 9 et la figure 17.

Tableau 9 : Evolution de la CK-MB plasmatique (U/L) des rats des Lots témoin et
i

Lot Témoin Lot I
To 627,19+ 182,78 627,19 + 182,78
Ts 638,96 + 163,31 1245,27 + 502,18

Les valeurs représentent la moyenne affectée de son écart-type
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Figure 17 : Evolution de la CK-MB plasmatique des rats témoins et traités

Les résultats obtenus montrent, chez les rats Wistar hyperhomocystéinémiques du lot 111, une
augmentation d’environ 98.55% de la concentration plasmatique en CK-MB vs 1.88% chez

les animaux témoins (Fig. 18).
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Figure 18 : Pourcentage de variation lot I11 vs témoins en fin d’expérimentation

r N
t Conclusion

L’état hyperhomocystéinémique provoquerait une nécrose myocardique marquée par
I’augmentation de la CK-MB.

Il est a signaler que I’étude statistique effectuée n’a, parfois, pas révélée de différences
significatives étant donné les variations individuelles enregistrées chez les animaux d’un

méme lot.



V. STRUCTURE HISTOLOGIQUE DE LA PAROI
CARDIAQUE

3. Structure de la paroi cardiaque du rat Wistar
L’observation de la structure cardiaque du rat Wistar a permis de distinguer de I’intérieur vers
I’extérieur :

- L’endocarde : constitué d’une couche de cellules endothéliales dont leurs noyaux sont
imprégnés d’hématoxyline et d’une couche sous endothéliale trés réduite contenant
peu de materiel conjonctif (PI. I, Fig. 1 A),

- Le myocarde : couche moyenne (Pl. I, Fig. 1 A et B), richement vascularisée
constituée de cardiomyocytes a orientation transversale ou longitudinale. Les
cardiomyocytes sont des cellules musculaires striées a propriété contractile, avec un
noyau unique volumineux ovalaire et un cytoplasme abondant. En plus de ces cellules,
le myocarde contient d’autres types de cellules, les fibroblastes, logés entre les travées
de myocytes cardiaques et assurant la synthése de la matrice extracellulaire de nature
conjonctive. Le noyau des fibroblastes prend une forme allongée avec un aspect tres
dense.

- L’épicarde : couche la plus externe (PI. I, Fig. 1 B), de nature conjonctive contenant
des fibroblastes.

4. Effets de I’hyperhomocystéinémie sur la structure cardiaque du

Rat Wistar

L’hyperhomocystéinémie a engendré des altérations au niveau de la structure
cardiaque du rat wistar quelque soit la dose de méthionine utilisée.
Nous avons enregistre des altérations touchant aussi bien les cardiomyocytes que la matrice
extracellulaire et la vascularisation cardiaque.
L’épicarde ne semble pas altére sur I’ensemble des préparations observées.

2.1. Altérations matricielles (PI. I, 11, 111)

Les altérations matricielles cardiaques touchent trois familles de
macromolécules matricielles a savoir les collagénes fibrillaires (collagénes type I et 111), les
glycoproteines et les protéoglycanes.

L’endocarde et plus exactement la couche sous endothéliale présente des épaississements
focalisés (PI. I, Fig. 2 a 4; PL. 1l Fig. 4). A certains endroits, cette couche conjonctive est
quatre fois plus importante (PI. I, Fig. 5) chez certains rats hyperhomocystéinémiques du lot
Il

Par ailleurs, une fibrose caractérisée par une accumulation de collagenes fibrillaires
interstitiels, est également observée en position périvasculaire (PI. 1l, Fig. 2, 3).

Une augmentation de la PAS-positivité des glycoprotéines (Pl. Ill, Fig.l1 a 4) et des
protéoglycanes (PI. I11, Fig. 7 a 9) matérialisée par la coloration a I’APS et au bleu alcian met
en évidence une accumulation de ces deux macromolécules dans la matrice extracellulaire
cardiaque des rats hyperhomocystéinémiques. Le dépot des glycoproteines est essentiellement

marqué entre les cardiomyocytes (PI. I11, Fig. 3), en position périvasculaire (PI. I, Fig. 2) et
au niveau de I’endocarde (PI. Il, Fig. 4’). Les protéoglycanes sont particulierement accumulés
au niveau de I’endocarde (PI. Ill, Fig. 7 a 9). Par ailleurs, chez certains animaux du lot Ill, un

cedéme focalisé est observe au niveau myocardique (PI. 111, Fig. 5 et 6).



Planche |
STRUCTURE MYOCARDIQUE DU RAT WISTAR TEMOIN ET
HYPERHOMOCYSTEINEMIQUE
Coloration Trichrome de Masson
)
Lumiere

Figure 1 : Paroi ventriculaire du Rat Wistar Témoin
(A:Gr:400x4;B:Gr:400x5,6)

La paroi cardiaque comporte 3 couches : I’endocarde
(E) délimitant la cavité ventriculaire (Fig. 1A), le
myocarde (M) et I’épicarde(Ep) sur lequel (Fig. 1B)
on peut observer les noyaux de fibroblastes (N.f)

Figure 2 : Paroi ventriculaire du Rat Wistar hyperhomocystéinémique du lot I (Gr : 400 x
11)

L’endocarde (E) constitué d’un endothélium dont on observe les noyaux (N.e) et d’une
couche conjonctive épaissie, délimite le myocarde (M).

Figure 3 (Gr : 400 x 4) Figure 4 (Gr: 1000 x 4)
Epaississement de I’endocarde chez les rats hyperhomocystéinémiques du Lot 11
Légeére hypertrophie des noyaux endothéliaux (N.e)

Figure 5 : Paroi cardiaque des rats du Lot 11l
(Gr: 400 x4)

Important épaississement focalisé de
I’endocarde (Fleche noire)




Planche Il
STRUCTURE MYOCARDIQUE DU RAT WISTAR TEMOIN ET
HYPERHOMOCYSTEINEMIQUE

Coloration Trichrome de Masson

Figure1:
Paroi ventriculaire du Rat Wistar Témoin. Gr : 400 x 4
Le tissu conjonctif est trés réduit au niveau de I’endocarde et du
myocarde.

Figure 2 :

Myocarde du Rat hyperhomocystéinémique du Lot |
Nous observons une accumulation de collagenes
(visualisée par la coloration bleue) entre les
cardiomyocytes (Gr : 400 x 4) et en position
périvasculaire (encadré 2’ Gr : 1000 x 4)

Figure 3 :
Myocarde du Rat hyperhomocystéinémique du Lot Il
(Gr:400x 4)

Importante accumulation de collagénes (colorés en bleu)
entre les cardiomyocytes et en position périvasculaire

Figure 4 :
Myocarde du Rat hyperhomocystéinémique du Lot 111
(Gr:400x 4)

Importante accumulation de collagénes au niveau de
I’endocarde (E) et entre les cardiomyocytes




PLANCHE Il
GLYCOPROTEINES ET PROTEOGLYCANES DE LA MATRICE MYOCARDIQUE
DES RATS WISTAR TEMOIN ET HYPERHOMOCYSTEINEMIQUE

Figures 1 a 6 : Coloration a I’acide périodique Schiff

Figure 1 : Faible présence de glycoprotéines dans la matrice extracellulaire myocardique du
rat
Wistar témoin (Gr : 100 x 9.1)

Figure 2 : Dépots de glycoprotéines au niveau des travées interstitielles du myocarde et en
position
périvasculaire (Gr : 400 x 5.6) du Lot |

Figure 3 : Myocarde du rat Wistar hyperhomocysténémique du Lot 11 (Gr : 400 x 4)
Nous notons une positivité de la coloration a I’APS mettant en évidence la
présence de
glycoprotéines matricielles essentiellement entre les cardiomyocytes

Figure 4 : Glycoprotéines matricielles myocardiques du Lot 111 (Gr : 400x4)
Nous observons un dép6t important de glycoprotéines au niveau de I’endocarde

Figure 5 (Gr: 100 x 4) et figure 6 (Gr : 400 x 4):
Présence d’un cedeme au niveau de la couche myocardique chez certains rats
hyperhomocystéinémiques du Lot I11 .

Figures 7 a 9 : Coloration au Bleu alcian (Gr : 400 x 4)

Myocarde du Rat hyperhomocystéinémique du Lot | (Figure 7), Rat
hyperhomocystéinémique du Lot Il (Figure 8) et Rat hyperhomocystéinémique du Lot IlI
(Figure 9).

L’intensité de la coloration bleue observée met en évidence la présence dose-dépendante de
protéoglycanes au niveau de I’endocarde.



Planche 111
ALTERATIONS MATRICIELLES DE LA STRUCTURE MYOCARDIQUE DU RAT WISTAR
TEMOIN ET HYPERHOMOCYSTEINEMIQUE
Coloration Acide périodique-Schiff et Bleu alcian
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2.1.  Les altérations cellulaires (Pl. 1V)

Au sein du myocarde, certains cardiomyocytes présentent une désorganisation
cytoplasmique
(PI. 1V, Fig. 1). Nous avons noteé la présence de noyaux apoptotiques présentant une structure
alterée (PI. IV, Fig. 2 et 3).
Par ailleurs la coloration au trichrome de Masson semble montrer une hétérogénéite des
cardiomyocytes présentant des caractéristiques tinctoriales différentes (PI. 1V, Fig. 4).
Le myocarde semble étre le siege d’un début d’inflammation. Nous avons en effet observé,
par endroits, la présence de polymorphonucléaires neutrophiles entre les cardiomyocytes (PI.
IV, Fig. 5).

2.2.  Les altérations vasculaires (Pl. V)

La vascularisation myocardique est le siége d’altérations caractérisées par une richesse
vasculaire associée a une dilatation des capillaires chez tous les animaux
hyperhomocystéinémiques (PI. V, Fig. 1 & 5).

Chez certains rats soumis a la plus forte dose de méthionine (500 mg/Kg de pc/jour), nous
avons observé une rupture de capillaires (PI. V, Fig. 6).



Planche IV
ALTERATIONS CELLULAIRES DE LA STRUCTURE MYOCARDIQUE DES RATS WISTAR
HYPERHOMOCYSTEINEMIQUES
Coloration Trichrome de Masson

[

Figure 1 Myocarde de Rat wistar du Lot | (Gr : 1000 x 5.6)
Certains cardiomyocytes (*) présentent une désorganisation
cytoplasmique.

Entre ces cellules, nous notons la présence d’un abondant
collagene (téte de fleche noire)

Figures 2 et 3 : Myocarde des Rats Wistar du Lot Il (Gr : 1000 x 4)
Les noyaux observés au niveau de certains cardiomyocytes présentent un aspect apoptotique

Figure 4 Lot Il (Gr : 1000 x 4) Figure 5 Lot Il (Gr: 1000 x 11)
Hétérogénéité tinctoriale cytoplasmique observée au La présence de polynucléaires neutrophiles entre
niveau de certains cardiomyocytes (Fléches bleue certains cardiomyocytes (cercle noir) semble
et jaune). indiquer I’installation d’un début d’inflammation.

Présence de collagénes abondant entre les cellules.



Planche V
ALTERATIONS VASCULAIRES DE LA STRUCTURE MYOCARDIQUE DES RATS WISTAR
HYPERHOMOCYSTEINEMIQUES
Coloration Trichrome de Masson

Figure 2 (Gr: 100 x 9.1)

Importante vascularisation o S
myocardique (Fléche noire). D"aFa“O“ de§ caplllgures
Présence d’espaces entre les myocardiques (Fléche noire) Lot |

cardiomyocytes Lot |

Figure 3 (Gr: 100 x 4) Lot Il et Figure 4 (Gr:400x 4) Lot Il Figure 5 (Gr : 1000 x 4)
Importante vascularisation myocardique (fleche noire). Nous notons une rupture de la paroi
Dilatation des capillaires (*) vasculaire d’un capillaire (*) chez
Présence de collagénes colorés en vert, entre les cardiomyocytes certains rats

hyperhomocystéinémiques
du lot HI.



En conclusion,

L’administration per os de méthionine induit une hyperhomocystéinemie qui est
responsable :

- D’une augmentation du poids corporel,

- Au niveau plasmatique, de perturbations marquées par :
0 Une hypercholestérolémie,
o0 Une augmentation de la triglyceridémie,
O une augmentation de la protéinémie,
0 une dyslipoprotéinémie caractérisée par une augmentation des LDL et une
diminution des HDL,
o [I’installation d’un état de stress oxydant,

- Au niveau tissulaire, d’altérations observees au niveau du :

o compartiment matriciel (remodelage mis en évidence par la fibrose
interstitielle,  épaississement de I’endocarde, [I’augmentation  des
glycoprotéines et protéoglycanes au sein du myocarde,

o compartiment cellulaire (désorganisation des cardiomyocytes et apoptose) et
du

o compartiment vasculaire (fibrose péri-vasculaire, richesse en capillaires
dilatés, rupture).

Ces altérations, signe d’un remodelage cardiaque, sont confirmées par I’augmentation
de la CK-MB

Pour la plupart des perturbations et altérations observées, un effet dose-réponse est noté







Notre étude analyse les effets d’une hyperhomocysteinémie sur le remodelage de la matrice
extracellulaire cardiaque et ses répercussions sur la biochimie plasmatique du rat Wistar.
L’hyperhomcystéinémie est engendrée par une administration per os de différentes doses de

méthionine a savoir 300 mg, 400 mg et 500 mg/Kg de poids corporel/jour pendant 3 mois.

Une hyperhomocystéinémie peut étre engendrée par un déficit en vitamines Bs ou By
(Lentz et al., 1997 ; Martinez et al., 2000) ou en acide folique (Huang et al., 2001), par
administration d’homocystéine (Miller et al., 2000, 2001) ou de méthionine (Rolland et al.,
1995 ; Mori et al., 2001). Pour notre part, nous avons opté pour une administration de

méthionine.

Plusieurs voies d’administration de la méthionine sont citées dans la littérature, la
Vvoie per o0s a été utilisée par plusieurs chercheurs dans I’eau de boisson (Zhou et al., 2001 ;
Ungvari et al., 2003 ; DiBello et al., 2010), par les membres de notre équipe (Othmani, 2007 ;
Goul, 2009) et dans ce présent travail. Elle peut également étre intégrée dans I’aliment donné
(Zhou et al., 2001). Afin d’induire un état hyperhomocystéinémique, Moshal et al. (2009)
ont choisi d’administrer de la DL-homocystéine dans I’eau de boisson. Raaf (2003) et Zerrouk

(2007) ont opté pour I’injection intra péritonéale de méthionine.

Les doses de méthionine utilisées afin d’induire un état d’hyperhomocystéinémie
varient en fonction du modele animal utilisé. Au sein de notre équipe, les doses utilisées chez
le Rat Wistar sont de 70 et 200 mg/Kg de poids corporel/jour pendant 10 et 6 mois
respectivement (Raaf, 2003 ; Ghoul, 2009), de 70 mg/Kg de poids corporel/jour pendant 6
mois chez Psammomys obesus (Zerrouk, 2007) et varient de 0,5 a 1,5 g/jour chez le lapin
pendant 3 et 2 mois respectivement (Othmani, 2007 ; Fernane, 2009 ; Taghlit, 2010).

Dans ce présent travail, nous avons teste, chez le rat Wistar, trois doses de méthionine (300,
400 et 500 mg/ Kg de poids corporel/jour) pendant 3 mois.

Les pesées hebdomadaires que nous avons effectuées indiquent un gain de poids
corporel plus important chez les rats soumis a une surcharge en méthionine par rapport a celui
enregistré chez les rats du lot Témoin. Des expérimentations réalisées sur le rat Wistar ne
rapportent aucun changement du poids corporel (Joseph et al., 2003 ; Ghoul, 2009). Une
augmentation trés significative a, au contraire, été notée chez la lapine non-gestante par
Othmani (2007). D’autres chercheurs comme Zhou et al. (2001), Troen et al (2003), Zerrouk



(2007) ont noté une diminution du poids corporel respectivement chez la souris et le rat des

sables Psammomys obesus.

L’administration de la méthionine a engendré une augmentation de I’homocystéinémie
par altération des voies de trans-sulfuration et de meéthylation conduisant a un état
d’hyperhomocystéinémie (Refsum et Ueland, 1990) que nous avons observé aprés 1 mois
chez tous les rats expérimentes. Un résultat similaire est observe par Zhou et al. (2001) et
Sharma et al. (2007). Nos résultats confirment les travaux antérieurs de notre équipe sur les
différents modeéles utilisés et les différentes doses de méthionine administrées. La diminution
observée au dela de deux mois, est en accord avec celle précédemment signalée par Wilson et

al. (2007) chez des souris apoE™ ainsi que Fernane (2009) chez le lapin.

La surcharge en méthionine pendant un mois, a provoqué une augmentation significative
(p<0.001) de la cholestérolemie chez les rats des lots Il et I1l. Le méme résultat est observé
apres trois mois de traitement. Une augmentation significative est également notée chez nos
rats du lot I. Ces résultats rejoignent ceux de Poole et al. (1967) effectués sur le lapin (250
mg/jour). Un résultat identique a été observe in vitro, au niveau des cellules hépatiques des
rats Sprague-Dawley par Hirche et al. (2006). Par contre Raaf (2003) et Ghoul (2009) ont
observé chez le rat Wistar de légeres fluctuations de la cholestérolémie a des doses de
méthionine plus faibles (70 et 200 mg/Kg p. ¢ /jour). Des résultats indiquent que
I’homocystéine provoque un stress oxydatif par la génération de ROS. Ces derniers vont
diminuer la biodisponibilité du monoxyde d’azote, altérer I’expression des génes et augmenter
le stress du réticulum endoplasmique en activant la synthese du cholestérol (Werstuck et al.,
2001). Selon plusieurs auteurs (Packart et al., 1993 ; Skin et Osborne., 2003 ; Lopez et al.,
2007), I’hyperhomocystéinémie augmenterait la cholestérolémie en agissant sur I’expression
hépatique des récepteurs LDL, en générant le peroxyde d’hydrogéne issu de I’auto-oxydation
de I’lhomocystéine qui va initier I’oxydation des LDL responsable de I’activation des SREBPs
(sterol regulatory element binding proteins) contrdlant les genes nécessaires a la synthése du
cholesterol ainsi que celle du recepteur des LDL. Woo et al. en 2006 ont montré que
I’hyperhomocystéinémie est responsable de I’activation du facteur de transcription CREB
(cCAMP response element binding protein) hépatocytaire par la voie de signalisation

CAMP/PKA en agissant directement sur la PKA qui active ce facteur (CREB) nécessaire a



I’expression de la HMG CoA réductase et a I’augmentation de la biosynthése du cholestéerol

hépatique. Elle agirait aussi sur la lipoprotéine lipase et la lipase hépatique.

La triglycéridémie s’avere perturbée au bout d’un mois de supplémentation en
méthionine. Une légére augmentation est enregistrée chez les rats hyperhomocystéinemiques
du lot I. Cette augmentation est plus importante et plus significative (p<0.01) pour les rats
Wistar des lots Il et 111, mettant en évidence I’effet dose-réponse. En fin d’expérimentation,
les valeurs diminuent pour se rapprocher de celle des témoins. Nos résultats confirment les
travaux de notre laboratoire réalisés sur le rat des sables (Zerrouk, 2007). Par contre Woo et
al. (2005) et Sharma et al. (2007) n’ont pas enregistré de changements significatifs de la
triglycéridémie chez le rat Wistar Sprague-Dawley a des doses de méthionine inférieures a
0,59/Kg de p. c. Par contre, a des doses supérieures a 0,59/Kg de p. ¢, Sharma (2007) a
observé une augmentation de ce parametre lipidique. Ji et Kaplowitz. (2003) ont montré que
I’hyperhomocystéinémie provoque un stress oxydatif du RE altérant le métabolisme
hépatocytaire des lipides en activant une famille de protéines du RE, les SREBPs (sterol
regulatory element binding proteins) responsables du contréle de I’expression des genes

nécessaires pour la biosynthese des triglycerides, des acides gras et du cholestérol.

Nos résultats montrent une altération des lipoprotéines plasmatiques induite par
I’hyperhomocystéinemie. En effet, la quantification des lipoprotéines plasmatiques met en
évidence une diminution de 6,22% de la fraction cardioprotectrice (HDL) associée a une
augmentation de 84,6% de la fraction athérogéne (LDL). Un résultat similaire est rapporté par
Liao et al. (2006) qui montrent une diminution des particules HDL chez les souris CBS/
/apoE’/". Une diminution de la fraction HDL et une augmentation de la fraction LDL est
rapportée par Zerrouk (2007) et Chaouad (2008) chez le rat des sables, Psammomys obesus,
hyperhomocysténémique et hypothyroidique respectivement. Des rats Wistar rendus
hyperhomocystéinémiques voient leur HDL diminuer de 84% et leur LDL-VLDL augmenter
de 13% (Ghoul 2009). Cette modification de I’équilibre HDL-LDL et I’apparition de la
lipoprotéine a est également observée chez le Lapin hyperhomocystéinémique femelle
(Othmani, 2007) et male (Fernane 2009 ; Taghlit, 2010). Par ailleurs, nous avons enregistré
une augmentation d’environ 4.2% du rapport lipoprotéique B/y (VLDL+LDL/HDL) apres
administration per os de méthionine a raison de 500mg/Kg de poids corporel/jour pendant 3

mois. Othmani, (2007) a également rapporté une variation de ce rapport chez la lapine.



La fraction cardioprotectrice HDL en culture cellulaire, élimine 80% de I’homocystéine-
thiolactone (forme toxique), prévenant ainsi son accumulation gréce a la paraoxonase qui lie
les HDL et transforme I’Hcy-thiolactone en Hcy (Jakubowski et al., 2000). Selon Ferretti et
al. (2006), les lipoprotéines plasmatiques sont susceptibles d’étre homocystéinylées via
I’interaction Homocysteine-thiolactone (Fig. 19). Ces modifications des HDL conduisent a
la perte de leurs propriétés anti-inflammatoires et cyto-protectrices, ce qui pourrait jouer un
role dans la pathogenése de I’athérosclérose (Demuth et al., 2000).

Ces variations lipidiques plasmatiques pourraient, dans une étude ultérieure, étre complétées

et corrélées aux éventuelles variations des lipides tissulaires cardiaques.

Homocystéine-thiolactone » Homocystéine

LDL Mécanismes moléculaires ?
Altération du Production de Altération des
statut +«—— adicaux reactions de
Thiol-Redox libres oxygénés méthylation cellulaire

b
Agrégats LDL
Hey- thuo\actone

=N
| \

Formation de cellules D,fsfoncuonnemem Prolifération des ceHuIes Altération de la matrice
spumeuses endothélial musculaires lisses extracellulaire
Athérosclérose

Figure 19 : Mécanismes hypothétiques de la pathogénicité de I’hyperhomocystéinémie.
(Demuth et al., 2000).

Le dosage des protéines totales réalisé aprés 1 mois d’administration de méthionine a
révelé, une augmentation significative a T, pour le lot 11 (p<0.01) et pour le lot 1l (p<0.05)
vs témoin et une protéinémie fluctuante pour le lot I. Ce résulltat rejoint celui noté par
Othmani (2007) qui rapporte une augmentation significative de la protéinémie chez la lapine
rendue hyperhomocystéinémique. Des résultats similaires ont été enregistrés par Ghoul (2009)

chez le rat Wistar soumis a une administration de méthionine a la dose de 200mg/Kg de poids



corporel/jour pendant 6 mois. Zerrouk (2007) a enregistré une hyperprotéinémie chez le rat
des sables rendu hyperhomocystéinémique par injection intrapéritonéale de méthionine a
faible dose soit 70 mg/Kg de poids corporel/jour. Chez le Lapin male
hyperhomocystéinémique, Taghlit (2010) a également noté une augmentation significative de
la protéinémie. Une analyse des protéines plasmatiques par électrophorése pourrait apporter

des éléments complémentaires intéressants.

Sur le plan histologique, plusieurs modifications sont enregistrées au niveau de la
structure de la paroi ventriculaire du rat Wistar soumis a une surcharge en méthionine. Les
répercussions de I’hyperhomocystéinémie touchent non seulement les cardiomyocytes mais
également la vascularisation cardiaque et la matrice extracellulaire, plus particulierement sa

composition biochimique.

Nous avons observé sur nos préparations, un épaississement hétérogene de
I’endocarde. Rolland et al. (1995) ont rapporté un épaississement similaire au niveau aortique
chez le porc. Le myocarde est altéré par la présence d’cedéme et une dilatation des espaces
intercellulaires entre les cardiomyocytes. Les travaux réalisés, au niveau artériel, par les
chercheurs de notre équipe ont montré un épaississement de I’intima et la présence d’espaces
amorphes au niveau de la média, indiquant une altération des relations cellules-matrice
extracellulaire aussi bien chez le rat Wistar (Raaf, 2003) que chez le rat des sables (Zerrouk,
2007 ; Chaouad, 2008) et le Lapin (Othmani, 2007). Augier et al. (1997) ont remarqué au
niveau de I’aorte de poussins hyperhomocystéinémiques, une fragmentation des lames
élastiques et parfois des anévrismes. Holven et al (2006) ont signalé une perturbation de la
balance MMP-9/TIMP-1 chez des individus hyperhomocystéinémiques, suggérant une

dégradation de la MEC augmentant le risque d’accident cardiovasculaire.

Au niveau vasculaire, nous avons observé une fibrose péri-vasculaire caractérisée par une
accumulation de collagénes autour des vaisseaux ainsi qu’une richesse en capillaires qui sont
dilatés. Kumar et al. (2008) enregistrent cette accumulation de collagénes au niveau des
arteres coronaires de souris CBS-/+ hyperhomocystéinemiques. Nakai et al (1992) ont montré
que les cellules musculaires lisses localisées au niveau des lésions a chape fibreuse épaisse,
exprimaient de forts taux de GRP78/94 et de Hsp47 impliquée dans la maturation des

collagenes. Chez certains rats du Lot Ill, nous avons relevé au niveau de la vascularisation



myocardique, une rupture de capillaires. Dans un précédent travail realisé au sein de notre
équipe, Zerrouk (2007) a rapporté la rupture de la paroi artérielle du Psammomys obesus
hyperhomocystéinémique.

Il est a signaler que la dilatation des capillaires et leur abondance au niveau de différents
organes (foie, pancréas, rein, surrénales, épididyme ...) ainsi que la fibrose péri-vasculaire a
également été rapporté par les chercheurs de notre équipe, chez le rat Wistar, chez
Psammomys obesus et chez le Lapin.

Sur nos observations, la matrice extracellulaire est altérée par une accumulation de
collagénes fibrillaires (type 1 et Ill) entre les cardiomyocytes. Cette accumulation de
collagénes est également observée par Zhou et al. (2001) et Joseph et al. (2003). Une
synthese de collagenes a été observée lors d’une hyperhomocystéinémie par Iris et al. (2004).
Deux autres familles de macromolécules matricielles cardiaques sont également concernées
par une modification, ce sont les glycoprotéines caractérisées par la coloration a I’acide
périodique Schiff et les protéoglycanes matérialisés par la coloration au Bleu Alcian. Selon
Khan et al. (2001), I’hyperhomocystéinémie pourrait perturber le métabolisme des
protéoglycanes soufrés.

Les altérations des collagénes, des glycoprotéines et des protéoglycanes mettent en évidence
une modulation de la composition de la matrice extracellulaire cardiaque responsable d’un
remodelage. Ce dernier est signalé par Fernane (2009) au niveau cardiaque chez le Lapin
male. Othmani (2007) a constaté un accroissement du volume matriciel conduisant a la
diminution du rapport cellules musculaires lisses/MEC.

L’augmentation des collagénes par I’homocystéine pourrait étre le résultat de la stimulation
de leur synthése au niveau transcriptionnel. Les travaux de Tyagi et al. (1998) ont montré
I’induction, par I’homocystéine, de I’expression du gene codant pour le collagéne | au niveau
des CML en culture. Le mécanisme d’action de I’homocystéine sur le métabolisme du
collagéne peut étre élucide par la détermination de I’activité des métalloprotéases matricielles
ou MMPs d’une part, et I’expression des genes codant pour les collagenes fibrillaires (type |
et 111) d’autre part. Ce travail mériterait d’étre complété par I’analyse, la caractérisation et la

quantification des MMPs responsables de ce remodelage.



La structure des cardiomyocytes est altérée notamment au niveau cytoplasmique et
nucléaire. Nous avons en effet, observé une désorganisation cytoplasmique essentiellement
myofibrillaire. En outre, les rats hyperhomocystéinémiques soumis a la plus forte dose de
méthionine (500 mg/kg de poids corporel/jour) semblent présenter au niveau myocardique,
deux types de cardiomyocytes caractérisés par des propriétés tinctoriales différentes. La
désorganisation de ces cardiomyocytes altere leur fonctionnement, essentiellement leur
contractilité, et conduirait a leur dégradation ou mort cellulaire.

Par ailleurs, nous avons également noté la présence de noyaux de type apoptotique. Sharma et
al. (2006), Zerrouk (2007) et Fernane (2009) rapportent un résultat identique. Selon Zhang et
al. (2001), I’lhomocystéine induit la mort cellulaire par apoptose de cellules endothéliales en
culture via I’activation de I’'UPR ou unfolded protein response et de la caspase 3 (Tyagi et al.,
2006). Les résultats obtenus chez le rat par Seda et al. (2009), suggeérent qu’un état
hyperhomocystéinémique est capable d’induire I’expression du facteur proapoptotique Bax et
d’inhiber I’expression du facteur antiapoptotique augmentant le nombre de cellules
apoptotiques au niveau du foie. L’apoptose devrait étre, dans un travail ultérieur, confirmée

par des méthodes appropriées.

L’observation de la couche myocardique de certains rats hyperhomocystéinémiques du
Lot Il permet de noter la présence de polynucléaires neutrophiles entre les cardiomyocytes.
Fernane (2009) a observé des zones d’infiltration de cellules inflammatoires au niveau
myocardique. L’infiltration des tissus par les cellules immunitaires peut étre expliquée par la
stimulation des cellules endothéliales par une élévation de I’homocystéinémie générant un
taux élevé de ROS et une diminution du relargage du NO, ce qui va augmenter la stimulation
de I’adhesion et la migration des cellules (Zhu et al., 2009). L’homocystéine est capable de
provoquer un eétat inflammatoire, en augmentant  I’expression de cytokines pro-
inflammatoires comme la MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) qui régule la
migration et I’activation des monocytes et macrophages, et également la production de
I’interleukine 8 possédant une activité chimio-attractante pour les neutrophiles et les
lymphocytes T (Poddar et al., 2001). Othmani (2007) a rapporté chez des lapins
hyperhomocystéinémiques, une augmentation de la protéine réactive C (CRP) qui induira
alors, I’activation des cellules inflammatoires. Il serait intéressant de déterminer le statut

inflammatoire par le dosage de certaines cytokines pro-inflammatoires et inflammatoires.



Nous avons effectué le dosage de la CK-MB plasmatique, biomarqueur cellulaire de
Iésions myocardiques (Zerizer et al., 1998). Nos résultats montrent une nette augmentation de
ce marqueur en fin d’expérimentation chez nos animaux hyperhomocysténémiques soumis a
la plus forte dose de méthionine. Ce résultat biochimique confirme les altérations que nous
avons observeées au niveau tissulaire. Chez des rats traités a la farmorubicine (induisant a
fortes doses une insuffisance cardiaque), Przybyszewski et Widel (1996), ont remarqué que la
CK-MB a augmenté d’un facteur 5, indiquant la présence au niveau tissulaire d’altérations
cardiaques. Cette augmentation de la CK-MB plasmatique, a également été notée par
Valjevac et al. (2009) chez des patients apres infarctus du myocarde. Ce biomarqueur refléte
une lésion du myocarde mais sans indication de son mécanisme (Bertinchant et al., 2003).
Selon Przybyszewski et Widel (1996), la CK-MB peut étre un marqueur sensible de Iésion
péroxydative. Bien que la CK-MB soit plus cardio-spécifique que la CK-MM, elle reste
néanmoins moins spécifiqgue que les Troponine | ou T. Actuellement, le dosage des
Troponines est, du fait de leur cardio-spécificité, le test le plus intéressant au niveau
diagnostic (Bodor et al., 1992 ; Bodor., 1994).

Afin de compléter cette analyse des lesions cardiaques, il serait intéressant de procéder au
dosage non seulement de la troponine cardiaque, mais également au dosage d’autres
marqueurs de nécrose et d’ischémie tels I’ Albumine modifiée par I’ischémie ou IMA, le

h-FABP ou heart fatty-acid binding protein ou de marqueurs de dysfonction cardiaqgue comme

par exemple la protéine ST2 soluble ou I’urocortine.

Dans le but d’expliquer les differentes altérations observées, nous avons abordé
I’analyse du stress oxydant par le dosage d’un marqueur a savoir le rapport nitrates/nitrites.
Nos resultats mettent en eévidence une perturbation de ce rapport qui augmente
significativement en fin d’expérimentation aprés une diminution & T;. Une diminution dose
dépendante de la disponibilité du monoxyde d’azote a été rapportée in vitro par Sharma et al.
(2007) chez le rat Wistar. Selon Vignini et al. (2004) , cette diminution du monoxyde d’azote
est liée a la diminution d’activité de la eNOS par les LDL liés a I’lhomocystéine. Selon Faraci
(2003), le mécanisme principal par lequel I’hyperhomocysteinémie induirait un
dysfonctionnement vasculaire semble étre lié a la biodisponibilité du NO. En 2009, Moshal et
al. ont observé chez la souris hyperhomocystéinémique, une augmentation du taux de ROS
qui perturbe la fixation du calcium altérant ainsi le fonctionnement des myocytes. Certains

travaux dont ceux de Stuhlinger et al. (2003), suggerent qu’une augmentation des ADMA



(Dimethylarginine assymétrique) peut contribuer, lors d’une hyperhomocystéinémie, a la
diminution de la disponibilité du monoxyde d’azote. Par ailleurs, I’hyperhomocystéinémie est
associée chez I’Homme, selon Vouitilainen et al. (1999), a une augmentation de la
péroxydation lipidique. Cette étude pourrait étre complétée d’une part par I’évaluation du
statut oxydant (via d’autres marqueurs) et anti-oxydant et d’autre part, par le dosage de

marqueurs de la péroxydation lipidique comme les diénes conjugués, les TBARS...
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En conclusion, I’administration per os de méthionine pendant 3 mois a doses élevées (300,
400 et 500 mg/Kg de poids corporel/jour) engendre chez le Rat Wistar une augmentation de
I’homocystéinémie.

Cette hyperhomocystéinémie est responsable :

- D’une augmentation du poids corporel

- Des perturbations des lipides plasmatiques,

- D’une augmentation de la protéinémie,

- Draltérations tissulaires cardiaques aussi bien au niveau matriciel qu’au niveau

cellulaire et vasculaire.

Ces altérations, observées aprés 1 mois d’administration de méthionine et exacerbées en fin
d’expérimentation, pourraient étre en partie expliquées par un état de stress oxydant comme
le montre le dosage du rapport nitrates/nitrites que nous avons effectué.
Dans les précédents travaux de I’équipe, ces altérations sont observées au niveau plasmatique
et tissulaire, chez le Rat Wistar apres 10 et 6 mois d’expérimentation (administration de
méthionine a raison de 70 mg/Kg p. c/jour et 200 mg /Kg de p. ¢ /jour respectivement) et chez
le rat des sables (70 mg/Kg p. ¢ /jour) et chez le lapin (500 mg ; 1,59 de methionine).
Nos résultats permettront de réduire la durée de I’expérimentation a 1 mois apres
administration d’une surcharge en méthionine a raison de 500 mg/Kg de poids corporel/jour.

Ce travail mériterait d’étre complété par :

L’etude du remodelage tissulaire par la quantification des MMPs par zymographie,

La détermination de la balance oxydants/antioxydants,

La détermination des statuts :
- inflammatoire (IL-8, IL-10),

- Procoagulant de I’homocystéine.

L’étude de I’effet d’une supplémentation en antioxydants sur la réduction des effets
induits par I’hyperhomocystéinémie,

- Laquantification de la troponine cardiaque,

- L’étude de I’effet de I’hyperhomocystéinémie sur la contractilité des cardiomyocytes
(actine, myosine et calcium).
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Tableau 1 : EVOLUTION DU POIDS [G] DES RATS WISTAR TEMOINS ET SOUMIS A
UNE ADMINISTRATION PER OS METHIONINE A DIFFERENTES DOSES.

Rat TO T1 T2 T3
N1 172 235 285 283
N2 180 234 315 310
Lot N3 214 229 293 302
témoin N4 249 263 288 317
N5 228 271 298 333
Moyenne 208,6 246,4 2958 309
Ecart type 32,39 19,15 11,82 18,48
N6 172 253 288 344
N7 168 238 303 348
N8 175 229 326 338
N9 162 249 313 347
(3(')-0?“tglde N10 204 269 299 339
p.cljour) N11 178 209 266 296
N12 212 163 258 317
N13 232 294 340 354
Moyenne 187,88 238 299,13 335,38
Ecart type 24,98 39,62 28,06 19,36
Rat TO T1 T2 T3
N14 157 209 251 299
N15 169 244 273 338
N16 171 222 296 337
Lot I N17 186 224 279 346
(400mg /Kg N18 193 260 301 321
p.cliour) N19 182 258 317 332
N20 239 239 246 295
Moyenne 185,29 236,57 280,43 324
Ecart type 26,54 19,15 26,18 19,95
N21 165 227 281 304
N22 168 200 295 325
N23 186 254 290 325
N24 178 215 268 350
(sla(?rg I/|I<g N25 229 237 207 302
p.cljour) N26 153 210 274 303
N27 185 252 317 350
N28 208 243 274 299
Moyenne 184 229,75 275,75 319,75
Ecart type 24,55 20,04 31,84 21,25

e Nj a Nyg représentent les Rats Wistar utilisés



Tableau 2 : EVOLUTION DE L’HOMOCYSTEINEMIE [pumole/L]

T, global 1 mois 2 mMois
6,00 Lot T Lot I Lot Il Lot I Lot T Lot I Lot Il Lot Il
4,64 6,00 7,50 6,10 6,42 5,76 9,08 4,96 7,84
5.99 5,42 7,17 6,00 8,17 6,00 9,99 5,95 7,06
7.51 8,25 5,49 7,32 15,91 3,91 4,48 9,87 6,86
5.05 8.83 8,57 6,40 10,03 4,85 6,88 6,90 7,11
4.66 8.29 8,47 13,19 6,47 5,43 9,96 16,50 6,50
6,36 5.13 6,55 8,92 11,37 6,73 10,14 8,28
4,26 5,08 6,07 6,97 7,05 18,42 10,13
4,16 7,07 8,10 11,68
5,40 8,55 29,48
5,40 5,14 8,48
5,80 4,96 Moyenne 5,19 7,74 10,39 10,34
8,07 ET 0,75 2,03 5,22 6,91
9,98
9,87
9,16
6,17
8,68
5,97 3mois
7,15 Lot T Lot I Lot Il Lot Il
4,08 7,16 7,8 4,91 7,43
18,33 7,12 6,38 6,81 7,67
25,05 7,48 6,25 8,29
10,49 6,82 8,34
6,00 8,41
9,40 7,39
Moyenne 5,25 6,56 6,99 7,71 9,22 Moyenne 7,14 7,12 5,99 7,92
ET 0,82 1,49 1,26 2,63 4,60 ET 0,03 0,64 0,98 0,48




Tableau 3 : EVOLUTION DE LA CHOLESTEROLEMIE [g/L].

Cholestérolémie a T,

Cholestérolémie a un mois

Lot T Lot | Lot Il Lot Ill
0,44 0,55 0,72 0,43
0,5 0,66 0,66 0,46
0,5 0,66 0,66 0,44
0,4 0,66 0,83 0,83
0,44 0,72 0,88 0,94
0,43 0,66 0,88
0,51 1
0,42 1,05
0,31 1,16
0,44
1,22
0,46
0,46
0,37
0,39
0,39
0,32
Moyenne| 0,43 0,65 0,75 0,66
ET 0,06 0,05 0,1 0,31

LotT Lot | Lot I Lot Il
0,47 0,72 1,96 3,62
0,3 1,69 2,67 3,71
0,46 0,5 1,86 2,98
0,33 0,56 2,53 2,49

0,49 2,23 2,5

3,14
3,57
Moyenne| 0,41 0,86 2,56 3,06
ET 0,08 0,55 0,62 0,58
Cholestérolémie a 3 mois

LotT Lot | Lot Il Lot Il
0,5 3,02 3,57 5,15
0,44 2,62 4,78 4,98
0,51 2,83 3,41 3,33
0,52 3,66 3,32 5,28

0,35 3,31 5

0,55
0,3

Moyenne | 0,45 3,03 3,67 4,74

ET 0,09 0,44 0,62 0,8




Tableau 4 : EVOLUTION DE TRIGLYCERIDEMIE [g/L]

TO global
1,35
1,24
1,30
1,05
1,49
1,51 1 mois
1,20 Lot Témoin | Lot | Lot Il Lot Il
1,54 1,65 1,97 1,97 2,83
1,73 0,86 1,32 2,11 2,27
1,32 1,78 2,93 2,04
1,62 1,81 2,24 1,97
1,52 1,25 2,40 2,96
1,70 1,38 3,13
1,41 1,88
1,51 Moyenne 1,25 1,63 2,33 2,53
Moyenne 1,43 ET 0,56 0,30 0,37 0,50
ET 0,19
2 mois 3 mois
Lot Témoin | Lot Lotll | Lotlll Lot Témoin | Lot | Lotll | Lotlll
2,12 3,80 2,51 3,23 2,44 3,74 1,98 2,54
2,73 3,80 2,47 3,51 1,79 1,70 2,69 1,45
2,24 1,85 3,10 2,22 3,31 1,92 1,99
3,88 3,56 3,08 2,01 1,98 2,18
3,60 4,15 2,01 2,61
Moyenne 2,36 3,39 3,16 3,01 Moyenne 2,12 2,55 2,14 2,15
ET 0,33 0,87 0,72 0,56 ET 0,46 0,91 0,37 0,47




TO

global| Tableau 5 : EVOLUTION DE LA PROTEINEMIE [g/L]
67
72 Lot Témoin Lot Il
1 2 3 1 2 3
70 mois | mois | mois mois | mois | mois
58 60,04 | 37,05 | 40,28 43,7 | 57,19 | 63,84
59 27,55(47,31] 35,15 39,9 | 54,72 75,81
70 51,68 | 59,28 49,4 |49,59 | 63,65
72 54,15 | 65,17 58,9 [69,35 | 58,52
55 57,38 58,33 49,97 | 72,39
67 Moyenne | 43,8 | 49,51 | 49,97 Moyenne | 50,05 | 56,16 | 66,84
62 ET 22,97 | 7,88 | 14,51 ET 8,52 | 8,04 | 7,07
56
70 Lot Il
1 2 3
73,34 mois [ mois | mois
62,32 67 85 87
61,56 82 76 91
85,31 62 67 76
68,21 65 75 81
76,76 69 67 71
79,99 Lot | 65 55,1 | 68,59
1 2 3
69,73 mois | mois | mois 83 66,31 | 66,5
65,36 62,32 51,11 | 43,7 82 | 46,55
66,88 55,29 | 56,24 | 54,15 67 | 71,44
83,98 62,89 | 53,58 | 57,38 52,25
63,08 42,18 |57,38 | 56,62 51,68
72,39 44,65 | 53,2 74,1
80,75 60,8 53,58
62,13 Moyenne | 53,47 | 55,39 | 52,96 Moyenne | 67,2 | 67,71 | 77,3
62,51 ET 9,69 3,47 6,33 ET 10,9 | 11,43 | 9,39
67,26
81,89
77,52
80,56
Moyenne | 69,36
ET 8,27




Tableau 6 : QUANTIFICATION [%] DES LIPOPROTEINES PLASMATQIUES

3 mois
HDL VLDL LDL
68,55 17,72 13,72
61,48 31,66 6,86
70,16 20,88 8,96
Moyenne | 66,73 23,42 9,85
ET 4,62 7,31 3,51

T0
HDL VLDL LDL
65,6 35,35 11,77
77,24 31,21 3,18
68,34 18,28 4,48
73,43 27,73 3,93
23,26 3,31
Moyenne| 71,15 27,17 5,33
ET 5,20 6,67 3,64




Tableau 7 : EVOLUTION DU TAUX DE MONOXYDE D’AZOTE [umol/L]

Toglobal Lot Témoin Lot |
326,25 1 mois 2 mois 3 mois 1 mois 2 mois 3 mois
399,375 561,56 584,06 491,25 468,75 531,25 491,27
468,75 439,06 529,06 462,19 552,81 544,68 490,94
420 312,5 460,88 496,88 531,25
531,25 413,44 387,81
Moyenne 429,13 500,31 475,21 456,94 506,15 498,75 491,1
ET 76,73 86,62 143,57 32,21 42,79 74,22 0,24
Lot Il Lot Il
1 mois 2 mois 3 mois 1 mois 2 mois 3 mois
389,69 611,25 359,06 332,19 400 597,19
433,75 496,88 656,25 305 446,88
562,5 400 375 446,88 553,13
488,44
Moyenne 461,98 502,71 507,66 337,4 445,55 575,16
ET 89,8 105,75 210,14 35,29 36,14 31,16
COURBE ETALON
1,8 y =0,0032x
1,6 | R*=0,9478
1,4 -
12
-
0,8 |
0,6 4
0,4
0,2
0 Concentration
0 100 200 300 400 500 st

Courbe etalon Concentration NaNO, (uUM)/DO



LOT 111 (500 mg/Kg poids corporel/jour)

TO global

476,7

593

751

682

935,1

Tableau 8 : EVOLUTION DE LA CK-MB (U/L) PLASMATIQUE EN DEBUT (T0 ) ET
FIN D’EXPERIMENTATION (T3) CHEZ LES RATS WISTAR DU LOT TEMOIN ET DU

381,6

Moyenne

627,19

3 mois

Lot T Lot Il

786 855,7

463,2 1233

667,7 1958

934,4

Moyenne | 638,97 1245,28

ET 163,31 502,18

ET

182,78




COLORATION AU TRICHROME DE MASSON (VARIANTE MASSON-GOLDNER)

Déparaffinage

Hydratation

Coloration nucléaire a I’hématoxyline de Groat 15
Lavage a I’eau courante 5 min
Coloration a la fuschine-ponceau 1min30s
Ringage a I’eau acetifiée

Coloration a I’orangé G molybdique 1min30s
Ringage a I’eau acetifiée

Bleu d’aniline 4min30s

Ringage a I’eau acetifiée jusqu’a I’élimination du colorant
Déshydratation
Montage au baume de Canada.

COLORATION A L’ACIDE PERIODIQUE-SCHIFF

Déparaffinage

Hydratation

Traitement a I’acide périodique 10 min

Lavage a I’eau courante 10 min

Coloration au réactif de Schiff 26 min a I’obscurité
Rincage a I’eau distillee

Déshydratation

Montage au baume de Canada
COLORATION AU BLEU ALCIAN
Déparaffinage

Hydratation

Coloration au bleu alcian 22 h
Lavage a I’eau distillée 1 min
Lavage a I’eau courante 1 min
Déshydratation

Montage au baume de Canada
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Abstract

An experimental hyperhomocysteinemia was induced with oral administration of 3 doses
(300, 400 and 500 mg/Kg B W/day) of methionine during 3 months in mal Wistar rat. The
repercussion of this cardiovascular risk factor was analyzed by weight, plasma and tissue. Our
results indicate that hyperhomocysteinemia generates a body weight elevation and disorder of
many plasmatic factors (CT, TG, proteins). Nitrates/nitrites ratio as indicator of oxidative
stress was measured for explaining this damage. Several alterations were observed essentially
in extra cellular matrix composition (collagen | and I1l, GPs and PGs), cardiomyocytes and
heart vascularization. In the whole of these results a response dose effect is observed.

Key words: Homocysteine,-Methionine-Heart-Oxidative stress-Matrix remodling-Rattus
norvegicus
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