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Résumé

Des études épidémiologiques ont démontré que I’augmentation de 1’homocystéine constitue
un facteur de risque des maladies athérosclérotiques et thrombotiques qui peut conduire a
diverses manifestations cliniques, notamment a des atteintes de la matrice aortique,
accompagnées par un stress oxydant. L’effet de la consommation des fruits et Iégumes se traduisent
par une augmentation de la capacité antioxydante du plasma. D’autres études épidémiologiques
attestent 1’existence d’une corrélation positive entre la consommation des produits a base de
tomate riches en caroténoides et la diminution du risque de développement de certaines
pathologies telles que le cancer et 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires. Ce qui fait

des produits dérivés de latomate des aliments de valeur nutritionnelle trés intéressante.

Durant notre travail expérimental, une hyperhomocystéinémie est induite chez des rats Wistar (Rattus
norvegicus) par I’ingestion de la méthionine 500 mg/kg/de pc/jour pendant 3 moins. L’impact
biologique de ce facteur de risque a été analysé au niveau pondéral et plasmatique par le
dosage de certains paramétres biochimique aussi au niveau histologique de la matrice aortique,
d’une part nous avons évalué I’effet d’administration de lycopéne qu’est susceptible a réduire
ou prévenir le dysfonctionnement métabolique causé par une hyperhomocystéinémie. Les
résultats de notre travail révelent que 1’hyperhomocystéinémie engendre une augmentation du poids
corporel, des perturbations de nombreux parameétres biochimiques plasmatiques, par exemple la
concentration en LDLc est de 0.69 g/l soit une augmentation de 1.40 fois supérieur comparé
au groupe témoin (p<0.010) de plus TG ont augmenté significativement chez les rats sous
régime enrichi en méthionine (MET) (p<0.0025). Alors que la supplémentation en lycopéne
entraine la diminution de 1’homocystéine, la normalisation des marqueurs biologiques, la
restauration de la structure histologique, ainsi qu’une diminution du stress oxydatif et de
I'inflammation. Le lycopéne administré & une dose de 5mg/Kg/poids corporel/jour, représente un
excellent moyen thérapeutique pour détecter les dépbts de collagenes ainsi la fibrose induite par une

hyperhomocystéinémie.

Mots clé : lycopene, hyperhomocystéinémie, maladies cardiovasculaires, profil lipidique,

inflammation.



Summary

Epidemiological studies have shown that the increase in homocysteine constitutes a risk factor
for atherosclerotic and thrombotic diseases effect, which can lead to various clinical
manifestations, including aortic matrix damage accompanied by oxidative stress. The
consumption of fruits and vegetables results in an increase in the antioxidant capacity of the
plasma. Others épidemiological studies continue to suggest a positive correlation between the
consumption of tomato products rich in carotenoids and a lower risk of developing certain

types of cancer and atherogenic diseases. This makes tomato products very interesting for health.

During our experimental work, hyperhomocysteinemia is induced in Wistar rats  (Rattus
norvegicus) by ingesting methionine 500 mg/ kg / bw / day for 3 months. The biological
impact of this risk factor that analyzed at weight and plasma level by the determination of
certain biochemical parameters also at the histological level of the aortic matrix, on the one
hand, we evaluated the effect of administration of lycopene, which is likely to reduce or

prevent the metabolic dysfunction caused by hyperhomocysteinemia.

The results of our work reveal that hyperhomocysteinemia causes an increase in body weight,
disturbances of many plasma biochemical parameters, for example the LDLc concentration is
0.69 g / I, an increase of 1.40 times greater compared to the control group (p < 0.010) in
addition TG were significantly increased in rats on a methionine enriched diet (MET) (p
<0.0025). while lycopene supplementation leads to adecrease in homocysteine, the normalization
of biological markers, and restoration of the structure. Histologic, as well as a decrease in oxidative
stress and inflammation. Lycopene administered at a dose of 5 mg / Kg / body weight / day,
represents an excellent therapeutic means for fibrosis induced by hyperhomocysteinemia.

Keywords:lycopene,Hyperhomocysteinemia,cardiovasculardiseases,Inflammation.
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Introduction



Au cours de ces vingt dernieres années, I’hyperhomocystéinémie (HHcy) a émergé comme un
facteur de risque cardiovasculaire (Andreotti et al., 2000; Durand et al., 2001; Lentz et
Haynes ,2004). Ainsi, il a été montré qu’une augmentation modérée de I’homocystéine
plasmatique était observée chez des sujets a risque et atteints de maladies cardiovasculaires et
pouvait prédire la survenue d’événements athérothrombotiques (De bree et al., 2002;
Zylberstein et al., 2004; Casas et al., 2005; Boger et al., 2009).

Des facteurs de risque supplémentaires (tabagisme, hypertension artérielle, diabéte et
hyperlipidémie) peuvent majorer le risque global de fagon additive ou de facon synergique et
hyperproportionnel e par interaction avec I’homocystéine. L’hyperhomocystéinémie entraine,
en plus des modifications de la morphologie vasculaire, une perte de la fonction endothéliale
antithrombotique et I’induction d’un milieu pro-coagulant. La plupart des altérations connues

sont attribuées a un stress oxydatif reposant sur I’homocystéine.

Au cours de ces dix dernieres années, les sciences de la nutrition se sont considérablement
développées autour de concepts de nutrition préventive et d’aliments fonctionnels. Certains
nutriments sont susceptibles de réduire ou prévenir 1’apparition de dérégulations métaboliques
alors que d’autres peuvent au contraire provoquer des cascades d’événements déléteres
favorisant le développement de nombreuses pathologies telles les maladies cardiovasculaires
athérothrombotiques. De ce fait, lalimentation ne peut plus étre considérée comme
permettant exclusivement de satisfaire les besoins énergétiques et structuraux, il s’agit
d’envisager les nutriments comme de Véritables promoteurs de la santé (Roberfroid, 1999 ;
Roberfroid, 2000).

Dans ce cadre, des études épidémiologiques ont montré que la consommation de fruits et
légumes avait un impact beénéfique, attribué en partie a certains micronutriments dont  les
caroténoides, sur ces pathologies et sur certains types de cancer. Parmi ces caroténoides, le
lycopene occupe une place importante. Des études ont suggéré qu’il est spécifiquement et
individuellement liés a wune diminution des pathologies cardiovasculaires et de  ses

complications.

Dans ce présent travail, un état d’hyperhomocystéinémie est induit chez des Rats Wistar
provenant de 1’animaleric de 1USTHB, par administration quotidienne d’une dose chronique

de méthionine a pour objective d’évaluer bénéfiques du lycopene dans la prévention des



maladies cardiovasculaires causées par I’hyperhomocystéinémie, les rats ont recu par voie

orale (gavage) une dose de lycopéne déterminée pendant 3 mois.

Différents parametres ont été suivis et analysés durant I’expérimentation a savoir :
-L’évolution du poids corporel,

-La détermination de I’Homocystéinémie,

-La détermination du profil lipidique (cholestérolémie, HDLc, LDLc et la triglycéridémie).
- La détermination de la CRPus.

- Dosage du lycopéne hépatique.

L’ensemble de nos resultats apportent de nouvelles perspectives et élargissent les connaissances sur
ce caroténoide. Il est capable d’influencer de fagon importante 1’homéostasie plasmatique et
I’apparition de dérégulations métaboliques de nombreuses pathologies telles les maladies

cardiovasculaires selon différents mécanismes.
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Chapitre I - Homocysteine



I. Homocystéine

1- Définition

L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré, non constitutif des protéines, formée au
cours du meétabolisme de la méthionine. Cette derniére, est un acide aminé essentiel qui joue
un role particulier dans la biosynthése des protéines (Buysschaert et Hermans, 2003 ; Edith
et al., 2010), puisque toutes les chaines protéiques deémarrent par lincorporation dune
méthionine en position N-terminale (Mouchabac, 2008). L’homocystéine (Hcy) est formée
au niveau intracel ulaire a partir de la méthionine apportée par I’alimentation. El e est
synthétisee par toutes les cel ules de I’organisme. Le catabolisme de I’Homocystéine Se
produit principalement dans le foie et dans les reins par deux wvoies : la voie de la
reméthylation et la voie de la transulfuration (Selhub, 1999 ; Stipanuk, 2004).

COO
HS*N—CH

CH

(IZH?

SH

2

Figure 01 : Formule de I’homocystéine (Raisonnier, 2011).
2- Métabolisme de I’homocystéine
2-1- Voies métaboliques

L’Hcy est métabolisée selon deux voies : la voie de la reméthylation et la voie de la
transulfuration :

e Lavoie de la reméthylation

Elles assurent la reméthylation de I’Hcy en méthionine selon deux réactions enzymatiques
distinctes. La principale réaction fait intervenir deux enzymes :

La 5MéthylTetraHydroFolate (SMTHF), donneuse de groupement méthyl. Sa formation est
Sous la dépendance d’une enzyme, la 5,10-MTHFR (5,10-MéthyleneTétraHydroFolate



Reductase), et la Meéthionine Synthase (MS) dont le cofacteur est la vitamine B12. Ce
transfert du groupe méthyl, qui permet la synthése de la méthionine, n’est possible qu’en
présence de méthylcobalamine ; d’ou la synergie d’action entre la vitamine B9 et la vitamine
B12. La deuxieme réaction se deroule en grande partie au niveau du foie. Elle est de faible
activité, et fait intervenir une enzyme hépatique, la bétaine-homocystéine meéthyltransférase.
La bétaine est la molécule donneuse de groupement méthyl. L’importance relative de ces
deux voies de reméthylation varie en fonction du tissu considéré et du statut protéique. En cas
d’apport protéique excessif la voie de la transulfuration est favorisée, a I'inverse en cas de
déficit protéique, la voie de la reméthylation est favorisée afin de maintenir un pool cellulaire
suffisant en méthionine (Selhub, 1999 ; Stipanuk, 2004).

e Lavoie de la transulfuration

La majorité d’Hcy n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la
transulfuration. Cette voie permet a la méthionine, d’apporter un atome de souffre pour la
formation de cystéine. L’activation de la méthionine en S-Adénosyl-L-Méthionine (SAM) se
fait sous Ulinfluence de la Méthionine-Adénosyl-Transférase (MAT). La SAM, principal
donneur de groupement méthyl de I’organisme, céde ensuite ce groupement pour  donner
naissance a la S-Adénosine-L-Homocystéine (SAH). Cette molécule est hydrolysée en
adenosine et en homocystéine par la S-Adénosyl-L-Homocystéine  Hydrolase.  Sous
I'influence de la Cystathionine-p-Synthase (CBS), I’'Hcy se condense ensuite avec la sérine
pour former la cystathionine, elle-méme clivée et désaminée en cystéine et en a-céto butyrate
(par la Cystéine y Lyase [CGL]). Ces deux réactions nécessitent la présence dun cofacteur
enzymatique, le phosphate de pyridoxal ou vitamine B6 (Selhub et al., 1999 ; Stipanuk et
al., 2004).

Le taux d’Hcy va donc dépendre d’une part des activités enzymatiques de la CBS, de la MS et
de la MTHFR et d’autre part de la disponibilitt en THF, issus du métabolisme de 1’acide
folique (vitamine B9) et des vitamines B6 et B12 comme cofacteurs indispensables au bon
fonctionnement de ce cycle metabolique (Aubard et al., 2000).La figure suivante représente

le métabolisme de1’homocystéine.
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Figure 02 : Métabolisme de I’homocystéine (Haynes, 2002)
2-2- Voies d’élimination

L’Homocystéine intracel ulaire est rapidement éliminée via le plasma qui renferme des
concentrations d’Hcy avoisinant 10 pmol/l. Ce mécanisme d’élimination hors des cel ules
compléte le catabolisme de I’'Hcy par la voie de transulfuration et permet de maintenir des
concentrations intracellulaires basses de cet acide aminé potentiellement cytotoxique

(Zittoun, 1998).

Le devenir de I’'Hcy plasmatique n’est pas bien connu. Chez les sujets sains, I’excrétion rénale
est faible, compte tenu de 1’Hcy formée. Il est possible que 1’Hcy plasmatique soit captée par
les cellules et ensuite métabolisée et que la reméthylation de I'Hcy en méthionine (Met),

pourrait &tre une voie importante d’élimination de I’Hcy (Zittoun, 1998).
2-3- Régulation du métabolisme :

Les facteurs limitant du métabolisme de 1’Hcy sont les activités enzymatiques de laCBS, la

MTHFR et la MS et les cofacteurs vitaminiques (vitamines B6, B9 et B12).



En cas d’apport protéique excessif, la voie de transulfuration est favorisée par rétrocontrole
positif de la CBS et rétrocontréle négatif de la MTHFR, avec un régulateur allostérique la s-
adénosyl-meéthionine  (SAM). En revanche, en cas de déficit protéique, la voie de
reméthylation est privilégiée pour assurer un pool cellulaire suffisant de méthionine (Demuth
et al., 2000 ; Roblin et al., 2007). Dans les deux cas, la concentration intracellulaire en Hcy
est toujours faible (entre 5 et 15 pmol/l) puisque 1'Hcy est métabolisée dés sa formation
(Demuth et al., 2000 ; Buysschaert et Hermans, 2003).

Le foie joue un rble essentiel dans cette régulation: le métabolisme de la méthionine, et ainsi
la possibilitt de méthylation, a lieu pour 80% dans le foie. Trois des enzymes clés du
meétabolisme de 1’Hcy sont exclusivement hépatiques. C’est le cas de la BHMT et de la
méthionine adénosyl transférase (MAT) qui existe sous deux formes: MATL qui n’existe que
dans les hépatocytes et MAT2 qui est ubiquitaire. Enfin, la voie de la transulfuration
(’enzyme CBS) est uniquement hépatique (Roblin et al.,2007).

3- Formes circulantes de I’homocystéine plasmatique

Le plasma humain contient des quantités réduites et oxydées d'Hcy. Le sulfhydryle ou la
forme réduite s'appelle homocystéine et le disulfure ou la forme oxydée connue sous le nom
d’homocystine. Les formes du disulfure existent également avec la cystéine et avec des
protéines contenant les résidus réactifs de cystéine (Hcy liée aux protéines) (Demuth et al.,
2000).

L’Hcy donc peut se trouver sous 3 formes : environ 70 % de 1’Hcy est liée aux protéines, pres
de 30 % est sous forme de disulfures. A peine 1 % de I’'Hcy est présente dans le plasma a
Iétat libre. Le terme d’Hcy plasmatique totale représente 1’addition de ces trois formes
(Mairesse et al., 2010).

4- Dosage et Valeurs normales de I’Hey

Plusieurs  techniques  permettent le  dosage de [I'Hcy plasmatique : techniques
chromatographiques incluant la chromatographie liquide a haute performance (HPLC),
chromatographie echangeuse d’ions, chromatographie en phase inverse de composes
fluorescents ou chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de masse. L’Hcy peut
également étre dosée par les techniques immunoenzymatiques avec détection en polarisation
de fluorescence, enzyme linkedimmunosorbentassay (Elisa), en chimiluminescence,  en

électrophorese capillaire, et enfin en immunonéphélémétrie. Quel que soit le type de
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technique utilisée pour le dosage de I’Hcy totale, la fonction thiol (—SH) est libérée des
disulfures a I’aide d’un agent réducteur (Zittoun, 1998 ; Buysschaert et Hermans, 2003 ;
Lebreton et al., 2009).

Chez I’humain, le taux normal d’Hcy plasmatique a jeun est de 5 a 15 pmol/l (Caussé, 2008).
Alors que chez des autres espéeces animales (la souris, le rat, le chat et la vache), il est de 3 a
10 pumol/l (Edith et al., 2010).

Il. Hyperhomocystéinémie
1- Définition

L’hyperhomocystéinémie (HHcy) se définie par ’élévation du taux d’Hcy plasmatique total, au-
dela de 15 pmol/l (Refsum et al., 1998) due a une perturbation dans le métabolisme de I’'Hcy
causée par des facteurs génétiques, nutritionnels ou environnementaux (Descheemaeker et
Provoost, 1999).

2- Classification de L’hyperhomocystéinémie

Tableau 01 : Classification des hyperhomocystéinémies (Mouchabac, 2008).

Type Valeurs
Hyperhomocystéinémie modéréee 15 a 30umol/I
Hyperhomocystéinémie intermédiaire 30 a 100umol/l
Hyperhomocystéinémie sévere ou majeure >100 pmol/I

3- Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie
3-1- Facteurs génétiques

Il existe plusieurs polymorphismes des enzymes clés intervenant dans le métabolisme de
I'Hcy (Aubard et al.,2000).

-Enzyme cystathionine béta synthétase (CBS) : Environ une soixantaine de mutations
différentes du gene de la CBS ont été deécrites. Ces mutations sont récessives et autosomiques.
Les rares sujets homozygotes (1/100 000) présentent le  tableau classique  de
I’hyperhomocystéinurie (HHcu) congénitale décrite pour la premiére fois en 1962 par Carson
et Neill Il existe dans cette maladie congenitale une accumulation d’Hcy dans le sang (>400

pmol/l) et une élimination urinaire anormalement importante de 1’'Hcy sous sa forme oxydée.
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L’HHcu est associee a un retard mental, & des anomalies osseuses et oculaires et a une
athérosclérose precoce aboutissant tres souvent a un déces avant ’age de 30 ans. Les sujets
hétérozygotes sont beaucoup plus nombreux et ils sont caractérisés par des taux normaux
d’Hcy (Aubard et al., 2000 ; Lawrence de Koning et al., 2003).

-Enzyme méthylene-tétrahydrofolate réductase (MTHFR) : Plusieurs mutations du gene
de la MTHFR ont été identifiées. Une de ces mutations est le variant thermolabile C677T,
mutation autosomique récessive provenant du remplacement d’une cytosine en position 677
par une thymine, et a l'origine de la substitution d’une alanine par une valine (C677—T,
ala—val) (Roblin et al., 2007), consistant en une sensibilitt anormale de I’enzyme a la
chaleur. Ce génotype a I’état homozygote (TT) est habituel ement associé a une élévation de
I’Hey plasmatique, & une diminution de [Pactivit¢ enzymatique MTHFR et a une baisse des
folates sériques, érythrocytaires et notamment des méthylfolates qui sont le produit de ce
géne. Le génotype hétérozygote (CT) est associé a des conséquences moins graves que celui
d’homozygote (Zittoun, 1998 ; Aubard et al., 2000 et Descheemaeker, 2004).

3-2- Facteurs nutritionnels

Les enzymes du cycle de I’Hcy ont besoin de cofacteurs (vitamines B6 et B12) et de substrat
(vitamine B9) pour fonctionner normalement. Ainsi, la diminution des apports en vitamines
B6, B9 et B12 perturbe le métabolisme de I’'Hcy et est responsable d’une augmentation des
taux sanguins d’Hey (Aubard et al., 2000 ; Mouchabac, 2008). Il existe 3 types décadences

en vitamines :

> Tlinterruption de la voie de transsulfuration par une déficience en coenzymes
dérivés de la vitamine B6 (phosphate de pyridoxal : PLP).

> lacarence en folates responsable d’un déficiten MTHF qui est le donneur de
méthyle lors de la reméthylation de I’Hcy.

> lacarence en vitamine B12, due & un defaut d’apport, d’absorption ou aun

transport sanguin (Lawrencede Koning et al., 2003 ; Namour et al., 2003).
3-3- Facteurs environnementaux

L’homocystéine est plus basse de 30% chez I’enfant, el e augmente avec 1’age. L’Hcy est plus
élevée chez I’'homme que chez la femme de maniere significative. L’Hcy est plus basse chez

les femmes en periode d’activité génitale que chez les femmes ménopausées. Le traitement
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hormonal substitutif de la ménopause permet de réduire les taux d’Hcy de 10 a 15%. Ainsi,

les taux d’Hcy baissent pendant la grossesse (Aubard et al., 2000).

L’HHcy existe fréqquemment dans certaines situations pathologiques tel es que Iinsuffisance
rénale, le diabéte, I’hypothyroidie, les cancers, I’atrophie gastrique, la maladie de Biermer
(anémie pernicieuse) et certaines maladies prolifératives (hémopathie maligne) et la maladie
de Parkinson (Buysschaert et Hermans, 2003; Mouchabac, 2008).

Plusieurs médicaments ont aussi été incriminés dans la genése de I'HHcy en particulier ceux
qui interférent avec le métabolisme des folates tels le méthotrexate (particuliérement lorsqu’il
associé a la sulfasalazine), les fibrates, la metformine, ’acide nicotinique (surtout associé au
colestipol), certains antiépileptiques, la théophylline, la L-dopa et les anti-inflammatoires

(action anti-folate) (Buysschaertet Hermans, 2003 ; Descheemaeker, 2004).

Enfin, ’'Hey tend a s’élever modérément chez les sujets fumeurs ainsi qu’en cas de
consommation chronique d’alcool et/ou du café (Buysschaertet Hermans, 2003 ;
Mouchabac, 2008).

I11. Aorte
1- Définition

L’aorte est la plus grosse artére du corps humain. Chez I’adulte, son diamétre atteint prés de
2,5 cm et I’épaisseur de sa paroi est d’environ 2 mm. El e nait du ventricule gauche du cceuret
elle s’étend jusqu’a ’abdomen, Les différentes parties de 1’aorte sont nommées en fonction de

leur forme et de leur position (Daniel et Dominique, 2015).
2-Histologie :

elntima: L’intima compose d’un endothélium, pavimenteux, constitué de cel ules aplaties
plus ou moins jointives selon les territoires, reposant comme tous les épithéliums sur une
lame basale et un tissu conjonctif. Cette intima joue un réle physiologique majeur, car elle
est la frontiére passive entre le sang et la paroi vasculaire (Lavabre-Bertrand, 2005 ;
Fekhar, 2011).

eMédia : La meédia est constituée de cellules musculaires lisses (CML) empilées de fagon
concentrique en couches appelées unités lamellaires. Chaque unité lamellaire est entourée

D’une matrice extracel ulaire constituée des protéines fibreuses et elastiques et de
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mucopolysaccharides (Wilson et al., 2007). La média est trés variable selon le type d’artere
d’une couche, pour les artérioles, a plusieurs couches, pour les artéres élastiques.

Dans les arteres élastiques (I’aorte par exemple), la média est constituée de plusieurs lames
élastiques entre lesquelles on retrouve les CML. Les artéres musculaires possedent une lame
élastique interne et externe qui sépare la média respectivement de I'intima et de I’adventice
(Wilson et al., 2007). Cette média assure les fonctions propres a la paroi dans la région
considérée (€élasticité, modification de calibre...), ce qui explique que sa composition varie
selon les territoires (proportion variable de lames élastiques et de fibres musculaires
lisses...) (Lavabre-Bertrand, 2005).

e Adventice : C’est la tunique externe. El e est constituée d’un tissu conjonctif peu organisé,
riche en collagene et en fibres élastiques, et contenant des fibroblastes et des adipocytes et
d’une enveloppe qui assure I’ancrage des artéres aux structures avoisinantes. Elle est
irriguée par des vasa vasorum qui ont un rble nourricier pour 1’adventice elle-méme et pour
la partie externe de la media (Wilson et al., 2007 ; Fekhar, 2011).

Endothélium i
Tissu Endothélium
conjonctif
= = LEI ¢élastique
. interne
Media  (LEI)
Limitante
élastique
- externe
(LEE)
LEE
Adventice —
Vasa L
vasorum

Figure 03 : Représentation schématique de la paroi artérielle (Kahle et al., 1990 ; Stevens
et Lowe, 1997).
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IV. Action physiopathologique de ’Homocystéine

1- Formation d’athérome

L’homocystéine posséde de nombreuses actions sur le systéme cardiovasculaire :

dysfonctionnement endothélial (Loscalzo, 1996 ; Zhang et al., 2000 ; Doshi et al.,
2005) et inhibe la relaxation vasculaire induite par le NO sur des aortes isolées de rat
(Emsley et al., 1999) et méme in vivo (Fu et al., 2005).

prolifération des cellules musculaires lisses (van Guldener et Stehouwer, 2000 ;
Murthy et al., 2005),et initie aussi la production de TNF-o et de nombreux signaux
cellulaires impliqués dans le processus inflammatoire (Hofmann et al., 2001 ; Wang
et al., 2005).

modification de la matrice extracellulaire (Chaussalet et al., 2004) et oxydation des
lipoprotéines (Heinecke et al., 1987 ; Heinecke, 1988 ; Bellamy et al., 1997).
L’homocystéine se lie aux lipoprotéines et augmente ainsi leur capacité de liaison a la
fibrine, potentialisant le risque athérogene (McCully et al., 1990).

Elle exerce son role pathogeéne par action sur plusieurs voies de la coagulation

(Abecassis et al., 2004).

2- Carcinogeneése

Les cel ules cancéreuses ont un défaut de métabolisation de I’ homocystéine situé sur
la voie de formation du thiorétinaco, (McCully, 1994). Une carence en thiorétinaco
mitochondrial est associée a une formation excessive d’especes radicalaires dans les
cellules malignes et sénescentes (Guilland et al., 2003).

La S. adénosyl-homocystéine inhibe le transfert des groupes méthyles de la S- adénosyl-
méthionine aux cytosines de 1’ADN, par les méthyl transférases (Ueland, 1982) et inhibe
le transfert de méthyle aux cestrogenes réalisé par les catéchol-O- methyl transférases
(Chen et al., 2005), diminuant la détoxication de ces hormones carcinogénes et augmentant

ainsi le risque de cancer du sein (Mannisto et al., 1992).

3- Matrice extracellulaire

L’hyperhomocystéinémie perturbe 1’organisation des tissus conjonctifs entrainant un
déplacement du cristallin (luxation), une hyperlaxité ligamentaire et un développement
anormal des cartilages.

Elle agirait sur les fibrines mais aussi sur les collagénes (Khan et al., 2001).

13



e L’Hcy induit directement I'expression des genes codant pour le procollagéne de type |
et d’inhibiteur tissulaire de métal oprotéinase-1 (TIMP 1) dans les hépatocytes in vitro
(Torres et al., 1999), suggerant que I’Hcy puisse €tre un inducteur efficace de la
fibrogenése hépatique (Torres et al., 1999 ; Garcia-Tevijano et al., 2001).

e Elle pourrait aussi perturber le métabolisme des protéoglycanes soufres tels le
dermatane et I’héparane sulfate (Khan et al., 2001). Par ailleurs, un taux élevé
d’héparane sulfate est révélé chez des patients présentant une homocystéinémie
supérieure a 15 pmol/l (Briani et al., 2005).

e [’augmentation de la sécrétion des métalloprotéinases élastolytiques de type 2 et 9 (MMP2 ;
MMP9) par la dégradation de la structure élastique de la paroi artérielle au niveaux
pathologiques de I'nomocystéine (Chaussalet et al.,2004).

4- Effet de ’homocystéine sur’endothélium

e Stress oxydatif

L’homocystéine posséde in vitro une action pro-oxydante, son groupe thiol étant oxydé peut
former des espéces réactives de ’oxygeéne (anions superoxydes 02, peroxyde dhydrogéne
H202, et de radicaux hydroxyl OH-). Ces radicaux favoriseraient la discontinuitée des cellules
endothéliales in vitro qui est traduit par des lésions et de dysfonctionnement cellulaires
(Loscalzo et al., 1996). L'homocystéine peut également sensibiliser les cellules au stress
oxydatif en diminuant I'expression d'une large gamme denzymes anti-oxydantes ; superoxyde
dismutase (SOD) et glutathion peroxydase (GPX) sont les plus affectées. Des résultats
indiquent notamment que l'expression et lactivitt de I'héme oxygénase-1 et de la glutathion
peroxidase étaient diminuées lors de cultures de cellules endothéliales aprés traitement par de
I'homocystéine (Outinen et al., 1999 ; Upchurch et al., 1997).

L’effet pro-oxydant de la L-homocystéine peut étre expliqué par un mécanisme appelé «
eNOSuncoupling » (Pritchard et al., 1995 ; Zhao et al.,, 2003). Brievement, la L-
homocystéine fait qu’eNOS devient la source majeure de I’anion superoxyde (02-). L’02-
inactive rapidement NO, conduisant a la formation de fortes concentrations de peroxynitrite (ONOO-

), un oxydant tres puissant et toxique.
e L’apoptose

Zhang et al., (2001) ont démontré que I’homocystéine induit la mort cel ulaire par apoptose
des cel ules endothéliales humaines en culture par [lactivation de  1'UPR

(UnfoldedProteinResponse). La voie de signalisation de I"UPR est régulée par une protéine
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kinase transmembranaire de type-l ER (IRE-1) et des agents d’induction du stress duréticulum
endoplasmique (RE). L’IRE-1 est responsable de la transduction du signal d’accumulation de
UPR. L’activation de IRE-1 induite par I’Hcy provogue une activation rapide et soutenue des JNK-
kinases (c-Jun N-terminal kinase), (Cai et al., 2014; Urano et al., 2000). Puisque 1’activation
persistante de JNK-kinases est associée a la mort par apoptose (Chen et al., 1996), il est

possible que 1’Hcy induise la mort cel ulaire par un mécanisme UPR-dépendant.

En outre, I’activation de la caspase 3 est essentiel e pour I’apoptose induite par 1’Hcy. El e est
impliquée dans 1’apoptose des cel ules HL-60 (Huang et al., 2001), des cellules endothéliales

(Tyagi et al., 2006) et des cellules stromales humaines (Kim et al., 2006).
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Chapitre II : Géneralite sur le lycopene



I. Généralité sur le lycopene

1- Définition
Le lycopene est un pigment naturel, il donne sa couleur rouge aux tomates, pasteques et
papayes ... synthétisé par les végétaux et les microorganismes, appartenant a la famille des

caroténoides, Le lycopéne est le terpéne caroténoidien le plus abondant dans le fruit de tomate
(Boumendjel et al., 2012).

Son nom latin de la tomate : Solanumlycopersicum, il donne de la couleur a certains aliments,
Il a aussi des propriétés antioxydants ; c’est-a-dire qu’il amoindrit les dommages faits aux

cellules et réduit les risques de développer des cancers ou certaines maladies (Gibault, 2006).

La capacité du lycopene a neutraliser des radicaux libres est le double de celle de Ia
bétacaroténe et el e est de 10 fois supérieure a cel e de I’alpha-tocophérol et 1'un des
antioxydants les plus puissants parmi toutes les substances caroténoides ce qui rend sa
présence tres désirable dans la diéte. Les radicaux-oxygene libres et les processus oxydatifs
sont impliqués dans la physiopathologie de plusieurs maladies chroniques. La puissance de
lycopéne conférant ainsi un role dans la prévention des cancers et de [I’athérosclérose en
diminuant les dommages causes par I’oxydation tant au niveau des lipides et des lipoprotéines
que des protéines et de I’acide désoxyribonucléique (ADN). Il serait également la substance
caroténoide prédominante dans le plasma humain. Le lycopene étant liposoluble, il se
retrouve geénéralement & I’intérieur des membranes cel ulaires et dans diverses composantes
lipidiques telles que les lipoprotéines de basse densité (LDL pour low density lipoproteins) et
les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL pour very low density lipoproteins). Il serait
donc logique de penser que son pouvoir de captation des radicaux libres est optimal dans un

environnement lipidique (Véronique et Daniel, 2001).

2- Structure chimique de lycopéne

Le lycopéne est caracterisé par une structure acyclique symétrique contenant onze doubles
liaisons conjuguées dans le centre de la molécule et deux non conjuguées qui conferent a la

molécule sa couleur rouge (figure 04).
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Figure 04 : Formule chimique du Lycopéne (Boumendjel et al., 2012).

3- Propriétés physico-chimiques

Les plus importantes propriétés physico-chimiques du lycopéne sont résumées dans le

tableau suivant.

Tableau 02 : Propriétés du lycopéne (Shie et Le Maguer, 2000).

Parametres
Formule brute CaoHss
Poids moléculaire 536.85

Couleur Rouge foncé

Solubilité Hydrophobe (Méthanol, Ethanol : insoluble dans I’eau et 1’alcool).
Lipophile, soluble dans le chloroforme, acétone, éther et pétrole,
benzéne.

Sensibilité Oxygene, lumiere, acide, température élevée, ions métalliques.

Absorbance Longueur d’onde optimale a 47 Inm.

Les procédés thermiques, tels la cuisson et le blanchiment représentent les principales causes

de la perte et du changement de la configuration du lycopene (tableau 02).

Notons que

les

isoméres cis augmentent avec la température et le temps de transformation de I’aliment (Shie

et Le Maguer, 2000).
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Tableau 03 : Taux de perte du lycopéne lors de la cuisson du jus de tomate (Shie et Le
Maguer, 2000).

Température (°C) Perte de lycopéne (%)
Imin de cuisson | 3min de cuisson 7min de cuisson
90 0,6 0,9 1,1
110 2,2 3,2 4,4
118 3,7 6,0 9,1
124 55 8,5 12,5
130 7,4 11,5 17,1

La déshydratation et la fabrication de la poudre de tomate rendent le taux de lycopéne
instable, contrairement aux procédés de congélation et de stérilisation. Le lycopene est
sensible a la lumiére, a loxygene, aux tempeératures élevées et aux acides. Les ions

métalliques, comme le Cu?* et le Fe3* catalysent son oxydation.

4- Les sources alimentaires

Tableau 04 : Teneur en lycopéne dans les tomates et produits de tomates et quelques aliments

(Teneurs Approximatives selon les analyses de différents laboratoires) (Véronique et Daniel,

2001).

ALIMENTS TENEUR (Mg /100g)
tomates fraiches 0.88a4,20
Tomates cuites 3,70

Sauce tomate 6,20
Concentré de tomate 5,4a150
Soupe de tomate 7,99

Poudre de tomate 11,202 12,60
Jus de tomate 5a11,60
Tomate séchée - a ’huile 46,50

Sauce pizza 12,70
Ketchup 9,90 413,40
Abricot <0,01
Pasteque 2,30a7,20
Papaye 225,30
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5- Niveau de consommation dulycopene

Le principal apport de lycopéne est réalisé de la tomate et de ses produits dérivés. On peut
considérer que la consommation réguliére cumulée de tomates et d’aliments a base de tomate
(sous formes de sauces et de concentrés) par rapport a celle de tomates seules est susceptible
d’augmenter d’un facteur 10 I’apport journalier en lycopene. La teneur en lycopéne de
préparations concentrées est de I’ordre de 20 mg/100 g de produit frais et peut dépasser 40
mg/100 g dans certains cas (Reboul et al., 2005).

Selon plusieurs études, il est difficile d’établir des recommandations pour la consommation
des tomates. Il est toutefois suggéré qu’une consommation de plus de 6mg de lycopéne par
jour apporte une protection (Franceschi et al., 1994). Avec une consommation de 6 a 8 mg
par jour, on observe une préservation de I’ADN lymphocytaire contre les radicaux libres et

une réduction de 1’oxydation des LDL.

En pratique une consommation quotidienne d’une portion de produit & base de tomates semble
suffisante pour augmenter la concentration de lycopéne dans le plasma et les lymphocytes. A
I'inverse, ces concentrations diminuent rapidement aprés une alimentation dépourvue de

tomate.
6- Digestion et absorption

De nombreux travaux, en cours, s’attachent & définir les mécanismes d’absorption
compétitive entre caroténoides ou entre caroténoides et autres molécules lipidiques comme la

vitamine E.

Plus de 50 caroténoides sont présents dans notre alimentation et sont susceptibles d’étre
dégradés dans I’estomac et dans l'intestin ou d’étre absorbés, métabolisés et utilisés par
’organisme. Les lipides alimentaires, jouent un rble important dans la dissolution des
caroténoides et leur absorption car, I’ingestion simultanée de lipides stimule le flux biliaire, et
la sécrétion des enzymes pancréatiques, permettant la formation des micelles (Benakmoum,
2009).

L’absorption du lycopene peut étre affectée par plusieurs facteurs et propriétés des aliments.

Parmi ces facteurs :

e Laquantité de lycopéne ingérée dans un repas.

e Letype d’aliment dans lequel se trouve le lycopene.
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e L’ingestion simultanée de fibres alimentaires, [I’interaction du lycopene
avec d’autres substances caroténoides ou nutriments, la présence de
protéines ou de lipides(Vé ronique et Daniel, 2001).

e Lagrosseur des particules alimentaires et les facteurs géneétiques (Shi et Le
Maguer, 2000).

Le lycopéne est isomérie de la configuration trans a la configuration cis, résultant en une
molécule plus instable et riche en énergie, ce qui augmente 1’absorption par la transformation

des tomates (Benakmoum, 2009).

Dans le plasma, les substances caroténoides sont transportées exclusivement par les
lipoprotéines. Le lycopéne, substance caroténoide dominante dans le plasma humain, possede
une demi-vie de deux & trois jours dans 1’organisme sous forme d’un mélange contenant 50 %
de forme cis et 50 % de forme trans (Stahl et Coll, 1992).

L’absorption du lycopéne semble plus importante lorsqu’il est ingéré a petite dose, toutefois
la présence de bétacaroténe augmente son absorption et Les fibres alimentaires diminuent la

biodisponibilité du lycopene (Djoudi, 2016).
7- Transport et métabolisme

Le lycopene, une fois ingéré va étre intégre dans les micelles mixtes et absorbeé dans les
entérocytes par diffusion passive mais également via un processus actif. En effet, Moussa et
al ont montré en 2008 que le récepteur scavengerreceptor B1 (SRB1) était impliqué dans
I’absorption du lycopéne par les cel ules intestinales humaines mais aussi chez la souris
(Moussa et al., 2008). Il est ensuite incorporé dans les chylomicrons au niveau de systéme
lymphatique pour étre transportés dans le foie. Le lycopéne est principalement transporté
ensuite par des lipoprotéines (VLDL) dans le plasma pour étre redistribué vers les organes
utilisateurs et/ou de stockage. Parmi ces organes, les testicules accumulent une grande

quantité de lycopene et aussi le tissu adipeux (Chung et al., 2009).

Dans le sérum et les tissus humains, plus de 50 % du lycopene se retrouve sous la
configuration cis. Ce changement de structure implique également un changement de
Iactivité¢ biologique. De fortes concentrations d’isoméres Cis ont été observées dans le sérum
et dans des tissus prostatiques suggérant que I’isomérisation du lycopéne de sa forme cis a

trans puisse se faire in vivo au niveau des tissus (Véronique et Daniel, 2001).
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L’isomére cis presente une meil eure biodisponibilitt que le trans, probablement parce qu’il
est plus facilement solubilisé par les sels biliaires et ainsi plus facilement incorporé aux
chylomicrons. Aprés la formation de la micelle et la solubilisation du lycopene, ce dernier
passe dans les cellules de la muqueuse intestinale par diffusion passive ou il sera incorporée

aux chylomicrons (Benakmoum, 2009).

La métabolisation de lycopéne reste encore a compléter. La béta-carotene  15,15'-
monooxygenase 1 (BCMOL1) et la béta-carotene 15,15-monooxygenase 2 (BCMO2) ce sont
des enzymes impliqué dans le métabolisme in vitro et vivo, de lycopene ; Ces deux enzymes
sont surtout bien connues pour cliver respectivement de fagcon symétrique et asymétrique le Béta-
carotene, aboutissant a la formation d’acide rétinoique et d’apo-caroténals. La contribution
relative de chacune et leur activité respective sur le lycopene restent cependant a préciser (Erwan,
2010).

Hu et al., (2006), ont montré qu’une surexpression de BCMO2 chez le furet permettait la
détection de métabolites dont 1’apo 10 lycopenal et du 13 cis apo 10’ lycopenal aprés

incubation avec le 5-cis lycopene mais pas avec le all-trans lycopéne.

Sur la base de ces résultats, les auteurs ont proposé une voie métabolique possible du
lycopéne Les résultats sur la conversion du 5-cis lycopéne en apo-lycopénal ont été confirmés
in vivo chez le furet, un animal dont le métabolisme des caroténoides est proche de celui de
I’'Homme (Erwan, 2010).

La présence d’autres métabolites, 1’apo-8°-lycopenal et I’apo-12’-lycopénal, a été démontrée

dans le foie de rat suite a un régime riche en lycopéne (Gajic et al., 2006).
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Figure 05 : Schémas de la voie métabolique du lycopene (jonathan et al., 2012).

(A) 5-cis et 13-cis lycopene sont préférentiellement clivée par CMO2 en 9'10" double liaison.

Le produit de clivage, I'apo-10'-lycopenal, peut étre oxydé en outre I'apo-10'-lycopenol ou

réduite a I'apo-10'-acide lycopenoic, dépendante de la présence de NADH.

(B) Les structures chimiques de I'apo-10'-lycopenoic, l'acide acycloretinoic, et acide tout trans

rétinoique (jonathan et al., 2012).

8- Répartition dans lestissus

La concentration moyenne de lycopéne de différents tissus chez ’humain et le rat :
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Tableau 05 : Concentration moyenne du lycopéne (et SD) nmol/g de poids (Véronique et

Daniel, 2001).

Tissus Humain Rat
Testicule 4,34 321,36 NA
Rate NA 21,21 (2,22)
Glande surrénal 1,90 a 21,60 NA
Foie 1,282a5,72 20,30
Sein 0,78 NA
Poumon 0,2240,57 0,115 (0,015)
Pancréas 0,70 NA
Prostate 0,80 0,32 (0,06)
Ceeur NA 0,08 (0,03)
Rein 0,15a0,62 NA
Colon 0,31 0,046 (0,006)
Cerveau ND 0,017 (0,006)
Estomac 0,20 NA
Ovaire 0,30 NA
Peau 0,42 NA

SD : déviation standard ; NA : non disponible et ND : non détectable.
9- Meécanismes d’action du lycopéne
Deux hypotheéses principales ont été proposées pour expliquer les activités antiathérogénes du

lycopéne : mécanismes non oxydatif et oxydatif.

Les mecanismes non oxydative a été suggeré qu’en raison de la réglementation de I'écart-

jonction de communication dans les cellules de fibroblastes d'embryon desouris.

L'hypothese de l'oxydation figure I'oxydation du LDL dans I'étape primaire initiale conduisant

a son absorption par les macrophages a l'intérieur de la paroi artérielle et la formation de
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cellules spumeuses et la plaque athéromateuse. Les modifications oxydatives reflétent non
seulement les acides gras polyinsaturés acides(AGPI), mais aussi l'oxydation du cholestérol,
des phospholipides. En plus de la formation de cellules spumeuses et la plaque dans la paroi
artérielle, les composants de LDL oxydé peuvent également influencer d'autres €événements
qui ont trait a l'augmentation du risque de maladie coronarienne. Il s'agit notamment de leur
capacité a augmenter l'accumulation de cholestérol par les macrophages, leur capacité a
produire des protéines avec une activité chimiotactique de monocytes et de [lactivite
cytotoxique pour une variété de cellules, provogquant des lésions endothéliales. Lycopéne a
également été montré pour agir comme un agent hypocholestérolémiant par inhibition de
I’enzyme HMG-CoA réductase et a émis I'hypothese d'empécher l'athérogenése en protégeant
critiques biomolécules cellulaires, notamment les lipides, les lipoprotéines, les protéines et de
I'ADN.

Chez les sujets sains de I'nomme, les régimes lyc-tomate ou sans ont entrainé la perte de
l'oxydation des lipides et lycopéne accru, tandis que les suppléments alimentaires avec lyc
pour 1 semaine a augmenté les taux sériques lycopéne et réduit les niveaux endogénes de

I'oxydation des lipides, des protéines, des lipoprotéines et de I'ADN (Graziano et al., 2008).

Il. Effets biologiques

Les effets bénéfiques du lycopéne ont été rapportés vis-a-vis de plusieurs pathologies,
principalement les maladies cardiovasculaires ainsi que sur plusieurs types de cancers, soit par
I'intermédiaire d’études épidémiologiques, soit par Iintermédiaire d’études in vivo et/ou in

Vitro.

1- Prévention des maladies cardio-vasculaires

EURAMIC (europeanmulticenter case-control study on Antioxidants, Myocardial /infarction,
and Cancer of the breast), 1’'une des études les plus importantes en terme de nombre de
personnes recrutées, a permis de mettre en évidence les effets bénéfiques du lycopene sur les

maladies cardiovasculaires.

e Cette éetude réalisee entre 1991 et 1992 pour but d’évaluer les liens existants entre les
concentrations de certains caroténoides (lycopéne, alpha et béta-caroténe et rétinol) dans le
tissu adipeux et le risque de maladies cardiovasculaires. Les résultats demontrent que le
lycopéne est le seul caroténoide dont l'effet protecteur persiste de maniére indépendante, aprés

prise en compte des autres facteurs de risque cardiovasculaire (Virtanen et al., 1996).
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e Parallélement, des études in vitro ont également mis en évidence les effets bénéfiques
du lycopéne et ont permis de faire émerger des pistes explicatives. Ainsi, I’effet protecteur du
lycopéne sur I’oxydation des LDL natifs a été avancé de méme qu’une diminution de Ila
synthése du cholestérol (Dugas et al., 1998 ; Fuhrman et al., 1997).

e In vitro, le lycopene et d’autres substances caroténoides ont la capacité d’inhiber
’oxydation des LDL. Le lycopéne pourrait également agir comme hypocholestérolémiant en
inhibant la synthese du HMGCoA (hydroxy-3-méthyl glutaryl coenzyme A) réductase
(Fuhrmanet al., 1997).

e La relation entre le taux d’antioxydant et les infarctus du myocarde a été évaluée dans
une étude multicentrique cas/témoins. Apres ajustement pour 1’étendue des variables
alimentaires, seul la concentration en lycopéne s’est aveérée étre protectrice. Un taux de
lycopéne sanguin faible a également été associé a une augmentation du risque de mortalité par
maladie cardiovasculaire (Kristenson et al., 1997).

e Une étude menée aupres de sujets ayant une alimentation dépourvue de lycopene sur
une période de deux semaines. Une diminution de 50 % du taux de lycopéne sérique et une
augmentation de 25 % de 1’oxydation des lipides a été observée (Rao et al.,2000).

e Une autre étude a démontré que la consommation d’au moins 40 mg de lycopéne chez
19 sujets diminuait significativement I’oxydation des LDL sans toutefois changer les taux de
cholestérol total, de LDL, de lipoprotéine de haute densité et des triglycérides. Dans une étude
menée aupres de 6 hommes, la prise de 60 mg de lycopéne pendant 3 mois a réduit de 14 % le
taux de LDL (Fuhrmanet al., 1997).

2- Laprévention du cancer

Il existe un lien entre une forte consommation de tomates (ou en produit dérivés de la tomate)
et une réduction significative de la mortalitt due aux cancers, notamment ceux de la prostate,
du poumon, de I’estomac, du colon, du rectum (Giovannucci et al., 1995, 1999, 2002).

Dans des études in vitro démontrent que le lycopéne était puissant pour  inhiber le
développement de cellules cancéreuses par Teffet d’augmenter les communications
intercellulaires des cellules fibroblastiques. Ces  communications intercellulaires  sont
importantes dans la prévention ou la réversion de transformations de cellules malignes
(Agarwal et al ., 2000).

Ces résultats ont été confirmés in vivo : un régime a base de sauce tomate, apportant 30mg

par jour pendant 3 semaines, chez des hommes présentant un adénocarcinome de la prostate
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localisé a conduit a une diminution des dommages a I’ADN au niveau des biopsies (Bowen et
al., 2002).

D’autres mécanismes ont été démontrés dans d’autres modeles cel ulaires. lls ont permis la
mise en évidence d’une voie d’action ne reposant pas sur son pouvoir anti-oxydant, mais sur
sa capacité a réguler I’expression génique. Ces effets ont été étudiés sur différents modéles,
principalement de cancer. Ainsi, il a été mis en évidence un renforcement des jonctions
cel ulaires via une augmentation de 1’expression de la connexine 43 par le lycopene (Stahl et
al., 2000).

Ce caroténoide est également capable de diminuer I’expression des métal o protéinase 2 et 9
(MMP-2, MMP-9),des protéines jouant un rble dans la dissemination métastasique dans un
modele de carcinome hépatique ou encore d’augmenter ’expression du géne suppresseur de
tumeur Nm23-H1 (Huang et al., 2005 ; 2006). Enfin, une autre étude a montré également sa
capacité a réguler des géenes dans des cellules cancéreuses de sein (Chalabi et al., 2007).

3- Lutter contre le stress oxydative

La capacité du lycopéne a neutraliser les radicaux libres provenant de 1’oxygéne moléculaire
se fait physiqguement et chimiquement. Le transfert de 1’énergie d’excitation de 1’ion
d’oxygene vers la molécule de lycopene produit une molécule d’oxygene plus stable et une
molécule de lycopéne en état d’excitation qui dissipera son excédent d’énergie sous forme de

chaleur.

Une grande consommation de tomates a régulierement été associée a une diminution du risque
de souffrir d’'un cancer du systéme digestif, Il a été suggéré que la diete méditerranéenne,
riche en fruits et légumes, notamment en tomates, soit responsable de la faible incidence de

cancer dans cette région (Véronique et Daniel, 2001).

4- Effets sur d’autres pathologies

Une autre étude sur des cellules endothéliales stimulées par du TNF-alpha a montré un effet
similaire sur la voie NF'B (Hung et al., 2008). Cette capacité anti inflammatoire a permis
d’ouvrir d’autres pistes explicatives en rapport avec les effets connus du lycopene. Le
lycopéne est donc maintenant reconnu pour ses effets benéfiques sur différents types
cellulaires ou organes, et les mécanismes expliquant des effets commencent a étre décryptés.
La consommation de lycopéne, chez des sujets légerement hypertensifs a résulté en une

réduction significative de la tension artérielle systolique et diastolique.
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Le sperme humain, qui contient des taux élevés d'acides gras insaturés dans la membrane
cellulaire, présente un risque élevé de dommages oxydatifs, lesquels menent a une fonction
anormale. Des hommes infertiles ayant recu 8 mg de lycopene par jour sous forme de gélule,
ont connu une amélioration significative de la qualité du sperme, incluant un accroissement de
la densité, de la concentration fonctionnelle et de la mobilitt Aprés avoir traité ces hommes
par le lycopene pendant 12 mois, on a rapporté un taux de grossesse de 36% chez leurs

partenaires (Benakmoum, 2009).

L'emphyséme est un trouble de santé humaine important qui est associé, entres autres
facteurs, avec I'habitude de fumer. Le lycopene provenant de jus de tomates a conféré, a des
souris, un effet protecteur significatif contre les troubles alvéolaires causés par la fumée. Ce
qui laisse présager, d'un effet protecteur contre lasthme et I’emphyséme (Benakmoum,
2009).

Il est raisonnable de conclure que le lycopéne est un phyto-nutriment bénéfique aux propriétés
antioxydantes puissantes, qui joue un rdle important dans la prévention de bon nombre de

maladies chroniques (Benakmoum, 2009).
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e L’expérimentation entretenue dans cette présente étude, sont réalisées in vivo. Cette
derniére a pour objectifs d’induire un état d’Hyperhomocystéinémie chez les rats et
d’évaluer par la suite 'impact du lycopéne sur le profil biochimique plasmatique
(Cholesteérol totale, LDLc, HDLc et les Triglycérides), CRPus et sur [I’histologique de

[’aorte.

e Lestage a été effectué au niveau du laboratoire biochimique a 1’hopital de la willaya

de Tipaza (durent 3 semaines).

e Nous tenons a préciser que nous avons recu des échantillons de la part de notre

encadreur.
I. Matériel biologique

1- Choix et entretien du modéle animal

Le mateériel biologique de base dans notre étude est le rat blanc adultes de la souche Wistar
(Rattus norvegicus) provenant de Iinstitut pasteur d’Alger. Afin d’éviter la variabilité inter
sexe, nous avons utilise que des males. L’expérimentation est réalisee au niveau de
I’animalerie de ’'USTHB.

» Caractéristique de rat Wistar

-Nom scientifique : Rattus norvegicus

-Apparence : pelage blanc et soyeux, une large téte, de petites oreilles, des yeux rouges

globuleux et une longue queue.

- Reproduction : durant toute I’année.

- Gestation : 21 jours en moyenne.

- Poids du raton & la naissance : prés 5 grammes.

- La puberte : survient entre 50 et 60 jours apres la naissance chez les deux sexes.
-Poids adulte : 300-900g.

- Durée de vie: 2 a 3ans.
-Température corporelle (°C) : 37,5-38.5.

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

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

» Caractéristique de I’animalerie

Les animaux sont adaptés individuellement, en cage de polystyrene thermoformée, munies
d’un couvercle en acier inoxydable. En accord avec les standards accrédités par le Ministére
de I’Agriculture et de I’Environnement, dans une piece maintenue en surpression et éclairée

12/24 heures. La température est contr6lée a 24 + 2°C avec une humidité relative de 55 %.
2- Régime alimentaire

La consommation quotidienne des rats en eau et en aliment sont données ad libitum. Nous
avons utilisé pour cette étude, un régime alimentaire standard provenant de la production
locale de 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 B6 en acide folique et en choline est respectivement de I’ordre de 6,5 ; 1,7 et 1900
ppm, cel e de la vitamine B12 est de 2 mg par kg d’aliment.

3- Protocole expérimental

L’expérimentation est constituée de 40 rats de sexe male, provenant de [IlInstitut Pasteur
d’Alger, ayant un poids corporel moyen de 191,99 + 11,20g au début de I’expérimentation.
Apreés une période d’adaptation de deux semaines, ils sont répartis en 4 lots identiques (10 rats
dans chaque lot répartis aléatoirement).

Dans le cadre de notre travail, un état d’Hyperhomocystéinémie est induit expérimentalement

Par :

» LaDL- méthionine :

Une administration quotidienne per os d’un exces de méthionine (DL-Méthionine, Sigma)
dissoute dans une solution de Na Cl & 0.9%. Nous avons étudié 1’effet d’une seule dose de
méthionine : 500 mg/Kg de poids corporel parjour.

Et une supplémentions en lycopéne, afin d’évaluer I’'impact de ce dernier sur une
Hyperhomocystéinémie.

» Lycopene :

Le lycopéene, administré aux rats des lots 3 et 4, est un antioxydant naturel extrait de la
tomate. Il se présente sous forme de pastilles de 10mg (lyc-o-mato). Ce dernier est un extrait

naturel de tomate, riche en lycopene et autres molécules bio actives naturelles, contenant une
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mixture de lycopene oléorésine, de Il’huile d’olive, de la gélatine, de la glycérine, de la

lécithine de soja et du caramel comme colorant. Les solutions a administrer (lycopene dans

Iml d’huile d’olive) sont préparées quotidiennement, & 1’abri de la lumiére, pour éviter toute

oxydation (Lee et Chen, 2002). Les pastilles de lycopene utilisées sont protégées par une

enveloppe plastique opaque.

Répartition des rats

Lycopéne —p ‘ .g

Figure 06: Pastilles de lycopene (lyc-o-mato, 10mg).

Lot Lotl: TEM Lot2: MET Lot3:LYC Lot4 :
LYC+MET
Rats temoins ont | Rats méthionine | Rats lycopeéne | Rats lycopéne +
recu : ontrecu : ontrecu : Méthionine ont
Régime I’alimentation Alimentation (5mg/kg de pc/j | regu :
alimentaire standard + eau standard + dans une 5mg/kg/pclj de

physiologie
(NaCl) dans les
biberons pendant

3 mois.

500mg de Met
/kg de pc/jour

pendant 3 mois.

solution d’huile
d’olive)

pendant 3 mois

Lycopéne et
500mg de
méthionine dans
des biberons)

pendant 3 mois.

Avant les prélevements sanguins, les rats sont restés a jeun pendant 24h pour éviter tous types

d’interactions.
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Il. Méthodes

1- Techniques opératoires :

1-1- Technique d’Administration par gavage

Les composeés liquides peuvent étre administrés directement dans I'estomac de la souris et des
rats via une technique appelée gavage oral. Dans cette procédure une ampoule fait pencher
laiguille gastrique est attachée a une seringue utilisée pour délivrer le composé dans
l'estomac. La pointe ampoule permet d'éviter un traumatisme a la bouche et @ Il'cesophage au
moment que l'aiguille est introduite. Les aiguilles viennent dans des tailles propres aux souris,
aux rats. La longueur correcte de laiguille est égale a la distance de I'embouchure a juste au-

dela de laderniére cote.
1-2- Evaluation pondérale

Les rats sont soumis a une peseée hebdomadaire durant toute I’expérimentation en wvue d’une

étude de I’évolution ponderale.

1-3- Prélévement sanguin

Pour le suivi des parameétres plasmatiques, des ponctions sont effectuées au niveau du sinus rétro-
orbital de I’ceil a ’aide d’une pipette pasteur préalablement héparinée. Le sang aussi tot prélevé sur
tubes (héparines, EDTA, citratés et secs) est centrifugé a 3000 tr/mn pendant 10 minutes. Le plasma
récupéré est conservé a -80°C pour le dosage des parameétres biochimiques plasmatiques
(homocystéine, cholestérol total, triglycérides, HDLc et LDLc, et laCRP us).

1-4- Prélévement des organes

Au terme de I’expérimentation (3 mois), les animaux sont sacrifiés, apres anesthésie par
injection intra péritonéale d’uréthane a 25%, a raison de 0,4 ml/100 g de poids corporel.

L’aorte, objet de cette étude est préleve, fixés pour I’étude histologique.

2- Techniques analytiques

2-1- Dosage de I’homocystéine plasmatique

L’homocystéine totale est dosée par la méthode de fluorescence polarisation immunoassay
(FPIA), méthode quantitative automatisée sur analyseur AXSYM Abottdont le principe est le

suivant :
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e Laréduction :

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

HCY-SS-HCY (homocystéine) DTT

R1-SS-HCY (R1 : résidu thiol) > HCY
Protéine-SS-HCY

e Laconversion enzymatique :

L’homocystéine totale libre est convertie en S-adénosyl-L-homocystéine(SAH) par la S-

adénosyl-L-homocystéine hydrolase (SAHase) en présence de d’adénosine.

La SAH et le traceur marqué de fluorescéine concurrencent pour les sites sur la molécule

monoclonale d’anticorps. L’intensit¢ de la lumiére fluorescente polarisée est mesurée par la

FPIA optique.

O H;N HO 0 NH

N N .- :
HS “' ) L/
\/\/\ = SAHasc . N

OH + HO N > e 0. >

~O- Vo
K v/ wd oM
2 OHOM

Homocysteine Adénosine S-adénosyl-L-homocystéine

Figure 07: Conversion enzymatique de I’homocystéine libre.

2-2- Dosage du Cholestérol total :

Le cholestérol plasmatique est déterminé automatiguement par La cassette COBAS
INTEGRA Cholestérol (CHOLL) contient des réactifs de diagnostic in vitro destinés a la
détermination quantitative du cholestérol total dans le sérum et le plasma sur les analyseurs
COBAS INTEGRA. Donc c’est une Méthode enzymatique, colorimétrique (CHOD/PAP)

utilisant la cholestérol-estérase, la cholestérol-oxydase et la 4-aminoantipyrine.

La cholestérol-estérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol

libre et des acides gras. Le cholestérol oxydase (CHOD) catalyse ensuite 1’oxydation du
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cholestérol en cholesténe-4 one-3 et en H202. En présence de peroxydase (POD), le peroxyde
d’hydrogéne formé entraine le couplage oxydatif du phénol et de la 4-aminoantipyrine (4-

AAP) pour former un colorant quinoneimine rouge.

e Principe :
CE
Esters du cholestérol + H 2 O »  cholestérol + acides gras
CHOD
Cholesterol + 02 » cholesténe-4 one-3+H20 2
POD

2H202+4-AAP + phénol colorant —————  quinoneimine+4 H 20

L’intensité de la couleur du colorant quinoneimine rouge est directement proportionnel e a la

concentration de cholestérol. On la mesure avec 1’augmentation de 1’absorbance a 520 nm.

e Protocole

-Avant de procéder au dosage, les sérums doivent étre placés dans de la glace pour
décongélation.

-Puis on pipte 50 ul de sérum et 200 ul de I’eau distillée, dans les tubes des échantillons codés

et placés déja dans un portoir.

- Par lasuite, il faut bien agiter les tubes au moyen de 1’agitateur.
-Apres ’agitation, on met le portoir dans I’automate pour donner la concentration du

cholestérol.

2-3- Dosage des triglycérides
L’évaluation des triglycérides plasmatiques se fait a I’aide de kit Biomaghreb par la technique

colorimétrique enzymatique selon les réactions suivantes :

e Principe :
lipoprotéine lipase
Triglycerides »  Glycerol+ Acides gras
Glycérokinase, Mg ++
Glycerol + ATP »  Glycérol-3-P+ADP
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Glycérol-3-Phosphate oxydase
Glycérol-3-Phosphate+O2H2 > O 2 +Dihydroxyacétone -P

Péroxydase

H 2 O 2 +Amino-4-Antipyrine+chloro-4-phénol ——___, Quinone rose+H 20

La quinone ainsi produite est révélée a 505 nm.
e Protocole du dosage
-Avant de procéder au dosage, les sérums doivent étre placés dans de la glace.

-Puis on pipte 10 ul de sérums, dans les tubes des échantil ons codés et placés déja dans un
portoir. Mettre dans chaque tube d’essai 1000 ul de réactif. Ajouter 10 ul de la solution

d’étalon dans le tube placé a cet effet (tube pour étalon).
-Par la suite, il faut bien agiter les tubes au moyen de I’agitateur.

-Apres I’agitation, laisser les tubes incubés pendant 10 minutes a la température ambiante (20-

25C°) pour que les réactions arrivent au point maximal.

-L’étape finale consiste a déterminé la concentration des triglycérides en  mesurant
I’absorbance des solutions réactionnel es au moyen du spectrophotomeétre a 505 nm de

longueur d’onde.

2-4- Dosage des lipoprotéines hautes densité (HDLc) :

Les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et de faible densité (LDL) présentes dans
I’échantil on, précipitent en présence de phosphotungstate et d’ions magnésium. Le liquide
surnageant de la centrifugation contient les lipoprotéines de densité élevée (HDL), dont le

cholestérol est quantifié spectrophotométriquement grace aux réactions couplées décrites ci-

dessous.
e Principe
C.E
Cholestérol estérifies +2 O »  Cholestérol + Acide gras
(C.E. : cholestérol estérase)
C.0
Cholestérol +% O 2 + H20 »  Cholesténone + H2 02

(C.O.: cholestérol oxydase)
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péroxydase

2H 20 2 +4— Aminoantipyrine +Phénol | Quinonéimine+4 H 20

L’intensit¢ de la coloration de la quinonimine, mesuré a 505 nm, est directement
proportionnel e a la quantité de cholestérol présent dans 1’échantil on. Le dosage se déroule en
deux étapes :

- Les chylomicrons et les fractions VLDL et LDL sont éliminées et détruites par réaction

enzymatique.

- Le cholestérol restant dans la fraction HDL est dosé par [Pintermédiaire de réactions
enzymatiques en présence de surfactants spécifiques du HDL.

e Protocole de dosage :
a.Précipitation :
-Pour le dosage du cholestérol-HDL, la premiere étape consiste a pipeter dans des tubes a
centrifuger 100ul de sérum (90 ul d’eau distillée et 10 pl de sérum).

-Ajouter 250 ul de réactif (A).

-bien mélanger les tubes par 1’agitateur.

- laisser les tubes pendant 10 minutes a la température ambiante.

- Centrifuger les tubes pendant 10 minutes a 4000 tours, pour avoir le surnagent.

b. Colorimétrie :

-Pipeter dans des tubes a essai vide a échantillons 20 pl de surnagent et 400 pl de réactif (B).
-Ajouter dans le tube du blanc 20ul d’eau distillée et 400 pl de réactif B.

-Lancer une autre agitation.

-Laisser incuber les tubes pendant 30 minutes a température ambiante.

- Place le blanc a I’appareil pour regler le zéro du spectrophotometre puis en place les autres

tubes.
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2-5- Dosage des lipoprotéines basses densité (LDLc) :

La concentration du LDL cholestérol est calculée & base de la concentration du cholestérol
total, de la concentration de HDL cholestérol et de la concentration de triglycéride selon
Freidewald et al, 1972.

La formule de Friedewald : LDL = CT - [(TG/5) + HDL]

2-6- Dosage de la protéine C réactive ultrasensible (CRPus)

La CRP ultrasensible est déterminé automatiquement par la cassette COBASINTEGRA C-
Reactive Protein (Latex) (CRPLX) contient des réactifs de diagnostic in vitro destinés a la
détermination immunologique quantitative de la protéine C-réactivedans le sérum et le plasma
sur les analyseurs COBAS INTEGRA par la méthode turbidimétrique a 552 nm.

e Principe

La CRP réagit dans une réaction d’agglutination avec les particules de latex recouvertes
d’anticorps monoclonaux anti-CRP. Le précipité est mesuré par méthode turbidimétrique a
552 nm.

e Protocole
-Avant de procéder au dosage, les sérums doivent étre placés a I’air ambiant.

-Puis on procede au transvasement des sérums, 50 pl de volume et 200 pl d’eau distillée, dans

les tubes des échantillons codés et placés déja dans un portoir.

-Par la suite, il faut bien agiter les tubes au moyen de 1’agitateur.

-Apres 1’agitation, on met le portoir dans I’automate pour donner la concentration du CRP us.

3- Techniques histologiques

a. La fixation

A pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle se fait
immediatement aprés le préléevement, par immersion du I’aorte dans un grand volume de
liquide fixateur. Les liquides fixateurs les plus utilisés sont le formol.

b. La déshydratation

Les microcassettes sont placées dans I’automate pour la déshydratation. El e s’effectue par un
passage d’échantil on dans des bains d'alcool de degré croissant (50°, 70°,90°,96°,100°) de
1h30 chacun, afin d’enlever le fixateur et éliminer I’eau contenue dans les cel ules pour une

bonne pénétration de la paraffine qui est non-miscible a 1’eau.
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c. L’éclaircissement

Appelée aussi clarification, el e permet 1’élimination complétement les traces d’alcool par
I’immersion du 1’aorte dans un bain de butanol.

d. L’imprégnation

L’échantil on est ensuite imprégné dans un bain constitué de moitié butanol, moitié paraffine
Pendant 2 heures, suivies de deux bains de paraffine pure fondue a 60°C dans I’étuve pendant
2 heure chacun pour but d’assure 1’entré progressif de la paraffine dans 1’aorte.

e. Inclusion

Consiste a faire des blocs ou cube de paraffine avec le matériel biologique enrobé. L’aorte est
prélevée du milieu d’inclusion a I’aide d’une pince chauffée puis émerge dans la paraffine
liquide contenue dans des moules spéciaux (barres de Leuckart. Ensuite la microcassette de la
piece est installée dans le moule en versant la paraffine sur le dessus et on la laisse refroidir
15a 20 mn sur la plaque et se solidifier. Apres solidification, les blocs sont retirés en écartant

les barres et on obtient un bloc homogéne et facile a couper.

f. L’étalement descoupes

Des coupes de 5pum d’épaisseur ont été obtenues a I’aide d’un microtome, apres avoir tail é,
fixé et coupé les blocs. Les coupes sont ensuite étalées dans un bain-marie réglé a 40C° afin
de les étaler et les déposer ensuite sur des lames. Ensuite nous les avons déposés sur une
platine chauffante & 37°C pour le fixé, enfin, les lames étalées sont placées dans I’étuve

pendant 24h avant procéder a la coloration.

g. Lacoloration topographique

Nous avons utilisé 2 colorations : Une coloration histologique topographique 1’hématoxyline-
éosine et coloration de rouge Sirius.

Nous avons procédé a la coloration de 1’aorte par le rouge Sirius, afin de mettre en évidence la
coloration des collagenes.

-L’hématoxyline-€osine : Permet de visualiser la morphologie des cellules (noyau et
cytoplasme), c’est la plus simple des colorations « combinées » qui s’effectue avec 2
colorants :

e Un colorant nucléaire « basique » hématéine (bleu)

¢ Un colorant cytoplasmique « acide » type éosine, orange G... (rose oranggé)

-Le Rouge Sirius : se fixe de fagon empirique sur les fibres de collagéne et de réticuline.

Cette coloration passe par les étapes suivantes :
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» Déparaffinage : plonger la lame dans trois bains de xylene en agitant 3x5 min.
» Hydratation : plonger lalame dans trois bains d’alcool absolus (100%, 90%, 70%) et
en agitant le lame 3x3 min, et rincer a 1’cau distillé pendant 1mn.

» Coloration :

-Hématoxyline pendant 5min.

-Ringage a I’eau courant.

-Plonger la lame dans le bain d’alcool acide.

-Ringage a I’eau courant.

-Plonger la lame dans I’eau ammoniaque.

-Ringage a I’eau courant.

-Plonger la lame dans le bain d’éosine (0 ,2%).

-Ringage a I’eau courant.

-Plonger la lame dans le rouge Sirius pendant 15mn.

» Déshydratation : par 1’alcool 100% pendant 5mn.

> Eclaircissement : plonger la lame dans trois bains de xyléne en agitant la lame.
h. Montage et observation des lames
Le montage est la derniére étape de la préparation des lames histologique, il se réalise entre
lame et lamel e en mettant une ou deux gouttes de I’Eukit sur la lamel e et la lame dans

I’xyléne ensuite on la dépose lalamelle sur la lame et on laisse sécher.

4- Méthode Statistique

Les résultats biochimiques (Homocystéine, cholestérol, triglycérides, lipoprotéines (LDLc et
HDLc) et CRPus, 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).
*p<0.05 (peu significative) ; ** p<0.01 (significative) ;

*** n<0.001(tres significative) ; **** p<0.0001 (hautement significative).
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I. Le poids des rats

Les pesees hebdomadaires effectuées pendant 3 mois ont permis le suivi du poids des rats

Témoin (TEM) et soumis a une administration per os de méthionine a raison de 500mg/Kg de
poids corporel/jour (MET et MET+LYC), ainsi que ceux prétraités au lycopéne 5mg/ Kg de
poids corporel/jour (LYC et MET+LYC). Les resultats sont consignés dans le tableau 06 et les

figures 08 et 09.

Tableau 06 : Evolution pondérale (g) des rats

Durée

(mois) TO T1 T2 T3 % de gain
Lots
TEM 245,83 +£4,50 | 243,18 +6,38 | 271,08+6,55 | 310,50 £5.73 26,30
MET 249,85+ 8,92 | 250,63 +4,67 | 275,18 £16,02 | 307,23+ 6,60 22.96
LYC 218,57 £11,69 [ 245,30+ 2,28 | 252,96 £5,24 | 285, 85+ 9,39 12,84
MET+ LYC 2455+ 2,36 237,711£2,19 | 256,74 +£5,38 | 288,60 = 5,48 17,56
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Fégure 08 : Histogramme représentant 1’évolution pondéral(g)des rats des différents lots.

TO = réception des rats ; T3 = trois (03) mois de traitement (fin d’expérimentation)
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Figure 09 : Histogramme représentant pourcentages de gain pondéral.

Une augmentation du poids corporel chez les rats de tous les lots. Cette augmentation est de
22% chez les animaux soumis a la méthionine et une augmentation de 12% chez les rats
soumis au lycopene Par contre les témoins ont enregistré un pourcentage plus important de

’ordre de 26%. Pour les rats soumis a la méthionine et prétraitaient en lycopéne ont enregistré
une augmentation de 17%.

Il. Biochimie plasmatique

1. Effet de Padministration du lycopéne sur les rats hyperhomocystéinémiques

Les concentrations en Homocystéine plasmatique des rats témoins (TEM), des rats soumis a la
méthionine (MET, MET+LYC) ainsi que ceux prétraités au lycopene (LYC, MET+LYC) sont

donnée par le tableau 07 et la figure 10.

Tableau 07 : Concentration plasmatique en Hey (uMol/1).

Groupes
Hcy (umol/l) a TO Hcy (umol/l) a T3
Régimes
TEM 9.28 £ 0.25 9.41+0.94
MET 9.02+0.28 20.08 + 0.81*
LYC 9.28 £ 0.23 8.96 + 0.86*
MET+LYC 9.064 + 0.17 15.02 £ 1.87*
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effet de lycopéne sur des rats hyperhomocystéimiques
25

concentration plasmatique
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Figure 10 : Evolution de I’homocystéinémie (umol/L) des rats des différents lots.

A la réception des rats (T0), aucune différence significative n’est observée.
En fin d’expérimentation, & savoir 3mois les résultats obtenus ont montré :

e aucune différence significative entre les rats soumis au lycopene (LYC) comparé aux rats
témoins (TEM)

e Cependant, les taux de I’'Hcy plasmatiques sont restés statistiquement élevés, deux fois
plus chez les rats HHcy (p<. 0001) comparés aux rats témoins (TEM).

e Au contraire, les rats sous régime enrichi en méthionine supplémentés avec le lycopene
(MET+LYC) ont montré une diminution significative (P<0.0001) du taux de [I’Hcy
plasmatique comparé aux rats sous régime enrichi en méthionine (MET).

e De plus, lasupplémentation en lycopene a des rats sous régime enrichi en méthionine
(MET+LYC) a diminué de maniere significative les taux de 1'Hcy de 0,75 fois comparé
aux rats sous régime enrichi en méthionine (MET).

La réduction des taux d’Hcy plasmatique chez les rats HHcy est probablement di a
l’augmentation du taux de catabolisme de Hcy, le lycopéne a ainsi montré un effet
hypohomocystéinémique.
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2. Effet du lycopéne sur le profil lipidique des rats hyperhomocystéinémiques
2.1. Cholestérol total

Tableau 08 : concentration plasmatique en cholestérol total.

Profil lipidique Cholestérol (g/l)
Durée(mois)
groupes TO T3
TEM 0,834 + 0,06 0,93 £ 0,04
MET 0,951 + 0,06 1,25+ 0,03 ***
LYC 0,901 +0,04 0,87 £0,05
MET+LYC 0,968 + 0,05 0,95 £ 0,06 **

concentration plasmatique en choléstérole (g/l)

TEM LYcC MET

HT0 BT

. il oy
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»
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Figure 11 :Evolution de la cholestérolémie (g/L) chez les rats des différents lots.

A la réception des rats (TO), leurs cholestérols varient entre [0.83 et 0.96] ¢/l et aucune
différence significative n’est observée.

Apres 3 mois de supplémentation au lycopéne, la concentration en cholestérol des rats (LYC),
est passé de 0.90 a TO a 0.87g/l a T3.Méme si la différence n’est pas significative comparé au
groupes témoin (TEM), la concentration en cholestérol de ce groupe adiminuée.

Le taux de cholestérol des rats sous régime enrichi en méthionine est de 1.26 ¢/l, plus
important comparé aux témoins (p<0.0001). Néanmoins, la supplémentation au lycopéne
(MET+LYC) a réduit la concentration en cholestérol de 76%, P<0.0002, comparé aux

groupes sous régime enrichi en méthionine.
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2.2. La triglycéridemie

Tableau 09 : la concentration plasmatique en triglycéride (g/l).

Profil lipidique Triglycéride
Durée (mois) TO T3
Groupes
TEM 0,76+0,07 0,88+0,04
MET 0,71+0,03 1,11+0,05
LYC 0,70+ 0,07 0,73+0,04
MET+LYC 0,69+0,02 0,92+0,03
Concentration des triglécyrides
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Figure 12 : Evolution de la triglycéridémie chez les rats des différents lots.

La concentration des TG a TO, est environ la méme pour tous les groupes de rats. Elle varie
entre (0.69 £+ 0.02 et 0.76 £ 0.07 g/l). Aucune différence significative entre lesgroupes.
Cependant a T3, les rats supplémentés aux lycopéne présentent une réduction significative des
TG (p< 0.0339) comparé aux rats témoins (TEM). Par contre les TG ont augmenté
significativement chez les rats sous régime enrichi en méthionine (MET) (p<0.0025),
comparé aux rats témoins. Par contre la supplémentation au lycopene des rats sous régime
enrichi en méthionine (MET+LYC), a réduit significativement les TG (p<0.0098), pour se
rapprocher des rats témoins, soit une diminution de 83%, comparé au rats sous régime enrichi
en méthionine(MET).
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2.3. HDL-cholestérol

Tableau 10 :la concentration plasmatique en HDL-Cholestérol (g/l).

Profil lipidique HDL-chlestérol
Durée (mois)
TO T3
Groupes
TEM 0,35+0,15 0,43+0,19
MET 0,35+0,15 0,34+0,15
LYC 0,36+0,16 0,52+0,16
MET+LYC 0,38+0,16 0,43+0,16
Concentration de HDLc (g/l)
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Figure 13 : Evolution du HDL-c plasmatique (g/L) chez les rats des différents lots.

Au début de I’expérimentation (T0), les rats présentent tous une concentration en HDLc
homogene, aucune différence significative n’est apparue entre les différents groupes. En effet,
le taux des HDLc varie entre 0.35 et 0.38 g/l.

A T3, la concentration en HDLc du groupe lycopene (LYC) est significativement élevee
compare au groupe témoin (TEM) p<0.0407.

Par contre les rats sous régime enrichi en méthionine présentent des  concentrations
significativement  basses, p<0.0333 comparé au groupe témoin. Au contraire, la
supplémentation au lycopéne, a restauré les taux de concentration des HDLc des rats sous
regime enrichi en méthionine (MET+LYC) p<0.0.333.
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2.4. LDL-cholestérol

Tableau 11 : la concentration plasmatique en LDL-cholestérol (g/l).

Profil lipidique LDL-cholestérol

Durée (mois)

TO T3

Groupes
TEM 0,439+0,04 0,49+0,06
MET 0,442+0,03 0,69 + 0,04**
LYC 0,452+0,04 0,42+0,04
MET+LYC 0,437+0,03 0,460 ,06

concentration plasmatique LDLc (g/l)

TEM LYC MET

LYC/MET
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Figure 14 :Evolution du LDL-c plasmatique (g/L) chez les rats des différents lots.

Nos résultats montrent qu’a TO, les rats de tous les groupes présentent une concentration en
LDLc homogene et aucune différence significative n’est observée. Les valeurs varient entre
(0.43 £0.03) et (0.45 + 0.04) g/l.

Cependant a T3, les concentrations en LDLc des rats supplémentés au lycopene, présentent
une concentration inferieur, comparée aux concentrations du groupe témoin (TEM) (0.42 +
0.04 vs 0.49 £0.06)

Les rats sous régime enrichi en méthionine, présentent des concentrations en LDLc de 0.69 g/l
soit une augmentation de 1.40 fois supérieur comparé au groupe témoin (p<0.010).
Néanmoins la supplémentation au lycopéne des rats sous régime enrichi en méthionine
(MET+LYC), ont diminué cette concentration et elle est passé de 0.69 a 0.46 g/l soit une

réduction de 66% avec une significativité de p< 0.050.
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Au vu de ce qui précede nous pouvons conclure que la supplémentation en lycopene a des rats
sous regime enrichi en méthionine, diminue la concentration plasmatique du cholestérol, des

LDLc, des triglycérides et augmente le taux des HDLc.

3. Effet du lycopene sur la concentration de la protéine C réactive ultra-sensible
(CRPus) plasmatique

Tableau 12 : Détermination de la protéine C réactive ultra-sensible (CRPus) plasmatique
(mg/1)

CRP
Durée (mois)
TO T3
Groupes
TEM 1,06+0,09 1,18+0,10
MET 1,10+0,17 1,77+0,11
LYC 1,01+0,07 1,05+0,09**
MET+LYC 1,04+0,08 1,31+0,14*
concentration de CRP us plasmatigue (mg/l)
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Figure 15 : concentration de CRPus plasmatique (mg/l) des différents lots.

La concentration en CRPus plasmatique a TO, est la méme pour tous les groupes de rats. Elle
varie entre (1,01+0,07 et 1,10+0,17 mg/l). Aucune différence significative entre les groupes.

Cependant a T3 (fin du traitement), les rats supplémentés aux lycopéne présentent une
réduction significative des en CRP comparé aux rats témoins (TEM). Par contre la CRP
plasmatique a augmenté significativement chez les rats sous régime enrichi en méthionine
(MET), comparé aux rats témoins. Par contre la supplémentation au lycopéne des rats sous

régime enrichi en méthionine (MET+LYC), restaure la concentration en CRP plasmatique,
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pour se rapprocher des rats témoins, comparé au rats sous régime enrichi en
méthionine(MET).
4. Concentration en lycopene hépatique des rats

Tableau 13 : Concentration en lycopéne hépatique des rats des différents lots en (ug/g).

Groupes
LYC MET+LYC
Concentration
lycopéne hépatique en
(ug/g) 6,82 £ 0,05 6,40 + 0,37

Concentration en lycopéne hépatique des rats (ug/g)

6,82 6,4

Concentrationien lycopéne pg/g

Lyc Met/Lyc

Figure 16 : concentration en lycopene hépatique des rats de différents lots en (ug/g)

Aucune différence significative entre les deux groupes de rats. Cependant ils, présentent une
concentration de 6.82 + 0.05 vs 6.40 + 0.37 pg/g ce qui correspond & 12.70 et 11.94 nmol/g
respectivement. Le faite de trouver du lycopéne hépatique dans le foie des rats HHcy,
conforte 1’effet hépato protecteur du lycopene grace a ces composes bioactifs, contre le stress

oxydatif (accumulation des ROS) ainsi que role chimio préventif et détoxifiant.

I1l.  Résultat histologique de la paroi del’aorte

Au vu de la situation actuelle et en raison des conditions de la pandémie di au corona virus,

Nous n’avons pas pu trouver de laboratoire d’anatomie et pathologie pour nous accueil ir.

Cette étude est basée juste sur des observations des travaux déja dans la littérature.
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1- Aorte normal

» L’intima : est formée de deux composants :

- T’endothélium dont les noyaux imprégnes d’hématoxyline et faisant saillie au niveau de Ila
lumiére vasculaire, semblent reposer directement sur la limitante élastique interne (Zerrouk.,
2007).

- un espace sous endothélial trés réduit.
-La limitante ¢lastique interne, limitant 1’intima, continue et trés ondulée.

>La média : est organisée en espaces interlamellaires délimités par des lames élastiques
concentriques tres ondulées. Ces espaces contiennent des cellules musculaires lisses dont les
noyaux de forme ovalaire sont denses en chromatine (Zerrouk., 2007).

> L’adventice : portion la plus externe de la paroi artérielle de nature conjonctive est

constituée de faisceaux de fibres de collagéne enserrant des fibroblastes.

2- Effet de la méthionine sur la structure histologique de la paroi artérielle

-la  présence, sur la face Iluminale de T’endothélium, d’agrégations sanguines ou
microthrombus.

-L’intima présente des altérations focalisées touchant I’endothélium et le sous endothélium.

-le sous-endothélium, apparait nettement sur certaines préparations avec un aspect finement

granuleux ou amorphe ou épaissi par un dépdt de matériel conjonctif.

-La media est le siege de nombreuses altérations de tous ses constituants, des amincissements
et des ruptures des lames élastiques. Ces derniéres paraissent également beaucoup moins
ondulées que celles observées dans une aorte normale. Egalement une accumulation de
collagénes non seulement au niveau des espaces interlamellaires mais aussi a la périphérie des

lames élastiques, prélude probable a I’installation d une fibrose (Zerrouk., 2007).

-prolifération des CMLs de la média et surtout leur changement d’orientation, cette

orientation des CMLs est 1’'une des caractéristiques de 1’athérosclérose.

-au niveau de la média, une petite zone qui apparait vide. A un plus fort grossissement, cet
espace pourrait correspondre a un dépét calcique, car il semble comblé par des structures

hyalines de forme polygonale ressemblant fortement a des cristaux (Zerrouk., 2007).

51



-L’intima limitant intérieurement cette zone semble Etre détruite.

-Un second aspect particulier a été observé La paroi aortique présente au méme endroit, une
altération de ses 3 couches marquée par une destruction de I'intima, une fibrose au niveau de
la média et un épaississement de 1’adventice sous forme de protubérance. A ce niveau, une présence
de nombreux fibroblastes, de nombreux faisceaux collagéniques et de macrophages. Une
importante rupture de la paroi aortique (de longueur eéquivalent a la moiti€é de son
épaisseur)(Zerrouk., 2007).

3- Effet du lycopéne sur les changements histopathologique

-un collagéne moins abondant et les espaces intercellulaires réduits. Le lycopene semble
réduire les altérations cellulaires et matricielles (Pas d’infiltrations, pas d’inflammations et
pas de fibrose) (Belkermi., 2012).
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Discussion



Dans le cadre de ce travail, nous avons testé 1’impact de lycopene sur la matrice aortique et la
biochimie plasmatique des rats wistar hyperhomocystéimique. Notre protocole expérimental
repose sur Iinduction d’un état d’hyperhomocystéinémie par administration per os de 500 mg
de méthionine /kg de poids corporel jfour dans 1’cau de boisson, pendant 3 mois, chez Rattus
norvegicus, pour analyser ’effet de lycopene, une dose de 5mg/kg/poids corporel/jour a été

administré dans notre expérimentation.

Une hyperhomocystéinemie en effet, peut étre sévere ou modérée, par ailleurs une
hyperhomocystéinémie modérée peut se produire par un deficit en vitamines B6 ou B12
(Lentz et al., 1997 ; Martinez et al., 2000) ou en acide folique (Huang et al., 2001), par
administration d’homocystéine (Miller et al., 2000) ou de méthionine (Rolland et al., 1995 ;
Mori et al., 2001). Pour notre part, nous avons opté pour une administration de méthionine

per os.

Plusieurs voies d’administration de la méthionine sont citées dans la littérature :
1- Pinjection intra péritonéale : (Zerrouk, 2007) et (Raaf, 2003).
2- Dans I’aliment : (Sharma et al., 2007).
3- Par Gavage : (Narine et al., 2002).

4- voie orale per os : mélangé avec une boisson (Smolders et al., 2004) , par les
membres de 1’équipe de laboratoire Biochimie et remodelage de la Matrice
extracellulaire USTHB (Othmani, 2007 ; Taghlit, 2010 ; Goul, 2009 ; Hamdis,
2011).

Au terme de I’expérimentation, nous avons noté pour les témoins un pourcentage de gain
important de 1’ordre de 26% Pour les rats soumis a la méthionine et prétraitaient en lycopéne
on a enregistré une augmentation de 17%. Des expérimentations réalisées sur le rat Wistar ne
rapportent aucun changement du poids corporel (Joseph et al., 2003 ; Ghoul, 2009). Le plus
faible pourcentage de gain de poids a été enregistré chez les rats de groupe lycopéne 12%. Le
méme résultat a été trouve par Jonker et al., (2003) ou ils ont enregistré une évolution non
significative du poids corporel des rats a des différentes dose de lycopene . Pour les rats
soumis a la méthionine un gain de poids est 22%. Zhou et al., (2001), Toren et al., (2003) ont
noté une diminution du poids corporel respectivement chez la souris et le rat des sables

Psammomys obesus.
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L’administration de méthionine a engendré un état d’hyperhomocystéinémie moderé apres 3
mois chez les rats. Nos résultats confirment les travaux de Hamdis, (2011) ; Goul,(2009) ;
Taghlit, (2010) , Yefsah-ldres 2016, qui travaillaient sur les différents modéles utilisés et les
différentes doses de méthionine administrées. Un résultat similaire est observé par Zhou et al.
(2001) ; Sharma et al., (2007). La supplémentation en lycopene a des rats sous régime
enrichi en méthionine (MET+LYC) a diminué de maniére significative les taux de 1'Hcy de
0,75 fois comparé aux rats sous régime enrichi en méthionine (MET) cela correspond aux
résultats de Paran et Engelhard, (2001) qui ont rapporté que la supplémentation en lycopéne
provoque la réduction des marqueurs du stress oxydatifs tels que I'homocystéine chez les
patients hypertendus. Le lycopene représente 1'un des principaux caroténoides de notre
alimentation et il est stocké physiologiquement au niveau des tissus. Des études ont suggéré
qu’il était spécifiquement et individuel ement liés a une diminution des pathologies

cardiovasculaires et de sescomplications.

Afin d’analyser la biodisponibilité hépatique du lycopéne site major de I’accumulation donc
de sa concentration (Mathews-rath, 1990). Nous avons déterminé chez les deux groupes
lycopéne (LYC) et méthionine pretraité au lycopene (MET/LYC) la déférence est pas
significative, nos résultats sont en accord avec (Boileau, 2003).

L’ensemble des parameétres biochimiques que nous avons enregistré au cours des 3 mois de
traitement ont subi des changements plus au moins importante, la cholestérolemie des rats
soumis a la méthionine 1.26 g/l est supérieure de groupe témoin 0,93 g/l cependant la
supplémentation au lycopene (MET+LYC) a réduit la concentration en cholestérol de
P<0.0002, comparé aux groupes sous régime enrichi en méthionine. la concentration
plasmatique de cholestérol total est réduit & cause d’une supplémentation en lycopéne
(Oshima et al., 1997). le lycopene a été également montré qu’il agit comme un agent
hypocholestérolémiant en inhibant la HMG-CoA (3 -hydroxy-méthylglutaryl-coenzyme  A-
réductase) (Fuhramn, (1997) ; Rao et Shen (2002) ; Jonker, (2003) ; Muhammad et al.,
2020). Sont en accord avec ce résultat. d’autant que plusieurs études épidémiologiques ont
mises en évidence une corrélation entre consommation en caroténoides (notamment lycopene)

et la diminution du risque de maladies cardiovasculaires selon Willcox et al., (2008).

Selon plusieurs auteurs (Lopez et al., 2007), I’hyperhomocystéinémie augmenterait la
cholestérolémie en agissant sur 1’expression hépatique des récepteurs LDL et des ARNmM

codant pour laHMG CoA réductase, sur la lipoprotéine lipase et la lipase hépatique.
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La triglycéridémie (Muhammad et al., 2020)e st réduite chez les rats supplémentés aux
lycopéne et aux méthionines p<0.0098. La concentration en HDLc du groupe lycopene est
significativement élevée, par contre les rats sous régime enrichi en méthionine présentent des
concentrations significativement basses, p<0.0333 comparé au groupe témoin. Au contraire,
la supplémentation au lycopene, a restauré les taux de concentration des HDLc des rats sous
régime enrichi en méthionine. Méme résultat obtenu par Eid et al., (2003)ou ils ont enregistré
une augmentation de la concentration de HDL avec la supplémentation en lycopéne
alimentaire. La diminution des LDLc des rats supplémentés en lycopéne enrichi en
méthionine avec une significativité de p< 0.050 aprés 3 mois, ce qui ne permettre a dire que le
lycopéne influence sur les parametres lipidiques. Selon Kucuk et al., (2001) l'oxydation des
LDL cholestérol diminuait avec l'augmentation des niveaux sériques de lycopene. L'oxydation
des LDL jouant un rble dans la formation des cellules spumeuses et le développement de
I'athérosclérose, ces résultats laissent penser qu'une augmentation de la consommation de
lycopéne peut avoir une action protectrice dans la prévention des maladies cardiovasculaires
et contribuer & lasanté cardiovasculaire.

Les travaux de (Voutilainen, 1990) ont rapporté que I’administration de la L-méthionine chez
les gerbil es, a augmenté non seulement I’homocystéinémie, mais aussi la cholestérolémie et
les LDL cholestérol plasmatiques. Devlin et Lentz, (2006) ont confirmé I’existence d’une
corrélation positive entre I’hyperhomocystéinémie et le métabolisme lipidique. D’apres
I’étude d’Obeid et Herrmann (2009), I’augmentation de I’Hcy dans le plasma est associée
d’une part, & la diminution du métabolisme des HDL et d’autre part, & la distribution des
lipides plasmatiques et tissulaires. Ainsi, I’étude de Tselmin et al., (2013) suggére que la
diminution des HDL résulte d’une inhibition par 1’Hcy de la synthése de L’apo A-I, qui est la
principale apolipoprotéine des HDL. La fraction HDL connue pour ses propriétés protectrices
anti oxydantes, Jakubowski et al., (2000) a montré que les HDL en culture éliminent 80% de
I’homocystéine-thiolactone (forme toxique), prévenant ainsi leur accumulation, cette proprieté
est assurée par la paraxonase qui lie les HDL et qui transforme 1’Hcy- thiolactone en Hcy +
thiolactone. Ferretti et al., (2006) ont montré que I’Hhcy induit des modifications des HDL
par le biais de [I’homocystéine-thiolactone, ces maodifications induisent la perte de leurs
propriétés anti inflammatoires et cytoprotectrices, ce qui pourrait jouer un rble dans la
pathogenese de I’athérosclérose. (Taghilt, 2010) a trouvé que Les HDL-c des rats rendus
hyperhomocysteinemiques, présente une diminution peu significative par contre il a enregistré
une forte augmentation du LDL-c. Ces résultats rejoignent ceux obtenus par Borsheim et al.,
(2009) ; Obeid et Herrmann (2009).
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L’augmentation des LDL semble lier a leur peroxydation par les radicaux libres générés par
I’HHcy car cette peroxydation inhibe la reconnaissance des LDL oxydés par leurs récepteurs
natifs (Laporte, 2000) et par conséquent, leur augmentation dans le plasma.

les résultats de Bahcecioglu et al.,(2010) qui ont enregistré une diminution non significative
de ( 189, 5 + 93, 7(mg/dl) vs 157, 3 + 56, 8(mg/dl) chez les rats qui ont recu une dose de
lycopéne de 2mg /Kg poids corporel et une diminution peu significative (157, 3 = 56, 8
(mg/dL) vs 130, 9 £ 33, 3(mg/dL) chez les rats ayant recu une dose de 4mg/Kg de poids
corporel.

D’aprés Clay, (2006) une augmentation du cholestérol total et des LDL-C est associée a une
augmentation du risque coronarien. La consommation du lycopene améliore le statut
antioxydant et inhibe la peroxydation lipidique, prévient les dommages oxydatifs des
biomolécules comme les lipides, le cholestérol, les protéines et ’ADN (Markovits et al.,
2009 ; Southon, 2001).

Des études épidémiologiques ont montré I’importance de la détermination de C-protiéne
réactive comme un facteur de risque des maladies cardio-vasculaires (libby et al.,2002).

Pour cela on a effectué le dosage de la CRPus plasmatique ; les rats supplémentés aux
lycopéne enrichi & la méthionine enregistrent une diminution de la CRP comparé aux rats sous
regime enrichi en méthionine, nous reésultats sont ont accord avec plusieurs études chez les
rats montrant la relation entre la consommation de lycopene et la diminution de CRPus
plasmatique (relation inverse entre I'inflammation et 1’apport alimentaire en caroténoide)
(Gao, 2004).

Selon jacob et al., (2008) la consommation de deux verres de jus tomate pendant 2 semaines
réduits la CRP. Lui et al., (2007) ont observé que L’I8 (interleukine 8) est diminué chez les
rats rendue d’une HHcy par un régime enrichi en méthionine et prétraité en lycopéne pendant

12 semaines. Nous pouvons dire que le lycopéne peut réduire I’inflammation induite par
HHcy. Selon Ip et al., (2013) ; Taheri et al.,(2015) ; Yucel et al., (2017) le lycopene
constitué une substance anti-inflammatoire

Compte-tenu de ses propriétés antioxydantes, on a pensé que le lycopéne pouvait protéger les
vaisseaux sanguins en empéchant I’oxydation des LDL « mauvais cholestérol », un
phénoméne qui joue un rble clé dans I’athérosclérose (Rao, 2002). Puisqu’il existe un lien
entre I’oxydation des LDL et le développement de 1’athérosclérose, il a été postulé que le role
préventif des caroténoides vis-a-vis des MCV était lié a leur capacité anti-oxydante. En effet,
une fois oxydees, les LDL sont préférentiellement captées par des récepteurs macrophagiques

avides de ces lipoprotéines transformées il a été montré qu’une particule de LDL ne contient
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en moyenne que 0,9 molécules de lycopéne (Milde et al., 2007 ;Romanchik et al., 1995). Un
environnement pro-inflammatoire et pro-coagulant va étre généré autour des macrophages
chargés de LDL oxydées favorisant ainsi le développement de la plaque d'athérosclérose.
D’autres études d’intervention nutritionnel es (Agarwal et al., 1998) utilisant le lycopéne

suggérait une amelioration a court terme de 1’oxydation des LDL.

Les coupes histopathologiques réalisées sur 1’aorte des rats sous régime enrichi en méthionine
révelent une grande diversité structurale de 1’aorte :
e un décollement et un bourgeonnement dans 1’endothélium.
e une dégénérescence hydropique des cel ules de I'intima plus la présence envahissante
des hématies et un épaississement du média
e des lésions endothéliales accompagnées d’un détachement des cel ules endothéliales
(CEs)

e un épaississement du média.

Ces altérations sont d0 probablement au dép6t granuleux des protéo-glycanes issues de :

¢ ladegradation de la matrice sous endothéliale

e ladissociation des fibres élastiques,

e I’accumulation du collagéne et a la présence probablement de cel ules spumeuses
(CML et Macrophages bourrés de lipides), essentiel ement dans 1’espace  sous-
endothélial. (Bechroul et Sahraoui, 2018)

De plus les travaux d’Osborne-Pellegrin (1992), de Matthias (1996) et de Kirac (2013)
réalisés sur des rats surchargés en méthionine, décrivent des altérations artérielles dues

probablement au dép6t granuleux des protéoglycanes.

Selon (Belkermi, 2012) le prétraitement au lycopene qui est un antioxydant naturel, retrouvé
abondamment dans la tomate et présente une capacité antioxydante inégalée. 1l préserve les
cellules et les tissus des radicaux libres. Le prétraitement au lycopene a conduit a la réduction

des altérations matricielles et les micrographies le montrent clairement.
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Conclusion

Et perspectives



En conclusion, I’administration per 0s de méthionine pendant 3 mois 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, a savoir le cholestérol total, les LDLc et les
HDLec.

Par contre le prétraitement au lycopene a raison de 5mg/kg.de poids corporel a permis

d’atténuer toutes les altérations au niveau biochimiques et plasmatiques a savoir :
- La réduction de I’homocystéine, des LDL.
- L’augmentation des HDL.

La consommation du lycopéne améliore le statut antioxydant et inhibe la peroxydation
lipidique, prévient les dommages oxydatifs des biomolécules comme les lipides, le
cholestérol, les protéines et I’ADN (Markovits et al., 2009 ; Southon, 2001). Nos résultants

sont conformes a la littérature.

Il serait intéressant d’aborder certaines perspectives qui nous semblent nécessaires a la
compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent les altérations observees tant
sur le plan biochimique que sur le plan histologique.

Parmi ces perspectives, nous pouvons cibler:

-Les altérations touchant la structure histologique de la paroi aortique qui méritent d'étre

étudiées et précisées sur le plan ultrastructural.

-La mise en évidence de certaines macromolécules de la matrice extracellulaire (les

glycoprotéines par exemple) par une étude immuno-histochimique.

-La relation hyperhomocystéinémie-inflammation par une évaluation de certaines cytokines

pro-inflammatoires et inflammatoires impliquées dans le processus d'athérosclérose.

-Une étude de l'effet d'une supplémentation en vitamines, tels que les vitamines B6, B12 ou

I'acide folique, sur la réduction des effets causés par I'hyperhomocystéinémie.
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Annexe



» Dosage du lycopéne hépatique

De nombreuses études ont rapportées que I'Hcy est directement liée aux conditions
hépatotoxiques d'ou l'intérét de quantifier la concentration en lycopéne dans le foie des rats.
Le dosage du lycopene est réalisé apres une étape d'extraction a l'aide de solvants appropriés.
Les extraits obtenus sont ensuite analyses par chromatographie liquide haute performance

(HPLC) couplée a un détecteur a barrette de diodes.

Le protocole d'analyse utilisé au laboratoire, permet de séparer et de quantifier en une seule
analyse le lycopéne présent dans I'‘échantillon. Le dosage du lycopéne a été réalisé, sur des
échantillons de foie préleves sur les rats supplémentés au lycopene (Lyc) et les rats sous
régime enrichi en méthionine et supplémenté au lycopéne (Met/Lyc) selon les

recommandations de Miller et al. (1984).

Pour cela, il faut homogénéiser le foie dans des tubes en verre renfermant 8 ml d'acétone
contenant 0.25% de BHT (2.6-di-terte-butyl-4- méthylphénol). Ensuitefaire passé le mélange

au vortex pendant 2 mn puis laissé dans de la glace pendant 25 mn.

L'échantillon a été ensuite repris et centrifugé a 13000g (4°C) pendant 10 mn pour enfin
recueillir le surnageant. Une seconde extraction a été réalisée a partir du reste de I'échantillon
et les deux phases ainsi obtenues ont été évaporées, a sec, sous azote (N2) et a 30°C.
L'échantillon évaporé a été repris dans 2 ml d'éthanol - eau (1:1 v/v) pour subir deux
nouvelles extractions, en utilisant de I'hexane (4ml et 2ml, au lieu de [l'acétone). Apres
évaporation sous azote, de la phase organique obtenue, re-dissous le résidu dans un volume
final de 1ml d'hexane - dichlorométhane (1:1, v/v). La solution obtenue a été injectée dans le
chromatographe liquide a haute pression (HPLC) pour analyse. La phase mobile est constituée
d'un mélange méthanol-acétonitrile (70:30 v/v), le lycopéne est détecté a une longueur d'onde
de 471nm.

La concentration du lycopéne standard est 1mg/I.

Expression des résultats = 1 x Surface de I'échantillon/ surface du témoin.




» Méthodes d’extraction du lycopéne

Les méthodes conventionnel es d’extraction du lycopene emploient des solvants organiques
purs tels que le dichlorométhane, I'éthanol, I'acétone, I'hexane, le benzéne et le chloroforme
(Brittonet al., 1995).

L*'éther de pétrole était également employé pour l'extraction de lycopéne (Renfroeet al.,
2004). Le plus souvent, les extractions sont effectuées par un mélange de solvants polaire-
polaire ou polaire—apolaire dans différents rapports (Basu et al.,2001) . Malgré leur usage
fréquent, ces méthodes présentent des inconvenients intrinséques, a savoir, le long temps
d’analyse,l’occurrence des erreurs potentiel es dues a l'oxydation ou a dautres pertes

rencontrées pendant I'extraction elle-méme (Stahl et Helmut, 2004).

La mixture hexane-acétone-éthanol est souvent employée(O'Kennedy etCrosbie, 2006).Par
ailleurs les extraits de lycopene obtenus avec la mixture I'hexane/acétone ou hexane/éthanol,
présentent une plus grande stabilité, que ceux obtenues avec d'autres solvants, tels que le
chloroforme ou le dichlorométhane (Paul et al., 2004). Les solvants tels que le diéthyl éther et
le tetrahydrofurane peuvent contenir des peroxydes qui reagissent avec caroténoides (Kiwon
et al., 2004). Bien que fiables, ces analyses conventionnelles du lycopene exigent l'utilisation
d'importantes quantités de solvants organiques volatils pour chaque échantillon. Pour l'usage
courant, ceci se transforme par multiplication en de grands volumes de déchets dangereux qui

sont colteux et qui doivent étre éliminés sous les directives environnementales strictes.

Ces mémes techniques, ont été modifiées et améliorées dans 1’objectif de réduire (jusqu’a
80%) les volumes de solvants organiques utilisés. Celles—ci donnent statistiguement des
résultats identiques avec des procédures conventionnelles d'extraction de ce type (Faure et
al., 1999). L'instabilitt du lycopéne pendant les processus d’extraction, de manipulation, et de
I'élimination des solvants organiques fait que [I’extraction demeure une tache extrémement
sensible(Tammy, 2000). Des techniques d’extraction qui tiennent compte de la fiabilitt des
résultats, sans impact néfaste sur I’environnement ont été développées. Il s’agit de [I’extraction
liquide supercritique (SFE) (Nunes et al., 2004). Dans ce cas, des huiles végétales sont
employées comme stabilisateurs, ou co-solvants (Elizabeth, 2000) L’emploi de cette
technique, evite la contamination des échantillons, les pertes, et réduit au minimum les
réactions de dégradations (isomérisation et oxydation), en donnant des extraits de grande

pureté. Des travaux ont décrit un processus d'extraction de lycopene basé sur I’utilisation du



gaz de CO2 en phase supercritique, avec un rendement de plus de 60%, des résidus de
tomate(Kiwonet al., 2004)

L’avantage thermodynamique, dutiliser le fluide supercritique, est sa facilitt de séparation
des corps dissous extraits, en modifiant simplement les conditions de pression et de
température. Les fluides supercritiques se caractérisent par des masses de transfert supérieur,

comparé aux solvants organiques(White, 2002).

Il existe tout de méme, une convenance de l'extraction liquide supercritique comme
alternative a I'extraction conventionnelle de solide-liquide (Porriniet al., 2005). La SFE exige
également des co-solvants polaires (éthanol a 5%), pour faciliter I'extraction du lycopene. Les
rendements d’extraction de ’ordre de 54% sont obtenus. Les co-solvants, miscibles avec de
l'eau (par exemple, acétone et méthanol) sont employés avec des rendements d’extraction plus
élevés que I'éthanol; dautres sont non-miscibles avec de l'eau (par exemple, hexane et
dichlorométhane) donnent de faibles rendements d’extraction (Cohenet al., 200) . Dans le cas
du lycopeéne, lorsque les rendements d’extraction sont inférieurs a 50%, la technique ne trouve
pas d’application industriel e, méme si lefficacité peut étre améliorée en augmentant la
température d'extraction, mais cela se fera au détriment de la stabilitt de lycopéne (Samarjit
et al., 2005). Malgré tous ses avantages, la technique du SFE reste tout de méme codteuse et
non rentable (Gateet al., 1999). La plupart, des solvants utilisés dans les différents types
d’extraction (Solvants non polaires qui ont une efficacité élevée d'extraction) sont considérés
comme toxiques. Cependant, I'usage de solvants organiques tels que l'acétate d’éthyle et
I'hexane, est approuvé pour des applications alimentaires dans beaucoup de pays (Campbell,
2007).



