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Introduction

Introduction

Les compléments alimentaire sont toutes molécules ou substances qui compléte
I’alimentation, et qui constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances
ayant un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés(vitamines, minéraux, acides
gras ou acides aminés et plusieurs substances d’origine animales ou végétales). Les
compléments alimentaires révélent des effets bénéfiques sur la santé,le collagene classé
comme un supplément alimentaire intéressant a cause de leur propriété bioactive.

Le collagene est une protéine fibreuse représente 30 % des protéines de 1’organisme, il
est également ubiquitaire dans un nombre important de tissus d’un méme organisme ou il
assure une protection mécanique et confére aux tissus ses propriétés de rigidité et d’élasticité.
Il existe plusieurs types de collagéne, mais le plus abondant c’est le collagéne type I1(CII), qui
représente plus de 90% de tout le contenu du cartilage.

Le collagene 1l est largement utilisé dans les produits alimentaires (émulsifiant),
pharmaceutiques (l'enrobage des comprimés), cosmétiques (shampooing). Son utilisation
s’étend encore dans la recherche médicale de ’arthrite.

L'objectif de notre étude consiste a effectuer la purification du collagene type Il pure et
actif sur le plan biologique (arthritogéne), et le traitement de 1’arthrite par I’extrait éthanolique
de Marrubie

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour la purification du collagene mais ces méthodes
présentent des inconvénients tels que I’obtention de collagéne type II inactif sur le plan
biologique et immunologique, et le traitement de I’arthrite par I’extrait éthanolique de
Marrubie
Notre recherche est constituée de 2 parties :

La premiére partie est une analyse bibliographique qui porte une généralité sur le
collagene, collagéne type I, Les manifestations immunologiques de la PR et le traitement de
PR.

La deuxieme partie expérimentale qui porte sur la purification du CII, et la
détermination de la pureté et I’activité biologique de cette molécule, ainsi que le traitement de

I’arthrite par une plante médicinale le Marrubie.
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Chapitre 1 Les complément alimentaires

I.1. Définition D'un complément alimentaire

La directive N°2002/46/CE permet d’établir une définition compléte et commune des
compléments alimentaires au niveau européen, d’apres ce décret, on entend par "compléments
alimentaires™ ,« les denrées alimentaires dont le but est de compléter le régime alimentaire
normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou d'autres substances ayant un
effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés, commercialisés sous forme de doses, a
savoir les formes de présentation telles que les gélules, les pastilles, les comprimés, les pilules
et autres formes similaires, ainsi que les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les
flacons munis de compte-gouttes et les autres formes analogues de préparations liquides ou en
poudre destinées a étre prises en unités mesurées de faible quantité» .

En vertu de cette directive, les suppléments alimentaires sont différenciés en trois
familles pouvant intégrer : les vitamines et minéraux, les plantes et les substances a but

nutritionnels ou biologiques

I.1.1. Les vitamines et les minéraux

Les vitamines et minéraux constituent une famille essentielle dans les compléments
alimentaires, et sont les plus consommeées (Caro et al., 2010).

Les vitamines ne sont pas synthétisées par notre organisme (& 1’exception de la vitamine
D), on les retrouve dans notre alimentation. Ils sont extraient a partir d’aliments et les
concentrent sous différentes formes pharmaceutiques(comprimés, gélules, solutions
buvables...). Les vitamines utilisées dans la fabrication des compléments alimentaires sont :
Vitamines A, D, E, K, B1 ,B2, B6, B12 et C, la Niacine, I’Acide pantothénique, 1’Acide
folique et la Biotine (Caro et al., 2010).

Les minéraux utilisés dans la fabrication des compléments alimentaires sont le Calcium,
le Magnésium, le Fer, le Cuivre, I’lode, le Zinc, le Manganése, le Sodium, le Potassium, le
Sélénium, le Chrome, le Molybdéne, le Fluorure, le Chlorure, le Phosphore (Caro et al.,
2010).

1.1.2. Les plantes
L’utilisation des plantes pour leurs propriétés sur la santé remonte a I’antiquité et est
ancrée dans toutes les cultures. Les plantes a usage traditionnel détiennent une place

importante dans les ingrédients utilisés dans les compléments alimentaires (Caro et al., 2010).




Chapitre 1 Les complément alimentaires

Les utilisations de plantes dans les compléments alimentaires s’appuient sur des usages
traditionnels (poudres, extraits secs ou aqueux) ou sur des techniques d’extraction plus

modernes permettant 1’obtention de substances isolées de plantes (Caro et al., 2010).

1.1.3. Les substances a but nutritionnel ou biologique

La biotechnologie est une nouvelle source considérable d’ingrédients de compléments
alimentaires. Il y a de plus en plus de substances innovantes faisant 1’objet d’études cliniques
publiées dans des revues spécialisées (Caro et al., 2010). Exemples: les omégas 3, les
probiotiques ou glucosamine (Messer., 2012).

Les compléments alimentaires révelent des effets bénéfiques sur la santé (Zague et al
2011). Selon Aleman et Martinez-Alvarez (2008) le collagene est classé comme un
supplément alimentaire intéressant a cause de leur propriété biocative. Cette protéine est une
composante primaire de tissu conjonctif, elle est couramment utilisés dans divers domaines, y
compris les produits alimentaires, cosmétiques, et industries biomédicale. Les plus importants
sources de cette molécule bioactive sont les bovines (Zague et al., 2011) et les poissons
(Aleman et Martinez-Alvarez ,2008), le sternal cartilage des poulets est également une bonne
source de CIl (Edward et al.,1996).

1.2. Le collagéne

1.2.1. Généralité sur le collagéene

La matrice extracellulaire (MEC) est un ensemble complexe de molécules entourant les
cellules dans les tissus des mammifeéres. Elle est principalement composée de molécules de
collagene et d’¢lastine qui lui conferent respectivement ses propriétés de rigidité et
d’¢élasticité, mais aussi d’autres molécules comme la fibrilline, la fibronectine, la laminine ou
encore les protéoglycanes qui servent de renfort aux deux premiéres protéines, mais aussi a
créer des liens entre les cellules. La MEC est une structure active qui joue un grand role dans
I’interaction des cellules entre elles. Elle peut, par exemple, servir a stocker des protéines et

des facteurs de croissance pour les libérer en cas de besoin (Taipale et Keski-Oja, 1997).

1.2.1.1. Définition du collagéne
Le terme de « collagéne » est a ’origine d’un néologisme de la langue frangaise (de
colle et géne : qui engendre la cohésion) (Van der Rest et Garrone, 1991). Les molécules de

collagene sont des macromolécules structurales de la matrice extracellulaire, sont des




Chapitre 1 Les complément alimentaires

glycoprotéines les plus abondantes dans 1’organisme des animaux, qui ont une caracteristique
de conformation en triple helice (Van der Rest et Garrone, 1991).

Le collagéne est le constituant majeur des structures des tissus, os, tendons, peau,
ligaments, cartilage, vaisseaux sanguins et tissu conjonctif. 1l fournit la solidité et il confére la

forme tout en permettant la flexibilité et le mouvement (Cowin, 2000).

1.2.1.2. Les familles et types du collagénes

Le nom « collagéne » est en fait utilisé comme terme générique pour les protéines
formant une triple hélice caractéristique de trois chaines a ; tous les membres de la famille des
collagenes forment des structures supramoléculaires (Van der Rest et Bruckner, 1993; Van
der Rest et Garonne, 1992; Kadler et Baldock, 2007)

D’aprés Gobeaux (2007), 28 types de collagénes ont été identifiés et classés dans sept
familles différentes suivant leur structure et leur organisation supramoléculaire (Tableau 1).
Les différents types de collagénes sont caractérisés par la complexité et la variété de leur
structure, et la présence de domaines non hélicoidaux additionnels (Gobeaux, 2007). Les
types de collagene ont été marqués par des chiffres romains dans I’ordre de leur découverte.
Ils peuvent étre groupés selon leurs différences structurales (Shalaw, 2006).

Parmi les famille de collagene les plus abondant : la famille de collagéne fibrillaire
(type LIL111,V) :la molécule compléte contient seulement une triple hélice qui occupe presque
toute la longueur de la molécule (ElI Bikai, 2010); la famille FACIT (Fibril
Associated Collagen with Interrupted Triple helixes) (1X, XIV ,XII) :leur structure, en triple
hélice interrompue, plusieurs ségment en triple hélice sont séparés par des domaines non
hélicoidaux (Vigier, 2008); la famille des collagénes formant des réseaux : leurs roles dans la
constitution des membranes basales essentielles en tant que support des épithéliums , le
collagene 1V est le majoritaire (Gelse et al., 2003); et la famille des collagénes formant des
filaments perlés :sont retrouvés dans un grand nombre de tissus ou ils forment des liens

structuraux avec les cellules (Vigier, 2008).

Tableau 1 : la famille et types du collagénes (Vigier, 2008 ; Lablack, 2011).

Famille Type Genes Distribution dans les tissus
Collageéne fibrillaire | COL1A1 Os, derme, tendons, ligament,
COL1A2 corné, derme, dentine
I COL2A1 Cartilage, humeurvitrée , nucleus
pulposus
i COL3A1l

4
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V COL5A1 Derme, paroi des vaisseaux, intestin
COL5A2 Poumons, cornée, 0s
COL5A3

Xl COL11A1 Cartilage, cors vitré
COL11A2
COL2A1

XXIV COL24A1
XXVII COL27A1

Collagéne formant des réseaux v COL4Al Membrane basale

COL4A2
COL4A3
COL4A4
COL4A5
COL4A6

VIl COL8Al Vaisseaux (endothélium), cornée
COL8A2

X COL10A1 Cartilage, plaque de croissance
FACIT IX COL9A1 Cartilage

COL9A2

XIl COL12A1 Tendons,ligaments

A\ COL14A1 Peaux, tendons

XVI COL16A1
XIX COL19A1
XX COL20A1
XXI COL21A1

XXII COL22A1
Collagéne formant des Vi COL6Al Derme,cartilage,placenta,pou, les
filaments perlés COLBA2 vaisseaux
COL6A3
XXVI COL26A1
XXVIII COL25A1
Collagéne d’ ancrage aux Vil COL7A1 Peau,jonction,dermo-
épithéliums épidermique ,muqueuse orale,cervix,
membrane foétale
Collagéne transmembranaires X1 COL13A1 Cceur, vaisseaux
XVII COL17A1
XX COL23A1
XXV COL25A1
Collagéne partiellement XV COL15A1
identifiés XVIII COL18A1 Rétine, iris

1.2.1.3. Structure du collagéne

L’appartenance d’une protéine a la famille des collagenes se fait par la présence d’un
motif d’acides aminés spécifique et d’un domaine en triple hélice dans sa structure tertiaire.
(Strupler, 2008). La triple hélice peut étre homotypique, c'est-a-dire formée par 1’assemblage
de trois chaines o identiques, ou hétérotypique, résultant de 1’association de au moins deux

chaines o différentes (Vigier, 2008).
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La séquence primaire des molécules de collagéne présente le motif répété Gly-X-Y, est
insérée tous les 3 acides aminés (Strupler, 2008) .Dans la composition du collagene, 3 acides
aminés prennent une part assez importante : Gly c¢’est toujour une glycine pour 35%, la
position X on retrouve le plus souvent une proline pour 7 a 9%, et la position Y une

hydroxyproline pour 12 a 14% (selon le type de collagene) (Ludovic, 2008 ;Strupler, 2008).

_——
e

droite
gauche .
— H %
gauche 4 et R
helice1  __ __

gauche

Figure 1 : structure du collagéne.

La longueur d’une molécule de collagéne est de 300 nm et de diamétre de 1,2 nm, sa
masse moléculaire est comprise entre 285 000 et 300 000 daltons, trés nombreuses liaisons
chimiques (hydrogene, covalente et électrostatique) qui permettent de stabiliser I’ensemble de
la structure en triple hélice de la molécule de collagéne (Yan, 2012).

1.2.2. Origine du collagene

Le collagene est présent dans les os d’origine bovine ou porcine (Hinterwaldner,
1977 ; Ward et Courts, 1977).

L’épidémie de 1’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB) maladie de la vache
folle en 1980, a poussé a chercher de nouvelles sources alternatives de collagene provenant de
poulet (Edward et al.,1996), ou de I’environnement aquatique (Senaratne et al., 2006) telles
que les poissons , les méduses , les spongiaires , les calamars et d’autres fruits de mer (Zhang
et al., 2007).

1.2.3. Réle du collagene
Le r6le du collagéne est essentiel au maintien de 1’intégrité des organes (Grinnell, 1994 ;
Tomasek, 2002). Il confére aux tissus conjonctifs leur forme, leur résistance mécanique et leur

flexibilité et joue aussi un réle primordial dans 1’ceil, puisqu’il contribue aux propriétés
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optiques de la siclera et de la cornée, respectivement 1’opacité et la transparence (Gobeaux,
2007).

Lors du vieillissement, la diminution du collagene induit une modification de la
rigidité, la souplesse et la densité des os en les rendant plus fragiles et aussi affaiblit la région
ou les tendons sont attachés a 1’o0s, ce qui crée une zone plus fragile et cause souvent plusieurs

blessures (Robillard, 2013).

1.2.4. Utilisation du collagene

Le collagéne a été utilisé dans de nombreuses applications, les secteurs les plus utilisant
sont : les industries biomédicales, pharmaceutiques et cosmétique. Il est également utilisé
dans d’autres secteurs tels que I’industrie alimentaires (Kim et Mendis, 2006 ; Senaratne et al,
2006).

Le collagéne peut servir a la production des fils chirurgicaux, la production des
greffes sous cutanées, des capsules, il posséde également des propriétés intéressantes dans le
traitement de 1’arthrite, afin de soulager les douleurs des patients atteints d’arthrite osseuse
(Kim et Mendis, 2006). Il est largement utilisé dans les produits cosmétiques comme des
créemes pour le traitement des brulures, des vergetures, des cicatrices et comme antirides pour
le retardement des symptomes de vieillissement de la peau (Lablack, 2011).

Dans le secteur alimentaire, le collagéne trouve des applications comme la préparation

de gélatine et I’épuration des jus (Caroline, 2005).
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11.1. le collagéne type |1
11.1.1. Définition du collagéne type I

Le collagene type Il (CII) est un composant principal de la matrice extracellulaire du
cartilage, il constitue 90 a 95% de la teneur totale en protéines dans le cartilage (Poole et al.,
2005). Ce collagene fibrillaire fournit au cartilage sa résistance a la traction (Aubert-Foucher
et al., 2014). Il est aussi un composant de I'humeur vitreuse de 1'ceil (Edward et al., 1996). Le
ClIl est composé de trois chaines a identiques (triple hélice) [al (11)]3 (Cao et al, 2013).

Le domaine principal de triple hélice est constitue de 1014 résidus d’une séquence Gly-
X-Y- (Gly est toujours une glycine, et dans la position X retrouve le plus souvent une proline
et a la position Y une hydroxyproline) répétée (Hans Peter et al., 2010). La molécule de
collagéne 11 est synthétisée par un seul type de cellules de cartilage c’est les chondrocytes

(Aubert-Foucher et al., 2014) et codées par le méme géne col2A1.

11.1.2. Synthese du collagene type 11

Les génes codant par le collagene possédent un nombre variable d’exons (entre 3 et 17)
séparés par des introns. Pour un géne donné, des sites différents d’initiation de la transcription
ou bien des épissages alternatifs des introns peuvent donner naissance a différents types de
collagenes. Un géne est donc associé a plusieurs chaines a ;une fois synthétisés au niveau des
ribosomes, les chaines a sont sécrétées dans la lumiére du réticulum endoplasmique ou elles
vont subir d’importantes modifications post traductionnelles, certains résidus prolines et
lysines vont étre hydrolysées, et certaines hydroxy-lysines glycolysées. Enfin, la formation
des ponts disulfures entre les propeptides C-terminaux va aligner trois chaines a qui vont
s’enrouler comme une fermeture éclair en direction du N-terminaux (Hulmes, 2002).
Les triples hélices de collagenes, appelées a ce stade procollagene, sont alors empaquetées
dans des vésicules dans I’appareil de Golgi et excrétées a I’extérieur de la cellule.

Apreés exocytose, par I’action d’une enzyme, la procollagéne peptidase, les extrémités
N- et C- terminales (propeptides) sont clivées pour former la molécule de collagéne (Yan,
2012), la molécule est alors dénommeée tropocollagéne. La diminution de la solubilité liée a la
perte des peptides terminaux enclenche le phénomene de fibrillogenése. Les molécules de
tropocollagenes (300 nm de long et 1,5 nm dediameétre) vont s’aligner paralleélement et dans le
méme sens, mais avec un décalage de 67 nm.

Pour stabiliser 1’ensemble, des lysines de la partie N-terminale d’une molécule sont
pontées de facon covalente a d’autres lysines de la partie C-terminale d’une molécule voisine

par I’action de la Lysyl oxydase. Cela permet aux molécules de tropocollageéne de s’assembler
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en une fibrille de diamétre variable, entre quelques dizaines de nanometres et des centaines de
nanometres, suivant les organes et leur composition dans les différents types de collagene
(Strupler, 2008) sont stabiliséés par la formation de liaisons covalentes induites par une autre
enzyme spécifique, la lysyl oxydase (Yan, 2012)

Les fibrilles elles-mémes peuvent se regrouper en fibre de collagéne dont le diametre est

compris entre 1 um et 10 um (Strupler, 2008).
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Figure 2 : Synthese de collagéne 11
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11.1.3. Origine du collagéne de type Il
La plupart des Collagéne Il commerciaux sont obtenus a partir de cartilage articulaire
des mammiféres (bovine ou porcine) (Drugs, 2014). Le CII est aussi isolé a partir d'animaux

marins : concombre de mer (Zhong et al., 2007 ; Zhu, 2012), meduses (Zhuang et al., 2009).

Le cartilage de sternal de volaille est utilisé pour produire le ClI en raison de leur
abondance et leur faible colt (Cao et al., 2013).

11.1.4. Utilisation du collagene type 11
Le collagene Il avec sa structure moléculaire spécifique a été largement utilisé dans les
produits alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques et dans les industries en raison de son

excellente biocompatibilité et la biodégradabilité (Cao et al., 2013).

11.1.4.1. Utilisation biomédicales et pharmaceutiques

Plusieurs chercheurs ont prouvé que les effets de 1’administration orale de collagéne
type Il ont été évalué pour le traitement de I’arthrite (Zhao et al., 2011 ; Garcia et al, 1999), et
aussi a une action sur la suppression de Rhumatisme Articulaire (David et Roselyn., 1993 ;
Trentham et al, 1993).
Son utilisation s’étend encore dans les applications pharmaceutiques (dans la technologie de

tissus pour des implants chez I’homme, I'enrobage des comprimés) (Cao et Shi-Ying, 2007).

11.1.4.2. Utilisation dans les produits alimentaires
Le collagene de type Il est utilisé dans diverses applications alimentaires (agent de

clarification, émulsifiant ou agent moussant) (Cao et Shi-Ying, 2007).

11.1.4.3. Utilisation dans les produits cosmétiques
Son utilisation se prolonge aussi dans I’industrie cosmétique (shampooing et rouge a
levres) (Cao et Shi-Ying, 2007).

11.1.4.4. Utilisation dans la provocation de I’arthrite:
Le Cll émulsifié avec ACF (adjuvant complet de Freund) et AIF (adjuvant incomplet
de Freund) induit une inflammation chronique chez les rats et les souries semblable a

I’arthrite rhumatoide chez 1’étre humain (Jung et al, 2012).

11.2. La polyarthrite rhumatoide
D’aprés Klareskog et al., (2006) le terme « arthrite » désigne toutes les affections

inflammatoires qui touchent les articulations de maniére aigué ou chronique.
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La polyarthrite rhumatoide (PR) est la plus fréquente des maladies auto-immunes et des
rhumatismes inflammatoires chroniques humaines. Elle affecte entre 0,3 % et 1 % de la
population géneérale, préférentiellement les femmes (Musset et Ghillani., 2013).Elle se
manifeste par une inflammation chronique de la membrane qui entoure les articulations, la
membrane synoviale (Klareskog et al., 2006). La membrane enflammée forme alors un panus
qui recouvre et s’attaque au cartilage, aux ligaments, aux muscles et a I’os, provoquant a la
longue une déformation des articulations pouvant devenir invalidante (Klareskog et al., 2006).
La PR est également une maladie systémique pouvant s’accompagner de manifestations extra-
articulaires (cardiaques, pulmonaires, vasculaires, nerveuses, oculaires) (Musset et Ghillani.,
2013).
11.2.1.1.°origine de la polyarthrite rhumatoide

L’origine de la polyarthrite rhumatoide n’est pas parfaitement connue mais, elle est due
a un ensemble des facteurs qui ne sont pas toujours présents, tels que des facteurs génétiques,
immunologiques, hormonaux, d’environnement et des facteurs psychologiques (Combe,
2006).

11.2.2. Les manifestations immunologiques

Les manifestations immunologiques de la PR sont nombreuses: une infiltration d’un
grand nombre de lymphocytes T, principalement CD4+, a des stades variés d’activation est
observée et est habituellement associée a des cellules dendritiques et a des macrophages. Des
amas de plasmocytes sont souvent présents, et la synoviale est devenue un ganglion

lymphatique actif. De nombreuses cytokines sont sécrétées dont 1’IL-1 et le TNFa.

Polyarthrite rhumatoide
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Figure 3: Réaction inflammatoire de polyarthrite rhumatoide
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D’autres cellules telles que le lymphocyte B, qui ont une double fonction :

e D’une part : entrainant la production d’auto-anticorps (anticorps dirigés contre des
constituants du soi), deux sont particulierement caractéristiques de la polyarthrite rhumatoide:
le facteur rhumatoide qui est une immunoglobuline (protéine) dirigée contre une autre
immunoglobuline et les anticorps anti-CCP (anticorps dirigés contre des protéines
citrullinées) qui sont les plus spécifiques de la maladie. Ces auto-anticorps ont un réle dans
les mécanismes pathogéniques de la maladie mais sont également trés utiles pour le diagnostic

et pour formuler un pronostic (Combe, 2006).

e D'autre part: produire des substances solubles appelées notamment les cytokines.
Celles-ci vont favoriser les interactions entre les cellules, mais également favoriser la
production de nombreux médiateurs solubles responsables de la réaction inflammatoire et de
la destruction du cartilage et de 1’0os. Ces cytokines vont notamment agir au niveau de
’articulation, sur les cellules de la synoviale (synoviocytes) qui vont pouvoir proliférer et
entrainer la synovite rhumatoide (véritable tumeur dans I’articulation). Ces cytokines vont
activer également les cellules du cartilage (chondrocytes) et les cellules de 1’os (ostéoclastes),
entrainant ainsi des lésions articulaires caractéristiques de la polyarthrite rhumatoide(Combe,
2006).

11.2.3. Les signes cliniques de la Polyarthrite rhumatoide

La PR débute en général de maniére insidieuse par I’inflammation d’articulations
isolées, la Iésion initiale est une inflammation de cette synoviale, a I’origine des douleurs, de
gonflements, d’un épanchement articulaire, d’une chaleur et d’une mobilité réduite. Le liquide
synovial en excés contient des enzymes qui attaquent le cartilage, les os et d’autres structures
de I’articulation atteinte, les détruisant progressivement (Adrian, 2011).

Avec le temps, I’inflammation se propage a de nombreuses autres articulations, petites
ou grandes. Les plus fréequemment touchées sont celles des mains et des doigts (Adrian,
2011).

11.2.4. Le traitement médicamenteux de la PR

Le traitement médicamenteux de la PR comporte d'une part des thérapeutiques a visée
symptomatique (antalgiques, anti-inflammatoires non stéroidiens, corticoides), d'autre part
des traitements dits de fond (Combe B et René-Marc, 2008) et un traitement biologique
appelé « biothérapies (Hayder., 2011). L’objectif du traitement médicamenteux est non
seulement d’atténuer la douleur, mais aussi de prévenir les dommages aux articulations
(Adrian., 2011).
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11.2.4.1. Traitements symptomatiques

Les anti-inflammatoires non stéroidiens(AINS) : les AINS utilisés dans la PR sont
nombreux, ils sont trés utiles du fait de leur effet a la fois anti inflammatoire et antalgique
(Bernard et René-Mar., 2008) exp: Brufen, Voltaréne et Celebrex (Adrian, 2011).
L’efficacité limitée de ces traitements et leur incapacité a modifier le cours de maladie a long

terme a conduit a ’utilisation de traitements, dits de fond (Hayder, 2011).

11.2.4.2. Les traitements du fond

Visant a contrdler les manifestations inflammatoires cliniques de la maladie et a freiner
son évolution destructrice, I’efficacité de ces traitements, est en général retardée (un a trois
mois), rémanente (reprise d'activité apres l'arrét du traitement), (Hayder, 2011). lls réduisent
le gonflement articulaire et la douleur, inhibent les marqueurs de la phase aigué de la maladie
et limite la destruction osseuse (Hayder, 2011) et parmi ces traitements, il se retrouve : le
Méthotrexate qui inhibe la synthése de I’ADN (Hayder, 2011).

11.2.4.3. La biothérapie

La biothérapie est basée sur I’utilisation d’anticorps monoclonaux ou de protéines de
fusion ciblant une cytokine particuliére (blocage du TNF-a) ou une molécule de surface
specifique. Plusieurs anti-TNF-o ont été développés et sont couramment utilisés en clinique
(Infliximab, Adalimumab, Etanercept) (Hayder, 2011)

Bien que les traitements médicamenteux soient efficaces et assez bien tolérés, un
nombre conséquent de patients ne répondent pas a ces traitements. De plus, les effets
secondaires qui découlent de leur utilisation, notamment a forte dose, sont assez conséquents,

ceci a conduit au développement de la médecine alternative qui comporte la phytothérapie.

11.2.5. Traitement de la polyarthrite rhumatoide par les plantes médicinales
Les interventions de phytothérapie désignent toute préparation a base de plantes
(entiere, en poudre, en extrait, mélange standardisé) utilisée a des fins médicales. Depuis
longtemps de nombreux traitements a base de plantes ont été employés pour traiter la PR.
De nombreuses plantes semblent agir en bloquant l'activité des cellules et substances
immunitaires et en réduisant I'inflammation au niveau des articulations ; certaines personnes
estiment que les effets secondaires sont moins nombreux (cochrane.org).
Les plantes médicinales suivantes ont su montrer une efficacité pour aider a soigner la

polyarthrite rhumatoide.
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11.2.5.1. Griffe du diable ou harpagophyton
Plante médicinale anti-inflammatoire (surtout au niveau du cartilage),
antiphologistique, analgesique. Utilisée lors de rhumatismes comme

I'arthrose (le point.fr)

11.2.5.2. Saule
Plante médicinale indiquée en cas de refroidissement ou lors de
douleurs rhumatismales a cause de son effet antidouleur et anti-

inflammatoire (creapharma.fr).

11.2.5.3. Poivre de Cayenne Piment
Plante médicinale hyperémiante utilisée en usage externe lors

d'affections rhumatismales (creapharma.fr).

Notre choix s’est porté sur le Marrube blanc ou Marrubium vulgare qui est une source
tres riche en tanins et flavonoides que 1’on rencontre dans les feuilles. Elle est largement
utilisée dans le bassin meéditerranéen pour ses nombreuses vertus thérapeutiques (Boutlelis,
2014).

11.2.6. Marrubium vulgare
11.2.6.1. Systématique de la plante

Le Marrube vulgare est une plante, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux
appliqués, a feuilles petites en coin a la base et portant quelque dents au sommet, fleurs en
petites glomérules a 1’aisselle des paires de feuilles, corolle petite par apport au calice
tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en formant autour

du fruit une auréole membraneuse (Ozenda, 2004).
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Collagéne 11

Figure 4 : Espéce Marrubium vulgare

Selon Judd et al., (2002) la position systématique de 1’espéce Marrubium vulgare est :

Embranchement
Classe
Sous-classe
Ordre

Famille

Genre

Espece

Angiosperme
Eudicotylédones
Gamopétale
Lamiales
Lamiacées
Marrubium
Vulgar

11.2.6.2. Utilisation traditionnelle de la Marrubie:
La plante de Marrubie a plusieurs utilisation traditionnelle tel que: le traitement de la

perte d’appétit, traitement de toux, elle est employée contre le diabéte, les infections des voies
respiratoires et les troubles de la sécrétion biliaire, les affections bronchiques aigués bénignes

et les rhumes (Boutlelis, 2014).
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I11. Matériel et méthodes

111.1. Matériels

I11.1.1. la matiére premiere
I11.1.1.1. Le cartilage de poulet

L’étude a été effectuée sur le sternale cartilage de poulet qui a été obtenu a partir
des boucheries de la wilaya de Bordj Bou Arreridj, puis congelé jusqu’a son utilisation.

Figure 5 : Cartilage de poulet.
111.1.1.2. La plante

La plante Marrubie a été récoltée le mois d’avril de la région de Bordj Bou
Acrreridj.

Figure 6: le Marrube blanc
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111.1.2. Les animaux

Notre étude a été réalisée sur 15 rats Albinos femelle de souche Wistar, du poids
2219 * 23.88. Ces animaux ont été procurés aupres de 1’Institut Pasteur d’ Alger (kouba).
Les animaux ont bénéficiés d’une période d’adaptation de Imois avant leur utilisation
dans I’animalerie du département des sciences de la nature et de la vie université de Bordj
Bou Arreridj. Les animaux ont été logés dans des cages avec acces libre a I’alimentation
(croquette provenant de la société de production des aliments d’animaux, Groupe
Avicode El-Kseur Bejaia) et 1’eau, sont mis dans des conditions standards a une

température de 20°C + 2, avec un cycle lumiére /obscurité 12/12.

Figure 7 : Les rats Albinos Wistar

111.1.3. Les produits et les réactifs

- Adjuvant complet de Freund’s qui contient Mycobacterium tuberculosis tuée par la
chaleur, et adjuvant incomplet de Freund’s, Pepsine, Bleu Brilliant de Coomassie, BSA,
acide acétique, les boudins de dialyse ces produits proviennent de Sigma (Allemagne).

- Isopropyle alcool, Acide formique, EDTA (Biochem Chemopharma).

- Tris (CHIM-OZA)

111.2. Méthodes
111.2.1. La purification du collagene type Il

La purification du collagene est effectuee selon la méthode de Edward et

al.,(1996) avec quelque modifications, elle contient plusieurs étapes
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111.2.1.1. La premiére étape

Apreés la récolte de cartilage a partir des boucheries de la wilaya de Bordj
Bou Arreridj, le cartilage a été congelé jusqu’a son utilisation.

100 g de cartilage a été rincé par 1’eau distillé, puis le cartilage a été lavé
une deuxiéme 2 fois par l'isopropyle I'alcool (70%) pour le désinfecter. Un scalpel est
utilisé pour la dissection et I'excision des impuretés. Puis I’isopropyle a été éliminé par
I’eau distillé. Le cartilage est identifiable comme, un tissu ferme, élastique et translucide
qui est facilement découpé en tranches. Les tissus non cartilagineux sont durs, blancs, non
élastiques, et plus difficiles a couper. Aprés la désinfection, le cartilage est mis dans une
solution de Tris Hcl de 50mM contenant 1M de NaCl, et on a incubé durant une nuit a
4°C.

Apres 12h, le périchondre a été éliminé (le périchondre est potentiellement riche en

collagéne type 1), le périchondre restant est facilement enlevé du sternum a la main.

Figure 8 : Le périchondre

111.2.1.2. La deuxieme étape

Apres que le périchondre a éte enlevé, le cartilage a été rincé par I’eau distillé pour
éliminer tous les impuretés. A I’aide d’un scalpel le cartilage est coupé en morceaux de 5
mm pour faciliter le broyage, ensuite ces morceaux ont été haches par un mélangeur de
nourriture en ajoutant des morceaux de glaces pour garder la température inférieur a 4°C.
L’exces en eau a été éliminé par la centrifugation dans des flacons en plastique de 50ml
de centrifugeuse (SIGMA 2-6E) pendant 30 minutes a 3900 rpm, a 4°C.
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Le cartilage hacher a été mis avec 1L de Tris-HCI (NaCl 1M) par 100 gramme de
cartilage haché pendent une nuit a 4°C. Le but de cette étape est 1’élimination du
protéoglycane par centrifugation & 3900 rpm pendant 20 minute. L’opération a été
répétée 3 fois on ajoutant 10 a 15 ml d’eau distillée par gramme de cartilage hache.

Figure 9 :le cartilage rassemblé

111.2.1.3. La troisieme étape

La digestion du cartilage est effectuée par la pepsine dans 1’acide acétique 0.5M de
pH 2.8,la solution a été agitée pendant 48h a 4°C.
111.2.1.4. La quatrieme étape

Le collagene 11 soluble a été séparé du résidu de cartilage par une centrifugation
dans des flacons a 3900 rpm pendant 30 minutes a 4°C. Le surnagent contient le

collagéne 11 soluble et le culot qui posséde des résidus non solubles qui ont été éliminés.

Figure 10 :le Cll soluble et les résidus non solubles
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111.2.1.5. La cinquieme étape

Le surnageant qui a été obtenu dans 1’étape précédente a été mélangé avec 5M de
NaCl (qui a été ajouté goute a goute au surnageant sur une période de 30 a 45 minutes
pour obtenir une concentration finale de 0.8 M) permettant au collagene de précipiter
pendant 24 heures a 4°C. Apres 24h, une centrifugation a été faite dans des flacons de 50
ml & 3900 rpm pendant 20 minute, pour éliminer les impuretés qui restent dans la
solution, puis le précipite est récupéré et le NaCl et I’eau ont été élimines.

Le précipité obtenu a été dissoudre dans 100 mM d'acide acétique en agitant durant
une nuit a 4°C .La solution obtenue a été centrifugée pendant 20 minutes a 3900 rmp,
pour enlever n'importe quelle matiere insoluble, puis le surnageant a été récupéré. Le
collagéne obtenu a été solubilisé dans 200 ml d’acide acétique de 0.1M pendant une nuit
a4°C.

111.2.1.6. La sixiéeme étape

La dialyse correspond & une diffusion passive des molécules a travers une
membrane de dialyse. Cette derniere peut étre assimilée a une surface percée de pores de
tailles régulieres. Elle se comporte vis a vis des solutés comme un tamis moléculaire : les
molécules de taille inférieure aux pores passent a travers la membrane alors que les
molécules de taille supérieure aux pores sont bloquées par la membrane.

Les boudins ont été remplis par la solution du collagene 11, ont été immergés dans
une solution hypotonique contient 10mM de Na,HPO,, durant une nuit a 4°c. Chaque 24

heurs il faut changer la solution de Na,HPOQ,.

Figure 11 : les boudins de dialyse
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Les boudins ont été vidés dans un récipient et ont été rincé par 1’acide acétique pour
enlever le collagéne Il restant dans les parois; ensuit le collagéne a été lavé de toute
molécule rester en ajoutant 200ml de Na;HPO, au récipient. La solution a été
centrifugée, le culot a été récupéré et le surnageant a été jeté. Ensuite le culot est
solubilisé dans 100mM de I’acide acétique (pour récupérer le collagene et éliminer toutes
matieres insoluble).

La solution de collagéne a été centrifugée, puis le culot a été éliminé et le
surnageant a été préservé.

La dialyse est refaite une deuxieme fois contre I’acide acétique 0.1M. Les boudins
de dialyse ont été vides dans un flacon, puis les boudins ont été rincés avec I’acide
acetique pour récupérer le reste du collagene.

La solution de collagene a été concentrée en utilisant un polymeére (polyéthylene glycol)

qui adsorbe les molécules d’eau.

Figure 12 : le collagene final
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111.2.2. Analyse du collagene
111.2.2.1. Le spectre d’absorbance en UV-Visible

Le collagene obtenu a été analysé par le spectrophotométre UV-Visible pour
déterminer la longueur d’onde d’absorption maximale (A max), ainsi que la présence ou

I’absence des impuretés dans la solution du collagene type II.

111.2.2.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont
généralement des méthodes spectrophotométriques . Le choix dépend des besoins et des
caractéristiques recherchées: fiabilité, sensibilité, rapidité, taille des échantillons,
possibilité de récupérer I'échantillon aprés dosage, présence de substances
Interférentes dans I'échantillon. Nous avons choisi la méthode de Bradford pour le

dosage des protéines.

111.2.2.2.1. Principe

Bradford et al,(1976) ont développés une méthodes basée sur 1’absorbance du
colorant bleu brillant de Coomassie (CBB) G-250,c’est une méthode colorimétrique, basé
sur le changement d’absorbance(la mesure se faite a 595 nm), se manifestant par le
changement de la couleur de CBB apres liaison avec les acide aminés basique(arginine,
histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans les
protéines. La forme anionique (liée) du colorant est bleue et possede un spectre
d’absorption maximale estimé historiquement a 595 nm. La forme cationique (libres) du
colorant sont rouges et marron, absorbance a 465-470 nm. Le changement d’absorbance
est proportionnel a la quantité de colorant lié, indiquant donc la concentration en

protéines dans 1’échantillon.

111.2.2.2.2. La Préparation d’une gamme d’étalonnage

4mg de BSA (protéine standard) a été dissoudre dans 4ml d’eau distillée soit une
solution mere avec une concentration 1mg /1ml.

A partir de cette solution, on a préparé 5 solutions étalons filles de concentration de
0.3 a Img/ml. Le volume total (BSA+ tampon) doit étre 100uL dans tous les tubes.
100uL de I’échantillon sont mis en présence 5 ml de réactif de Bradford, et aussi 0.1ml

du collagene + 5ml de bleu de coomassie.
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Chaque concentration de la gamme d’étalonnage et de 1’échantillon sont mis en

triplicata, I’absorbance a été mesurée a 595 nm contre le blanc .

Tableau Il : gamme d’étalonnage

1 2 3 4 5
BSA 30 40 60 90 100
Eau distiller 70 60 40 10 0
Concentration 0.3 0.4 0.6 0.9 1
mg/ml

111.2.2.3.La détermination de la pureté du collagéne par I’électrophorése
SDS-PAGE

Electrophorése SDS-PAGE repose comme toutes techniques électrophorétique, sur
la separation des molécules chargées dans un champ électrique. Une cuve a
électrophorese est reliée a deux bornes une cathode (-) et une anode (+) alimentées par un
générateur électrique : les molécules que 1’on intercale dans ce champ migreront, selon
leur charge, vers le péle complémentaire.

La particularité de la SDS-PAGE est de soumettre les échantillons protéiques a
un prétraitement dénaturant. Les protéines sont soumises a 1’action de deux composeés, le
B mercaptoéthanol est le composé qui exerce une action dénaturante sur les protéines
oligomériques en rompant les ponts disulfures ce qui désorganise leur structure
tridimensionnelle, et le SDS c’est un composé capable de venir se fixer sur la périphérie
des chaines de protéines tout en leur conférant une charge négative. Les protéines
recouvertes par le SDS auront donc toute une charge négative. Influencées ainsi par le
SDS, elles migreront donc toutes vers 1’anode (+), la charge réelle des protéines n’est
donc plus mise en jeu et donc seule leur masse moléculaire influencera leur migration.

Le CII est analyse en SDS-PAGE. Le gel est prépare selon la méthode de
laemmli (1970). Nous avons utilisé un gel de concentration 5% et un gel de

séparation 7 %.
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Figure 13: Electrophorése (FISHER Scientific)

111.2.2.3.1. Préparation des gels

Les différentes compositions de gel d’électrophorése sont représentées dans le
Tableau 3

Tableau I11: Composition de gel d’électrophorese

Solutions méres Gel de concentration | Gel de séparation 7%
5%
Solution 1.7 mi 2.38ml
d’acrylamide/bisacrylamide
30%
Tampon tris-HCL 2,5 (pH 6,8) 2,5 (pH 8,8)

Eau distillée 57 ml 3,4 ml
SDS 10% (ul) 100 100
TEMED (pl) 10 15
persulfate d'ammonium 10%(ul) 100 100

Apres le coulage du gel de séparation, un espace supérieur d’environ de 1 a 1.5 cm
a été laissé pour mettre le gel de concentration. Une quantité (1-2 ml) de I’eau distillée a
été ajoutée juste apres, pour que le haut du gel soit horizontal, le gel de séparation ne
s’oxyde pas et aussi pour que le gel de séparation se mélange facilement avec le gel de
concentration. Aprées polymeérisation du gel, 1’eau a été débarrassée par le papier filtre, le
gel de concentration a été coulé et un peigne a été mis pour former des puis dedans.
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111.2.2.3.2. Solubilisation des échantillons et migration :

Préparation des échantillons : Les échantillons ont été préparés par le tampon
d’échantillon (100 pl de chaque solution est mélangé & 100 pl de tampon d’échantillon)
puis chauffés a 100 °C pendant 10 minutes. Les dépdts sont réalisés a 1’aide d’une
seringue Hamilton.

Tableau 1V : Tampon d’échantillon

Tris-HCL (ph 6,8) 1,25 ml
Glycérol 2,5 ml
bleu de bromophenol 0,5% 0,29
SDS 10% 2ml

111.2.2.3.3. La migration
Une pré-électrophorese a été conduit 10 a 15 mA a température du laboratoire (1h).
Apres cette pré-électrophorese, les échantillons ont été déposés avec des volumes de 15
pl /puits. La migration a été effectuée par le tampon d’électrophorése, au début
I’application d’un courant électrique de 10 mA jusqu'a la pénétration des protéines dans
le gel de séparation ’ampérage a été ensuite augmenté jusqu'a 30 - 60 mA.
111.2.2.3.4. Coloration des gels
Une fois la migration achevée, le gel a été démoulé et coloré. Apres au moins une
heure de coloration, de compositions :
o bleu de Coomassie R 250 :1g
o d'acide acetique : 50 ml
o méthanol : 225
o d'eau distillée : 225 ml
111.2.2.3.5. Décoloration des gels :
Les gels sont ensuite décolorés jusqu'a parfaite transparence dans un mélange

d’acide acétique (75ml) et ’eau (925ml)

25



Chapitre 111 Matériels et méthodes

111.2.3. L’activité arthritogene du collagene

Le CII peut provoquer une inflammation chronique chez le rat semblable a I’arthrite
rhumatoide chez I’homme.

Pour tester I’activité biologique (arthritogéne) du CIlI qui a été purifié a partir de
sternal cartilage de poulet, nous avons administré le collagéne aux rats par voie
intradermique.

Les rats ont été répartis en 2 groupes, groupes arthritique qui contient 10 rats, et un
groupe témoin qui contient 5 rats.

L'arthrite a était induite chez les rats Albinos Wistar selon la méthode de Trentham
et al.,(1977);Christina et al.,(2008), avec quelques modifications.
111.2.3.1. La provocation de I’arthrite

100 pl de collagéne type Il de concentration 3 mg/ml a été émulsifié avec 100 pl
de ACF (adjuvant complet de freund), le mélange a été administré par voie intradermique
a la base de la queue et 4 points différentes du dos des rats.

Aprés 7 jours de la 1%® immunisation 100 pl de collagéne Il de concentration 2

mg/ml a été émulsifié avec 100 ul de AICF (adjuvant incomplet de freund) (Figure 9).

Figure 14: Administration intradermique

111.2.3.2. Evaluation des signes cliniques de I’arthrite
Les signes cliniques de I'arthrite, ainsi que leur sévérité sont évalués, selon un score
d’échelle de 0-4 avec les criteres suivants:
0: Aucune preuve de rougeur et / ou de gonflement.
1: Rougeur avec peu ou pas de gonflement de la patte.
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2: Gonflement et/ou rougeur principalement jusqu'a le Métatarse.
3: Gonflement de I'ensemble de la patte et une rougeur des régions de la cheville.
4: Gonflement maximale de la patte et une rougeur impliquant la cheville, les régions du
métatarse et du tarse.

Un rat qui a montré un score de 1 ou plus est considéré comme arthritique, le score
arthritique de chaque rat est exprimé par la somme des scores partiels (score de chaque

patte individuelle) avec un score maximum possible de 16.

111.2.3.2.1. Le poids corporel
Le poids des rats a été mesuré dés le 1% jour de I'expérience (répartition des rats),
jusqua la fin de I'étude, afin de déterminer la quantité de collagene, nécessaires a

administrer aux animaux et de controler les changements de leurs poids Corporel.

111.2.3.2.2. Examen sanguin

Afin de déterminer les marqueurs sérique de I’inflammation des examens sanguin
sont effectués.
111.2.3.2.2.1. Le prélevement du sang

De nombreuses techniques de prélevement sanguin sont décrites chez les rats. Le
choix de la technique dépend des différents criteres (Kraus et al., 1980). Apres 21 jours
de l'induction de l'arthrite le sang a été prélevé par des tubes capillaires a partir des
sinus rétro-orbital aprés 1’anesthésie avec 1’éther (figure 10). Le sang est récupéré et
recueillir dans des tubes EDTA (Acide éthylene diamine tétraacétique) pour I'analyse des

parametres hématologiques (VS, NGB) .

Figure 15 : Prélévement du sang a partir de la veine de sinus rétro-orbital.
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111.2.3.2.2.1.1. La vitesse de sédimentation des globules rouges

La détermination de la vitesse de sédimentation des globules rouges repose sur le
principe du sang rendu incoagulable, les globules rouges sédimentent spontanément avec
une certaine vitesse. La hauteur de la colonne de plasma au dessus de la couche de
globules rouges mesurée en mm représente la vitesse de sédimentation (Philippe ., 2005)
L'accroissement de la vitesse indique la présence de lI'inflammation (Pebret, 2003).
La vitesse de sédimentation a été mesurée apres 21 jours de I’induction de I’arthrite pour
les rats arthritiques et les rats témoins, aprés que le sang a été introduit dans des tubes
capillaires, ces tubes sont maintenus en position verticale. La VS est calculée apres 1 h et

confirmée apres 2h, et les résultats sont exprimés en mm/h.

111.2.3.2.2.1.2. L'hémogramme FNS (La formule numération sanguine)

L'hémogramme, est une étude quantitative et qualitative des différents éléments
cellulaires du sang :les globules blancs (ou leucocytes), les globules rouges (ou hématies)
et les plaquettes sanguines. La numération formule sanguine est un test de dépistage et
de diagnostic de nombreuses affections et maladies

Les échantillons du sang prélevé sont mis dans des tubes EDTA ensuite le
dénombrement des Leucocytes a été mesuré par un automate (ABACUS 3).

I11.2.4.Le traitement de I’arthrite par la plante Marrubie

111.2.4.1. Extraction de la plante Marrubie

L’extraction de la plante Marrubie a été réalisée selon la méthode de Markham
(1982) avec quelque modification: la macération en utilisant I'éthanol, 50g de la plante a
été mis dans le solvant (éthanol 50%) a température ambiante. Aprés 24 h les
suspensions sont filtrées pour obtenir le filtrat Apres récupération des filtrats, une
évaporation sous vide est réalisée a 45 C°, en utilisant un rotavapor (BUSHI R-215)
pour obtenir I'extrait brut de Marrubie (figurell), puis cet extrait est mis dans
I'étuve(Memmert) a 45C° jusqu'a I’obtention d’une poudre, ensuite I’extrait a été

conservé au réfrigérateur jusqu'a son utilisation.
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Figure 16: Filtration et Evaporation de Marrubie

111.2.4.2. Administration de I’extrais de Marrubie :

A partir de I'extrait de Marrubie, on a préparé avec I'eau physiologique des doses de
150mg de I’extrait de la plante Marrubie/kg du poids corporelle des rats. Les rats
arthritiques sont divisés en 2 groupes :

Un groupe traité : les rats ont recu par gavage 1ml de cette solution de dose 150mg/kg
chaque jours jusqu’a la fin de traitement (9 jours), et le 2™ groupe considéré comme
temoin (+)
111.2.4.3. Préléevement du sang

A la fin de I’étude, les échantillons du sang ont été prélevés a I’aide des tubes
capillaires. Le sang a été récupéré et recueillir dans des tubes EDTA pour l'analyse des

parameétres hématologiques (Nombre des GB).
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V. Résultats
IV.1. Rendement
Selon le procedé de Reddy et d'Enwemeka (1996), le rendement (%) du collagéne type

Il a été déterminé par la formule suivante : [le poids du collagéne type 11(0.217g)/le poids du

cartilage de poulet (60g)] x100.Le rendement de collagéne type Il obtenu a partir de sternal
cartilage de poulet est de 0,36%.

IV.2. La pureté
La pureté de collagene est évaluée par deux parametres :

¢ L’absorbance en UV
¢+ Le degré de la pureté de collagéne Il par SDS- PAGE
IV.2.1. Le spectre d’absorbance en UV

Le spectre d’absorbance en UV de I’échantillon de collagéne type Il a été mesuré en
utilisant le spectrophotomeétre (SHIMADZU UV-1800) sur une longueur d’onde entre 190-

400 nm, le spectre de balayage de collagéne Il obtenu est représenté dans la figure 17 :

Raryl collagensl pe - Riwaty

L1

W) g = H
190,00 228 250,00

Figure 17 : Spectre d’absorbance de collagéne II purifié

Le spectre de balayage a démontré une absorbance maximale a 228 nm, cette
absorbance correspondant au collagéne type Il. Le spectre de collagene Il était semblable au
collagene de référence (sigma), qui est représenté dans la figure 18 :
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Figure 18 : Spectre d’absorbance de collagene (sigma)

IV.2.2. Le degré de pureté de ClI par électrophorese (SDS -PAGE)

Le degré de pureté de CIll a été évalués par SDS-PAGE, les structures
électrophorétiques des collagénes ont été analysées selon la méthode de Laemmli
(1970).Le profile de SDS-PAGE est montré dans la figure 19 :

Sigma CI1I

Figure 19 : Profil électrophorétique de SDS-PAGE pour le ClI purifié et le collagéne

sigma.
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Selon les structures electrophorétiques, on a obtenu 5 bandes de CII purifié de sternal

cartilage, qui sont semblables aux bandes de collagéne de référence (sigma).

IV.3. Le dosage de taux des protéines
La quantité de collagéene est déterminée par le dosage de taux des protéines par la
méthode de Bradford, en utilisant le spectrophotometre UV-Visible .En réalisant une gamme

d’étalonnage par le BSA, la courbe d’étalonnage obtenu est présenté dans la figue 20 :
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Figure 20 : La courbe d’étalonnage selon la méthode de Bradford(1967)

La concentration de collagene a été calculé & partir de 1’équation de regression de la

courbe d’étalonnage de BSA est de : 1.36 mg/ml de protéine du collagene.

IV.4. L’activité biologique de collagéne

Immunisation avec le collagene type Il émulsifié avec ACF aux rats conduit a
provoquer une arthrite sévere qui donne une réponse auto-immune. L'arthrite s'est développé
rapidement chez les rats aprés I’injection, la sévérité de 1’arthrite a été déterminée par,
I’arthritique score, le changement des poids corporels et le nombre des pattes

arthritiques.

IV.4.1. Incidence de I’arthrite :
Aprés 20 jours de la 1°® immunisation avec le collagéne 1, on a constaté que 90% des

rats testés ont montrés des signes de 1’arthrite.
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IV.4.2. Les signes cliniques de I’arthrite
La sévérité de l'arthrite a été évaluée sur un échelle de score 0-4(normale 0=,

maximum 4=).
Apres 14 jours de la 1% immunisation chez les rats par le Cll, I’apparition des

signes cliniques (gonflement et/ou rougeurs des pattes) ont été observé, ces signes sont

montrés dans la figure 21 :

Score 4

Figure 21: Les signes cliniques observés apres le 14éme jour de I’induction de 1’arthrite
par le CII.

e
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IV.4.3. L arthritique score
L’évaluation de I’arthrite est déterminée par I’arthritique score. Nous avons observé
une augmentation progressive de Iarthritique score dans le groupe arthritique aprés le 14°™

jours de la 1% administration figure 22 :

3,5

2,5
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Figure 22: Evaluation de la sevérité de I’arthrite

IV.4.4. Evaluation du poids des rats
Le poids des rats arthritiques et les témoins a été suivi avant et aprés 1’expérience, les

variations de leurs poids sont montrés dans la figure 23:

235
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210
205 -
200 -
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d'expérience)

Arthritiques Témoins
Groupes

Figure 23: Variation du poids corporel des rats avant et aprés 1’induction de ’arthrite
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Une perte du poids a été observée chez les rats arthritiques aprés 21 jours de la 1°
immunisation, par contre les rats témoins ont montré une augmentation du poids corporel a
la fin d’expérience.

IV.4.5. Nombre des pattes arthritiques

Le nombre des pattes atteints par 1’arthrite est un élément important pour 1’évaluation de
la sévérité de Iarthrite. L'CIA est détectable vers le 14°™ jour sur les pattes inférieur et
supérieures, se traduisant par un gonflement et érythéme des pattes ou fluxion des chevilles.
L'atteinte débute vers le 14°™ jours (1°® immunisation) et commence a augmenté avec le
temps. On a constaté que le nombre des pattes arthritiqgue augmente avec le temps et atteint

jusqu’a 3,2.figure 24 :
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Figure 24 : Nombre des pattes arthritiques dans le groupe arthritique.

1V.4.2. Examen sanguin

IV.4.2.1. La vitesse de sédimentation

Le dosage sanguin permet également d'estimer l'intensité de I'inflammation retrouvée au
cours de l’arthrite et d'en surveiller I'évolution. La VS est mesuré aprés 21 jours de
I’administration de CIl. On remarque que la VS chez le groupe arthritique plus élevés que le

groupe témoin figure 25 :
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0,25

groupe arthritique groupe tmoin
Groupes

Figure 25 : VS aprés 21 jours de I’administration de CII

1V.4.2.6. Nombre des GB

Le nombre des globules blanc est également mesuré en cas d’inflammation, on a trouve
aprés 1’examen que le nombre des globules blancs était 2,01 x10%1 pour le groupe arthritique

et 1,61 x10%I pour le groupe arthritique. figure 26 :

2,5

1,5 -

M Taux de GB
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G Arthritique G Tmoin
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Figure 26 : Nombre des globules blancs des groupes arthritiques et témoins

IV.5. Effet curatifs de I’extrait éthanolique de Marrubie
IV.5.1. Score de I’arthrite

Le traitement par I’extrait de marrubie (150 mg / kg) commencant aprés 29 jours de la

1% immunisation. on a remarqué qu’il y @ un changement des signes de I’arthrite (une
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diminution de gonflement et rougeurs des pattes dans le groupe traité par apport au témoin
(Positif)

Au début du traitement le score arthritique dans le groupe traité et témoin(+) était : 8.2
et 8.3 respectivement, le score de I’arthrite dans le dernier jour du traitement était 4.2 pour le
groupe traité et 7 pour le groupe témoin (+), la progression de la maladie est nettement

supprimée .figure 27 :
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Figure 27: Evaluation de traitement de la plante Marrubie

IVV.5.2. Examen sanguin
L’administration de I’extrait de Marrubie dans le groupe traité a diminué
I’inflammation qui résulte une diminution du nombre du GB.

1VV.5.2.1. Nombre des GB

L’extrait de la plante a corrigé les signes cliniques de I’athrite chez le groupe traité en

diminuant le nombre de globules blancs. figure 23 :

37



Chapitre IV

Résultats et discutions
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Figure 28: Le nombre des GB des groupes traités et témoins positif
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IV. Discussion

Le collagéne type Il est un composant principal de la matrice extracellulaire du cartilage
(Poole et al., 2005), il fournit au cartilage sa résistance a la traction (Aubert-Foucher et al.,
2014). Le collagéne type Il avec sa structure moléculaire spécifique a été largement utilisé
dans les produits alimentaires, pharmaceutiques, cosmétique en raison de son excellente
biocompatibilité et la biodégradabilité (Cao et al., 2013).

La purification du collagene type 1l a partir de sternale cartilage de poulet a donné un
rendement de 1’ordre de 0.36% du collagene type I1.

Selon Edward et al (1996) le rendement de purification du CII varie considérablement
avec les espéces et la source du tissu, généralement 1% a 3% du poids initial de cartilage
peuvent étre récupeérés en tant que CII.

Le spectre de balayage UV-Visible (entre190-400 nm)du CII montre une
absorbance maximale & 228 nanometre. Dans la présente étude, le CIl a montré une
absence totale d'absorbance entre 260- 280 nanometre. C'était dii & un bas contenu de tyrosine
(2-8 résidus par 1000 résidus), qui absorbe la lumiére UV a 280 nanométre, cette absence
indique I’absence aussi d’autres protéines. L’absence d'absorption & 280 nanométre indique la
pureté du collagene et de 'efficacité d’élimination de protéine non collagéneux, ceci indique
a efficacité proportionnée des procédés d'isolement de collagéne. La comparaison entre le
pique obtenu de CIlI avec le pique sigma, on constate qu’il ya une ressemblance
entre les 2 piques. Aprés comparaison avec le collagene de sigma et I’absence des piques a
280 nm en confirmant que le collagéne Il purifié est pure. En comparaison avec 1’étude de
Jeevithana et al (2014) dont le CIl a été mesuré sur une longueur d’onde entre
190-400nm , le spectre a montré une absorbance maximale a 237.7

L'électrophorése SDS-PAGE sur le gel de polyacrylamide a été effectuée pour la
détermination de la pureté du collagéne type IlI, Le CIlI purifié a montré 5 bandes
semblables au collagene de reférence (sigma).

Des rats Albinos wistar ont été immunisés par un méme volume de CIl émulsifié avec
ACF et AIF par une administration intradermique au niveau de la queue. L’incidence de
I’arthrite était 90% des rats utilisés ont montré des signes de I’arthrite c'est-a-dire le

collagene obtenu a une activité arthritogene.
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Les rats ont été également surveillés par le score de 1’arthrite basé sur un
systeme de notation de 0-4, un systemes de mesure permettent de suivre I'évolution de
I’arthrite et permet de mesurer la progression de la maladie ou I'effet d'un traitement.

Aprés 1’apparition des signes arthritiques, rougeur et gonflements des pattes, une perte
de poids et une augmentation de score de I’arthrite commence aprés le 14°™ jour de la
premiére administration du CIl (I’apparition de I’arthrite), on peut dire que I’arthrite est la

cause de la perte du poids.

Il est utile au moment de faire une prise de sang a la fin d’expérience (la provocation de
I’arthrite), pour suivre I’arthrite afin de confirmer le diagnostic de la maladie. On effectuant
un dosage sanguin de VS et nombre des globules blancs. Le nombre des GB et de VS est
plus élevé chez le groupe arthritique par apport au groupe témoin. Un nombre élevé de
globules blancs indique que le corps est en train de lutter contre une inflammation, et parmi
les causes de I’augmentation de la VS est I’inflammation chronique et la présence d’une
maladie autoimmune, la tendance a la formation d’amas, consécutive a ces mécanismes,
conduit a une accélération de la sédimentation. La vitesse de sédimentation utilisé comme
marqueur de I’inflammation, de I’'importance de la réaction en phase aigué

Le systeme immunitaire ne reconnait plus le Collagéne de soi et non soi et réagit
comme étant un corps étranger. Cette erreur d'identification pousse le systeme immunitaire a
s'attaquer aux tissus et articulations, causant les signes d’arthrite (gonflement des pattes et
rougeur des chevilles)

Le traitement de la maladie par I'extrait de marrubie (150 mg / kg) commengcant apres
29 jours de l'induction de l'arthrite (la 1°¢ immunisation) , les signe clinique de I’arthrite a été
diminué chez le groupe traité par apport au groupe témoin (+)

Nous avons remarqué que le gonflement et les rougeurs des pattes de groupe traité est
diminué par apport au témoin positif apres le début de traitement, en revanche le score
arthritique de groupe traité a été abaissé dans la période de traitement pour le groupe traité par
apport au temoin (+) , ce qui indiquent que I’extrait de marrube a un effet antiarthritique .

Nous avons observé que pour le groupe traité le nombre des GB est moin chez le
groupe artritique que le témoin positif , alors on peut dire que I’extrait de marrubie a un effet
sur la diminution les signes clinique de la maladie, et qui résulte & une diminution de

nombre des GB. Ces résultats montrent que I’extrait de marrubie a un effet anti-arthritique.
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Conclusion

Conclusion

Les suppléments alimentaires sont des sources concentrées de nutriments (vitamines,
minéraux,et aussi des substance d’origine animale comme le collagéne). Le collagéne est une
protéine fibrillaire essentielle dans la constitution du tissu conjonctif et permettant une
certaine résistance et 1’¢lasticité des tissus. Le collagéne type 11 (ClI) est un type essentiel du
collagene,se retrouve essentiellement dans le cartilage, il est largement utilisé dans les
produits alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.

Cette etude, portée sur la purification du ClI a partir de sternal cartilage de poulet, on a
obtenu un rendement de purification de 1’ordre de 0,36% .

Pour tester I’activité biologique de CII purifié ,des rats Albino Wister ont été immunisé
par le collagene émulsifié avec ACF et AIF,90% des animaux ont montré les signes de
I’inflammation(gonflement et rougeurs des pattes),ce qui confirme 1’activité arthritogéne du
Cll purifie.

Le traitement par I'extrait éthanolique de la plante marrubie a montré une diminution
des signes d’inflammation chez les rats arthritiques(arthritique score et NGB),ce qui assure
que I’extrait de marrubie a un effet antiarthritique.

Malgreé que les résultats de cette étude sont encourageantes, mais il faut faire des études
ultérieurs impliquant :

Pour prouver I’efficacité des méthodes de purification il faut analyser le collagéne type
Il obtenu par : infrarouge ,et HPLC

Pour tester 1’activité biologique du collagene il faut :

o Dosage anticorps-anti collagéne
o Dosage des cytokines pro-inflammatoire(IL;, ILs, TNFa )
o Faire des coupes histologique pour voir la dégradation du cartilage et I’os

Tester I’activité collagene II comme un médicament contre 1’arthrite.

Le traitement par la plante Marrubie est une étude préliminaire, il faut refaire cette
étude avec un nombre suffisant des animaux, ainsi que 1’utilisation des différentes doses de la

plante, et aussi 1’utilisation d’un médicament de référence anti-arthritique.
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Guide
Pratique

Mode opératoire /Enregistrement

Purification du collagene
I
Etape 1 : élimination du collagene |

Mode opératoire :

dans un bécher ’ d’alcool 70 %

[ Peser 100 g de cartilage ] Rincer Isopropyle

\ Placer )
Y

Dans la solution
Tris Hcl 50 mM

l

Mélanger avec
1 M Nacl

l

Incorporer pendant une
nuit

l

Enlever la couche fine

(Collageéne 1)




Mode opératoire /Enregistrement

Guide Purlflcatlonltlju collagéne

Pratique e
g Etape 2 : élimination du proteoglucane

Mode opératoire :

Le cartilage obtenu Rincer avec I’eau Couper a I’aide d’un
—_— distillée =—> | scalpel on morceaux

!

. . Broyer a I’aide d’un
o Centrifugation
Pour éliminer 1’eau broyeur avec des

Etape 1

- morceaux de glace
(4°C)

— _/
~

Placer

Dans la solution Tris
NaclpH=7,2
1M

l Centrifuger
[ Incorporer pendant une —_— Enlever le surnage ]

nuit l

Rincer avec ’eau
distillée

|

Centrifuger 3 fois ajoutées 15
ml d’eau distillée chaque fois
pour 1g de cartilage




Mode opératoire /Enregistrement

Guide Purlflcatlonltlju collagéne

Pratique
a Etape 3 :

Mode opératoire :

Peser 3,5 g de 059 Ajouter I’acide
pepsine > d’acide =—> | formique 70 %
acetique

.......................................... .

Jusqu’a un
pH=2,8

[ Compléter le volume a 1500 ml avec }

I’eau distillée

Y

Dans un bécher ajouter cette
solution au cartilage

l

[ Meétre au réfrigérateur avec }

agitation (4°C 48h)

Etape 4 :

Centrifuger le Récupérer le surnage
cartilage — collagéne 11




Mode opératoire /Enregistrement

Guide Purlflcatlonltlju collagéne

Pratique
a Etape 5:

Mode opératoire :

92.8 ml de Verser la solution
250 ml eau
s chlorure de —_— (5 M) dans une
distillée . .
sodium [Nacl] pipette
Ajouter goutte a goutte la
solution au collagene récupérer
\ J

Y

Incorporer pendant une
nuit

!

[ Centrifuger le mélange ]

!

Récupérer le culot ]

!

[ Ajouter 200 ml acide acétique ]

!

Incorporer pendant une
nuit

4



Mode opératoire /Enregistrement

Purification du collagene
I
Etape 6:

Guide
Pratique

Mode opératoire :

Le collagene Remplir Les boudins
obtenu . d’analyse préparée
.
La so_lution Dissoudre Meétre dans un bécher la
hypotonique Na, "N [ 1 1 d’eau distillée ] =3 | solution hypotonique avec
Hpo, 3.58 ¢ les boudins
r -
Métre au réfrigérateur Changer la Meétre au réfrigérateur
avec agitation (4°C 24h) | €= solution €« avec agitation (4°C 24h)
hypotonique
.
g Il I d
Le collagene + 200 ml de Centrifuger le A I
) . —_— Récupérer le culot
solution hypotonique mélange —_— P

) Y
[ 100 mM acide acétique ]

Eliminer le culot ] «— Centrifuger le P [Incorporer pendant une]

mélange nuit

Remplir Les boudins Meétre dans un bécher 7 ml d’eau
d’analyse préparée distillée + 8.7 ml acide acetique

| Récupérer le collagéne final

5




Guide
Pratique

Mode opératoire /Enregistrement

Collagene Il administre

1% immunisation

Rats Poids des rats (g) Collagéne Il administré (ul)
1 234 110
2 230 110
3 245 120
4 230 110
5 190 100
6 205 100
7 212 100
8 214 100
9 230 150
10 220 110

2™ immunisation
Rats Poids des rats (g) Collagene Il administré (ul)
1 230 115
2 186 93
3 226 113
4 228 114
5 220 110
6 210 105
7 215 108
8 226 113
9 235 118
10 208 104




Mode opératoire /Enregistrement

Guide

Pratique extraction a partir de plante Marrubie

Peser 50g de la Dissoudre 3 Le solvant
plante Marrubie (éthanol 50%)
Sous vide a 45 Placer Incuber a
C°, en utilisant —— température
un rotavapor ambiante 24 h

Filtrer les
suspensions
Extrait brut de
Marrubie

l Placer

L’étuve a 45C°

l

Jusqu’a I'obtention
d'une poudre

conservée au réfrigérateur jusqu'a son utilisation.




[Tapez le titre du document]

Résumé :

Les suppléments alimentaires sont des denrées alimentaires dont ils permettent de
prévenir ou de compenser les carences dans un régime alimentaire normal. Le collagene
représente qune source intéressante du complément alimentaire a cause de ces effets
bénéfiques sur la santé.

Le collagene est une protéine qui constitue la majorité des tissus de 1’organisme, parmi
les type de collagene on trouve un type largement répandu, il s’agit du collagene type 1l (CII).
Le CII fait former des fibrilles, ce réseau fibrillaire fournit la résistance a la traction du tissu
cartilagineux. 1l est largement utilisé dans les produits alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques.

Dans notre étude, on a purifié le Cll a partir du sternal cartilage du poulet qui est
également une bonne source du ClI ,avec un rendement de 0.36% .

La pureté de collagéne purifié a été testé par deux méthodes :

Une analyse spectroscopique : le spectre d’absorbance en UV-Visible a montré une
absorbance maximale de collagene a 228 nm qui était semblable au collagéne de référence
(sigma) ,et 1’électrophorése SDS-PAGE qui a montré des bandes de collagene Il similaire au
collagene de référence (sigma). Ces analyse ont prouvé que le CII est pure et efficace (activité
biologique).

Le CII a été administré aux rats pour tester son activité biologique, aprés 20 jours de la

1% immunisation 90% des rats ont montré des signes de Darthrite sembles a Darthrite

rhumatoide de I’€tre humain, se qui prouve que le CII est arthriogene
Le traitement de 1’arthrite par 1’extrait éthanolique de Marrubie avec une concentration
de 150mg /kg, a montré un abaissement des signes 1’arthrite (score de I’arthrite et NGB) se

qui confirme que la plante Marrubie a un effet anti-arthritique .

Les mots clés:

Les suplément alimentaires ,collagene type Il, I’adjuvant complet de Freund, adjuvant

incomplet de frend, I’arthrite rhumatoide ,extrait éthanolique de Marrubie ,
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Résumé

Les suppléments alimentaires sont des denrées alimentaires dont ils permettent de prévenir ou de
compenser les carences dans un régime alimentaire normal. Le collagéne est représente une source
intéressante du complément alimentaire a cause de ces effets bénéfiques sur la santé. Le collagéne est une
protéine qui constitue la majorité des tissus de 1’organisme, parmi les type de collagéne on trouve un type
largement répandu, il s’agit du collagéne type 11 (CII).

Le CII fait former des fibrilles, ce réseau fibrillaire fournit la résistance a la traction du tissu
cartilagineux. Il est largement utilisé dans les produits alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Dans
notre étude, on a purifié le CIl a partir du sternal cartilage du poulet qui est également une bonne source du
Cll ,avec un rendement de 0.36% .La pureté de collagene purifié a été testé par deux méthodes : Une analyse
spectroscopique : le spectre d’absorbance en UV-Visible a montré une absorbance maximale de collagene a
228 nm qui était semblable au collagéne de référence (sigma) ,et 1’électrophorése SDS-PAGE qui a montré
des bandes de collagéne Il similaire au collagene de référence (sigma). Ces analyse ont prouvé que le ClI est
pure et efficace (activité biologique).

Le CIl a été administré aux rats pour tester son activité biologique, aprés 20 jours de la 1®
immunisation 90% des rats ont montré des signes de I’arthrite sembles a I’arthrite rhumatoide de 1’étre
humain, se qui prouve que le CII est arthriogéne .Le traitement de ’arthrite par 1’extrait éthanolique de
Marrubie avec une concentration de 150mg /kg, a montré un abaissement des signes I’arthrite (score de

I’arthrite et NGB) se qui confirme que la plante Marrubie a un effet anti-arthritique .

Les mots clés:Les suplément alimentaires ,collagéne type I, I’adjuvant complet de Freund, adjuvant

incomplet de frend, I’arthrite rhumatoide ,extrait éthanolique de Marrubie .
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