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I- uction :

Le XIX™ siécle fut caractérisé par sa désaffection pour I’emploi des
simples végétaux et son effort pour isoler leur pnncipe actif, pour les obtenir méme
synthétiquement dans un certain nombre de cas, il s’ensuivit 1’oubli parfois

plantes d’une efficacité certaine, la multiplication a I’infini de drogue
chimique obtenues industriellement de spécialité toutes préparées qui réduisirent la
pharmacie au rang d’épicerie supérieure.

Cependant, on découvert les avitaminoses ou maladie de carence, qui
obligérent déja revenir aux fruits et légumes frais, aux aliments végétaux porteurs
des vitamines. On s’apergut également qui isoles, les principes des plantes regardés
comme actif sont plante elle-méme dans © = 1 _ ité, on du constater que la
médecine par les plantes restée dans ’usage populaire. [BELOUED, 1998]

Notre travail consiste a étudier I’évolution des protéines sériques des rats
traités par —— extrait brut des tanins, chéne-liége utilisé dans le traitement des
douleurs abc tes. Pour atteindre ces objectifs, nous r—- u-"sée les

techniquesde I’élc = ¢se leder tométre.
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II- Analyse bibliographique :
I1-1- Rappel sur le sang :
Le sang est cons :ré comr—" un tissu circulant ¢ -~ systéme clos. 1l est

constitué d’éléments figurés : le plasma et le sérum.

IT -1-1- Les constituants du sang :

II -1-1-1- Le plasma :

Il sert comme moyen de transport pour les molécules importantes tels que
le glucose, les lipides de base ainsi que le fer indispensable & la synthése
d’hémoglobine, et de nombreus hormones (hormone thyro™* —~-7).
[JAQUES, 1995]

Le plasma est constitué d’une solution aqueuse, des protéines formant la

majeure partie des hormones, et des substances minérales [JAQUES, 1995]

I1 -1-1-2- Le sérum :
1 constitue la partie liquide qui se sépare du sang aprés coagulation. Il est

de méme composition que le plasma mais sans fibrinogénes. [MIVEL et al, 1977]

I1-1-2- Les protéines sériques :
IT -1-2-1-la fraction albumine :

De poids moléculaire égal a 69000d, elle représente 55 a 60% de
’ensemble des protéines du plasma, et reste le constituant majeur des protéines
circulants.

Elle est une molécule relativement stable, composée de 564 amino-acides
répartis sur une seule chaine peptidique et la fonction thiol libre de la cysteine lui
confére une réactivité particuliére.[ VALDIGUIE ,1995]

Elle est la seule protéine dépourvue des glucides liés de fagon covalente et
sa demi-vie est de 20 jours. Elle est synthétisée par les cellules hépatiques (pro-

albumine), et son catabolisme parait se faire dans la plupart des tissus.

[VALDIGUIE ,1995]












ANALYSE B™" "DGRAPHIQUE

a)—La transferine ou siderophiline :

Elle est w P; "ol " ie de masse moléculaire égale a 80.000d, et contient
06% de . ucides. On la sépare aisément par I’eléctrophorese en gel d’amidon. Elle
est contient ess: iellement du fer, soit d —~ “O»mec- 7~ 1 par mo_.:u

yproteine. Son rodle le plus important est de fournir du fer a I’organisme, et en

plus des propriétés inhibitrices de la multiplication virale. [Louisot, 1989]

Elle est synthétisée dans le foie, et présente une variabilité gé~3tique soit
trois principaux phénotypes B.C.D. Le taux normal de fer sérique et de 1.4 m g/l
chez ’homme et de 1.1 mg/l chez la femme. Sa ¢ ni-vie est de 8 a 10 jours.

Le taux de transferine augmente dans la sideropenie et a la fin de grossesse

et diminue dans la nephrose. [LOUISOT, 1989]

II-1-2-5- Les y -globulines:
-« HERMAN et CIER (1970), ce sont de poids moléculaire de 150.000
a 200.000 d, elles sont formées de deux paires de chaines polypeptidiques légere et
lourde, et il est possible de définir cinq clone d’immunoglobuline: IgG, IgA, IgM,
IgD et IgE . Le taux sérique normal des y-globuhnes est de 7-15 g/L.
o IgG : 08 a 16 mg/ml chez les adultes et leur augmentation provoque les
syndromes inflammatoires cirrhoses et myélome a IgG.
e IgA: 01 a 04 mg/ml, dont I’augmentations provoque, les cirrhose et myélome a
IPIgA. ,
e IgM: 0.5 a 02 mg/ml, leur augmentation provoque la maladie de waldenstrom
parasitoses.
e IgD: 0 a 0.4 mg/ml, leur augmentation provoque le myélome a IgD et maladie
de wilson.
e IgE: 10 a 400 mg/ml, leur augmentation provoque !’allergie ( Asthme),

parasitose et my¢lome a IgE.



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

I1-1-3- Biosynthése des protéines :

La Biosynthese des protéines est I’ensemble des réactions par lesquelles les
acides aminés sont réunis les uns aux autres par des liaisons peptidiques, dans un
 lIre dicté par la séquen " : bases d>~ ARN messager, afin de former un
poly :ptide, ou une protéine. [BOREL et Al, (1997) In DEBBACHE,
BOUCHEMOUKHA, 2001]. Pour “‘re complet, la connaissance .
Biosynthése de protéines doit nous renseigner sur le mode de formation de la
liaison peptidique, sur les mécamsmes qu déterminent la succession des acides
amines caractéristiques de chaque protéine, sur les modification de la structure
primaire par des phosphorylation et des hydroxylations et sur I’ 'nt de la
structure secondaire, tertiaire et quaternaire.

Selon la méme source, le mécanisme proposé doit rendre compte de la
spécificité des protémes des diverses especes, des individus et méme des organes
d’un individu. IL s’agit de trouver comment se fait le choix entre le nombre
considérable de [ ssibilités d’ arrangement de 20 ~*“-s ~—inés pour aboutir aux
séqu ces spécifiques de chaque protéines. C’est le progrés de nos connaissance
sur les acides nucléiques qu a permis d’établir une conception cohérente de la

biosynthése des protéines.

I1-1-3-1- Mécanisme de la Biosynthése des protéines :

D’apres BOULANGER et al (1973). I’ensemble des mécanismes qui vont
conduire de I’ADN, porteur de I’information génétique aux protéines, se rassemble
facilement dans une séquence logique dont quelques termes sont maintenant
classiques.

¢ La transcription de ’ADN en ARN messager.

e .atraduction de I’ARN messager en protéines qui comportera :
- L’activation des amino-acides.
- Leur fixation sur les ARN transfert.

- L’ mitiationde la ' " e polypeptidique.





















III- Matériel et méthode :
I -1- Préparation de I’extrait L. _t de Tanins de chéne-liége :
Pour préparer I’extrait brut du Tanin de chéne liege on a procédé au séchage
et broyage de I’écorce, ensuite 100 g de cette matiére sont pesé et mis dans 300
d [ d N ’ I
concentré par le Rotavapeur. Cependant la solution n’a pas ét¢ totalement
évaporisée suite a une défection du Rotavapeur, alors le produit restant est celw

administré aux rats .

I11-2- Entretien et traitement des animaux :

Les animaux ont été traités par I’extrait brut du Tanin de la plante chéne-
liége. L’administration a été faite par voie orale. Les animaux qui ont servi pour
cette étude sont des rats Wistars femelles pesant 150 gr environ et sont répartis en
deux lots :

e Premier lot ; deux animaux témoins
e Deuxiéme lot : deux animaux traités par 1’extrait brut de tanin.

III -3- Prélévement du sang :

Pour une analyse biochimique qui consiste a un dosage des protéines
sériques, le sang est généralement prélevé au niveau de I’ceil ( sinus recto -orbital)
du rat par des tubes d’hematocrites secs, il est ensuite centrifugé a 4000 tour/mn
pendant 10 mn, le sérum ains: obtenu peut étre conserve a 20C°.

III-4-Dosage des protéines sériques :

-4-1- Dosage des protéines totales :

Quatorze tubes a essais ont été¢ préparé contenant chacun 2.5 ml de réactif
alcalin, le premier tube servant de blanc, le deuxiéme servant le standard ou 50 pl
d’étalon a 100 g/1 additionné au réactif alcalin, nous ajoutons pour les autres tubes
50 p I de sérum d’un rat correspondant.

Les tubes sont laissés 20 mn a température ambiante (20 — 25 C°)Les
densités optiques sont lues au spectrophotomeétre a 546 nm en réglant le zéro de

1”appareil sur le blanc.






]

E : Protéine sérique, on emploie tampon veronal de pH= 8,6 et de force
ionique : = 0,05 mol/l.. A ce pH. Toutes les fractions sont chargées

négativement et migrent vers I’anode.

b-Le champ éléctrique :

En éléctrophorése de zone, le déplacement d’une protéine dépend du champ
éléctrique, 1l doit étre maintenu constant durant la migration.
c-Les courants liquidienes : ‘-

IIs sont particubers a [’eléctrophorése sur support, la relation de la
mig tion ;

d =U x E x t n’est plus vérifiée, 1l existe 3 sortes de courants liquidiens :

(LTI

Couches fixes de charge négative

direction de

Migration des protéines -« - mi courant electroendosmose

E

x££ £+

/7—/ /7 y / 5/ / / / couche mobile de cha~~=s positives
upport

Couche mobile de charges positives

Support

E :le champ électrique , t:t s

Les protéines migrent dans la direction inverse du champ, donc le courant

d’electroendosmose s’oppose au déplacement des protéines.

15






Selon I’¢lectrophoregramme obtenu on peut déterminer les quantités de
chaque fraction protéiques a partir d’une lecture automatique dans le densitométre
qu trace la courbe des densités optiques obtenues pour chaque position de la
bande.

p ' estcalculé a partir du rapport de la surface de
- pic ¢ cet protéine sur la surface totale.

La bande d’electrophorése passe entre une source lumineuse et une cellule
photoeléctrique. La quantité de lum._.:> parvenant a celle-ci est inversement
proportionnelle a la quantité de colorant présente sur la bande.

On admet en premiére approximation que cette quantité de colorant est elle
méme rti  melle a 1a quantité de protéine présente. ~ 1 1" ' phot« " ctrique
( ou le dispositif plus modemne et plus sensible qui joue le méme role) débite un
courant électrique d’intensité proportionnelle au flux lumineux qu lwi parvient, ce
courant est amplifié, analysé par des composants éléctriques et traduit sous forme

d’un enregistrement graphique. C’est le graphique de la densité optique de la bande

o 1

en fon: on de la long o lex r-—1e groupe de protéines de charge
identique correspond a un pic. L’appareil mesure la surface de chaque pic et en
déduit le pourcentage ainsi que le taux des protéines totales. On peut en déduire la

quantité de chaque fraction en grammes par litre. [BOREL. J, 1. }4]

18















RESUL _\TS

b/ Evolution de la B globuline en fonction du temps :
La figure 7 montre que la  globuline est presque stable pendant les 48
1 imin jon,, 1t~ 1 ’ -
diminue jusqu’au 12.6 g/l.

Concentration des
protéines g/i A

20
15
———
10
5
24 48 72 Temps (heures)

Figure 07 : Evolution de la 3 globuline en fonction de temps

¢/ Evolution de ot1,0.2 et O en fonction du temps :

Les al,a2 et & sont nulles .

24
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V-Discussion :

Pour une détermination quantitatives des protéines sériques on applique la
méthode de 1’électrophorése qui est la meilleur méthode de séparation des
différents fractions protéiques sous | ’influence d’un courant électrique .

Les fractions protéiques par I’éléctrophorése sont quantitativement
ey T e

Le rapport : A/G = sérum albumine _ 1542

Sérum globuline

Les vanations pathologiques produisent une diminution, voire une inversion

de ce rapport .

* Par diminution des albumines : cirthose , hépatite , néphrose lipoidique

* Par une augmentation des globulines.

- o2 : maladie inflammatoire, rhumatisme .

- [ : diabéte , artériosclérose, cirrhose .

- 3 : curhose, m: adies infectieuses.

et’ mé : L 7sq la n ¢ passe 2~
lors du dysglobulinémies en particuliers .

Cette études a pour but de déterminer I’effet du tanin de chéne—liéges. Cette
plante utilisée en médecine traditionnelle .Sur les protéines sérique des rats. Pour
cette effet une ¢ ;e unique de D’extrait brut de tanin de ch__:-liége a été
administre aux rats femelle Wistar albinos .

Les controles sanguins ont été effectué réguliérement pendant la phase aigué
(24 4 72 heures).

Pendant la phase aigu€, on constate les modifications suivantes :

- Une augmentation de I’albumine pendant les premiers 24 heures puis il se
diminue dans les 48 heures suivantes .

- oy globuline est nul .

- o, globuline est nul .

25
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Meéthode de calcul
Le calcul des conc rations des protéur ; sériques a partir de leur

pourcentage densitometre.
- Pour calculer les concentrations des protéines sériques a partir de leur

pourcent~~=s issues des -aphes de sensitometre ,on utilise la reégle des trois
Exem; e
Le pourcer ._2¢e I'a
La concentration des protéines total : 93.2

932g — »100%

53,60g —» x
Donc : x = 53.60 x 100 = 37.50 %

3.20

- Pour cala 2r la moyenne x des concentration
Exemple :

o) eme

On prend 2 concentration de I’albumine correspondants au premiere et

rat :42,90g/1 , 54,30g/1

x= 42.90 +5430 = 53.60g/
2

28



e Abréviation

Tm :rat ~
Tr : rat traité
PT:protéines totales
LB: bumy
al : Alpha 1 globuline
a2 : pha2
B : béta globuline
0 : Gamma globuline
d : Dalton
ADN : Acide Desoxy Nucléotide
.7 77: * ~*de Ribonucléotide
AN ', : Adinosine Monophosphate Cyclique
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