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Résumé

Les rythmes circadiens sont contr6lés par I’horloge centrale située dans le noyau supra
chiasmatique de I’hypothalamus. IIs sont aussi imposés aux horloges périphériques localisées
dans chaque organe, comme le foie.

Le foie est un organe important pour maintenir 1’équilibre énergétique de 1’organisme, il
contréle de nombreuses réactions biochimiques de fagon rythmique, cependant le
métabolisme hépatique est organisée d’une maniére rythmique.

Notre étude permis d’analyser des différences sur le plan structural du tissu hépatique entre
la gerbille soumis a une photopériode longue (16L\8D) simulant 1’été et la gerbille en
photopériode courte(8L\16D) correspond a I’hiver, Cette perturbation se caractérise par une
altération du parenchyme hépatique montrant une dilatation des capillaires sinusoides, une
prolifération des cellules de Kupffer, une importante infiltration leucocytaire, avec
I’installation d’une fibrose hépatique.

Et d’autre étude morphometrique entre la taille des cellules et noyau et nombre des cellules
kupffer et nombre de bénucleation en phase photopériode longue (16L.\8D) et photopériode
courte (8L\16D) ,

L’analyse statistique de la morphométrie réalisée sur moyenne de la taille cellule
dévoileune différence hautement significative chez le lot de photopériode longue(16L\8D)
avec(298,68+12,24 um) , contre ( 360,35+13,33um) retrouvée chez le lot de la photopériode
(8L/16D).

et la valeur moyenne du noyau mesuré chez le lot en photopériode de (8L/16D) et
hautement significative de (37,76 £1,64um),par rapport au lot en photopériode de(
16L/8D), avec une moyenne de(30,44 +1,185um) ,

et nombre de la bénucleation chez le lot en photopériode de 16L/8D a révélé une diminution
hautement significative de (4,73 +0,38um),par rapport au lot en photopériode 8L\16D avec
un nombre de (8,331£0,41um)

et nombre de cellule kupffer aprés quantification a montré une réduction du nombre de ces
cellules chez le lot en photopériode de 16L/8D (7,93 £0,45um),par rapport au lot en
photopériode 8L\16D avec un nombre de (9,73 +1,01um), cette difference est hautement
significative

Mots clés : Gerbillus tarabuli, rythme circadien, tissu hépatique, la photopériode



Abstract

Circadian rhythms are controlled by the central clock located in the suprachiasmatic nucleus
of the hypothalamus. They are also imposed on the peripheral clocks located in each organ,
such as the liver.

The liver is an important organ for maintaining the body's energy balance; it controls many
biochemical reactions rhythmically, but hepatic metabolism is organised rhythmically.

Our study enabled us to analyse differences in the structure of liver tissue between gerbils
exposed to a long photoperiod (16L\8D) simulating summer and gerbils exposed to a short
photoperiod (8L\16D) corresponding to winter. This disturbance is characterised by an
alteration in the liver parenchyma showing dilatation of the sinusoidal capillaries,
proliferation of Kupffer cells, significant leucocyte infiltration and the development of hepatic
fibrosis.

And another morphometric study between the size of the cells and nucleus and number of
kupffer cells and number of benucleation in long photoperiod phase (16L\8D) and short
photoperiod phase (8L\16D),

Statistical analysis of morphometry carried out on the mean cell size reveals a highly
significant difference in the long photoperiod batch (16L/16D) with (298.68+12.24um),
compared with (360.35+13.33um) found in the photoperiod batch (8L/16D).

and the mean value of the nucleus measured in the (8L/16D) photoperiod batch was highly
significant at (37.76x1.64um), compared with the (16L/8D) photoperiod batch, with a mean
of (30.44£1.185um),

and number of benucleation in the 16L/8D photoperiod batch showed a highly significant
decrease of (4.73 £0.38um),compared to the 8L/16D photoperiod batch with a number of

(8.33£0.41pum)
and the number of kupffer cells after quantification showed a reduction in the number of these
cells in the 16L/8D photoperiod batch (7.93 £0.45um), compared with the 8L/16D
photoperiod batch with a number of (9.73 £1.01um), this difference is highly significant.

Key words: Gerbillus tarabuli, circadian rhythm, liver tissue, photoperiod
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Introduction

Les cycles quotidiens et saisonniers observés dans les processus biologiques, physiologiques et
comportementaux sont essentiels pour tous les étres vivants, qu'ils soient végétaux ou animaux, allant
des organismes unicellulaires aux humains. Ces rythmes sont le reflet de la nécessité pour ces
processus de se dérouler de maniére optimale a des moments spécifiques de la journée ou de I'année.
Le cycle veille/sommeil, le cycle d'activité locomotrice (diurne ou nocturne selon les espéces
(TOUATI, 2010).

Chaque organisme vivant est doté d'une horloge circadienne, essentielle pour réguler de nombreux
systémes physiologiques (Ceriani et al., 1999). En outre, des horloges secondaires se trouvent dans le
cerveau en dehors des noyaux suprachiasmatiques et dans la plupart des organes périphériques
(Challet et al., 2009).

Parmi ces organes périphérigues, nous notons le foiequi joue un réle important dans le maintien de
I'équilibre énergétique d'un organisme. Pour ce faire, de multiples réactions biochimiques se déroulent
de fagon rythmique dans cet organe, en coordonnant I'expression temporelle des genes codant pour les
enzymes métaboligques en lien avec le systéme de chronométrage circadien.

Les activités de cet organe sont régulées par des processus physiologiques spécifiques qui permettent
une synchronisation interne. Cette synchronisation permet au foie de s'ajuster aux moments de la
journée qui sont bénéfiques pour I'organisme. Le foie utilise ce systéme pour anticiper les
changements récurrents de la fonction systémique et de I'environnement de maniére proactive
(REINKE, ASHER., 2016).

Le foie est composé de différents types de cellules, hépatocytes, cellules immunitaires et les
neutrophiles, qui jouent un réle clé dans la réponse inflammatoire.

L’objectif de notre étude est d’analyser 1I’impact de photopériode sur les tissus hépatiques
chez les gerbilles.

Le présent manuscrit est réparti en trois parties. Dans un premier temps nous avons synthétise
un rappel bibliographique qui apportera des généralités sur les rythmes circadiens, ainsi que
des données concernant I’architecture hépatique chez la gerbille .

Par la suite, nous avons présenté la partie expérimentale, suivie par I’interprétation des
résultats.

Enfin, nous avons conclus ce travail par une conclusion ainsi que les perspectives qui en
découlent



Rappel
Bibliographie



Chapitre | Rappel Bibliographique

l. Foie

1)- Anatomie

Le foie est un organe abdominal unique et asymétrique situé dans I’hypochondre droite
(Bari, B . et al. 2010).

Le foie est une glande la plus grosse du corps, de type amphicrine, (produit de sécrétions
endocrine et exocrine), les cellules hépatiques déversent leurs produit de sécrétions de type
endocrine dans la circulation sanguine, et exocrine : la bile dans les canaux excréteurs et
biliaires. (Gartner et Hiatt, 2004)

Lobe gauche
Veine porte
Canal hépatique commun

Artére hépatique
Conduit cholédoque

Conduit cystique
Vésicule biliaire
Lobe droit

FigureOl : Structure globale du foie

2.) Structure et Histologie

Le foie est organisé en unités structurelles appelées lobules hépatiques. Ces derniers ont une
forme hexagonale irréguliére et sont séparés entre eux par de fins septa de tissu collagénique
de soutien. Aux coins de I’hexagone, on peut trouver 3 a 6 espaces appelés espaces portes.
Ces derniers sont constitués d’une branche de 1’artére hépatique, d’une de la veine porte et

d’un canal biliaire. (GRIBI ;N.2012) .
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a)- Capsule
Le foie est enveloppé par une capsule de type conjonctif appelé capsule de Glisson, et
envoie des travées dans le parenchyme hépatique jusqu’aux espaces portes, subdivise le

’architecture hépatique en lobules.

b) Lobules
¢ |obule hépatique

Ce lobule a I’aspect d'un hexagone, dont la périphérie est délimitée par des triades portales. Chacune
est composeée de l'artére hépatique, une voie biliaire et de la veine porte. La structure centrale du
lobule correspond a la veine centrale. (Fontana, 2014)

Des plaques de cellules hépatiques s’organisent a partir de cette veine centrale vers la périphérie du
lobule. Elles sont généralement séparées les unes des autres par les sinusoides hépatiques qui sont
bordées par I'endothélium sinusoidal. Ces canalicules biliaires se trouvent enchassées entre les cellules
hépatiques afin de recueillir la bile sécrétée par les cellules (Le Cluyse et al. 2012;Corbineau 2011;
Bidault Godard, 2011; Fontana, 2014 ;Gordillo et al., 2015).

Figure 02 : coupe histologie des lobules du foie humain

Lobule

Espace porte
De Kiernan

Capillaires

Branche de la o
Sinusoides radiés

Veine porte

Branche de
L'artére hépatique

Canal biliaire
Lymphatique
Cellules de Kupffer

Veine
centrolobulaire

Travée de Remak
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e Le Lobule portal

les sommets du triangle formant le lobule portal sont les veines centro-lobulaire, les espaces portes
constituent donc le centre de ce lobule (Gartner et Hiatt, 2004). C’est une petite masse de
parenchyme hépatique irrigue a partir d’un espace porte donné et dans lequel sa sécrétion biliaire est
drainée (Hould, 1983). Le lobule portal est le reflet de I’écoulement de la bile.

e L’acinus hépatique :

L’acinus occupe des territoires de deux lobules hépatiques adjacents. Il est centré par les branches
terminales des veines portes et artére hépatique, issues des espaces portes. Trois zones
microcirculatoires concentriques sont décrites : la zone 1, centrale, riche en dioxygéne, la zone 2 et la
zone 3, périveinulaire, pauvre en dioxygene, a proximité des branches des veines hépatiques
(Rappaport, 1976;Ito et McCuskey, 2007).

Acinus
Lobule portal képatique
o ¥ d v
_ X ‘ NN | ; —_ |.ZONE
Triace portale ——e% <~ N F /%~ R | N L. zone
A o \ - - lLzone
v < v v
G e 5
|
\[/
Lebule hépatique

Figure 03 : Organisation structurelle et fonctionnelle du foie

(Fontana, 2014).
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C) types cellulaire

Les différente types cellulaires présents dans le foie sont trés organisés d’un point de vue architectural
et coopérent pour assurer les différentes fonctions métaboliques et excrétrices de cet organe (KMIEC,
2001).

Veine centrolobulaire

Heépatocyte

Sinusoide
Canalicule biliaire
Cellule de Kupffer

Branche de
I'artére hépatique
Branche de

la veine porte
Canal biliaire

Figure04 : Coupe transversale d’un lobule hépatique

c.1) - Les cellules parenchymateuses

> Les hépatocytes

Ce sont les principal type de cellules parenchymateuses environ 60% du foie et représentent
78% du volume hépatique (Blouin et al., 1977).

Effectuant la majorité des fonctions physiologiques communément associées a la foie, y
compris la biotransformation et I'élimination (Rodés et al., 2007). Sont de forme cuboide et
possédent un ou plusieurs noyaux avec des nucléoles proéminents
(Gupta2000;CeltonMorizur et Desdouets, 2010).

En général, les hépatocytes possedent des mitochondries, I’appareil de Golgi, riche en
réticulum endoplasmique (Singh, 2010;Rautou et al., 2010).
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Figure05 : histologie des cellules hépatiques

c.2) - Les cellules non parenchymateuses

» Les cellules épithéliales biliaires ou cholangiocytes

Rappel Bibliographique

Cellules des canaux biliaires, sont des cellules épithéliales qui tapissent les conduits
biliaires. Elles jouent un réle important dans la régulation des réponses immunitaires
hépatiques localisées (Glaser et al., 2009).

» Les cellules de Kupffer

Sont des macrophages hépatiques essentiels a I'homéostasie hépatique (Juet Tacke, 2016).
Elles sont localisées dans la lumiere sinusoidale, au contact des cellules endothéliales, mais
peuvent avoir des prolongements qui atteignent les hépatocytes et colonisent le foie par voie
vasculaire (Rosenbaum et al.,1991). Les cellules Kupffer er recrutent d'autres cellules
immunitaires pour contrer les maladies

Hépatiques aigués et chroniques. (Krenkel et Tacke, 2017 ; Kazankov, 2019).

les cellules étoilées

Les cellules étoilées du foie (CEF), initialement connues sous le nom de « cellules de Ito »,
sont situées dans 1’espace de Disse autour des sinusoides. En conditions physiologiques, ces
cellules sont a I’état quiescent et ont pour role principal de stocker la vitamine A (Blaner et

al., 2009).



Chapitre | Rappel Bibliographique

> les cellules endothéliales
Les cellules endothéliales sinusoidales du foie ou LSEC bordent les capillaires sinusoidaux,
forme une cellule hétérogene population (Strauss et al., 2017). possédent de larges pores, ce
qui leur permet de faire passer des molécules entre le sang et les hépatocytes (Cogger et al.,
2010). Ces cellules étant de plus dépourvues de lame basale, les échanges y sont facilités.
(Serensen et al., 2012).remplit d'importantes fonctions de éliminer les molécules de déchets
macromoléculaires de la circulation (Knolle et Wohlleber, 2016).

» Cellules lymphocytes granulaires

Lymphocytes de type natural-killer, les pitcells sont présentes en faible quantité dansle foie au
niveau des sinusoides et de I'espace de Disse, peuvent avoir des prolongements pénétrant la
barriere endothéliale (Rosenbaum et al., 1991). Par leur fort pouvoir cytotoxique, elles
agissent en synergie avec les cellules de Kiippfer afin d'éliminer les cellules tumorales ou
nécrosées ou infectées par des virus (Wisse et al., 1997).

» cellules ovales (cellules pluripotente)

fonction de régénération des hépatocytes et endothéliales (De Bari et al., 2010).0On peut
rajouter a cette liste les myofibroblastes des espaces portes, les cellules musculaires lisses des
parois des artérioles et les cellules nerveuses qui ont des prolongements le long des sinusoides
(Rosenbaum et al., 1991).

Cellule stellaire
vl Membrane basale

Espace péricellulaire Membrane apicale

-
-
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Hépatocyte
Espace périsinusoidale —

Cellule de Kupffer \\—/
Sinusoide /

——"\ e
— —

Cellules endothéliales
sinusoidales

Figure 06 : Localisation des différents types cellulaires constituant le foie (Fontana, 2014)
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Tableau I: les différents types cellulaires hépatiques (Benhamou, 2008).

TYPE NOMBRE VOLUME(%)
CELLULAIRE (%)

Hépatocytes 60-65 78
Cellules 15-20 2,8

endothéliales

Cellules de 8-12 2,1
Kuppfer

Cellule de Ito 3-8 1,4
"Pitcell” <2 -

3. Vascularisation

Le foie possede une double vascularisation afférente et une efférente.

La vascularisation afférente est composée de deux vaisseaux majeurs : lI'artere hépatique
propre qui apporte I'oxygene et la veine porte qui constitue la vascularisation fonctionnelle de
I’organe Puisqu’elle draine le sang en provenance du tube digestif et apporte diverses
substances (nutriments mais également toxines, medicaments ou xénobiotiques) qui seront
transformées pendant leur passage dans le foie. Une fois filtré, le sang retourne alors au coeur
par l'intermédiaire des veines hépatiques qui se jettent dans la veine cave inférieure
(vascularisation efférente).

Le foie est également traversé par de nombreux canaux biliaires qui collectent la bile sécrétée
et la mene dans le canal hépatique pour la drainer hors de l'organe.

Les fenétres sinusoidales permettent la libre circulation du sang (sauf les cellules) dans
I'espace Disse avec acces direct a la surface des hépatocytes (Guidotti et al., 2015). Le
systeme vasculaire hépatique a été largement étudié pour son capacité a controler
I'organogenése (Matsumoto et al., 2001).
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veine hépatique

segments

canal cholédoque
artére hépatique
veine porte

vésicule biliaire

|Figure07 : Anatomie du foie et vascularisation. (Walter et al., 2008).

4. Fonctions

e Role d’épurateur

Le foie est ’organe central de détoxification permettant a I’organisme d’éliminer des
substances endogénes ou exogenes (dites xénobiotiques). les substances lipophiles doivent au
préalable étre transformées par le foie (Modica et al., 2009 ; Sendensky et

Dufour, 2011).
e ROle dans le systtme immunitaire

Le foie contient de nombreuses cellules du systeme immunitaire inné, les cellules de Kupffer,
les cellules dendritiques et les cellules NK (natural killer). Le foie constitue donc une des
premicres lignes de défense immunitaire, aprés ’intestin, contre les différents pathogenes et
toxines (Sendensky et Dufour, 2011 ;Tso et McGill, 2003).

e ROle de stockage et de production

Le foie stocke de nombreux composés, par exemple le fer ou des vitamines. Les composés
stockés par le foie sont ensuite libérés dans la circulation selon les besoins de 1’organisme. Le
foie est également un organe ou a lieu la synthése et sécrétée d’un grand nombre de protéines
utiles a I’ensemble de I’organisme.

telles que I’albumine, la transferrine, les lipoprotéines , immunoglobuline , ainsi que la plupart
des facteurs impliqués dans la régulation de la coagulation (Sendensky et Dufour, 2011).
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1. Rythme circadien
1.1 Généralités

Le terme circadien (circa : autour et diest : jour) est utilisé pour décrire un phénomeéne
qui se répéte de facon cyclique, avec une peériode Tau proche de 24 h (comprise entre 20 et
28 h). (Dunlap JC ,1999. YoungMW, Kay SA ,2001).

La synchronisation des fonctions physiologiques et comportementales avec les

Variations nycthémeérales et saisonniéres de I'environnement, des mécanismes permettant
d'anticiper ces variations ont été sélectionnés au cours de I'évolution.

Cette adaptation s’est faite notamment grace a la mise en place d’une horloge capable de se
synchroniser et de distribuer a tout 1’organisme un message temporel permettant 1’anticipation
des changements du milieu. Romijn et al., 1997).

11.2 L’horloge circadienne principale

De nombreuses études ont permis de démontrer que, chez les Mammifeéres, les rythmes
circadiens sont genérés de fagcon endogéne par les neurones du SCN (Weaver, 1998).

Les NSC sont une structure paire a I’aplomb du chiasma optique. Chez le rat, ils contiennent
environ 10 500 neurones chacun, organiseés en un réseau trés dense de petits neurones (cf.
figurel) et mesurent 400 um de haut, 425 pm de large et 900 um de longueur rostro-caudale
(Van den Pol, 1980).

Les NSC peuvent étre divisés morphologiquement en deux parties : la partie dorsomédiale
appelée dmMNSC ou « shell » et la partie ventrale et latérale appelée VINSC ou « core » (Leak
etal., 1999).

Figure 08 : Anatomie des NSC et localisation histologique des principaux neuropeptides chez
le rat.

AVP : arginine vasopressine; GRP : gastrin releasing peptide ; OC : chiasma optique ; Som :
somatostatine ; VIP : vasoactive intestinal peptide ; Il : troisiéme ventricule (Romijn et al., 1997).
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Cette régionalisation des NSC, morphologique mais aussi fonctionnelle, comme le suggére
la cartographie de I’expression des différents neuropeptides, a été utilisée par de nombreux
auteurs pour attribuer a ces 2 parties des NSC, des réles différents dans la génération et la
régulation des rythmes circadiens.

Enfin, cette régionalisation est également retrouvée au niveau de la localisation des
récepteurs de la mélatonine qui seraient préférentiellement exprimés dans les zones
vasopressinergiques de la partie dorso-médiale des NSC (Maywood et al., 1995).

L’¢tude de I’organisation anatomique du SCN a montré que les populations neuronales du
noyau sont immunoréactives a la vasopressine (AVP), le polypeptide intestinal vasoactif
(VIP), peptide de libération de la gastrine (GRP) et calrétinine (CAR), qu’un plus petit
nombre de neurones du SCN produisent I’enképhaline (ENK), la somatostatine (SS), la
substance P et la neurotensine et que tous les neurones du SCN
produisent le GABA (Moore et al., 2002).

£
e

o 5

Figure09 : Regionalisation anatomique et peptidergique des SCN.

GABA : y-Amino Butyric Acid, GRP : Gastrine Releasing Peptide, OC : Chiasma optique, SOM:
Somatostatine, SP: Substance P, VIP : Vasoactive Intestinal Polypeptide, VP :Vasopressine,3V :
troisieme ventricule. (Malek.,2007)

I1.2.a)- Synchronisation de I’horloge avec I’environnement

» Le tractus rétino-hypothalamique
Le systeme circadien est compose de :

-L’ceil, et plus précisément des cellules photo réceptrices qui permettent de capter
I’information lumineuse (photopériode), il constitue 1’'unique entrée du systeéme circadien
(Freyheit .,2009)

- les noyaux suprachiasmatiques de I’hypothalamus, qui représentent I’horloge biologique
principale. (Freyheit., 2009)

10
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- les systémes effecteurs de I’horloge biologique, qui régulent les rythmes physiologiques,
neuroendocriniens et comportementaux en fonction de la duréedu cycle synchronisé par
I’horloge interne. (Freyheit., 2009).

La rétine est liée au SCN par le tractus rétino-hypothalamique (TRH) qui constitue la voie
directe majeure de projection . La rétine est aussi connectée au SCN via le feuillet
intergeniculé latéral (IGL) par une voie indirecte et secondaire constituée par le
tractus geniculo-hypothalamique (GHT) (Hickey and Spear, 1976, Pickard, 1985).

Il existe de nombreuses projections rétiniennes vers différentes régions du cerveau dont
beaucoup ont des connexions réciproques avec le SCN via I’'IGL (Morin and Blanchard,
1998).

Les différents photorécepteurs rétiniens transmettent I’information lumineuse au cerveau.
Les batonnets permettent la vision en condition de faible lumiére, Les cbnes permettent la
vision des couleurs. Ces deux types de cellules constituent la voie visuelle. Les cellules
ganglionnaires a mélanopsine sont impliquées dans la régulation des rythmes biologiques.
Leurs projections constituent la voie non visuelle et projettent vers des structures
impliquées dans la régulation du systéme circadien, du réflexe pupillaire, du sommeil et
de la vigilance (Gronfier, 2009).

Figure 11 : Synchronisation du systéme circadien et ses différentes voies afférentes

(Dispersyn et al., 2010).

I1.3. L horloges périphériques

L’horloges périphériques, situées dans presque tous les tissus de 1I’organisme, tels que la
rétine, le foie, le cceur, le poumon, la peau (Léger et al., 2019). Les genes horloges sont
exprimés non seulement dans les NSC mais également dans les tissus périphériques.
L’organisme est donc sous le controle non pas d’une unique horloge centrale mais d’un
systéme d’horloges (Teboul et Delaunay, 2009).

11
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Sont synchronisé par des signaux controle directement ou indirectement par le NSC : rythmes
de prise de nourriture, hormones cycliques, cycle de la température corporelle (systeme
nerveux périphérique).

IV. Rythmicité circadienne du foie:

Dans les organes périphériques, nombreuse fonctions physiologique sont soumises a une
rythmicité circadienne (Ribas-Latre ,Eckel-Mahan, 2016). En plus de contr6ler le cycle
veille/sommeil et les cycles de prise alimentaire, le systeme circadien régule directement
I’homéostasie du glucose : la tolérance au glucose, la sensibilité a I’insuline, la synthése et la
libération d’insuline, de glucagon, et des autres hormones hyperglycémiantes(Rudic, et al.,
2004).

De nombreuses études menées chez les rongeurs ont mis en évidence ce dialogue horloge
métabolisme. En effet, une prise de nourriture a un temps circadien inapproprié, ¢’est-a-dire
durant la période de sommeil, entraine un déréglement des horloges périphériques sans
modification de I’horloge centrale, et favoriserait ainsi la survenue de 1’obésité et de la
résistance a I’insuline (Damiolaet al.,2000). Des modifications épigénétiques interviennent
¢galement dans le couplage de 1’horloge aux signaux métaboliques (Feng et al., 2011).

Le foie joue un réle bien connu dans I'hnoméostasie du glucose, les souris avec une
suppression hépatique spécifique de Bmall, entraine une hypoglycémie durant la phase de
repos, une augmentation de la clairance du glucose et des altérations du rythme circadien des
genes du métabolisme hépatique du glucose (Lamia et al., 2008). Une déficience pour Cry
provoque, au contraire, une dérépression de la gluconéogeneése et une hyperglycémie (Lamia
etal., 2011 ; Zhang et al., 2010).

Dans le foie par exemple, la sécrétion d’insuline induit une surexpression transitoire de
I’expression du geéne Per2 et une diminution de la transcription de Rev-erba protéines
impliquées dans la régulation du cycle circadien (Tahara et Shibata, 2013).
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Matériels et méthode

I-Matériels biologique
I-1 Modele animale

Le model animal choisi pour réaliser cette étude est un rongeur nocturne déserticole, la gerbille
(Gerbillus tarabuli) appartenant a la famille des Muridae.

Ces animaux ont été capturés a la station de Béni-Abbes dans le Sahara Algérien ( Sud-est de
Béchar) le mois de janvier 2019 dans la hamada du Guire, a cinquante kilométres a l'ouest de
’0asis de Béni Abbés.

En Algérie, localité de Béni Abbés qui représente le biotope de cette espece, est une région
caractérisée par un climat désertique de type méditerranéen avec des saisons pluvieuses au
printemps et en automne. La température moyenne annuelle est voisine de 22°C. Les animaux

ont été transportés puis gardés en captivité au niveau de I’animalerie de L’ FSB/ USTHB.

I-2 Lasystématique de ’animal : (GRAY, 1825)

Regne : Animalia
Sous-régne : Metazoa
Super embranchement : Deuterostomia
Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Classe : Mammalia

Sous-classe : Theria

Infra-classe : Eutheria

Ordre :Rodenta

Sous-ordre : Myomorpha

Famille : Muridae

Sous-famille : Gerbillidae

Genre : Gerbillus Figurel2 : la morphologie de Gerbillus

tarabuli

Espéce : Tarabuli
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I-3 Mode de vie et reproduction

Gerbillus tarabuli est une espéce nocturne, restant tous les jours dans leurs terrier ou I’air  est
saturé en humidité, elle sort pendant la nuit, quand le degré hygrométrique extérieur est le plus
élevé (POULET, 2004).

Une grande homogénéité morphologique est observée chez cette espece (Gerbillus tarabuli),
caractérisé par une grande taille, un pelage dorsal de couleur sable a brun-orange clair, un
pelage ventral blanchétre a blanc pur, de gros yeux noir et des pattes longues a soles plantaire
couvertes de poils, ainsi qu’une queue longue se terminant par un pinceau de poils sombres
généralement bien visible.

Chez ce rongeur la période principale de reproduction s’étale du printemps jusqu’au début de
I’automne avec une moyenne de quatre portées successives. Chaque portée comporte de 3 a 6
embryons par femelles, la durée de la gestation est de 22 a 28 jours (PETTER, 1961) et le repos
sexuel est en janvier-février (Klein et al., 1975) .L’éspéce tarabuli se distingue des autres
gerbilles par un caryotype de 2n = 40 (Grangeon 2002 ; Chevret et Dobigny, 2005).

-4 Conditionnement des animaux

Douze Gerbilles males d’un poids corporel compris entre (30 g-60g), ont été placées
dans une chambre au niveau de 1’animalerie FSB/USTHB et logées dans des cages
individuelles (35cm longueur, 22cm largeur et 15 cm hauteur). Maintenues a une
photopériode standard de cycle 12 Lumiere /12 Obscurité (12L/12D) (le début
d’éclairage définit le zeitgeber time ZT 0= 10h00 matin et fin d’éclairage ZT 12
=22h00) et une température de 22+3 °C.

Les animaux recoivent une nourriture constituée de grains d’orge et une source

d’hydratation (carotte) ad libitum.

Apres une période d’acclimatation de 2 semaines sous des conditions controlés de la
photopériode (cycle standard 12L/12D :12h de lumiére et 12h d’obscurité) et d’une

température de 25°C.
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e Repartions des animaux

Aprés une période d’adaptation au laboratoire, les animaux sont soumis & un cycle
nycthéméral standard (12L /12D). pendant 9 semaines ensuite nous avons separé les

animaux en deux Lots de 6 individus chacun:

- le 1* lot (16L/8D) : n =6 individus ont été transféré a une photopériode
longue de (16L/8D) pendant 9 semaines correspondant a la saison d’été dans leurs
biotope, avec un début de 1’éclairage ZT 0 = 10h00 matin et la fin de I’éclairage ZT
16 =02h00.

- le 2°™ lot (8L/16D): n = 6 individus ont été transféré a une photopériode
courte de 8h Lumiére et 16h d’obscurité (8L/16D) pendant 9 semaines. Effectuant
une saison inversée (printemps et hiver). Le début d’éclairage ZT 0= 10h00 matin et
fin d’éclairage ZT 8=18h00.

La photoperiode choisit a été reglée a I’aide d’une minuterie permettant le début de

I’éclairement a 10h00, par I’utilisation des ampoules blanches Néon a 50 watts
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I11 Protocole expérimental

I11- 1 Technique histologique

La technique histologique comporte un certain nombre de manipulations aboutissant
a la confection des coupes histologiques de 3-5 um d’épaisseurs prétes a

I’observation au microscopique photonique aprés coloration.

Dans le but de d’étudier ’aspect histologique et structural du tissu hépatique chez les
deux lots (16L/8D) et (8L/16D). le sacrifice des animaux a été réalisé en deux

phases ; lumineuse et obscure.

I11-1-1 Anesthésie des animaux

Les gerbilles ont été anesthésiées par une injection intra péritonéale d’uréthane 25%

(1ml/100g de poids corporel).
I11-1-2 La fixation

L’animal a été soumis a une fixation par perfusion intracardiaque qui debute par une
solution d’héparine (0.1250ml/100g) suivi du liquide fixateur fraichement préparé
PAF a 4% (para formaldéhyde a 4% dans du tampon phosphate a 0.1M cette étape est
réalisé par I’introduction d’une aiguille du systéme de perfusion au niveau du
ventricule gauche et I’oreillette droite étant perforée pour éviter 1’éclatement des

organes par la surcharge du fixateurs.

La perfusion a été réalisée avec un volume total de fixateur d’environ 150ml/ animal et

a un débit d’une gouttes /seconde pendant 15 minutes.
111-1-3 Prélevement
Le prélevement tissulaire a porté sur le foie fixés pour une étude histologique.

I11-1-4 Fixation des organes

La fixation consiste a préparer le tissu de maniére a le préserver dans un état aussi

proche que possible de 1’état vivant. Elle doit &tre immédiate apres le prélevement, Le
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fixateur utilisé dans notre étude, est un mélange de para formaldéhyde a 4% dans du
tampon phosphate a 0.1M (Annexe).

Le volume du fixateur doit représenter 10 fois le volume de la piéce.

I11-1-5 Préparation des tissus pour coupes en paraffine
a. Lavage et déshydratation des organes

Le ringage du foie a pour intérét d’éliminé 1’excés du fixateur, et se fait avec un
tampon Phosphate de 5 bains de 5 minutes pour chaque lavage.

La déshydratation a pour but de substituer progressivement I’ecau contenue dans les cellules.
Elle déroule dans des bains d’alcool éthylique a concentration croissante (70°.95°.100°).

o 2 bains d’éthanol a70° pendant 10 minutes chacun.
o 2 bains d’éthanol a 96° pendant 10 minutes chacun .
o 3 bains d’éthanol a 100° pendant 15 minutes chacun .

Apres la déshydratation, le foie est passés dans 3 bains successifs de butanol 8 heurs
chacun. Le butanol est un solvant miscible & la paraffine qui sert a I’éclaircissement
les piéces.

b. Imprégnation a la paraffine

Cette étape assure aux tissus une structure ferme nécessaire a la réalisation des coupes. Nous
procedons a I’imprégnation des échantillons dans deux bains de paraffine pure fondue a 60°C
dans I’étuve pendant 2h chacun.

c. Inclusion et confection des blocs
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Le foie a été ensuite placé dans un moule (cassette) et rempli de paraffine pure. Apres
étiquetage, les blocs sont laissés a température ambiante jusqu'a ce qu'ils refroidissent.

Figure 13:
Confection des blocs par les barres
de LEUCKART

d. Réalisation des coupes

Les blocs ainsi formés ont été débités en coupes transversales de 3um d'épaisseur a l'aide d'un
microtome de type " AMIRICAN OPTICAL ". Nous obtenons ainsi des rubans que nous
étalons ensuite a l'aide d'une solution d'eau gélatinée a 0.4 % sur des lames en verre
numérotées. Ces dernicres sont ensuite mises a sécher pendant 48 heures a I'étuve a 37 C.

e. Déparaffinage et réhydratation

Le déparaffinage se fait dans deux bains de xylene 10 minutes chacun , puis une réhydratation
des coupes dans des bains d'alcools a degré décroissant ( 3 bains de 2 minutes), et un ringage
a I'eau distillée assurant la réhydratation finale des coupes.

f. Coloration des coupes

La coloration au I'nématoxyline éosine consiste a une coloration nucléaire a
I'nématoxyline de Groat (5min), suivie d'une coloration de fond a I’éosine (de
passage), le passage d’un colorant a I’autre se fait aprés ringage par un filet d'eau

courante.

Les coupes sont par la suite déshydratées par des passages dans des bains d'alcool a

concentration croissante (70°, 95°, 100°) puis dans le xyléne.
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g. Montage et observation au microscope photonique

Les lames colorées et déshydratées sont ensuite montees entre lame et lamelle par le

dépot d’une goutte d’Eukitt.

L'observation des lames a été effectué au microscope photonique (Zeiss-axio-plan) et
les photos ont été prises au grossissement x20, x40, x100 a l'aide d'un appareil

numerique.

I11-2 Etude Morphométrie

Cette étude est réalisée en effectuant, sur les photos prises, des mesures répétées de diametre
ou contoure nucléaire et taille des hépatocytes en utilisant le logiciel Axio Vision.

111-3 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne plus ou moins erreur standard a la moyenne
(SEM). La signification statistique des différences entre les groupes expérimentaux est évaluée
par le test t de Fisher-Student a un seuil de 0.05. La différence entre deux moyennes comparées
est statistiguement significative (*) si la probabilité p, lu en fonction du nombre de degres de
liberté (ddl=n1+n2-2) est égale ou inférieur a 5%.

Sip > 0.05, la différence est non significative (NS).
S10.001 <p <0.01: la différence est tres significative (**).

Sip <0.001, la différence est hautement significative (**%*).
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Chapitre 3 Resultats et Discussion

Résultats

I. Etude de I’aspect structural du tissu hépatique

L’étude histologique nous a permis d’analyser des différences sur le plan structural du
parenchyme hépatique entre la gerbille soumis a une photoperiode longue simulant 1’été
pour I’animal dans leur biotope(16L\8D) et la gerbille en photoperiode courte(saison
inversée) (8L\16D)correspond a I’hiver pour 1’animal.

D’apres I’analyse des coupes histologiques de nos resultats, Nous avons observé que le foie
du loten (16L\8D) (photoperiode longue), montre une architecture hépatique bien organisée
dont les lobules présentantsdes 1I’unités parenchymateuses bien structurées, de forme
polyédrique avec des espaces portes a chaque somme (Figurel4 A ), ces derniers sont occupés
par les branches des veines portes ( vp) , des arteres portes (ap ) et des canaux biliaires (cb)
(Figurel4 , B). Les hépatocytes(fléche orange ) sont des cellules polyédriques parfois
binucléées (fléche jaune) sont agencées en travées (de Remak) disposées radiairement autour
de la veine centrolobulaire (VCL). Notons aussi des capillaires sinusoides(fleche en noire )
qui occupent les espaces entre les travées (Figurel4 , C).egalement la présence de cellule
kupffer indiquée par le cercle noir

Néomoins, chez le lot (8L/16D)nous avons révéle une modification de la forme des
hépatocytes , ce dernier contient des stéatose (des vacuoles opticement vides) fléche vert et
une dilatation des capillaires sinusoidesfléche noire (Figure 14, E). Notons également au
niveau des espace portes (Figure 14, F).

Cependant, un foyer inflammatoire a été observé chez le groupe 8L/16D( correspond au
groupe de saison inversée) montrant une importante infiltration leucocytaire d’incidence
intra-lobulaire et péri-portale (Figure 14, F). qui n’a pas été observé chez le groupe 16L/8D.

Chez le groupe 8L/16D nous avons noté aussi 1’abondance des cellules a petit noyau dense
plaquées contre ’endothélium (figure 14 ,E) représentent les cellules Kupffer au niveau de
capillaires sinusoides dilatés tandis que chez les gerbilles en photoperiode 16L/8D les
cellules de Kupffer sont a peine discernables.
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Figure 14 : Les différences structurales du parenchyme hépatique entre le gerbille de
photopériode longue (16L\8D)et le gerbille de photopériode courte (8L\16D)

Le tissu hépatique de gerbilles 16L\8D (A) montre une structure classique en lobule centré
par une veine centre- lobulaire (VCL) et délimité par des espaces portes (EP).

A fort grossissements (B), cette coupe nous montre 1’organisation des hépatocytes en travées
de Remak sous forme de cordons cellulaires qui convergent vers la VCL. Ces travées sont
séparées par des sinusoides (Fléche Noire).

En (C), Les espaces portes (EP) sont occupés par les branches des veines portes, des artéres
portes et des canaux biliaires.

Chez les gerbilles 8L\16D, nous avons remarqué 1’apparition de nombreux foyers
inflammatoires (fleche bleu ) conduisant a une altération de tissu hépatique, avec en (E) une
dilatation des capillaires sinusoidaux (fleche Noir). Notons aussi au niveau des espaces porte
(F), un contingent inflammatoire. Et une abondance des cellules de Kupffer (cercle noir ) ,et
des hépatocytes contienne des stéatose (des vacuoles opticement vides) fléche vert
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Etude morphometrique

» Etude morphometrique entre la taille de cellule en phase longue et courte

L’analyse statistique de la morphométrie réalisée sur moyenne de la taille cellule
dévoileune différence hautement significative chez le lot de photopériode longuel6L\8D
avec(298,68+12,24 um) , contre ( 360,35+13,33um)  retrouvee chez le lot de la
photopériode (8L/16D).Variation de moyenne de la taille est un P=0,001691176
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e 2
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300,00 -

250,00 -

200,00 - O PL

| PC

Taille dr crllule p

150,00 - 298,68

100,00 -

50,00 -

0,00

Figure 15 : Comparaison la taille de cellule hepatocytes en phase longue et courte

» Etude morphometrique entre les noyau en phase longue et courte

Cependant, la valeur moyennedu noyau mesuré chez le lot en photopériode de 8L/16Det
hautement significative de (37,76 £1,64um),par rapport au lot en photopériode de 16L/8D,
avec une moyenne de(30,44 +1,185um) avec une variation de moyenne est

p=0,00052845
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Contoure noyau
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figure 16 : comparaison de noyau en phase longue et courte

» Comparaison le nombre de b énucleation en phase longue et court

la quantification du nombre de la bénucleation chez le lot en photopériode de 16L/8D a
révelé une diminution hautement significative de (4,73 +0,38um),par rapport au lot en
photopériode 8L\16D avec un nombre de (8,33+£0,41um),avec une variation de moyenne est

p=0,005
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Figure 17 : bénucleation en phase longue et courte

» Etude statistique du nombre de cellule kupffer en phase longue et coure

L’analyse statistique du nombre de cellule kupffer apres quantification a montré une
réduction du nombre de ces cellules chez le lot en photopériode de 16L/8D (7,93
+0,45um),par rapport au lot en photopériode 8L\16D avec un nombre de (9,73
+1,01um), cette difference est hautement significative avec une variation de moyenne est
p=0,05
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Figure 18 : nombre de cellule kupffer en phase longue et courte
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Discussion

Dans ce travail nous avons reéaliser une etude entre phase photopériode longue 16L\8D été et
photopériode courte 8L\16D hiver sur les tissus hépatiques chez les Gerbille tarabuli

Au niveau structural , en phase photopériode courte 8L\16D une perte de ’architecture du
parenchyme hépatique caractérisée par I’apparition des plusieurs foyers 1ésionnels, si¢ge d’un
processus inflammatoire associant une dilatation des capillaires sinusoidaux, une prolifération
des cellules de Kupffer et une infiltration leucocytaire Nos résultats sont en accord avec
d'autres études( E, Giostra ,,rt all ... 2003) qui parle de fibrose hépatique

Le comportement du tissue hépatique en cas de lesion schroniques est semblable, quelle que soit leur
cause: la fibrose suit en general un en écrose hépatocytaire et I’inflammation; elle peat se developer
dans différentes zones du lobule hépatique avec, au stade avancé, la formation de ponts fibreux porto-
porte ou centroporte.( Bataller R et Al .... Stellate celles astargert for treatment of liver fibrosis
2001) La conséquence de ce processus est I’altération de 1’architecture normale du foie, constituée
par le lobule hépatique avec I’espace porte & sa périphérie et la vein ehépatique au centre, pour aboutir
au remodelé cirrhotique constitué par des nodules entourés par du tissue fibrotique. Cette modification
de I’architecture a comme premiére conséquence de perturber la circulation du sang venant de la veine
porte et de ’artére hépatique, dont les branches terminales se trouvent dans I’espace porte, et qui
conflue dans les sinusoides pour aller ensuite dans la veine hépatique centro lobulaire. Ceci est a
’origine de 1’hypertension portale quel’on voit chez les patients atteints de cirrhose.( Friedman SL et
all ... 2000)

Le tissue hépatique normal comporte une composante épithéliale, représentée par les
hépatocytes et les cellules biliaires, un réseau vasculaire sinusoidal constitué par les cellules
endothéliales, associées aux macrophages tissulaires ou cellules de Kupffer, et des cellules
périvasculaires mésenchymateuses appelées cellules étoilées ou cellules de Ito (fig. 18).
L’espace entre les hépatocytes et les cellules endothéliales, appelé espace de Disse ou
périsinusoidal, contient également une matrice extra cellulaire qui fait fonction de membrane
basale et joue un réle important dans le fonctionnement du tissuhépatique. La fibros

Foie normal Foie lésé
-~ Hépatgcytes S - Perte des villosités hépatocylalres

Espace de Disse __¢- & ﬁ ><

_ /— Cellule étoilée
Matrice ¥ quiescente - Déposmon
de matrice

extracellulaire

Cellules étollées , extracellulaire
activées
> N — )(jQ

o @) Perte des fenestrations

Cellule de Kupffer

AN * y 4 Activation des cellules AN *
Sinusoide hépatique de Kupffer Sinusoide hépatique
PN R’
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ehépatiqueest due a la modification qualitative et quantitative de la composition de cette
matrice extracellulaire.

FIGURE 19 : Fibrose hépatique Modification Tissulaire

D'autres auteurs indiquent que Les sinusoides hépatiques constituent un réseau capillaire
extrémement spécialisé dans lequel se font les échanges entre les hépatocytes et le sang
circulant. Le cytoplasme des cellules endothéliales qui le composent est « fenétré » par de
multiples pores cytoplasmiques, ce qui permet les échanges entre les hépatocytes et le sang
circulant par l'intermédiaire de I'espace de Disse, qui sépare la cellule endothéliale de
I'népatocyte. Sur le plan histologique, différentes lésions élémentaires affectant ce réseau
vasculaire peuvent étre observées, comme la dilatation sinusoidale, la peliose ou encore la
fibrose périsinusoidale. Le syndrome d'obstruction sinusoidale, anciennement appelé maladie
veino-occlusive, est une pathologie grave des sinusoides hépatiques, caractérisée par une
atteinte des cellules endothéliales sinusoidales et par une obstruction des veines hépatiques
terminales. Elle est potentiellement Iétale et survient le plus souvent apres chimiothérapie,
radiothérapie ou ingestion de tisanes particulieres contenant des alcaloides de la pyrrolizidine
(Département de pathologie, Centre hospitalo-universitaire Henri-Mondor-Albert-
Chenevier, Inserm U955, Equipe 18, Physiopathologie des hépatites virales et des
cancers associés 2016)

Nous avons également observe des changement a savoir le stéatose ( vacuole opticement vide) et nos
résultats sont en accord avec d'autres études (Cassard-Doulcier AM, et all.... 2011
Inflammation hépatique liée a I’obésité) Steatose La stéatose est caractérisée par une
accumulation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des hépatocytes et la stéatohépatite
par ’apparition d’infiltrats inflammatoires. La fibrose représente le tissu cicatriciel. Les
dérégulations metaboliques qui ménent a I’accumulation de lipides au niveau des hépatocytes
vont toucher toutes les étapes du métabolisme lipidique : une captation excessive des acides
gras libres produits par la lipolyse au niveau du tissu adipeux, une accumulation de
triglycérides, une augmentation de la lipogenése hépatique,
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Chapitre 4 Conclusion et Perspectives

Conclusion

La présente étude a permis de montrer 1’effet de la photopériode sur la structure du
parenchyme hépatique au niveau tissulaire chez la gerbille saharienne (Gerbillus tarabuli)

Nos résultats montrent clairement que les gerbilles soumises a des différentes saisons
présentent des changements dans leurs tissus, causés par une inflammation traduite par la
présence des foyers leucocytaire.

Nous avons observé aussi une dilatation des vaisseaux sanguins, une augmentation de nombre
des cellules de Kupffer,ainsi qu'une fibrose hépatique due a une augmentation des composants
fibrillaires de la matrice extracellulaire.

Toutes ces observations indiquent une détérioration des cellules et une diminution de I'activité
hépatique. Ces résultats sont expliqués par I’inversion des saisons considérer au temps que
état de stress pour I’animal.

Nous avons constaté un dysfonctionnement des cellules hépatiques et soulignent I'importance
du signal lumineux dans la régulation de I'norloge centrale et des horloges périphériques, en
particulier I'norloge hépatique.

Il serait nécessaire d’approfondir, en utilisant la microscopie électronique a transmission pour
identifier les altérations ultra structurales et morphologiques causées par cette perturbation
accompagner par un marquage immunohistochimique de la Ki67 et P53 des marqueurs de
prolifération .
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