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Résumeé:

Le cortisol est une hormone stéroide secrétée par les glandes surrénales, il joue un réle
essentiel dans diverses activités physiologiques. La rythmicité de sa sécrétion est
indispensable a son efficacité et la perturbation de son rythme peut étre le témoin d’une

modification du mode de vie comme le travail en horaires décalés, stress chronique, etc.

L’altération de son rythme sécrétoire a des effets délétéres sur le métabolisme glucidique et

protidique et sur la qualité et la quantité de sommeil.

En effet, I'exposition a la lumiére nocturne, entraine la désynchronisation de I'horloge
biologique qui entraine la perturbation des différents rythmes internes tels que le rythme de
sécrétion de cortisol. Dans ce travail, nous avons interprété et discuté les résultats des études
antérieurs qui ont évalué I'impact de I'exposition a lumiére artificielle nocturne en comparant
les niveaux plasmatiques du cortisol et Iaspect morpho-fonctionnels des glandes
surrénalienne entre un lot synchronisé et un lot désynchronisé exploré par des approches
histologiques et immunohistochimiques. Nous concluons que 1’exposition a la lumiére
artificielle manifeste différents effets selon différents critéres tels que : I’intensité de la
lumiére, la longueur d’onde, I’heure et la durée d’exposition ainsi que 1’espéce animal, ce qui

explique les résultats distincts obtenus.
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Liste des abréviations

3b-HSD: 3b-hydroxystéroide déshydrogenase.

12D: 12 hour dark (obscurité).

12L: 12 hour light (lumiere).

170HP: 17- hydroxyprogestérone.

AC: anticorps.

AC laire: anticorps primaire.

AC llaire: anticorps secondaire.

ACTH: hormone adrénocorticotrope.

AMPc: Adénosine monophosphate cyclique intracellulaire.
AVP: Arginine vasopressine.

BMAL.: Brain and muscle ARNt like protein.

BSA: Bovin Serum Albumin.

CLOCK: Circadian locomotor output cycles kaput.

CRH: hormone corticolibérine.

CYP11A1: Le cytochrome p450 famille A nombre 2.

CYP21A2: P450c21; Le cytochrome p450 famille 21A nombre2.
CYP11B2 : P450c11AS; Le cytochrome P450 famille 11B nombre 2.
CYP17AL1 : cytochrome p450 famille 17A nombre 1.

CYP11B1: cytochrome p450 11B1.

DAB: Diaminobenzidine.

DHEA: La dehydroepiandrosterone.

ELISA: Enzyme linkedimmunoessay.

EPAC1 and 2: Protéine d’échange directement activée par I’AMPc de typesl et 2.
H202: Peroxyde d’hydrogene.

HHS: L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

HSL: La lipase hormono-sensible.

IPDRGC: Les cellules ganglionnaires rétiniennes intrinsequementphotosensibles.
L-DOPA: La 3,4-dihydroxyphénylalanine.

LDL: Les lipoproteines de faible densité.

LDLR: Les récepteurs de LDL.

LBC: Lumiére brillante continue.

LBI: Lumiére brillante intermittente.



MC2R: Récepteur de mélanocortine 2.

NSC: Noyau supraschiasmatique.

PAF: Paraformaldehyde.

PBS: Phosphate bufferd saline.

PKA: La protéine kinase A.

PVN: Noyaux paraventriculaires d’hypothalamus.
Rapl et Rap2: Protéine associée a la rhoptrie let 2.
REL: Réticulum endoplasmique lisse.

RER: Réticulum endoplasmique rugueux.
SDHEA: Sulfate de dehydroepiandrosterone.
StAR: La protéine régulatrice aigué stéroidogene.
SULT2AL: La sulfotransférase famille 2A nombre 1.
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INTRODUCTION

La rotation de la terre sur elle-méme et sa révolution en orbite autour du soleil entrainent des
changements quotidiens et saisonniers prévisibles (Caetano, 2018). Afin danticiper ces
changements de I'environnement, de nombreuses especes présentent une horloge interne.
Chez les mammifeéres, cette horloge interne est logée au niveau du noyau suprachiasmatique
(NSC) dans I'nypothalamus ventral. Le NSC recoit des informations de I'environnement pour
synchroniser 1’organisme avec son environnement (Ramkisoensing & Meijer, 2015).

Cette horloge biologique appelée encore oscillateur est synchronisée par des différents agents
de I’environnement appelés synchroniseurs (Touitou, 2011).

Chez I’homme, la lumiére est le plus puissant synchroniseur de I’horloge interne et ses effets
dépendent de son spectre et de ses caractéristiques d’intensité et de durée (Touitou, 2016). Le
NSC recoit des informations de la lumiére a partir les cellules ganglionnaires rétiniennes dites
intrinsequement photosensibles (ipRGC) pour synchroniser 1’homéostasie énergétique en
fonction du temps (Fleury et al., 2020).

Alors la vie sur terre est adaptée a un cycle solaire constant de 24 heures. N’importe quel
changement du cycle standard (lumiere /obscurité) peut perturber la synchronisation de
I’organisme avec l'environnement (Touitou, 2011).

Depuis la révolution industrielle, et en particulier au cours des derniéres annees, et avec
I'invention de la lumiére, les individus ne s‘alignent plus sur I'environnement et commencent a
suivre des cycles de lumiére artificiels. De ce fait, I'exposition a la lumiére artificielle la nuit,
aussi appelée «pollution lumineuse» est devenue omniprésente au cours des dernieres années
(Bedrosian et al., 2013).

Le systéeme circadien peut étre influencé par la lumiére nocturne ce qu’il peut influencer le
rythme diurne de la sécrétion de cortisol par la glande surrénale, car la glande surrénale est en
contact avec le NSC qui régule la fonction de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien en
envoyant une entrée neuronale directe au noyau paraventriculaire de I'hypothalamus
(Bedrosian et al., 2013).

L’objectif de cette étude est de voir l'impact de l'exposition a la lumiere nocturne sur le
rythme de la sécrétion du cortisol exploré par une approche histologique et
immunohistochimique, ainsi, les résultats des études antériecures obtenues chez I’homme et

chez d'autres especes seront interpreétés, compares et discutes.
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1. Lesglandes surrénales
Il s’agit de 2 petites glandes, chacune située sur le pole supérieur du rein, de forme
triangulaire (Hinson et al., 2010) (Fig.1). Le poids normal de chaque glande surrénale est
difficile a établir vu que la taille des glandes varie en réponse au stress et/ou a une maladie
débilitante (Mitty, 1988), mais en moyenne chacune pésent environ de 4 a 6 g (Idelman &
Verdetti, 2020).
Elles sont des organes trés vascularisés, elles recoivent le sang a 1’aide des artéres surrénales,
qui proviennent directement de l'aorte, le drainage se fait par une seule grande veine centrale
«la veine surrénale» qui sort a travers le cortex pour rejoignant la veine cave a droite et la
veine rénale a gauche. L'innervation surrénalienne se fait par les nerfs splanchniques (Hinson
etal., 2010).
Elles produisent des hormones impliquées dans la régulation de la fonction immunitaire, de la
tension artérielle, de I’homéostasie hydrosodée, de la réponse au stress et de la fonction
sexuelle (Turquetil & Reznik, 2019).

Veine cave Aorte
inférieure abdominale
Artéres surrénales supérieures

Glande surrénale gauche Zone glomérulée Capsule

Glande surrénale droite Zone fasciculée

; : Zone réticulée
Artére surrénale moyenne

Artére surrénale inférieure

Médullosurrénale

Rein gauche

" g Vaisseaux sanguins
Rein droit 9

Figure 01 : Représentation de la forme et la localisation des glandes surrénales avec les

différentes zones des surrénales (Turquetil & Reznik, 2019).
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Chaque glande surrénale est enveloppée par une capsule conjonctive, faite de fibroblastes et
de fibre de collagéne (Idelman & Verdetti, 2020).

De plus, chaque glande surrénale est composée de 2 parties bien distinctes histologiquement
et physiologiquement (Idelman &Verdetti, 2020), la Corticosurrénale et la Médullosurrénale

dont laquelle la corticosurrénale représente 80% de 1’ensemble de la surrénale (Hinson et al.,
2010) (Fig.2).

SO
WY 705 77 A T PN

Figure 02: Coupe transversale de la glande surrénale représentant la relation entre le cortex

00 DR

surrénalien et la médulla.
ZG : zone glomérulée, ZF : zone fasciculée, ZR : zone réticulée, M : médullosurrénale
(Hinson et al., 2010).
1.1.La médullosurrénale
1.1.1. Definition
La médullosurrénale est composée par le tissu nerveux modifiés, qui contient des cellules
nommeée «cellules du chromaffine»>, ces cellules sont responsables de la sécrétion de
catécholamines, adrénaline, noradrénaline, et dopamine.
Les hormones catécholamines synthétisées par la médullosurrénale jouent le rdle de
neurotransmetteurs, alors cette zone est considérer comme I’interface entre le systéme
nerveux et le systeme endocrine (Hinson et al., 2010).
Les catécholamines sont sécréter en réponse a une situation de stress, ils augmentent la force
et la fréquence de la contraction cardiaque, et entraine une dilatation des bronches, ainsi
qu’une mise au repos des muscles lisses du tractus gastro-intestinalet de la vessie (Turquetil &
Reznik, 2019).
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1.1.2. Histologie

La medullosurrénale est composee de grandes cellules polyédriques de couleur péle appelées
cellules chromaffine disposées en cordons et soutenues par un réseau de fibres reticulaires, il
y a aussi la présence de quelques cellules ganglionnaires parasympathiques. Un apport
abondant de capillaires sinusoidaux intervient entre les cordons adjacents.

Les cellules chromaffine peuvent étre considérées comme des neurones post-ganglionnaires
sympathiques modifiés, dépourvus d'axones et spécialisés en tant que cellules sécrétoires
(Mescher & Junqueira, 2018) (Fig.3).

Figure 03 : Coupe de la zone médullosurrénale observée sous le microscope photonique
représentant le parenchyme médullosurrénale (Mescher & Junqueira, 2018).
1.1.3. Biosynthése des catécholamines
La biosynthése des catécholamines se fait a partir de la L-tyrosine fournie soit par
l'alimentation, soit par hydroxylation de la phénylalanine dans le foie. La tyrosine est
hydroxylée en 3,4dihydroxyphénylalanine ou L-DOPA, I'nydroxylation du cycle phénol est
I'étape limitant de la synthese des catécholamines.
L’étape suivante de la biosynthése des catécholamines est la conversion de la L-DOPA en la
dopamine par la décarboxylase des acides aminés L aromatiques (DOPA décarboxylase), puis
la dopamine est transportée activement dans les granules des cellules chromaffine qui
contiennent la dopamine oxydase pour étre convertir en norépinephrine.
Ensuit la norépinephrine sort des granules dans le cytoplasme et I'enzyme soluble
phenyléthanolamine N-méthyltransférase catalyse la N-méthylation de la norépinephrine en
épinéphrine (Schulz et al., 2003) (Fig.4).
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Dopamine [3-hydroxylase
(Ascorbate, O,)

HO,

OH
Norepinephrine
Phenylethanclamine

N-methyltransferase
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Figure 04 : Représentation schématique de la biosynthése des catécholamines (Kuhar et al.,

1.2.La corticosurrénale
1.2.1. Définition

C’est la partie extérieure qui encapsule la médullosurrénale et qui produit les hormones

stéroidiennes. La corticosurrénale comporte 03 zones :

1. La zone glomérulée : c’est la zone extérieure, elle a un rdle dans la sécrétion des

minéralocorticoides (aldostérone).
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2. La zone fasciculée : c’est la zone moyenne, elle a un réle dans la sécrétion des

glucocorticoides (cortisone et cortisol).

3. La Zone réticulée : c’est la zone interne, elle a un role dans la sécrétion de petites

quantités des hormones sexuelle, les androgenes, qui sont la dehydroepiandrosterone
(DHEA), Sulfate de DHEA (SDHEA), I’ Androsténédione (Hinson et al., 2010).

1.2.2. Histologie

En générale, les cellules du cortex surrénalien ayant une apparence des cellules sécrétant des
stéroides, elles contiennent des gouttelettes des lipides qui représentent une forme de stockage
d’Estrées de cholestérol, qui est le principal substrat de la syntheése des hormones stéroidienne
(Hinson et al., 2010) (Fig.5).

1. La zone glomérulée : Les cellules de cette zone sont disposés en grappes ovoides serrées

et sont en continuité avec les cordons cellulaires de la zone fasciculee, les cellules sont
petites et cylindriques et présentent des noyaux sphériques, de réticulum endoplasmique
lisse (REL) abondant, de multiples complexes de Golgi, de grandes mitochondries, des
ribosomes libres et certains réticulum endoplasmique rugueux (RER). Les gouttelettes
lipidiques sont rares (Ross & Pawlina, 2016).

2. La zone fasciculée : Les cellules de cette zone sont disposées en longs cordons droits,

d'une ou deux cellules d'épaisseur, séparés par des capillaires sinusoidaux. Les cellules
sont grandes et polyédriques, ont un noyau sphérique, un REL et des mitochondries et un
appareil de Golgi trés développés, et de nombreux RER qui peuvent donner une légere
basophilie a certaines parties du cytoplasme, cependant le cytoplasme est acidophile et
contient de nombreuses gouttelettes lipidiques (Ross & Pawlina, 2016).

3. La zone réticulée : Les cellules de cette zone sont disposées en cordons anastomosés

séparés par des capillaires fenestrés. Les cellules sont plus petites que celles de la zone
fasciculée, elles contiennent peu de gouttelettes lipidiques, un REL bien développé et de
nombreuses mitochondries allongées avec des crétes tubulaires, mais elles ont peu de RER
(Ross & Pawlina, 2016).
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Figure 05 : Coupe histologique montre les différentes zones du corticosurrénales (Lack &
Paal, 2020).

1.2.3. Biosynthése des stéroides surrénaliens

La biosynthése des stéroides surrénaliens s’effectue principalement a partir du cholestérol. Le
cholestérol peut étre d’origine exogéne ou endogene c.-a-d. généré de novo a partir de l'acétyl
coenzyme-A (ldelman & Verdetti, 2020).

Le cholestérol exogéne est absorber par endocytose au forme de Low density lipoprotienes

(LDL) via les récepteur spécifique, la vésicule formé par endocytose fusionne avec lysosome

et le cholestérol libre est produit aprés hydrolyse (Arlt & Stewart, 2005).

La synthése des minéralocorticoides, des glucocorticoides et des androgenes surrénaliens se

produit dans des zones corticales surrénales distinctes, chaque zone exprime des enzymes

spécifiques (Turcu & Auchus, 2015) (Fig.6).

1- Pour initier la stéroidogenése, le cholestérol est mobilisé a partir d'un pool dans la
membrane mitochondriale externe vers la membrane mitochondriale interne a 1’aide de la
protéine régulatrice aigué stéroidogene (StAR) , apres mobilisation , I'enzyme de clivage
de la chaine latérale (CYP11A1, P450scc) catalyse la premiére étape de la stéroidogenése,

qui limite la vitesse : la conversion de cholestérol en prégnénolone.
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Au niveau de la ZG : dans le cytoplasme, la prégnénolone est convertie en progestérone
par lI'isoenzyme de type Il de la 3b-hydroxystéroide déshydrogénase (3b-HSD), puis la 21-
hydroxylase (CYP21A2, P450c21) convertit la progestérone en 11-désoxycorticostérone,
finalement aldostérone synthase (CYP11B2, P450c11AS) intervient et catalyse les trois
dernieres étapes de la synthése de l'aldostérone : 11B-hydroxylation, 18-hydroxylation et
18-méthyloxydation.

Au niveau de la ZF: Le CYP17Al clive la liaison C17-C20 de la 17-
hydroxyprégnénolone et dans une bien moindre mesure, de la 17-hydroxyprogestérone
(170HP), aprés les 17-hydroxystéroides sont convertis en 11-désoxycortisol avec les
activités de HDS3B2 et de CYP21A2, Enfin, la 11B-hydroxylase (CYP11BI1, P450c11p)
compléte la synthese du cortisol.

Au niveau de la ZR : La sulfotransférase SULT2A1 conjugue la DHEA a la DHEAS, et la
surrénale synthétise de petites quantités de testostérone, par l'action de la 17B-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 5 (17BHSDS, AKRI1C3) (Turcu & Auchus,
2015).
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Figure 06 : Représentation schématique de la synthese des stéroides (Arlt & Stewart,
2005).
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1.3.Mécanismes de régulation de la sécrétion du cortisol

La sécrétion du cortisol est sous le contrdle de I'normone adrénocorticotrope (ACTH) sécrétée
par I’hypophyse, ce dernier lui-méme est régulé par I'hormone de libération de la
corticotropine (CRH) et de I'arginine vasopressine (AVP) sécrétées par I'hypothalamus.

Le cortisol joue le réle de rétrocontréle négatif sur la sécrétion d’ACTH et CRH et AVR par
I'inhibition de son sécrétion, c’est ce que on appelle 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS).

L’axe HHS est stimulée par différents états de stress de 1’organisme qu’il soit d’origine
physiologique (infection, hypoglycémie) ou psychologique (par exemple stress de I’examen)

(Hinson et al., 2010).

1.4.Mécanisme d’action d’ACTH sur les cellules fasciculées
Le résultat majeur de l'action de I'ACTH est d'augmenter la conversion du cholestérol en

prégnénolone, qui est I'étape limitant de la stéroidogenése (Hinson et al., 2010).

L’ACTH circulant se lie a la récepteur MC2R (Melanocortin 2 Receptor) situé a la surface des
cellules fasciculée pour activer une protéine Gs, entrainant alors une augmentation de
I'adénosine monophosphate cyclique intracellulaire (AMPCc), I’AMPc stimule l'activation de la
protéine kinase A (PKA) dépendante de I'AMPc sérine-thréonine kinase ou des protéines
d'échange directement activeées par 'AMPc ( EPAC1 and 2).

La PKA augmente le nombre de LDLR «LDL receptor»> qui augmente l'absorption d'ester de
cholestérol, et phosphoryle de nombreux substrats, tandis que ’EPAC catalyse la conversion

des petites GTPases Rapl et Rap2 d'une forme inactive a une forme active.

La PKA phosphoryle la lipase hormono-sensible (HSL), qui convertit les esters de cholestérol
en cholestérol libre, et provoque une augmentation de StAR, qui facilite le mouvement du
cholestérol vers la membrane mitochondriale interne, ou se trouve I'enzyme limitant
CYP11A1 (Angelousi et al., 2000) (Fig.7).
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Figure 07 : Action de I’ACTH au niveau des cellules corticosurrénales (Hinson et al., 2010).

2. L’horloge biologique
2.1.L’horloge biologique

Les facteurs environnementaux tels que I’exposition a la lumiére, la température présentent un
rythme quotidien qui est causé par la rotation de la terre autour de son axe central, de
nombreuses espéces présentent une horloge interne afin d’anticiper ces changements de 24h,
Chez les mammiferes, cette horloge interne réside dans le noyau suprachiasmatique (NSC)
dans I’hypothalamus antérieur (Ramkisoensing & Meijer, 2015).

Cette horloge biologique est le chef de 1’organisme qui contréle et orchestre la rythmicité
d’un ensemble de fonctions physiologiques et leurs expressions pendant une durée de 24
heures (Leger et al., 2018), aussi appelée «xrythme circadieny», ou pendant une periode
inférieure a 20 heures ««rythme ultradien»» ou pendant une période supérieure a 28h «rythme
infradienney, le NSC est synchronisée par des différents facteurs de 1’environnement appelé
synchroniseurs ou agents donneurs du temps (Touitou, 2011).

Cette horloge biologique dite centrale ou encore appelée oscillateur circadien recoit des
informations de I’environnement puis elle transmit ces informations aux différents cellules de
I’organisme (Touitou, 2011), I’horloge centrale est entouré par une multitude des horloges
périphériques situés aux niveaux de presque tous les tissus de 1’organisme (Leger et al.,

2018).
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Le NSC est une structure bilatérale multicellulaire contient presque 20,000 neurones dans
lequel les neurones individuels fonctionnent comme des oscillateurs cellulaires autonomes qui
produit un rythme de sortie cohérent a 1’aide des synapses et des jonctions lacunaire
(Ramkisoensing & Meijer, 2015), le NSC est aussi subdivisé en 2 parties : NSC dorsal (c.-a-d.
coquille/Shell) et ventral (c.-a-d. noyau/core).
Les nuerons du NSC sont constituée par une dizaine de genes appelé ««génes de I’horloge»»
(Leger et al., 2018), parmi ces génes on a celle de période (per 1,2,3), cryptochrome (cry 1,
2), Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (CLOCK), Brain and Muscle ARNT-
likeprotein 1 (Bmall), the nuclear receptors ROR (a, B, and y), Peroxisome proliferator-
activated receptor a (PPAR«), and REV-ERB (a and ) (Ramkisoensing & Meijer, 2015). Le
mécanisme moléculaire de ces genes est basé sur des boucles de rétroaction négatives de
transcription et de traduction, cette action provoque des oscillations dans I'expression des
génes et des protéines avec une période proche de 24 heures (Fleury et al., 2020).
Les neurones du NSC projettent vers d’autres régions de I’hypothalamus, ces régions cibles
comprennent les noyaux paraventriculaires de [I'hypothalamus (PVN), les noyaux
dorsomédiaux de I'hypothalamus (DMH) (Paul & Brown, 2019).

2.1.1 Synchronisation de I’horloge biologique
En générale n’importe quel changement de 1’environnement peut étre considéré comme un
synchroniseur, il existe des synchroniseurs photique et non-photique, (les non-photique
présentent des effets faible par rapport a cell photique) (Leger et al., 2018). Chez I’homme le
plus puissant est 1’alternance lumiére/obscurité (Fleury et al., 2020).
La synchronicité d’un sujet est mise en évidence par 1’étude des rythmes circadiens de la
température corporelle, de 1’activité motrice, des profils de la mélatonine et du cortisol
plasmatiques. Les profils circadiens de ces variables deviennent de véritables marqueurs de la
synchronisation de 1’organisme a son environnement (Selmaoui & Touitou, 2003).

2.1.1.1 La lumiére comme synchroniseur

La lumicere étant le synchroniseur externe le plus puissant de 1’horloge suprachiasmatique, des
changements dans la durée journaliére d’éclairement ou des signaux photiques irréguliers vont
avoir un fort impact sur la physiologie (Challet, 2009).
Le NSC recoit des informations de la lumiére directement a partir les ipRGC «les cellules
ganglionnaires rétiniennes dites intrinséquement photosensibles)> pour coordonner
I’homéostasie énergétique en fonction du temps, ces ipRGC contiennent un photopigment dits
mélanopsine, et sont sensible a la lumiére a une longueur d'onde de 484 nm chez les rongeurs

et de 457, 459 et 470 nm avec une sensibilité maximale a 480 nm chez I’homme (Fig.8).
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La direction de 1’effet de la lumiére sur 1'horloge est déterminée par I’heure de 1’exposition a
la lumiere, en fonction du temps, 1’exposition a la lumiere va stimuler ou affaiblir 1’expression

de certains genes de I’horloge (Fleury et al., 2020).
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Figure 08 : Représentation anatomique sur I’action de la lumiére sur les différentes zones de
I’hypothalamus (Fleury et al., 2020).

Cette phénomeéne est représenté par une courbe dite de réponse de phase (Leger et al., 2018),
cette a dire que selon I’heure de 1’exposition elle entraine une avance de phase correspondant
a un déplacement du pic de la fonction en avance par rapport au rythme habituel, ou en
retardant sa phase correspondant a un déplacement du pic a une heure plus tardive par rapport
au rythme habituel, ou peut ne produire aucun effet (Touitou, 2011).

2.1.2 L’horloge biologique et sécrétion du cortisol
Cette horloge contrdle la sécrétion de glucocorticoides par deux mécanismes :
1/ Elle exerce un contrdle hormonal de la production de glucocorticoide par le biais des
variations journalieres des secrétions de CRH et d’ACTH par 1’axe hypothalamo-
hypophysaire (Oster et al., 2006), car le NSC présent des interactions avec le noyau
paraventriculaires (PVN), et le PVN contrdle ’axe H-H-S par sécrétion de CRH (Fleury et
al., 2020).
2/ La sensibilité des cellules de la zone fasciculée a I’ACTH est modulé de fagon différente au
cours de la journée, par un contréle nerveux de ’activité du cortex surrénalien via le systéme

sympathique (Oster et al., 2006), car le PVN qui est en contact avec le NSC, elle a aussi des
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projections sympathiques vers la glande surrénales via lesquelles il module la sensibilité du
cortex surrénalien a I’ACTH (Fleury et al., 2020).

L'existence des genes horloge au niveau des glandes surrénales, c.-a-d. que elle est le siege
d’une horloge périphérique qui module localement la sensibilité des récepteurs de I’ACTH
(MC2R) peut étre considérer également comme un mécanisme de régulation du sécrétion du
glucocorticoides (Oster et al., 2006).

Au cours de la journée, le taux de cortisol augmente t6t le matin (acrophase), puis elle décroit
progressivement jusqu’a arriver le plus bas taux en premiére partie de nuit (Lefevre et al ;
2019). Le cycle de sécrétion du cortisol est en opposition de phase avec celui de la
mélatonine. Cette hormone est synthétisée par la glande pinéale en réponse a 1’obscurité
(Fig.9).

La mélatonine une fois secrétée réduit la production du cortisol en se liant a des récepteurs de
type 1 des cellules cortisol-sécrétantes humaines, et qui va réduit la réponse du cortisol a
I’ACTH (Campino et al., 2008)

Cortisol

Melatonin

T )
6am 9am 12pm 3pm 6pm 9pm 12am 3am 6am Y9am

Figure 09 : courbe représente le rythme circadien de sécrétion de la mélatonine et du cortisol
(Manganaro et al., 2017).
2.1.3 Désynchronisation de I’horloge
Un dysfonctionnement de 1’horloge et une désynchronisation de ’organisme se résulte
lorsque 1’horloge biologique n’est plus en phase avec les signaux de 1’environnement, et dans
un certain nombre de situations il y’aura une mauvaise perception des synchroniseurs par

I’horloge biologique:
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- Lorsque les synchroniseurs sont supprimés totalement dans les expériences appelées «chors
du temps».

-Lors d’une inadéquation des relations entre les synchroniseurs et I'horloge interne, comme
dans les cas de décalage horaire et le travailleur posté.

-Soit grace a des synchroniseurs mal percus (Cécité).

La désynchronisation est d’origine externe Ou interne :

e La désynchronisation externe est liée aux facteurs de 1’environnement, lors d’une
relation inadéquation entre les synchroniseurs et I'horloge interne ou lors d’une mal
percus des synchroniseurs par 1’horloge.

e La désynchronisation interne est li¢e a un dysfonctionnement propre de 1’horloge sans
lien évident avec I’environnement (la dépression, les cancers hormono-dépendants) ou
dans le vieillissement.

La désynchronisation se manifeste par des symptomes cliniques atypiques tels que fatigue

persistante, troubles du sommeil, troubles de I’humeur, etc. (Touitou, 2008).
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1. Matériels biologique
1.1.Les rats Wistar
Le matériel biologique que nous avons choisi est le rat albinos de la souche Wistar. Cette
espece est originaire de 1’institut Wistar de Philadelphie d’ou le nom de rat Wistar.
Ces rats sont des mammiferes nocturnes de I’ordre des rongeurs. La puberté survient entre 50
et 60 jours apres la naissance chez les deux sexes.
Le rat Wistar est un rat albinos non consanguin, posséde une téte plus large, et une queue plus

petite inférieure a la longueur de son corps et des longues oreilles (Fig.10).

Figure 10 : Photographie d’un rat WISTAR (adaptée de : https://www.envigo.com/ )
2. Meéthodes

2.1.Constitutions des lots d’animaux
Des rats males d’un poids corporel moyen de 305 g en moyenne ont été mis en acclimatation
dans une chambre chronobiotique et logées dans des cages individuelles maintenues a une
photopériode standard de 12h de lumieére et 12h d’obscurité (12 L/12D). La température est de
22 +2°C, avec un acces libre & une nourriture constituée de bouchon et avec eau de boisson.
Aprés la période adaptative, les rats ont été séparés en deux lots :
v ler lot control (n=10) gardé sous un cycle nycthéméral standard (12L/ 12D). L’éclairage
commence a 7h du matin jusqu’a 7h du soir.
v 2éme lot (expérimental/ désynchronisé), (n=10) soumis a une perturbation chronique du
cycle lumiere-obscurité, en alternant un cycle standard (LD de 12:12) par un cycle modifié
(LD de 20:4) ce qui induit un allongement de 8h de la phase lumineuse toutes les 48h
pendant12 semaines (I’éclairage commence a 7h du matin jusqu’a 3h du matin).
La désynchronisation choisie a été réglée a 1’aide d’une minuterie permettant le début de

L’éclairement a 07h 00 du matin.
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2.2.Technique opératoire

L’¢tude a porté sur 1’évaluation du cortisol plasmatique et 1’analyse des caractéristiques

histologiques et immunohistochimiques des glandes surrénales.
2.2.1. Prélévement sanguin

Le préelevement est réalisé au niveau du sinus rétro-orbital de ’ceil (région cartilagineuse

richement vascularisée) pendant la phase diurne a 1’aide d’une pipette pasteur de type

capillaire 1,5 ml. Le sang total (1-1,5 ml) est recueilli dans des tubes secs puis centrifuge a

3000 tours/min pendant 15 min. Le sérum récupéré a été conservé a - 20 °C en vue du dosage

ultérieur.

2.2.2. Dosage du cortisol

Le dosage du cortisol a été effectué entre 7h et 9h du matin chaque fin de semaine. C’est a ce

moment-la que le taux de cortisol est le plus élevé et le plus stable. La quantification du taux

du cortisol a été réalisée a 1’aide des Kits : Kits ELISA cortisol.

Principe de la technique ELISA

La technique ELISA (Enzyme-linked-immunosorbent-assay) est basée sur la détection d’une

molécule spécifique (hormone, AC, peptide) dans des échantillons a I'aide d'un anticorps (ou

d'un antigéne) spécifique et de quantification de la molécule cible a lI'aide d'une réaction
d’enzyme avec son substrat (Fig.11). Elle comprend les étapes suivantes :

- L'échantillon est ajouté a la microplaque, ensuite, le conjugué enzymatique dilué est
ajoute, apres le mélange est incubé a température ambiante pendant une heure.

- Une compétition pour les sites de liaison a lieu pendant I'incubation.

- Laplaque est ensuite lavée pour éliminer tout matériau non lié.

- Un substrat qui génere une couleur optimale aprés 30 minutes est ajouté pour détecter le
conjugué enzymatique lié.

- Les résultats des tests quantitatifs peuvent étre obtenus en mesurant et en comparant la
lecture de l'absorbance des puits des échantillons par rapport aux normes avec un lecteur
de microplaques a 650 nm.

- L'étendue du développement de la couleur est inversement proportionnelle a la quantité du

cortisol dans I'échantillon ou le standard.
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Figure 11 : Le principe du kit ELISA (adaptée de : https://www.moleculardevices.com/ ).

2.2.3. Méthode histologique

La technique histologique comporte un certain nombre de manipulations aboutissant a la

confection des lames histologiques prétes a I’observation microscopique des tissus

biologiques dans le but d’étudier I’anatomie et la structure d’un organe. Ces manipulations se

déroulent dans un ordre chronologique et peuvent étre résumées comme suit:

Prélevement tissulaire : Aprés les 12 semaines d’expérimentation, les animaux ont été
sacrifies. Les sacrifices ont eu lieu entre 9 et 12 h du matin et entre 9 et 12 h du soir. Le
prélévement tissulaire a porté sur les surrénales.

Pour le sacrifice, une anesthésie a été réalisée par injection intra-péritonéale d’uréthane a
25% a raison de 1ml d’uréthane par 100 g de poids corporel de I’animal.

Fixation : Une fois prélevées, les surrénales ont été fixées par immersion dans des
fixateurs adéquats en vue d’un examen histologique et immunohistochimiques:

v Le Bouin aqueux pour I’étude topographique (Annexe.1).

v Le paraformaldéhyde pour I’étude immunohistochimique (Annexe.2).

Le fixateur permet de conserver les tissus dans un état aussi proche que possible de 1’état

naturel en empéchant la déshydratation prématurée et ’autolyse des cellules.

Les piéces ont ensuite été lavées a 1’eau courante jusqu’a éclaircissement de I’eau de ringage

(environ 4 heures) pour éliminer tout exces de liquide fixateur.

Déshydratation : Le but de cette étape est d’éliminer I’eau intracellulaire, ceci par passage
des prélevements dans des bains d’alcool de concentrations croissantes (de I’alcool a dilué
50° jusqu’a I’alcool absolu a 100°). Cette étape prépare I’inclusion, vu que la paraffine est
hydrophobe.

Imprégnation : Une fois 1I’échantillon déshydraté, I’imprégnation se fait dans 3 bains

successifs de 2 heures chacun dans I’étuve a 60°C.
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Le premier bain est composé d’un mélange de butanol et de paraffine a volume égal.

Le deuxiéme et le troisiéme renferment de la paraffine pure.

Le solvant intermédiaire favorable aux échanges membranaires entre 1’alcool«>butanol
d’une part et butanol«>paraffine d’autre part pour éliminer les traces d’alcool absolu.
Inclusion : Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine (résine blanche opaque).

Le prélevement baigne dans la paraffine fondue (chauffée a 56°C pendant 4h dans une
étuve) et qui infiltre alors toutes les cellules, Elle a pour but de permettre la réalisation de
coupes fines (d’une épaisseur de 2 a 5 um).

Mise en bloque : Aprés 4 heures d’inclusion, la paraffine liquide est coulée dans un petit
moule en métal « Barres de Leuckart ».

Apreés refroidissement (dans un congélateur pendant toute une nuit), on se trouve alors en
présence d’un bloc de paraffine dur, a I’intérieur duquel la piéce prélevée est rigide en
présence de paraffine solide dans 1’espace intracellulaire de chaque cellule composant le
tissu.

Confection des coupes et étalement : Le bloc est collé sur un porte-objet préchauffé,
I’ensemble est ensuite fixé sur le microtome (American Optical) de fagon a ce que les
arétes des faces soient paralléles au fil du rasoir.

Des coupes de 2 a 5 um d’épaisseur sont récoltées sous forme de ruban recueilli a 1’aide
d’une pince dans un bain-marie préchauffé a 47°C contenant de 1’eau distillée puis les
coupes sont étalées sur les lames. Ces derniéres sont mises a sécher a une température
ambiante ou dans une étuve a 37°C.

Déparaffinage et réhydratation : En vue de leur coloration, et sachant que les colorants
sont des solutions aqueuses, les coupes nécessitent une réhydratation. Celle-ci commence
par un déparaffinage par passage dans 2 bains de xylene (solvant de la paraffine) de 2 min
chacun a une température ambiante puis une réhydratation réalisée par des passages de 2
min dans des bains d’alcool a degré décroissant (100°, 95°, 70°) a une temperature
ambiante. Un ringage a 1’eau distillée pendant 2 min achéve cette étape.

Coloration topographique : Pour procéder a I’étude morphologique, les coupes des
glandes surrénales ont été colorées au Trichrome de Masson (Martoja et Martoja-Pierson,
1967), qui révele le cytoplasme en rose, les fibres de collagénes en vert et les noyaux en
brun (marron) (Annexe.3).

Déshydratation : Les coupes ainsi colorées ont été déshydratées par passage dans des

bains d’alcools a degrés croissant (70°,95°,100°) suivie de 2 bains de xyléne pendant
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quelques secondes a une température ambiante. Ce qui permet de préparer 1’étape de
protection et de conservation des coupes par leur montage entre lame et lamelle a 1’aide
d’une résine neutre : I’Eukitt.

Une fois ces étapes sont terminées, on réalise une observation de nos lames au microscope

photonique (Zeiss Axoplan). La prise de photos a été réalisée par 1’appareil photos numérique.

2.2.4. Méthode immunohistochimique
Nous avons utilis¢ I’immunohistochimie comme une technique pour évaluer l'expression et la
localisation de I’enzyme 11-béta-hydroxylase dans la corticosurrénale chez les deux groupes.
La 11-béta-hydroxylase est une enzyme qui fait partie de la famille des enzymes du
cytochrome P450. Ces enzymes sont impliquées dans la formation et la dégradation de
diverses molécules dans les cellules.
L'enzyme 11-béta-hydroxylase intervient dans la derniére étape de formation du cortisol et
corticostérone. Plus précisément, cette enzyme aide a convertir une molécule appelée 11-
désoxycortisol en cortisol et aide a convertir une autre molécule appelée 11-
désoxycorticostérone en corticostérone.
Préparation des tissus
La fixation des tissus doit é&tre immédiate dans une quantité suffisante de fixateur. Les glandes
surrénales ont été prélevées et fixées dans un liquide fixateur : le Paraformaldéhyde (PAF) a
4% dans un tampon phosphate 0,1M (pH 7,4) durant 24h.

Principe :

Les techniques d’immunohistochimiques reposent sur la détection et la localisation, sur tissus,
molécules endogénes, par utilisation d’anticorps primaires spécifiques (Ac laire). La mise en
évidence des réactions immunes se fait par utilisation d’anticorps secondaire (Ac llaire)
dirigés contre les immunoglobulines de I’espéce ayant produit les premiers Ac. L’ Ac llaire est
couplé a un marqueur qui le rend détectable et qui permet de visualiser le complexe Ag-Ac
laire (Genton, 2006). Dans notre étude, 1’Ac llaire utilisé est couplé a une enzyme : la

péroxydase (Fig.12).
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Figure 12 : Réaction d’immunohistochimie indirecte
L’immunodétection est réalisée a [’aide de deux anticorps primaire et secondaire polymérisés
lié a la HRP (HorseradishPeroxidase), I’ensemble est marqué par un précipité de couleur
brune. L’apparition du signal chromogénique résulte de [’oxydation du 3,3 -

Diaminobenzidine par la peroxydase donnant une couleur brune.

Les avantages et inconvénients de la méthode indirecte

La méthode indirecte a été mise au point pour palier au probléme de la faible intensité du
signal de la méthode directe. L'anticorps primaire se lie a l'antigéne, puis un anticorps
secondaire (marqué) se lie a l'anticorps primaire. Le signal est amplifié du fait que plusieurs
anticorps secondaires sont liés a un anticorps primaire unique. Autre avantage de cette
méthode : un seul anticorps marqué est nécessaire pour différentes substances cibles, ce qui
permet de réduire les colts. Son inconvénient vient du fait que les liaisons non spécifiques

sont plus fréquentes qu'avec la méthode directe.

Etapes de ’'immunohistochimie:

-Déparaffinage et hydratation : Les coupes des glandes surrénales ont subi un déparaffinage
dans un bain de xyléne (15 min) puis hydratées en passant dans des bains d’éthanol a
concentration décroissante (100°, 90°, 70°) de 10 min chacun, puis dans I’eau distillée.
-Démasquage antigénique : Les lames sont placées dans un bac rempli de 250 ml de tampon
citrate, chauffées a 95 C° pendant 25 min puis laissées refroidir pendant 20 min a température

ambiante.
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-Rincage : Les coupes sont rincées par cing immersions successives de 5min chacun par le
PBS (0.1M) (Annexe.4). Avant I’incubation avec les anticorps primaires, il faut égoutter et
essuyer autour des coupes.

-Blocage des peroxydases endogenes : L’activité des peroxydases endogénes qui pourrait
interférer avec celle des peroxydases exogenes apportées lors de la réaction est bloquée en
déposant du peroxyde d’hydrogene (H202) a 3% sur les lames pendant 30 min.

-Les lames sont ensuite rincées dans du PBS 1X pendant 3min puis égouttées et les contours
des coupes essuyees puis entourées d’un cercle hydrofuge a 1’aide d’un Dakopen®.

-Blocage des sites non spécifiques par une solution de blocage ou BSA (Bovin Serum
Albumin), puis lavées au PBS (3x5 min).

-Incubation avec 1’Ac laire (Anticorps monoclonal de rat pour CYP11B1: anti-11p3-
hydroxylase) pendant une nuit. Les lames sont placées dans une chambre humide et
conservées a + 4°C.

-Apres ringage au PBS tween (0.1M) (3x5 min), les lames sont incubées pendant 30 min dans
une solution d’Ac llaire (simple stain MAXPO (MULTI) - Nichirei Biosciences - ref:
414152F Universal Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and -Rabbit -Histofine®) en
suite un ringage a été effectué par PBS tween (0.1M) (3x5 min).

-Révélation du marquage : La révélation de I’activité peroxydase se fait par I’application du
chromogéne DAB ou diaminobenzidine pendant 5 min a 1’obscurité, Ce chromogene est
oxydé par la peroxydase et donne un précipité brun foncé. Cette réaction est bloquée par
ringage au PBS (3x5 min).

-Une contre coloration des coupes a ¢été réalisée par 1’utilisation d’un colorant nucléaire :
I’Hématoxyline de Groat pendant 2 min.

-Montage des lames et observation microscopique : Apres deshydratation, et passage dans
deux bains de xyléne, les coupes ont été recouvertes d’une lamelle a 1’aide de 1’Eukitt. Ainsi
les coupes sont prétes a I’observation et la prise de photos réalisée au microscope photonique

(Zeiss Axoplan).
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Figure 13 : Etapes de I’immunohistochimie indirecte

(Adaptée de: http://www.sinobiological.com).

Acquisition et analyse des images :

A D’observation, les coupes sont photographiées par un appareil numérique (HIROMCAM
Digital Microscope Eyepiece) adapté a un microscope photonique « Zeiss-Axoplan »
connecté a un ordinateur équipé d’un logiciel TSView. Les micrographies sont par la suite
analysées par Image J (NIH, Bethesda, MD, USA), un logiciel de traitement et d’analyse
d’images permettant de quantifier I’intensit¢é moyenne du marquage obtenu sur les coupes.
Dans notre travail, le marquage de 11 B —hydroxylase (CYP11B1) a été effectué chez les deux
groupes.
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Résultats et Discussion

L’importance du systéme circadien et de sa bonne synchronisation aux 24 heures apparait
cruciale pour la santé puisqu'il controle diverses fonctions. Ainsi, chez 1’humain certaines
activités comme les sécrétions hormonales (sécrétion du cortisol) sont maximales pendant le
jour, c¢’est-a-dire pendant la veille. A ’opposé, la sécrétion de I’hormone mélatonine, est
maximale la nuit, pendant le sommeil (Mignot et al., 2002).

Toute modification du mode de vie (inversion du rythme veille/ sommeil ou jour/nuit)
entrainant une perturbation des horloges biologiques peut influencer I’activité, en particulier
circadienne, de la sécrétion de certaines hormones et méme de leurs actions sur leurs tissus
cibles (Reinberg, 1999 et Branderberger, 2001). Le systeme endocrinien le plus sensible a ce
genre de variations est I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Branderberger, 2001).

De nombreuses études ont été réalisées pour évaluer l'impact de I’exposition a la lumicre
nocturne sur le rythme de sécrétion de cortisol, en utilisant différents matériaux, méthodes et
composition lumineuse.

L’alternance lumiére/obscurité est habituellement paralleéle au rythme veille/sommeil. Toute
modification de la durée d’éveil entrainant par conséquent une modification de la durée
d’exposition & la lumiere peut influencer le rythme nycthéméral de la sécrétion de cortisol.
Ceci est observé principalement au cours des phénomeénes de décalage horaire (jet lag)
(Arendt et Marks, 1982 et VanReeth, 2001). Toute situation de stress, d’ordre physique ou
psychique, provogue une stimulation de la sécrétion de cortisol.

En effet, la lumiére exerce des effets directs sur la sécrétion hormonale humaine, la vigilance
et les performances cognitives (Komada et al., 2015). Par ailleurs, les effets de I'exposition a
la lumiere dépendent de ses caractéristiques d’intensité, de durée, de longueur d’onde et de
I’heure d’exposition (Fleury et al., 2020). Il a ét¢é montré que I’exposition a la lumiére
ameéliorer la secrétion du cortisol tot le matin et au milieu de la nuit. De plus, il a été rapporte
aussi que la lumieére bleue et rouge affecte les niveaux de cortisol, mieux que la lumiere verte
(Komada et al., 2015).

Des expériences réalisées chez les rongeurs ont révélé que la sécrétion de glucocorticoides
varie proportionnellement a 1’intensité photonique de la lumiére artificielle (Ishida et al.,
2005). Ishida et ses collaborateurs ont montré que 1’action stimulatrice de la lumiére sur la
glande surrénale met en jeu le systeme sympathique (Ishida et al., 2005). Dans les cas
extrémes de décalage horaire, la lumicre artificielle et la désynchronisation de 1’alternance

veille/ sommeil sont capables d’inverser les profils sécrétoires de la mélatonine et du cortisol
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chez les personnes travaillant en horaires décalés. La cortisolémie atteint alors son maximum
en fin de période diurne de sommeil (James et al., 2007).

De nombreuses études ont montré que la privation de sommeil ou les réveils nocturnes
augmentent la sécrétion de cortisol (Chapotot et al., 2001 et VVgontzas et al., 2003). De méme,
un stress chronique induit une augmentation de la cortisolémie qui retarde I’endormissement
et empéche le sommeil profond. L’altération de la qualité du sommeil facilite les réveils
nocturnes, qui induisent a leur tour une stimulation de la production de cortisol. 1l se produit
une aggravation progressive du dysfonctionnement de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et des troubles du sommeil pouvant engendrer une anxiété et une dépression
(Vgontzas et al., 2001).

Rahman et ses collégues, ont examiné les changements des taux du cortisol en réponse a
I'exposition nocturne a la lumiére sur des participants humains avec différentes conditions de
luminosite : lumiére brillante continue (LBC), lumiere brillante intermittente (LBI) et lumiére
tres faible continue (LFC). Ces auteurs ont trouvé que pendant la seconde moitié de
I'exposition a la lumiére, les niveaux de cortisol étaient significativement plus bas sous LBC
par rapport a la LFC ce qui correspondait a la phase montante du profil de cortisol sous faible
luminosite, en revanche, les niveaux de cortisol n'étaient pas significativement réduits pendant
les stimuli LBI. En comparaison des taux du cortisol du LFC par rapport LBC, il y a eu une
augmentation significative des niveaux de cortisol au début de I'exposition a la lumiere, suivi
par une diminution au cours des 100 min suivantes et d'une phase finale de récupération et
stabilisation pour le reste du stimulus lumineux, et pendant LBI le cortisol augmente chaque
pulse lumineux.

Le passage d'une augmentation a une diminution des niveaux de cortisol peut s'expliquer par
la rétroaction négative exercée par le cortisol sur ses hormones tropiques la CRH et I'ACTH,
ou par le mécanisme de double pulsion proposé pour le rythme quotidien du cortisol, qui
comprend des pulsions d'activation et d'inhibition sensibles a I'neure de la journée (Rahman et
al., 2019).

D’autre part, Newman et ses collaborateurs ont utilis¢é deux nouvelles méthodes
d'échantillonnage pour examiner la réponse du corticostérone au stress de la dispersion des
alevins de saumon sous differentes intensites d'éclairage artificiel, ils ont évalué le taux du
corticostérone au niveau de population et au niveau individuel, les résultats montrent que la
lumiére nocturne n'a pas affecté de maniére significative les niveaux de corticostérone
échantillonnés chez les poissons individuels, bien qu'il y ait eu un effet Iégerement significatif

dans les données de population échantillonnées , il a été montre que le taux du corticostérone
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(au niveau de population) augmentant a mesure que l'intensité lumineuse augmentait c.-a-d.
que l'intensité lumineuse a eu une influence légerement significative sur le taux du cortisol
(Newman et al., 2015).

Par ailleurs une autre étude a évalué I’'impact de 1'exposition chronique de la lumiére a une
faible intensité sur la sécrétion du corticostérone chez les hamsters sibériens femelles qui sont
des espéces nocturnes, ces auteurs ont rapporté des concentrations plus élevées chez les
hamsters contréles par rapport aux hamsters exposés a une faible intensité de lumiére
nocturne (Bedrosian et al., 2013).

Dans une autre étude effectuée chez les rats males Sprague-Dawley soumis sous un cycle
constant de 24h d’obscurité, apres les 24h, les rats ont ét€¢ exposés a 1h de lumiére blanche
d'une intensité égale a 250 lux. Les résultats montrent qu’il y avait un effet principal
significatif de la lumiere sur le taux du corticostérone qui était plus élevé dans la condition
exposee a la lumiere par rapport au temoin (pas de lumiére). Les resultats de ces études
démontrent que la lumiére est capable de provoquer une réponse corticostérone rapide chez le
rat, similaire aux découvertes précédentes chez I'nomme et la souris. Cette réponse,
cependant, est limitée a la nuit subjective, ce qui suggere que seules les expositions a la
lumiere capables de provoquer un déphasage robuste entrainent une augmentation du
corticostérone. Il y a eu une augmentation aigué de I'ACTH aprés une exposition a la lumiére
nocturne. Ainsi, il semble que l'augmentation observée de corticostérone soit, au moins en
partie, médiée par I'HHS. Un changement du cycle (lumiére/obscurité) a immédiatement
modifié le niveau de libération de corticostérone, avec des niveaux plus élevés de
corticostérone observés au nadir. Le rythme de libération de corticostérone, cependant, n'a pas
immeédiatement ajusté sa phase au nouveau cycle (lumiere/obscurité). Ils ont conclu qu’une
avance de phase (ou une exposition a la lumiére pendant la période d'obscurité) active la
libération de glucocorticoides d'une maniere compatible avec une réponse au stress et que le
rythme de libération de corticostérone est largement resistant aux changements de
I'environnement (Mohawk et al., 2007).

De plus, une étude qui teste les effets de la luminosité chronique a différentes longueurs
d'onde sur les niveaux d'hormone de stress (cortisol/ corticostérone) chez deux especes
étroitement apparentées : la souris épineuse commune nocturne (Acomys cahirinus) et la
souris épineuse dorée diurne (Acomys russatus). Ces deux groupes ont été exposés a lumiére
continue pendant la nuit. Les résultats montrent que les taux du corticostérone étaient
significativement plus élevés chez les femelles A.russatus que chez les males, aussi le taux du

corticostérone chez les males A.russatus exposes a la lumiére bleue été élevés par rapport aux
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contréles, mais chez A.cahirinus, il n'y avait aucune différence dans le niveau de cortisol entre
les groupes. Les niveaux élevés de cortisol peut indiquer un stress chronique de l'individu ou
un changement dans le schéma circadien du cortisol (Vardi-Naim et al., 2022).

Grunst et ses collaborateurs ont trouvés que les concentrations de corticostérone étaient
significativement plus élevées chez les oisillons exposés a la lumiére nocturne, aussi les
oisillons qui étaient plus petits que leurs compagnons de couvée avaient un corticostérone
plus élevé, tandis que les oisillons en meilleure condition physique en avaient moins (Grunst
etal., 2020).

Milosevi¢ a été exposé des rats wistar a une lumiere continue pendant 95 jours puis il évalué
les changements du taux de cortisol et de la morphologie du surrénales, il a été trouvé que le
volume absolu et relatif de la zone glomérulée a été augmenté de maniere insignifiante de 5 %
et que la forme des cellules glomérulées chez les animaux exposés de maniere chronique a
une lumiere constante n'a pas été modifiée de maniére significative, mais le volume des ces
cellules et leurs noyaux ont été modifiés de maniere insignifiante de 1 %, il a été trouve aussi
que les volumes absolu et relatif de la zone fasciculé ont été significativement augmentés de
14 et 9 % respectivement par rapport aux rats témoins et le volume des cellules fasciculés et

de leurs noyaux a été considérablement augmenté (Milosevic et al., 2005).
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Figure 14 : Comparaison entre les cellules du cortex surrénalienes entre A : rats conroles et

B : rats exposées a une lumiere constante (Milosevi¢ et al., 2005).
Une exposition prolongée a la lumiére va active le systeme de stress et par consequent les
cellules fasciculées devenues significativement hypertrophiées, aussi le niveau de
corticostérone dans le sang a également été augmenté. Plus précisément I'hypertrophie des
cellules ZF et l'augmentation de la corticostérone dans le sérum peuvent étre expliquées

comme une conséquence de 1'activité accrue des cellules ACTH (Milosevi¢ et al., 2005).
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Par conséquent, un niveau élevé de cortisol peut indiquer un stress chronique de I'individu ou
un changement dans le schéma circadien des glucocorticoides.

Une exposition chronique a la lumiére nocturne peut décaler le rythme quotidien de sécrétion
du cortisol.

D’aprés ces résultats, nous avons noté que les effets de 1’exposition a la lumiére nocturne ne
dépendent pas seulement de ses caractéristiques d’intensité, ou de durée, ou de 1’heure

d’exposition, mais dépendent aussi de  type de I’espece exposée.
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Au terme de ce travail, notre étude met en lumicre, I’effet de la perturbation du cycle
nycthéméral par I’alternance d’un cycle a phase lumineuse rallongée (20L/4D) et d’un cycle
standard (12L/12D) sur les aspects morphologiques des glandes surrénales et la détection et
la quantification, par immunohistochimie, de 1’enzyme clé de la synthése du cortisol (11beta-
hydroxylase).

D’aprés les résultats des études antérieures, nous avons noté que les effets de la lumiéere
nocturne dépendent de ses caractéristiques comme [’intensité, longueur d’onde, I’heure et la
durée d’exposition. Ainsi, les effets de cette exposition sur la sécrétion du cortisol dépendent
aussi a la forme physique et le type d’espéce animal.

En effet, sous différentes conditions expérimentales de 1’exposition a la lumiére nocturne, il a
été remarqué qu’il y’avait une augmentation significative du taux de cortisol, cela peut
s'expliquer par I’activation de I’axe H-H-S en réponse a une situation de stress, en revanche,
d’autre résultats montrent un taux bas du cortisol et ceci n’est pas encore clair pourquoi.
D’apres ces résultats distincts, 1’effet précis de la lumiére nocturne sur le rythme de sécrétion
du cortisol n’est pas encore clair, les futures études doivent menées sous différents conditions
et au sein de plusieurs especes.

Nous concluons que le cycle lumiére/obscurité joue un réle essentiel dans la synchronisation
des rythmes circadiens chez I’homme et I’exposition a la lumiére artificielle est en mesure de
décaler le pic de production d’une hormone.

Il serait intéressant d’effectuer des prélévements réguliers au cours de I’exposition a la
lumiére artificielle pendant la nuit, devraient aussi permettre de mieux étudier le cycle du
cortisol pendant la période de modification du rythme veille/sommeil.

Pour mieux cerner les interactions entre les facteurs photiques et 1’installation des 1ésions
inflammatoire au niveau des glandes surrénales, il conviendra d’analyser en microscopie

électronique les différentes altérations morphologiques survenues sous cette perturbation.
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ANNEXE 01 :

Préparation de Bouin aqueux

Solution aqueuse d’ Acide PICTIQUE ....ueenntineite et e e e e eaeee 30 %

FOrmOl ... e 10 %

F N 16 1 Tt 5 e | P 2%
ANNEXE 02

Préparation de paraformaldéhyde a 4%
1. Dans 2 a 3 ml d’H20D on dissolvant une pastille de soude ou de potasse pour préparer
une solution alcaline.
2. Dans 100 ml d’H2OD on met en suspension 4g de PAF, puis chauffer la suspension
sur un agitateur magnétique chauffant.
3. Une fois la suspension étre frémit, on ajoute quelques gouttes de la solution alcaline
jusqu’a le mélange devient claire.
4. Refroidir le mélange rapidement dans la glace.

5. Conserver a -20c.

ANNEXE 03
Préparation du Trichrome de Masson
» Hématoxyline de Groat :
Solution A :

Acide sulfurique CONCENLIE .........oiitie it e e e e e 0.8ml
ATUNE A oT ..o e 19
Eau distille .......ovieieie i e e 50ml

Solution B :

5 1S3 00T 1 03:4 74 1 U< 0.5¢

ALC00L 05 L 50ml
* Fuchsine-ponceau :

FUChSING aCIA@ ....eeii e e et 0.1g

PONCEAU ..., 02¢g

Eau distille ... ..o 300 g

Apreés la dissolution ajouter :
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F N 16 Lo et o |1 0.6ml
* Orange G :

L0 ) 0 0o 2g
Eau distille .. ... e 100ml
* Vert lumiére :
VIt TUMICTE ... .ve vttt e e et et e tee e et et e e e e naenans 0.1g
Eau distille ... .o e e 100ml
ANNEXE 04

Préparation du PBS (tampon phosphate sodique) a 0.2M a ph 7.2

Solution A : phosphate mono-sodique (NaHPO4, H20)

. dissoudre 6.89¢g » 250mla0.2 M
Solution B : phosphate di-sodique (NaHPO4, 12H20)
. dissoudre 17.90g » 250ml a 0.2M

Pour préparer 100ml du tampon phosphate sodique a 0.2M eta Ph 7.5 :
28ml (NaHPO4, H20) = solution A
72ml (NaHPO4, 12 H20) =—p solution B
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Abstract:

The cortisol is a steroid hormone secreted by the adrenal glands, it plays an essential role in
various physiological activities. The rhythmicity of its secretion is essential to its
effectiveness and the disturbance of its rhythm can be the witness of a modification of the
lifestyle like work in shifted schedules, chronic stress, etc.

The alteration of its secretory rhythm has deleterious effects on carbohydrate and protein
metabolism and on the quality and quantity of sleep.

Indeed, exposure to nocturnal light leads to the desynchronization of the biological clock
which leads to the disturbance of the various internal rhythms such as the rhythm of cortisol
secretion. In this work, we interpreted and discussed the results of previous studies that
evaluated the impact of exposure to artificial light at night by comparing plasma levels of
cortisol and the morpho-functional aspect of the adrenal glands between a control group and a
desynchronized group explored by histological and immunohistochemical approaches. We
conclude that exposure to artificial light manifests different effects according to different
criteria such as: light intensity, wavelength, time and duration of exposure. As well as the

animal species, which explains the distinct results obtained.
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