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Résumé

Les rythmes biologiques se manifestent a tous les niveaux d’organisation des étres vivants, dont le
plus étudié est le rythme circadien, qui a une période d’environ 24h. Ce rythme est la résultante de
composantes endogenes et exogénes. Notre étude a ciblé le cycle nycthéméral (12L/12D) chez
Gerbillus tarabuli qui est modifié par 1’allongement de la phase lumineuse (20L/4D) alterné par un
cycle standard (12L/12D). Cette perturbation se caractérise par une altération du parenchyme
hépatiqgue montrant une dilatation des capillaires sinusoides, une prolifération des cellules de
Kupffer, une importante infiltration leucocytaire, avec I’installation d’une fibrose hépatique. Cette
étude a également révélé une augmentation de I'expression de la myéloperoxydase hépatocytaire
(MPO) confirmant la présence et ’activation des neutrophiles. Nous concluons que toutes ces

observations expriment une souffrance cellulaire et une baisse de 1’activité hépatique

Mots clés : Gerbillus tarabuli, rythme circadien, tissu hépatique, myéloperoxydase.
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Introduction

Le systeme circadien est constitué d’une horloge principale, localisée dans les noyaux
suprachiasmatiques, c’est un chef d’orchestre qui synchronise les horloges secondaires
réparties dans I’ensemble du corps.

Tout étre vivant posséde une horloge circadienne, nécessaire a la régulation d’une multitude
de systemes physiologiques (Ceriani et al., 1999). En effet, Des horloges secondaires sont
présentes dans le cerveau en dehors des noyaux suprachiasmatiques et dans la majorité des
organes périphériques (Challet et al., 2009).

L’horloge biologique circadienne est un systéme physiologique permettant le controle
temporel des activités physiologiques de I’organisme. Les concentrations hormonales, les
performances cognitives, la puissance musculaire, le cycle veille-sommeil et le métabolisme
(Claude, 2015).

L’horloge biologique interne est entrainée et synchronisée par la lumiére (Morris et al.,
1998), bien que cette horloge puisse fonctionner de fagon autonome (c’est-a-dire sans repere
temporel) (Dardente et Cermakian, 2005).

Cependant, si I’horloge biologique n'est plus en phase avec les signaux extérieurs majeurs il
en résulte un dysfonctionnement qui conduit a la désynchronisation du systeme circadien de
I’organisme (Touitou et al., 1997).

Le foie est un organe important pour maintenir I'noméostasie énergétique d'un organisme.
Pour y parvenir, de nombreuses réactions biochimiques exécutées dans cet organe de maniere
rythmique en coordonnant I'expression temporelle des genes pour les enzymes métaboliques
reposent dans le lien vers le systeme de chronométrage circadien.

Les processus physiologiques spécifiques a cet organe obéissent a une synchronisation interne
permettant un ajustement de ses activités a des moments de la journée utiles pour
I’organisme. Le foie utilise ce systéme pour anticiper les changements récurrents de la
fonction systémique et de I'environnement de fagon proactive (Reinke et Asher, 2016).

Le foie est constitué de plusieurs types cellulaires dont les neutrophiles qui constituent un
élément clef de la réponse inflammatoire, les infiltrations leucocytaires nombreuses dans le
parenchyme suggerent une intensification de I’activité des neutrophiles qui se traduit par un
apport important en myéloperoxidase (MPOQO): enzyme protéolytique responsable de
I’acidification du milieu et impliquée dans les réponses inflammatoires des leucocytes
polymorphonucléaires. En effet, la MPO est maintenant reconnue comme un marqueur de
I’activation des neutrophiles et leurs infiltrations tissulaires (McConnico et al., 1999; Zhang
et al., 2001; Hoy et al., 2002).



Introduction

L’objectif de notre étude est d’analyser 1’effet de la perturbation du cycle nycthéméral sur
I’aspect morphologique de foie et I’intensité d’expression de la myéloperoxydase au niveau

du parenchyme hépatique chez un rongeur de désert « Gerbillus tarabuli ».
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| —Les rythmes biologiques
I-1.Généralités
Tous les organismes vivants ont évolué en réponse aux différents cycles auxquels ils ont éte
soumis par I’environnement. Mis a part les organismes vivant dans les grandes profondeurs
marines ou ceux vivant dans des grottes a 1’obscurité compléte, tous ont été exposes, durant
I’évolution et leur développement a 1’alternance jour nuit de 24 heures (Gronfier, 2009).
Certains organismes ont développé des mécanismes leur permettant de s’adapter aux
variations cycliques de la lumiére, de la température, de I’humidité, et sans doute de bien
d’autres choses encore. Il n’est donc pas étonnant que les rythmes biologiques s’observent
chez tous les organismes vivants (Dunlap et al., 2004).
La rythmicité est une caractéristique essentielle des phénomenes naturels et des étres vivants.
Depuis I’apparition des premiers organismes vivants sur la terre, ces derniers ont di s’adapter
aux cycles naturels tels que I’alternance de la lumiere (L) et de 1’obscurité (D), I’alternance
des périodes de chaud et de froid. En effet, on retrouve I’existence des oscillations
temporelles a tous les niveaux de 1’évolution du vivant, des organismes unicellulaires aux
organismes complexes (animal et végétal) (Nelson et al., 1979 ; Bingham et al., 1982).

Un rythme biologique se définit comme la variation périodique d’une mesure biologique au
cours du temps. Cette définition désigne une grande variété de phénomenes biologiques
rythmiques, couvrant des périodes allant de quelques millisecondes a plusieurs années et se
produisant a 1’échelle de différents systemes biologiques (Amdaoud, 2007).

I-2. Le concept des rythmes biologiques

Les rythmes biologiques comptent parmi les propriétés fondamentales de la matiére vivante.
Les rythmes biologiques ont été observés chez I’homme, dans le monde animal et végétal
(Touitou et Haus, 1992). Et a tout les niveaux d’organisations : écosystemes, populations,
individus, systéme d’organes, organe isolés, tissus, cellules et fractions subcellulaires

(Bogdan et Touitou, 2001).

Les rythmes biologiques peuvent étre classés en fonction de leur période (Goldbeter et al.,
2010). On distingue alors :

-Les rythmes nycthéméraux ont une période voisine de 24 heures (Halberg, 1959). On parle

plus couramment de rythmes circadiens.
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-Les rythmes ultradiens ont une période inférieure a 20 heures et se superposent aux rythmes

circadiens.
-Les rythmes infradiens ont une période supérieure a 28 heures (Touitou et Haus, 1992).

Jusqu’au début des années 1990, les mécanismes moléculaires a la base de ces horloges étaient peu
connus. Grace aux progrés réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire et génétique, de
nombreuses avancées ont été faites dans la compréhension du fonctionnement moléculaire des

horloges de nombreux organismes (Bell-pederson et al., 2005).

Par ailleurs, quatre rythmes sont couramment nommes « circa- ». Il s’agit de rythmes qui, en

conditions naturelles, sont synchronisés par des facteurs environnementaux (Aschoff, 1981) :

- le rythme circatidal, synchronisé par les marées,
- le rythme circadien, synchronisé par I’alternance jour/nuit,
- le rythme circalunaire, synchronisé par les phases de la lune,
- le rythme circannuel, synchronisé par les saisons (Boujard et Leatherland, 1992).

I-3. Les Rythmes Circadiens
Un les rythmes circadiens, du latin circa (environ) et dies (jour), dont la période est
d’environ 24 heures (Jessica et al., 2015) .
En 1729, Jean-Jacques d'Ortous de Mairan a observe I'ouverture et la fermeture des feuilles de
mimosa au cours du jour et de la nuit, méme si la plante était en obscurité constante. Cette
expérience démontrait qu'un facteur autre que I'environnement de la plante, possiblement un
élément interne, pourrait expliquer ce phénomeéne. Par la suite, les observations des rythmes

physiologiques ou comportementaux se sont accumulées au cours des siecles.

Cet études suggérent une origine endogéne des rythmes biologiques (Aschoff, 1981;
Klarsfeld, 2009). Ce qui prouve I’existence d’une horloge biologique interne ne nécessitante
pas de stimuli externes comme une variation périodique de la luminosité.

Tout étres vivant possede une horloge circadienne, necessaire a la régulation d'une multitude
de systemes physiologiques, L'horloge centrale des mammiferes est situee dans les noyaux
Suprachiasmatiques (NSC) de I'hypothalamus antérieur (Cermakian, 2005). D’une part le NSC
produit plusieurs neuropeptides de maniére circadienne et envoie des signaux oscillants a la
glande pinéale. Ces horloges physiologiques fonctionnent également en conditions constantes
(Reinberg, 1997). D’autre part le NSC joue un réle comme générateur fondamental de la
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rythmicité sera également discuté a la lumiere de résultats récents et un role central du NSC
dans la production des rythmes circadiens (Ralph et al., 1990).

1.3.1. Les noyaux suprachiasmatiques

Une des caractéristiques fondamentales des rythmes circadiens est leur endogenicité. Le
rythme circadien généré par des molécules endogéne pacemaker (Lee et al., 2015). Dans les
annees 1970, les scientifiques ont cherché a identifier la structure capable de générer les
rythmes circadiens. Les travaux expérimentaux ont d’abord démontré que les noyaux
Suprachiasmatiques NSC constituaient 1’horloge unique de 1’organisme (Moore et al., 1972 ;
Stephan et al.,1972). Les NSC sont localisés a la base du 3eme ventricule dans
I’hypothalamus antérieur au dessus du chiasma optique (d’ou leur nom). lls sont constitués de
deux groupes symétriques de neurones d’environ 10 000 chacun (Moore, 1997; Ko et al.,
2006; Mohawk et al., 2011). Plusieurs expériences ont montré que les NSC généraient
effectivement de nombreux rythmes physiologiques et comportementaux. En effet, La Iésion
du NSC chez les rongeurs s'accompagne d'une disparition de I'organisation circadienne de
I'activité locomotrice (Gérard et Michel, 1995) et la destruction compléte des NSC abolit les
rythmes d’activité-repos (Figure 1), de la prise alimentaire, de la température corporelle, et le
rythme de la sécrétion de mélatonine (Stephan et al., 1972). A I’inverse, la greffe de NSC
feetaux a un animal dont les NSC ont été préalablement détruits rétablit les rythmes abolis
(Ralph et al., 1990). Enfin, les neurones de NSC mis en culture peuvent maintenir pendant
plusieurs semaines un rythme circadien de leur activité électrique, méme en absence d’un

synchroniseur (Welsh et al., 1995; Welsh et al., 2010).
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Figure 1 : Propriétés fondamentales de 1’horloge des NSC : entrainement et «libre-cours»
(Cermakian, 2005).
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Figure 2 : Schéma d’organisation du systéme circadien (NSC : noyaux suprachiasmatiques)
(Mteyrek, 2014).
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I1. Les Horloge circadiennes

I1.1.Les horloges circadiennes périphérigues

Les travaux des dix derniere années ont révelé que de nombreuses horloges secondaire sont
présentes dans d’autres régions cérébrales que les noyaux Suprachiasmatiques (NSC), ainsi
que dans la majorité des tissus périphériques dont le foie et le rein (Yamazaki et al., 2000;
Yoo et al., 2004). La quasi-totalité des tissus, les tissus adipeux et le coeur (Challet, 2009).
Les horloges circadiennes localisées dans les tissus ou organes sont appelées « horloges
périphériques ». Ces derniéres pourraient, en retour, influencer le NSC par des mécanismes de
communication inconnus (Hastings et al., 2003).

L’horloge principale des NSC ajuste la phase des horloges secondaires, localisées dans le
cerveau et la plupart des organes périphérigues, via des signaux nerveux (systeme nerveux
autonome) et hormonaux (mélatonine et glucocorticoides).

11.2. La synchronisation du rythme biologique

Chez I’homme, les neurones des noyaux Suprachiasmatiques (NSC) synthétisent des
neurotransmetteurs qui n’ont jamais été mis en évidence dans le (NSC) d'autres espéces
(Moore, 1991). En situation d'isolement temporel, les rythmes veille -sommeil et de
température centrale suivent des périodes tres différentes et non obligatoirement circadiennes,
le seuil de luminance nécessaire pour les synchroniser étant bien plus élevé que celui qui est
habituellement efficace chez les autres espéces diurnes (Wever, 1986 ; Czeisler et al., 1989).

Les rythmes circadiens RC endogenes sont modulés par les cycles exogenes appelés
"synchroniseurs». Dans les conditions naturelles, un étre vivant est soumis a I’action de
plusieurs  synchroniseurs sont les parametres biochimiques, physiologiques et
comportementaux (Reinberg et al., 1991). Les profils circadiens de production du cortisol et
de la mélatonine constituent des bons marqueurs du rythme circadien (Touitou et al., 1984).
Les rythmes de la température corporelle et des productions hormonales se mettent en place,
tout comme le rythme veille-sommeil (Kennaway, 1992). La seconde fonction de 1’horloge
interne est de permettre a 1’organisme de s’adapter aux modifications d’environnement liées
aux alternances de la lumiére (L) et de I’obscurité (D) (entre le jour et la nuit). Les cycles
lumiere-obscurité jouent un rdle essentiel dans la synchronisation des NSC par I’intermédiaire
du tractus rétino-hypothalamique, des RC chez I’homme et I’exposition a un pulse lumineux
est capable de décaler le pic de production d’une hormone (Abramson, 2016). Selon le
moment de 1’exposition, la phase sera avancée ou retardée (Touitou et al., 1992 et Lemmer
etal., 1994).
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I1.2.1.La synchronisation photiques

Lorsqu'il est isolé des cycles environnementaux, le corps exprime sa rythmicité endogéne, qui
peut facilement étre détectée dans les comportements de sommeil et de vigilance chez
I'nomme. Généralement, la vigilance est associée a la phase claire de la journée, tandis que le
sommeil est exprimé dans la partie sombre. Dans des conditions ou il n'y a pas d'alternance
réguliere des niveaux de luminosité et d'autres indices temporels, la vigilance et le sommeil
ont toujours des manifestations rythmiques. Cependant, ce cycle (sommeil / réveil) ne
présente pas une période supplémentaire de 24h exacte. Le corps commence donc a
déterminer la durée d'un cycle en utilisant une horloge interne comme orientation, definie
comme période endogéne. Chez I'nomme, la période endogéne habituelle des RC est
Iégerement supérieure a 24 h (Aschoff, 1960). Pour cette raison, les individus ont besoin
d'indices temporels afin de se synchroniser avec I'environnement qui oscille sur une période
de 24 h (Flavio et Fabiano, 2007). Le cycle géophysique L / D est le principal responsable de
cette synchronisation a travers les voies photiques étant appelé synchroniseur photique,
(Moore et al., 1999). Cet ajustement nécessite que nos rythmes soient quotidiennement
avanceés a travers un processus appelé drafting. Dans d'autres situations, par exemple, apres
des vols transméridiens, il est nécessaire qu'un retard dans nos rythmes se produise pour
s'adapter a la nouvelle heure locale. Ces retards et avancées qui permettent a I'organisme de
s'adapter aux changements réguliers de l'environnement sont appelés dislocations ou
altérations de phase.

Le cycle naturel L / D est considéré comme le principal synchroniseur des rythmes circadiens
(Moore et al., 1999). Il existe des photorécepteurs spécifiques situés dans la rétine,
probablement les cellules ganglionnaires, qui présentent le pigment de mélanopsine
(Provencio et al., 2002). Ces photorécepteurs recoivent les informations sur les niveaux de
luminosité de l'environnement et les envoient au NSC principalement par la voie rétine-
hypothalamus et secondairement par le feuillet inter géniculé (Menaker, 2003). Des
altérations sont provoquees dans I'horloge biologique principale; le NSC et par des voies
efférentes informent d'autres oscillateurs qui sont phases, c'est-a-dire synchronisés avec
I'oscillateur central et déclenchent les fonctions de maniere rythmique et synchronisée avec
I'environnement. Ce processus est appelé synchronisation photique (Klerman et al., 2001).
11.2.2.La synchronisation non photiques

Il existe d'autres agents de synchronisation en plus du cycle L/D qui influencent également les
RC. Parmi eux, on peut citer les horaires de travail et scolaire (Davidson et Menaker, 2000 ;

Louzada, 2002). Les heures de repas peuvent également provoquer une rédaction de phase
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chez les individus (Yoo et al.,, 2004 ; Brandstaetter, 2004). Le processus par lequel la

synchronisation se produit dans ces cas est appelé non photique.

Synchronisation interne

Figure 3 : La synchronisation interne du systéme circadien a partir de 1’horloge principale des
noyaux suprachiasmatiques (SCN). Cette horloge ajuste la phase des horloges secondaire, les
localisées dans le cerveau et la plupart des organes périphériques (seule quelques exemples
sont représentés ici) via des signaux nerveux (systeme nerveux autonome) et hormonaux

(mélatonine et glucocorticoides) (Challet, 2009).
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Synchronisation externe

Figure 4: Synchronisation externe du systéme circadien. L’horloge suprachiasmatique (SCN)

est essentiellement remise a I’heure par la lumiére (Challet, 2009).

11.3.La désynchronisation

Un organisme dont les horloges circadiennes fonctionne en harmonie avec 1’environnement,
présente une bonne coordination de ses rythmes biologiques. Lorsque le systéme circadien
reste coordonné mais n’est plus en phase avec les cycles de I’environnement qui le
synchronisent, on parle d’une désynchronisation circadienne, qui peut se Situer a deux
niveaux : interne et externe.

11.3.1.La désynchronisation externe

La désynchronisation est dite externe en cas d’altération des rapports usuels de phase avec les
cycles de I’environnement. Dans ce cas, les horloges biologiques peuvent marcher a contre-
courant avec les cycles de I’environnement.

11.3.2.La désynchronisation interne

La désynchronisation interne ne dépend pas de 1’alternance lumiére/obscurité et des facteurs
environnementaux et sociaux. Il s’agit au contraire d’une altération des relations
physiologiques entre les phases de rythmes circadiens qui persistent. Au contraire, la
disruption circadienne indique la suppression apparente des rythmes circadiens. Elle peut étre

provoquée par des modifications internes a 1’organisme ou liées I’environnement.
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I11. La rythmicité du foie

La rythmicité journaliere est une particularité commune a de multiples aspects de notre
physiologie en général, et de notre métabolisme en particulier. Cette rythmicité apparente, qui
se surajoute a la regulation homéostasique, est connue depuis longtemps.

Le foie est un organe important pour maintenir I’homéostasie énergétique de I’organisme.
Pour ce faire, de nombreuses réaction biochimiques sont exécutées dans cet organe de facon
rythmique (Schmutz et al., 2012), par exemple, les niveaux d’acides gras plasmatiques non
estérifiés ou de glycogéne hépatiques présentent des variations journalieres marquées (Fuller
etal .,1970).

La principale réaction biochimique dans le foie est probablement la dégradation du glucose en
petits carbohydrates et la production de 1’énergie par I’intermédiaire du cycle de kreps. s’il y’a
une énergie suffisante, 1’excés de glucose est stocké sous forme des grains dans le foie
(Schmutz et al., 2012). En raison de la conservation et de la dégradation rythmique du
glycogene, la teneur en glycogene hépatiques vrai quotidiennement entre 1% et 10% de la
masse totale du fois (Schmutz et al., 2010).

V. Rappel anatomiques du foie

Le foie est le plus volumineux organe de 1’organisme apres la peau (Lahlaidi, 1986). D’un
poids moyen de 1400 a 1600 g chez I’homme, il mesure une dizaine de centimétres dans sa
plus grande hauteur (Deugnier, 2005).

L'anatomie morphologique « classique » du foie individualise deux lobes principaux (droit et
gauche) (Castaing et Veilhan, 2006). Le foie est la plus grosse glande du corps. Il recoit une
vascularisation particuliérement abondante car, en plus d’étre irrigué par I’artére hépatique, il
est desservi par la veine porte qui lui livre toutes les substances absorbées au niveau de
I’intestin, a I’exception des lipides (Hould, 1983).

Le foie est un organe central qui assure des fonctions essentielles a 1’homéostasie de
I’organisme. Il s’agit de fonctions de synthése (de protéines), de métabolisme (du glucose),

de dégradation (de médicaments) et d’excrétion (de bilirubine).
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Le foie

Lobe droit Lobe gauche

Ligament
falciforme

anal hépatique gauche

Canal hépatique droit
Canal héepatique

/

vasrcaal Voie biliaire
biliaire / principale
Canal
cystique

Figure 5 : Anatomie générale du foie (Hagége, 2005).

V. Histologie et fonctions hépatiques et biliaires

Le foie est un organe abdominal vital, situé sous le diaphragme et masquant 1’estomac. Il est
entouré par une capsule conjonctive (la capsule de Glisson) et présente un aspect rouge
brunatre. 1l est tres richement vascularisé, ce qui lui confére cette couleur foncée.

De forme ovoide, le foie est composé de deux parties appelées lobes : un lobe droit
volumineux (représentant 75% du volume) et un lobe gauche plus petit (25% du volume).
Chez I’Homme, c’est la plus volumineuse glande de l'organisme qui assure nombreuses
fonctions biologiques.

Et Histologiquement, le parenchyme hépatique est constitué de lobules, schématiquement
hexagonaux, avec un espace porte a chaque sommet. Les lobules sont centrés par une veine
centrolobulaire.

V.1. Les parenchymes hépatiques

Le foie est un organe hétérogene formé de plusieurs types cellulaires. Les cellules
épithéliales hépatiques (hépatocytes et cholangiocytes) derivent des hépatoblastes, d’origine
endodermique. Les autres cellules (cellules étoilées, fibroblastes, cellules de Kupffer et
cellules endothéliales) ont une origine mésodermique (Laperche, 2003).

Le foie adulte est constitué, pour environ 80 %, de travées unicellulaires d’hépatocytes
séparées par des capillaires sinusoides eux-mémes bordés par un endothélium fenestré

contenant les cellules de Kupffer. Les cellules étoilées sont situées dans 1’espace de Disse

14



Rappel bibliographiques

entre les sinusoides et les travées cellulaires. Le foie est irrigué par I’artére hépatique et la
veine porte qui se ramifient en artérioles et veinules pour déverser le sang artériel et portal
dans les sinusoides convergeant vers la veine centrolobulaire. L’organisation du foie en
lobules (unité structurale) résulte de ce réseau vasculaire. Chaque lobule, de forme
polygonale, est centré sur une veine centrolobulaire et bordé par des « espaces portes »
contenant les ramifications de la veine porte, de 1’artére hépatique et des canaux biliaires. La
bile est sécrétée par les hépatocytes dans les canalicules biliaires, qui convergent dans les

canaux de Hering en périphérie du lobule et drainent la bile vers les canaux biliaires.

Branche de Fanére hépatique
Branche de la veine
porte hépatigque

Canal t

Branches de l'aréra hépatique

a) Aspect d'un lobule du foie
et sa vascularisation

b} Partie d'un lobule du foie

Figure 6 : Organisation du parenchyme hépatique (Robert, 2016).
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Figure 7 :

A. Organisation structurale du foie: B. Organisation du lobule hépatique.
Lobule et acinus (CDU-HGE, 2014).

V.1.1.Les hépatocytes

Les cellules hépatiques ont une durée de vie limitée (de 300 a 500 jours) (Lambert, 2016).
Les hépatocytes sont empilés et forment des travées comprenant une seule épaisseur de
cellules. Ces hépatocyte est au contact avec des capillaires sinusoides qui contenant les
cellules de Kupffer. Les canalicules biliaires délimitent 1’espace entre deux hépatocytes
adjacents et les canaux de Hering désignent le passage entre les canalicules biliaires et les
canaux biliaires intra hépatiques bordés de cholangiocytes.

Les sinusoides bordés par un endothélium fenétré et discontinu, dépourvus de membrane
basale et exprimant des marqueurs spécifiques. Les sinusoides transportent un sang d'origine
mixte, portal et artériel, et assurent une perfusion unidirectionnelle des lobules hépatiques, de
leur périphérie vers leur centre. Leur paroi régule les échanges entre les hépatocytes et le sang
circulant et assure des fonctions spécifiques. Les sinusoides se drainent dans les veines
centrolobulaire qui rejoignent, par l'intermédiaire de veines collectrices, les veines sus-
hépatiques (Jean, 2002).

V.1.2.Les cellules endothéliales

La plupart des cellules endothéliales hépatiques bordent les capillaires sinusoides. Ces
cellules sont particuliéres par leur cytoplasme fenétré et I'absence de membrane basale. Ces

deux caractéristiques permettent des échanges faciles entre le sang et les hépatocytes sous-
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jacents a la barriere endothéliale ; les cellules endothéliales dérivent du mésenchyme

embryonnaire (Jean, 2002).

V.1.3.Les cellules de Kupffer

Les cellules de Kupffer ont été déecrites pour la premiere fois en 1876 et portent le nom du
pathologiste allemand Karl Wilhelm von Kupffer (Kupffer ,1876). Les cellules de Kupffer
sont des cellules endothéliales a I'intérieur de la sinusoide et constituent la plus grande
population de cellules immunitaires innées du foie (Norifumi et Maurizio, 2015). Ce sont
des macrophages qui sont fixés dans les sinusoides du foie. Ils sont la source la plus
abondante de macrophages fixes de lI'organisme (Thomas, 2011).

Les cellules de Kupffer présentent une énorme plasticité; en fonction de I'environnement
métabolique et immunitaire local (Dixon et al., 2013).

V.1.4.Les cellules de Ito (appelées également lipocytes ou stellate cells)

Ces cellules sont localisées dans I'espace périsinusoidal de Disse, entre hépatocytes et cellules
endothéliales. Leurs tres longs prolongements cytoplasmiques entourent completement
plusieurs capillaires sinusoides adjacentes. Dans leur cytoplasme se trouvent des globules
lipidiques contenant de la vitamine A. Elles ont occasionnellement des contacts étroits avec
les hépatocytes (Jean, 2002).

V.1.5.Les cellule natural killer

De connaissance récente, sont des lymphocytes résidents possédant des activités antitumorales
de type NK. lIs sont visibles dans la lumiére capillaire mais peuvent avoir des prolongements
pénétrant la barriere endothéliale (Jean, 2002).

V.1.6.Les cellules ovales

Il est maintenant admis que les cellules ovales dérivent de précurseurs intra hépatiques
localisés au niveau des canaux de Hering; une origine médullaire a également été suggérée.
Ces cellules sont au contact des hépatocytes a I’extrémité des travées et forment avec les
cellules biliaires la paroi des canaux de Hering assurant la jonction entre les canalicules et les
ductules biliaires (Theise et al., 1999). Cette localisation particuliere, au contact des
hépatocytes et des cellules biliaires, constituerait une « niche » permettant le maintien de
cellules souches hépatiques a 1’état de « vestiges embryonnaires » dans le foie adulte.

Une origine extrahépatique des cellules ovales a également été rapportée chez des rats qui,
ayant recu une greffe de moelle osseuse, ont été soumis & un protocole induisant une

régénération hépatique.
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V.2.Vascularisation hépatiques

La vascularisation est également indiquée: le sang pénétre par une branche de la veine porte et
de D’artére hépatique, se répartit dans les sinusoides qui se jettent dans la veine
centrolobulaire. L’agrandissement détaille I’organisation du canal de Hering. Les cellules
faisant la jonction entre les hépatocytes situés a I’extrémité des travées et les cholangiocytes
sont peut-étre les cellules souches quiescentes a 1’origine des cellules ovales. Le foie regoit
deux principaux vaisseaux : la veine porte et 1’artére hépatique.

V.2.1.La veine porte

La veine porte est une grosse veine (mesurant un peu plus de sept centimétres de long) qui
apporte au foie le sang provenant des intestins, riche en produits nutritifs résultant de la
digestion. Parall¢lement, I'apport en oxygene est assuré par 1’artere hépatique. Dans le foie, la
veine porte se ramifie en un réseau de capillaires. Tout le sang veineux du foie, chargé des
déchets, est drainé ensuite par les veines sus- hépatiques qui raménent le sang a la veine cave
inférieure. Les veines du foie sont relativement larges pour pouvoir recevoir la grande
quantité de sang qui circule dans cet organe. Le foie recoit 28 % du débit sanguin cardiaque,
soit I'équivalent de 1,4 litres de sang qui circule en une minute dans le corps humain d'un
adulte moyen au repos (Glossaire, 2018).

V.2.2.Les Artéres hépatiques

Les arteres hépatiques sont en fait au nombre de deux : I’artére hépatique commune et ’artere
hépatique propre. L’artére hépatique commune prend naissance de 1’aorte au niveau du tronc
ceeliaque c’est a de la douziéme vertébre dorsale. L’artére hépatique propre prend naissance
de P’artére hépatique commune. Ce sont des artéres de ’abdomen destinées a 1’apport de sang
oxygeéné au foie. Elles se situent dans la région de 1’épigastre et de I’hypochondre droit. Elles
irriguent aussi en partie 1’estomac, le duodénum, le pancréas et le péritoine dans sa partie
haute (Taboola, 1978).

V.3. Les fonctions hépatiques

Le sang de la veine porte parvient au foie chargé de trés nombreuses substances issues de la
digestion ou de l'activité des organes du systéeme digestif (Claire et al., 2014). Ces molécules
sont absorbees par les cellules du foie qui sont dotees d'enzymes spécifiques et permettent
leur transformation chimique. Ces modifications effectuées par le foie sont vitales pour

I'organisme; elles ont pour objectifs principaux :

o le stockage et la répartition des nutriments issus de la digestion.
« la dégradation des substances toxiques.
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o lasynthese de la plupart des protéines du sang.

e la production de la bile.

V.3.1.Métabolisme des glucides et lipides

Les glucides (glucose : Le foie métabolise 25 a 30 % du glucose absorbé lors des repas pour
I’oxyder, fructose et galactose) sont transformés en glycogenes et stockés au sein des
hépatocytes. En fonction des besoins de I'organisme, le foie dégrade ensuite ce glycogéne en
glucose, et le libére dans la circulation sanguine. Si les réserves de glycogéne sont épuisees,
les cellules heépatiques peuvent aussi synthétiser du glucose a partir d'acides aminés
glucoformateurs. Notamment, On parle alors de néo-glycogénéese (Claire et Jean, 2014).

Les lipides parvenant au foie sont transformés en triglycérides et stockés dans les cellules
hépatiques. En réponse aux besoins énergétiques du corps, ces triglycérides peuvent étre
ensuite divisés en acides gras et utilisés, c’est une réaction d’hydrolyse.

V.3.2.Détoxification

Certaines substances qui arrivent au foie sont toxiques pour I'organisme : le role du foie est de
dégrader ces substances en produits non-toxiques. Les produits liposolubles sont ensuite
reversés dans la bile, puis dans l'intestin, et éliminés dans les selles. Les produits
hydrosolubles sont reversés dans le sang, qui les mene jusqu'aux reins : ils sont éliminés par
les urines (Claire et Jean ,2014).

Ainsi, I'ammoniaque, qui est naturellement produite par le colon lors de la décomposition du
contenu digestif, posséde une forte toxicité neurologique. Menée au foie par la veine porte,
celle-ci est dégradée par les cellules hépatiques en urée, puis éliminée dans les urines (Claire
etal., 2014).

V.3.3. Synthése d'énergie

Tout ce gu'il recoit lui vient de deux origines : I'artére hépatique quiéte la veine porte. Le foie
est le seul organe avec le poumon qui recoive du sang veineux. Tous les autres organes ne
fonctionnent qu'avec du sang artériel.

La veine porte apporte les nutriments absorbés par I'intestin aux cellules du foie qu'on appelle
les hépatocytes. Ceux-ci vont transformer immédiatement ces substances en énergie ou en
produits derives ».

V.3.4.Fonction de stockage

Le foie a une fonction de stockage telles que le fer, le cuivre et les vitamines lipophiles
(vitamines A, D, E et K (Gandillet, 2004) et le sucre comme le glucose: lorsque le glucose est

en exces dans le sang (hyperglycémie) suite a un repas par exemple, le pancréas sécrete de
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I’insuline qui ordonne au foie de capter et stocker ce glucose sous forme de glycogene. Cela
permet de ramener la glycémie a un niveau normal. Dans la situation inverse, lorsque le
niveau de glucose est trop faible dans le sang (hypoglycémie), le pancréas sécrete du glucagon
qui ordonne au foie de libérer le glucose qu’il a stocké afin de ramener la glycémie a un
niveau normal (Dauvillier, 2017). D'ou l'intérét qu'ils soient stockés sous forme de glycogéne,
sorte de sucre géant et compacté.

V.3.5. Formation et dégradation de I’hémoglobine

Le foie joue aussi un réle essentiel dans le cycle de décomposition de I'hémoglobine.
Les globules rouges ont une durée de vie d'environ 120 jours. A I'issue de cette période, ils
sont détruits dans la rate, ou la dégradation de I'hémoglobine produit de la bilirubine libre. La
bilirubine libre est toxique et peut étre nocive; elle possede une couleur jaune caractéristique.
Elle parvient au foie par voie sanguine et y est transformée en bilirubine conjuguée, non
toxique. Celle-ci est ensuite déversée dans la bile, dont elle est un des composants majeurs :
c'est elle qui est responsable de la couleur jaunétre de la bile et, lors de son évacuation par
I'intestin, donne la couleur jaune / marron des selles (Claire et al., 2014).

V.3.6.Formation de la bile

Les cellules du foie secrétent de la bile de fagon continue qui contient de la bilirubine, des
acides biliaires, du cholestérol, de la lécithine et de nombreux autres composants. Les acides
biliaires et d'autres composants de la bile interviennent dans la digestion des graisses qui se
déroule dans l'intestin gréle. La bile a aussi pour fonction de transporter jusqu'a l'intestin les
produits liposolubles a éliminer aprés leur passage dans le foie (Claire et al, 2014).

La bile sert & éliminer de I'organisme la bilirubine, produit de dégradation de I'némoglobine.
D'autre part elle est indispensable a la formation des graisses qui arrivent dans le duodénum.
La bile joue donc aussi ce role d'émulsifiant : elle se lie aux graisses et ainsi les rend
absorbables par les intestins, d’abord elle facilite la dégradation des graisses dans le

duodénum.

V1. La Myéloperoxydase (MPO)

La MPO est une protéine précurseur de 75 a 80 kDa et une peroxydase hémique (EC 1.11.1.7)
est le produit du gene situé sur le bras long du chromosome 17 g23.1, mesure environ 11 kb et
se compose de 11 introns et 12 exons (Van der Veen et al., 2009). L’enzyme est présente en
concentrations importantes dans les granules primaires des cellules polynucléaires
neutrophiles (PNNs) (Kisic et al., 2016). Elle est largement utilisée comme un marqueur

biochimique pour Iinfiltration des neutrophiles (Li et al., 2015).
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Figure 8: Structure de myéloperoxydase (Serteyn et al, 2003).
VI1.1.Le Role de MPO

La (MPO) est une peroxydase contenant de I'neme exprimée principalement dans les
neutrophiles et @ un moindre degré dans les monocytes. En présence de peroxyde d'hydrogéene
et d'halogénures, le MPO catalyse la formation d'intermédiaires réactifs de l'oxygéne, y

compris l'acide hypochloreux (HOCI).

Le systeme MPO / HOCI joue un role important dans la destruction microbienne par les
neutrophiles. De plus, le MPO s'est révélé étre un médiateur local des Iésions tissulaires et de
I'inflammation qui en résulte dans diverses maladies inflammatoires. Ces résultats ont
impliqgué MPO comme une cible thérapeutique importante dans le traitement des conditions
inflammatoires. Contrairement a ses effets nocifs sur les sites d'inflammation, des études
récentes utilisant des modéles animaux de diverses maladies inflammatoires ont démontré que
la carence en MPO entraine I'exagération de la réponse inflammatoire, et qu'il affecte les
fonctions des neutrophiles, y compris la production de cytokines. Compte tenu de ces divers
effets, un intérét croissant a émergé pour le réle de cette enzyme bien étudiée dans la santé et
la maladie (Aratani, 2018)

La MPO joue un role majeur dans D’atténuation des lésions tissulaires collatérales lors
d’attaques antimicrobiennes oxydantes, en convertissant H.O> en HOCI hautement réactif,
microbicide et localement confiné au phagosome. L’augmentation des dommages oxydatifs
pendant les infections chez les patients déficients en MPO pourrait avoir des conséquences

néfastes cumulatives au cours de la vie d’un individu. Si ces dommages se répétent, ils
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pourraient contribuer a 1’émergence de différentes maladies, comme les maladies
neurodégénératives et le cancer dans le cas d’une carence totale en MPO (Lanza, 1998).
V1.2.Activité enzymatique de la MPO

MPO est contient deux groupes heme-prothétique et est une peroxydase unique (le peroxyde
d’hydrogéne comme substrat) qui catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene (H202) et
du chlorure (CI) en acide hypochloreux (HOCI) (Anthony et al., 1994).

La MPO sous forme pro-MPO et MPO mature exerce une activité de peroxydase et une
activité de chloration (Jungbluth, 2008). Ces deux activités complexes sont indissociables car
elles sont a I’origine de composés intermédiaires communs.

VI1.2.1. Activité de chloration

L’enzyme native (MPO-Fe(l11)) peut étre oxydée en son composé | (Cd 1), ce dernier est une
MPO qui porte un radical libre sur un acide aminé de la chaine protéique ce qui lui confere
une grande capacité oxydante. Cependant, il réagit avec 1’ion chlorure (CI) pour former
I’acide hypochloreux (HOCI) et ainsi restituer 1’enzyme native MPO-Fe(lll) (Jungbluth,
2008).

V1.2.2. Activité de peroxydase

Les peroxydases sont des protéines a heme, capable de catalyser I'oxydation d'une grande
variante de substrats, en réagissant avec le peroxyde d'hydrogene (Challet et al., 2004).

Le Cd I peut également réagir avec divers substrats réducteurs (notés DH) (Serteyn et al,
2003). 11 forme alors une espéce radicalaire D.et le composé II (Cd II). Ce dernier n’a plus de
radical contrairement au Cd 1. Le retour a 1’état de MPO native se fait alors grace a
I’oxydation d’une nouvelle molécule de DH. Il y a donc production d’une autre molécule D.
rapporte une conversion du composé Il en MPO native par I’anion superoxyde (Serteyn et al.,
2003).
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+ activité de chloration:
MPO-Fe(III) + H,0, <—--> Cd I + H,0
CdI+ Cl-+H" --—> MPO-Fe(III) + HOCI
oxydation a deux électrons, quasi-simultanéité des deux étapes
réactionnelles

* activite de peroxvdase:
MPO-Fe(IIT) + HHOy --—-> Cd I + H,O
CdI+DH-->CdII+D*+H*
CdII + DH ---> MPO-Fe(III) + D* + H"
deux étapes d'oxydation a un électron, nécessitant deux molécules de
substrat réducteur

¢+ formation du Cd III:
MPO-Fe(III) + substrat réd.---> MPO-Fe(II) (Cd III) + substrat oxydé
MPO-Fe(Il) + O, -—-> MPO-Fe(I1)-O,
oxydation a un électron nécessitant une molécule de substrat réducteur
et fixation de ['oxygeéne

Figure 9: Les activités de myéloperoxydase (Serteyn et al, 2003).
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'Libération de TIMP = inhibiteur tissulaire des metalloprotéinases
facteur tissulaire Apoptose et MMP = Matrice metalloprotéinase
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Figure 10: Réles de la MPO et de ses dérivés dans l'instabilité des plaques d'athérosclérose
(D'aprés Teng et al., 2017).
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I- Modele biologique

Le modele de choix pour notre étude, est un rongeur nocturne déserticole : Gerbillus

tarabuli), appartenant a la famille des Muridae.

Les gerbilles sont largement distribuées dans tout le nord de I’ Afrique du Maroc a la Lybie, et
de la Mauritanie au Tchad, et leur présence au Sénégal est considérée comme un indicateur de

désertification du milieu (Grajon el al, 1990).

Les animaux utilisés dans notre étude proviennent de la région de Beni-Abbes, Wilaya de
Bechar 30°7 latitude nord et 2°10 longitude ouest. Cette région est caractérisée par un climat
désertique, chaud et aride avec une température annuelle moyenne de 23 °C, une pluviométrie
rare et irréguliere et un taux d’humidité faible.

Gerbillus tarabuli, peut survivre sur un régime sec et étre indépendant de I’eau exogéne,
(Petter ,1961), Elle est marquée par un manque de glandes sudoripares, 1'excrétion d’une
urine trés concentrée et une production significative d'eau métabolique (Berre et al, 1990).
Gerbillus tarabuli présente une corrélation hautement significative positive avec les facteurs
thermiques. Ce résultat indique que cette espece est thermophile (Djelaila et al, 2010). Elle
rentre en activité sexuelle au début de I’hiver, les naissances passent par un maximum au
printemps, régressent en été et son réduites en automne (Amirat et al, 1977).

Cette espéce se nourrit de grains, de fruits (dattes), de feuilles, de tige et d’insectes elle
creuse son terrier dans du sable, sur le flanc d’une dune, a pied d’un palmier, et prés d’un
buisson (Petter, 1961). La gerbille a un mode de vie nocturne, restant tous le jour dans leur
terrier ou I’air est saturé en humidité, elle sort pendant la nuit, quand le degré hygrométrique

extérieur est le plus élevé (Poulet, 2004).
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Figure 11 : photographie de Gerbillus tarabuli.

Figure 12 : Ville de Beni-Abbése, Wilaya de Béchar.
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v’ Position systématiques de I’animal (GRAY, 1825).
Réne : Animalia
Sous-réne : Metazo
Super embranchement : Deuterostomia
Embranchement : Chortbrata
Classe : Mammalia
Sous-classe : Theria
Infra —classe : Eutheria
Ordre : Rodenta
Sous-ordre : Myomorpha
Famille : Muridae
Sous —famille : Gerbillidae
Genre : Gerbillus
Espéce : tarabuli
Il - Conditionnement des animaux

Des gerbilles de sexe male et femelle n = 20 et d'un poids corporel moyen de 42 g ont été
gardées au niveau de I’animalerie et logées dans des cages individuelles et maintenues a une
photopériode standard, 12 h lumiere /12h obscurité (12 L/12D), la température est de 22 +

2°C, avec un acces libre a une nourriture constituée de grains d’orge et sans eau de boisson.

Apreés la période d’acclimatation, les animaux ont été séparés en deux lots et placés dans une

chambre chronobiotique :
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e Lot témoin (n=10) soumis a un cycle nycthémeéral standard (12L/12D).
e Lot désynchronisé (n=10) soumis a une perturbation chronique du cycle lumiére-
obscurité, en alternant un cycle standard (LD de 12:12) par un cycle perturbé (LD de

20:4) pendant 12 semaines (Figure 13).

» La désynchronisation choisie a été réglée a 1’aide d’une minuterie.

Période
adaptative de
deux semaines

N

00:00 12:00 00 :00
12L 12D
00:00 12 :00 00 :00
\ 12L 12D Samedi
00 :00 20:00 00 :00
‘ 20L 4D Dimanche

| 12L 12D Lundi

| 20L 4D Mardi

Saurewss zt

‘ 12L 12D Mercredi

| 20L 4D Jeudi

12 12D Vendredi

12D /12L : Cycle nyctheméral standard.
4D/20D : Cycle désynchronisé.

Figure 13: Schéma représentant les cycles de désynchronisation appliqués durant les
semaines d’expérimentation.
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I11- Techniques histologiques et immunohistochimiques

v" Dissection de I’animal

D’abord, on réalise une incision au niveau de 1’abdomen et afin de permettre 1’accés a la cage
thoracique, on sectionne le diaphragme. Une section latérale des cotes a gauche et a droite de
ligne médiane est ensuite pratiquée, ce qui va permettre de soulever la cage thoracique et
libérer le cceur.

Pour éviter la coagulation, une perfusion intracardiaque débute par une solution d’héparine a
raison de 0.125 ml suivie du liquide fixateur. Cette étape est réalisée par I’introduction de
I’aiguille du systeme de perfusion au niveau du ventricule gauche ce qui entraine le fixateur
dans la circulation général et I’ameéne vers tous les organes (foie, cerveau, reins ...), une fente
de I’oreillette droite est pratiqué afin d’évité 1’éclatement des organes par la surcharge du
fixateur.

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

débit d’une goutte/seconde pendant 15minutes.

I11.1. Prélévement tissulaire
A la fin des 12 semaines d’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés, Les sacrifices ont

toujours eu lieu entre 9h et 12h du matin. Les prélévements tissulaires ont porté sur le foie.

Les autres organes (cceur, pancréas, rate, muscle et reins) ont été prélevés et fixés pour des

travaux ultérieurs.
111.2. Fixation

Une fois prélevé, le foie est fixé dans des fixateurs adéquats en vue d’un examen

morphologique et immunohistochimique :

e Le Bouin aqueux pour I’étude topographique (Annexe 01).

e Le Paraformaldéhyde a 4% pour 1’analyse immunohistochimique (Annexe 02).

111.3. Préparation des coupes

Afin d’étudier I’aspect histologique et immunohistochimique comparé du foie chez les deux

groupes de gerbilles (témoin, et traitées), des coupes histologiques a paraffine ont été
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réalisées. La confection de ces coupes a paraffine comporte plusieurs étapes (Martoja et

martoja-pierson, 1967).
111.3.1. Déshydratation

Cette opération consiste a supprimer toute I’eau contenue dans I’organe. Elle se fait
progressivement en passant 1’organe dans des bains d’alcool a degrés croissant (70°, 95°,
100°) pendant 20 min chacun, les piéces sont ensuite maintenues dans un liquide d’attente : le

butanol : 3 bains pendant 8h chacun, avant de procéder a leur imprégnation.

Coaog

gooa

o

Figure 14 : Automate de la déshydratation.
111.3.2. Imprégnation

Elle se fait dans 3 bains successifs de 2 heures chacun. Le premier bain est composé d’un
mélange égal de butanol-paraffine. Le deuxiéme et le troisieme renferment de la paraffine

pure.
111.3.3. Inclusion

Les organes ainsi traités sont inclus dans de la paraffine pure, elle se pratique dans des
cassettes et la paraffine fondue sera versée, lorsque la paraffine commence a durcir sur les
bordures, on saisit I’organe avec une pince chauffée au bec Biinsen, et on la plonge dans la

paraffine encore molle.

111.3.4. Confection des coupes et collage La cassette est collée sur le porte-objet qui est fixé

sur le microtome, de facon a ce que les arétes de face soient paralléles au fil du rasoir. Des
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coupes de 4 a 7 um d’épaisseur sont récoltées sous forme d’un ruban, ensuite étalées sur des

lames a I’aide de I’eau gélatine (Annexe 3).

Figurel5: Obtention d’un ruban de coupes sur le microtome (Leica RM2235V1.3Nussloch).
111.3.5. Coloration topographique :

Pour 1’étude morphologique, le foie est coloré au Trichrome de Masson (Annexe 4)
(Martoja et Martoja-Pierson, 1967) qui révéle le cytoplasme en rose, les fibres de collagene

en vert et les noyaux en brun.

Apres coloration, les coupes ont été déshydratées puis montées entre lame et lamelle a ’aide

de I’Eukitt.

L’observation des coupes est faite au microscope photonique (Zeiss Axoplan). Les photos ont
été prises avec un appareil numérigue (HIROCAM Digital Microscope Eyepiece ; High
Résolution Optics Camera, MA88-500 ,5.0Megapixel) adapté a ce dernier et sont par la suite

analysees et évaluees.
IV. Technique immunohistochimie
e Principe

Les techniques d’immunohistochimiques reposent sur la détection et la localisation, sur tissus,
molécules endogénes, par utilisation d’anticorps primaires spécifiques (Ac I*™). La mise en
évidence des réactions immunes se fait par utilisation d’anticorps secondaire (Ac I13") dirigés
contre les immunoglobulines de I’espéce ayant produit les premiers Ac. L’Ac II @™ est couplé
a un marqueur qui le rend détectable et qui permet de visualiser le complexe Ag-Ac 2"

(Genton, 2006). Dans notre étude, 1’Ac T1¥™ utilisé est couplé & une enzyme : la péroxydase.
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3,3 Diaminobenzedine

h Coloration
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Figure 16: Réaction d’immunohistochimie indirecte (Complexe Avidine-Biotine-

Anticorps Secondaire
Biotinilé

A 4

Peroxydase).

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 ’'immunoistochimie

Déparaffinage et hydratation : les coupes du foie 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 1’eau distillée.
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Démasquage antigénique

Les lames sont placées dans un bac rempli de 250 ml de tampon citrate ( pH=7.4), chauffées a

95 C° pendant 25 min puis laissées refroidir pendant 20 min a température ambiante.

Rincage : les coupes sont rincées par deux immersions successives de 5min chacun par le
PBS (0.1M) (Annexe5). Avant I’incubation avec les anticorps primaires, il faut égoutter et

essuyer autour des coupes.
Cerclage des coupes au stylo DakoPen.
L’immunomarquage est réalisé a température ambiante, en plusieurs étapes :

e Permeabilisation des membranes par PBS tween 0.05 M pendant 15 min.

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

e Aprés les coupes sont incubées pendants 15 min dans 1’eau oxygénée (H202) pour
inhiber ’activité péroxydasique endogéne

e Incubation avec I’Ac I¥™ (polyclonal rabbit anti-human MPO ready-to-use (prediluted
primary antibody, Dako code IR511) pendant une nuit. Les lames sont placées dans
une chambre humide et conservées a + 4°C.

e Aprés ringage au PBS tween (0.1M) (3x5 min), les lames sont incubées pendants une
heure dans une solution d’Ac II¥" (EnVision FLEX/HRP SM802 (K8000; Dako UK
Ltd)) biotinylé, en suite un rincage a été effectue par PBS tween (0.1M) (3x5 min).

e Les coupes sont ensuite incubées dans une solution du complexe Avidine-Biotine-
Peroxydase pendant une heure, puis rincées par PBS tween (0.1M) (3x5 min).

e Révelation du marquage : les différentes étapes qui suivent, se déroulent dans
I’obscurité. La révélation de 1’activité peroxydase se fait par 1’application du
chromogene DAB ou diaminobenzidine pendant 5 min, puis un ringage par le PBS
tween (0.1M) (3x5 min). ce chromogene est oxydé par la peroxydase et donne un
précipité brun foncé, cette réaction est bloguée par rincage au PBS (3x5 min).
Montage des lames et observation microscopique : aprés déshydratation, et passage
dans deux bains de xylene, les coupes ont été recouvertes d’une lamelle a ’aide de
I’Eukitt. Ainsi les coupes sont prétes a 1’observation et la prise de photos réalisée au

microscope photonique (Zeiss Axoplan).
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» Analyse des images par Image J
Le logiciel « Image J» établi par I’institut américain de la santé en 1997, a été utilisé pour
I’estimation de I’intensité¢ de I’'immunomarquage. Cette méthode offre la possibilité d’utiliser
des méthodes statistiques pour la validation des résultats.
Pour cela nous avons utilisé Image J pour quantifier I’intensit¢é moyenne du marquage de la
myéoperoxydase dans les coupes chez les deux groupes. En moyenne 10 mesures par animal
ont été effectuées sur 4 animaux par lot.
IV. Statistique
Les résultats sont exprimes sous forme de moyenne + erreur standard & la moyenne (SEM).
La signification statistique des moyennes entre les deux 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 degrés de liberté (ddl = n1+n 2 — 2) est égale ou
inferieure a 5%.

Si p> 0,05 : la différence est non significative (NS)

Si p< 0,05 : la différence est significative (*)

Si p< 0,01 : la différence est tres significative (**)

Si p< 0,001 : la différence est hautement significative (***).
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Résultats et Discussion

Résultats

I. Etude de I’aspect structural du foie de Gerbillus tarabuli

L’étude histologique et I’observation au microscope photonique nous a permis de voir les
différences structurales du parenchyme hépatique entre les gerbilles témoins et
désynchronisées. Nos observations ont mis en évidence que le foie de Gerbillus tarabuli
témoin, montre une structure normale de [’unité parenchymateuse ou lobule qui est
polyédrique avec des espaces portes a chaque somme (Figure 17, A), ces derniers sont
occupés par les branches des veines portes, des arteres portes et des canaux biliaires (Figure
17, C). Les hépatocytes sont des cellules polyédriques parfois binucléées sont agencées en
travées (de Remak) disposées radiairement autour de la veine centrolobulaire. Notons aussi
des capillaires sinusoides qui occupent les espaces entre les travées (Figure 18, B).

L’étude comparée chez les individus qui ont subit une perturbation du cycle nycthéméral, a
montré une altération de D’architecture tissulaire par I’apparition de nombreux foyers
inflammatoires (Figure 17, D) et une dilatation des capillaires sinusoides (Figure 17, E).
Notons également au niveau des espaces portes (Figure 17, F), un contingent de cellules
inflammatoires.

Chez ce groupe de gerbille, les foyers inflammatoires montrent une importante infiltration
leucocytaire d’incidence intra-lobulaire et péri-portale (Figure 18, A).

Notons aussi 1I’abondance des cellules a petit noyau dense plaquées contre 1’endothélium
représentent les cellules Kupffer (Figure 18, B) au niveau de capillaires sinusoides dilatés
tandis que chez les gerbilles controles les cellules de Kupffer sont a peine discernables.

Nous avons remarqué que les limites entre les hépatocytes et les sinusoides sont bordées par
des fibres colorés en bleu, les fibres de collagenes qui marquent 1’installation d’une fibrose
(Figure 18, C), Cette trame conjonctive reste fine chez le groupe témoins. Aussi, 1’apparition
des cellules libres a noyau clair correspondrait aux cellules d’Tto (cellules étoilées) (Figure
18, D).

Il. Etude de I’expression de la myéloperoxydases dans le parenchyme hépatique

L’observation au microscope photonique des différentes coupes de foie de Gerbillus tarabuli
témoins et celles soumises a une perturbation du cycle nycthémeral nous a permis de
déterminer la distribution de la myéloperoxydase, ainsi que I’impact de la perturbation
photique sur son expression.

Le marquage immunohistochimique de la myéloperoxydase dans les deux groupes a révélé un

nombre hautement significatif de MPO positive dans les neutrophiles (Figure 19, B, C et D)
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avec une intensité moyenne de 173,03 £ 2,26 et une valeur de P < 0,001 comme indiqué dans
la figure 20, exprimés par un cytoplasme brun positif dans le groupe désynchronisé tandis que
le groupe témoin a montré une expression négative de la MPO dans les neutrophiles
neutrophiles (Figure 19, A) avec une intensité moyenne de 159,70 = 3,10 (Figure. 20).
Notons que l'immunoréactivité de la MPO a également augmenté au niveau des foyers
inflammatoires qui montrent une importante infiltration et accumulation leucocytaire

d’incidence de I’activité des neutrophiles dans le groupe désynchronisé.
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Figure 17 : Les différences structurales du parenchyme hépatique entre les gerbilles témoins
et désynchronisées.
Le tissu hépatique de gerbilles témoin (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 (Fléeche 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 soumises a une désynchronisation photique (D), on remarque 1’apparition
de nombreux foyers inflammatoires (fleche rouge) 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.

A, B, C, D, E et F Coloration : Trichome de Masson.
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Gerbilles traitées

Figure 18 : les caractéristiques cellulaires du tissu hépatique des individus ayant subit une
désynchronisation.

La coupe (A) nous montre que les altérations sont plus fréquentes dans les zones péri-
lobolulaire formées d’amas de leucocytes infiltrés a localisation péri-portale (EP).

Notons aussi au niveau de (B) une abondance des cellules de Kupffer (Fleches orange) dans
les sinusoides élargis.

Nous remarquons en (C) que les limites hépatocytaires sont obstruées par un dépdt excessif
de collagene (fleches rouges) qui pourrait caractériser 1’installation d’une fibrose.

En (D) on note I’extension des cellules peri-sinusoidales riches en graisses, les cellules Ito

(fleches bleues) qui envahissent la lumiére des sinusoides.

A, B, C et D : coloration : Trichomes de Masson.
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Figure 19 : Immunomarquage de la myéloperoxydase (MPO) au niveau du foie chez les deux
lots de « Gerbillus tarabuli » observé au microscope photonique, grossissement x 40. Contre

coloration : Hématoxyline de Groat, EP : espace porte.

A : gerbilles controles
B, C et D : gerbilles désynchronisées
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Figure: 20 : Effet du cycle nycthéméral déphasé sur I’intensité du marquage de la

myéloperoxydase au niveau des cellules hépatiques (les neutrophiles).

Les valeurs sont représentées par (moyenne + erreur standard), * P < 0.01, Test de Student.
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Discussion

Dans ce travail, nous avons étudié 1’effet de 1’alternance entre un cycle standard (12L/12D) et
un cycle artificiel de 20L/4D pendant 12 semaines sur le parenchyme hépatique et sur
I’expression d’une enzyme spécifique : la myéloperoxydase au niveau hépatique chez un
rongeur déserticole nocturne : Gerbillus tarabuli.

Au niveau structural, 1’allongement de la phase lumineuse a entrainé une perte de
I’architecture du parenchyme hépatique caractérisée par 1’apparition de plusieurs foyers
Iésionnels, siege d’un processus inflammatoire associant une dilatation des capillaires
sinusoidaux, une prolifération des cellules de Kupffer et une infiltration leucocytaire. Ce
tableau refléte un état inflammatoire qui pourrait étre consécutif a I'activation des cellules de
Kupffer qui participent au chimiotactisme des neutrophiles.

Nous avons également relevé chez ces gerbilles désynchronisées, une immunoréactivité
intense de la myéloperoxydase (MPO) essentiellement localisée dans les neutrophiles. Nos
résultats sont en accord avec d'autres études (Abdel-Hamid et al., 2018; Bekheet et al.,
2009) qui ont montreé le role de la myéloperoxydase dans le processus d'hépatocarcinogenése
induite par le virus de I'népatite C.

Il est bien connu que la MPO est un marqueur de l'activation des neutrophiles et de
l'infiltration tissulaire. De nombreux auteurs suggerent que l'expression de la MPO a
également été utilisée dans de nombreux contextes, comme un indicateur fiable de
I'inflammation (Jawhara et al, 2008; Kim et al, 2008; Venge, 1994), étant plus sensible que
I'examen histopathologique des tissus (Faith et al., 2008).

En effet, il a été rapporté que I'activité de la MPO hépatique est également plus élevée dans
les modeles expérimentaux (Sener et al., 2006). Ainsi, Sener et ses collaborateurs ont
constaté qu’un traitement au mercure se manifeste par l'augmentation de I'activité de la MPO
dans plusieurs organes (Sener et al., 2003). 1l est également rapporté que 1’augmentation de
I’activité de la MPO dans le foie de rats diabétiques pourrait refléter une infiltration de
leucocytes secondaire au diabéte (Uluoglu et al., 2008). De plus, Il se fonde sur plusieurs
études qui ont suggéré que l'augmentation de l'activité de la MPO pourrait étre liée aux
conditions d'inflammation et d'infection (Guven et al., 2013; Kothari et al., 2011).

La myéloperoxydase peut avoir un effet bénéfique ou néfaste selon 1’endroit et le moment ou
se produit la réaction inflammatoire (Dupont, 2018). En effet, 1l a été signalé que plusieurs
types de lésions tissulaires, les maladies du foie et le diabete seraient liés aux oxydants
dérivés de la MPO. Ainsi, le niveau accru d'activité de la MPO est I'un des meilleurs outils de

diagnostic des biomarqueurs du stress inflammatoire et oxydatif dans ces maladies courantes
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(Khan et al., 2018). Aussi, l'activité de la MPO est un marqueur de l'accumulation de
neutrophiles dans les tissus enflammeés (Guney et al., 2007).

Il est bien documenté que les neutrophiles sont les cellules inflammatoires prédominantes
dans les lésions hepatiques (Voigt et al., 2018), ils représentent une source potentielle de
radicaux libres d'oxygene (Weiss et Ward, 1982) et sont considérés comme des cellules
effectrices majeures dans les lésions tissulaires qui se produisent dans plusieurs maladies
inflammatoires (Heinzelmann et al., 1999; Zimmerman et al.,, 1990). De plus, les
neutrophiles contiennent de la myéloperoxydase (Odobasic et al., 2016) qui est libérée par les
neutrophiles polymorphonucléaires activés (Voigt et al., 2018). La myéloperoxydase est le
pro-inflammatoire le plus abondant, ¢’est une enzyme stockée dans les granules azurophiles
des granulocytes. Elle représente un marqueur de l'activation des neutrophiles et de
I'infiltration tissulaire (Schultz et Kaminker, 1962), on peut donc émettre ’hypothese que
la quantification de MPO permettrait d’estimer 1’intensité du recrutement et de I’activation
des neutrophiles et donc indirectement I’importance du processus inflammatoire dans le tissu

ou il apparait.

La MPO fournit également une estimation du stress oxydatif dans les maladies inflammatoires
car l'activité peroxydasique de la MPO est corrélée a un afflux d'espéces réactives de
I'oxygene (Khan et al., 2018). Ces données corrélées a 1’augmentation hautement
significative de I’immunoréactivit¢ de la myéloperoxydase observée au niveau du
parenchyme hépatique altéré chez les gerbilles désynchronisées traduisant une souffrance
hépatique.

Ainsi, les espéces réeactives générés par la myéloperoxydase peuvent a leur tour peroxyder les
lipides, ce qui augmente la production de collagene par les cellules étoilées activées (Parola
et al., 1993). Ces observations mettent en évidence une nouvelle voie d'oxydation par laquelle
les cellules Kupffer pourraient participer aux lésions hépatiques (Bekheet et al., 2009) et
entrainant la production d'oxydants et D’altération des événements de la signalisation
(Altamirano et al., 2014; Beard et Jones, 2006).

La MPO est I'enzyme protéolytique responsable de I'acidification du milieu (Heinecke, 1999;
Christophe, 2018). La dégranulation locale des neutrophiles induirait la libération de la MPO
dans la matrice extracellulaire (McConnico et al., 1999; Zhang et al., 2001; Hoy et al.,
2002). Le mécanisme biochimique complet de la dégranulation des neutrophiles n'est pas
encore clair, mais le stress oxydatif joue un role clé dans la libération de MPO par ces cellules
(Lacy, 2006; Naegelen et al., 2015).
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La MPO adhére aux membranes cellulaires et produit a partir de peroxyde d’hydrogéne
I'acide hypochloreux (HOCI) qui traverse facilement la membrane plasmique, pour épuiser le
glutathion intracellulaire (Nahon et al., 2009). Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant
biologique important et est probablement une cible de choix pour I'HOCI généré par la
myeéloperoxydase (Winterbourn et Brennan, 1997).

Nos observations ont également montré chez les gerbilles désynchronisées, 1’abondance
des cellules stellaires hépatiques (les cellules étoilées) et l'installation d'une fibrose hépatique
due a lI'accumulation excessive de matrice extracellulaire dans le parenchyme hépatique. Ce
phénomene résulte d'un déséquilibre entre une synthése accrue des composants de la matrice
et une diminution de leur dégradation. Il est rapporté que lI'accumulation de produits de
dégradation provoque une fibrose hépatique (Chen et Raghunath, 2009) qui forme un tissu
cicatriciel qui remplace les cellules endommagées (Albanis et Friedman, 2001). Ces résultats
confortent les observations relevées par I’immunomarquage de la MPO hépatique. D’ailleurs,
il a été signalé que les dommages oxydatifs résultant de I'action de la myéloperoxydase
pourraient contribuer aux lésions hépatiques aigués et a la fibrogenese hépatique (Brown et
al., 2001).

La myéloperoxydase peut stimuler la production de protéines de la matrice extracellulaire par
des cellules Kupffer, ainsi 1’altération de la matrice a été liée a l'activation des cellules
hépatiques étoilées, ce qui constitue une étape critique dans le développement de la fibrose
hépatique (Abdel-Hamid et al., 2018; Bekheet et al., 2009; Gressner & Bachem, 1995;
Jarnagin et al., 1994), en effet, les cellules étoilées deviennent la principale source
d'accumulation de la matrice extracellulaire dans le foie en cas de blessure (DeLeve et al.,
2011; Friedman, 2008). D’autre part, Bekheet et ses collaborateurs ont rapporté une
augmentation de I'expression de MPO dans les cellules Kupffer au fur et a mesure que la
fibrose progresse et ont constaté également que la fibrose hépatique était associée a une
augmentation de nombre de macrophages exprimant la myeloperoxydase (Bekheet et al.,
2009), ce qui pourrait expliquer le réle des radicaux libres produits par la MPO dans la
pathogenese du foie (Lonardo et al., 2004; Poli, 2000). Cependant, les ROS et les produits de
peroxydation des lipides activent également les cellules étoilées, entrainant ainsi une fibrose
(Fromenty et al., 2004).

D'autres auteurs indiquent que la fibrose est également une conséquence de l'activation
inflammatoire et participe a la chimiotactique polynucléaire et a la libération de cytokines

pro-inflammatoires (Tilg and Diehl, 2000). Ces données corroborent la présence de foyers
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inflammatoires observés dans le parenchyme hépatique des gerbilles soumises a une

perturbation photique.
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Conclusion et perspectives :

La présente étude a permis de montrer 1’effet de la perturbation du cycle (lumiére /obscurité)
sur la structure du parenchyme hépatique et sur I’expression de la myéloperoxidase au niveau
tissulaire chez la gerbille saharienne (Gerbillus tarabuli) Capturée dans la région de Beni
abbes (Bacher, Algerié).

Nos résultats indiquent clairement une altération de 1’architecture tissulaire d’ordre inflammatoire
chez les gerbilles soumises a un cycle modifié par I’allongement de la phase lumineuse (20L/4D)
alterné par un cycle nycthéméral standard (12L/12D), ces altérations se manifestent par une
dilatation des capillaires sinusoides, une prolifération des cellules de Kupffer, une importante
infiltration leucocytaire, avec I’installation d’une fibrose hépatique suite a I’augmentation des
constituants fibrillaires de la matrice extra cellulaire. Toutes ces observations expriment une
souffrance cellulaire et une baisse de 1’activité hépatique.

Par ailleurs, I’étude immunohistochimique révele aprés 12 semaines de désynchronisation
temporelle, une forte intensit¢ de I’immunomarquage de la myéloperoxydase (MPO) au
niveau des neutrophiles hépatiques chez les gerbilles désynchronisees tandis que
I’immunomarquage chez les gerbilles contrdles était faible.

Ces résultats sont interprétés comme étant une réponse a I’allongement de la phase lumineuse

du cycle L/D correspondant a la phase de repos de I’animal.

Dans leur ensemble, nos résultats témoignent d’un dysfonctionnement hépatocellulaire et
mettent en lumiére le réle du signal photique dans I’entrainement non seulement de 1’horloge

centrale mais aussi des horloges périphériques précisément 1’horloge hépatique.
Des investigations plus poussées seraient nécessaires. Ainsi :

» Il conviendra d’étudier le processus inflammatoire en utilisant la microscopie
électronique a transmission pour identifier les différentes altérations ultrastructurales
et morphologiques survenues dans cette perturbation photique.

> 1l est également intéressant de doser le taux plasmatique de la myéloperoxydase dans
le but de renforcer I'importance de cette enzyme comme marqueur fiable de
I’inflammation.

> le suivi des mémes parameétres aprés une désynchronisation par allongement de la phase
obscure (4L/20D), phase d’activité de 1’espéce, pour mieux cerner les interactions entre

les facteurs photiques et le processus inflammatoire.
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Les Annexe

Annexe 01 : Bouin aqueux

_ Solution agqueuse d'acide picrique. . . ... .. ..........30 ml
Formol......coooiii 10 ml
-ACIde aCtIqQUE .. 2 ml.

Annexe 02 : Paraformaldéhyde

Remarque : cela doit étre fait dans une chambre a fumée avec des gantes, des lunettes de

sécurités et un masque facial.

Pour prépares une solution a 4% PFA dans PBS :
Poudre de paraformaldéhyde............ccccovvniiinnnnnne. 49.
Paraformaldéhyde Granulé ou en granulé a de eau (H20).

Utilises plaque chauffants en remuant pour chauffer la solution a 60°Celsius.

Annexe 03 : Eau gélatinée

Dissoudre 0,4g de gélatine en poudre dans 100ml d’eau distillée, apres chauffage et

dissolution, ajouter une pincé de thymol puis filtrer et laisser refroidir.
Annexe04 : Trichrome de Masson
e Hématoxyline de Groat:
* Solution A:
Acide sulfurique concentré........................... 0,8ml .

Alundefer.........oooiiiiiiiii lg.
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Eaudistillée..............ooooiiii . 50ml
*Solution B:

Hématoxyline ...........ccooeviiiiiiiiiiiiiiies 0, 5g.

AlCo0l 95° L. 50ml.

e Fuchsine-ponceau

Fuchsine acide..............cooviiiiiiiiiiiiii . 0.1g.
Ponceau.........ooeiiiii 0,29 .
Eaudistillée...........ccooiiiiiiiie 300ml.

Apreés dissolution ajouter:

Acide actique.........oooviiiiiii e, 0,6ml .
e Bleu d’aniline

Bleu d’aniline..........cooceveevininiiiiiiciieecee 0,59.

Eaudistillée...........oooviiiiiiiiii e 100ml.

Porter a ebullition, laisser refroidir et filtrer; ajouter:

ACide acCtique .....o.ovviriiie 8ml.

Cette solution est utilisée aprés dilution:

Solution Mere.......o.oiiiii 1V.

Bau distillée. ......oooo e, 2V.
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Annexe 5 : Solution salin tamponnée au phosphate : PBS

Solution ;

Bau distillée. .. ... 800ml
Na Gl e 8¢g
KOl e 200mg
NaZHPO. ... 1,44¢g
KH2POA. .. 245¢g

Ajuster la solution au PH souhaité (Généralement PH=7,4).

Bau distillée.........coooooiiiii 1L.
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summary

Biological rhythms are manifested at all organizational levels of living things, the most
studied of which is the circadian rhythm, which has a period of about 24 hours. This rhythm is
the result of endogenous and exogenous components. Our study targeted the nycthemeral
cycle (12L / 12D) in Gerbillus tarabuli which is modified by the lengthening of the light phase
(20L / 4D) alternated by a standard cycle (12L / 12D). This disturbance is characterized by an
alteration of the hepatic parenchyma showing dilation of the sinusoid capillaries, proliferation
of Kupffer cells, significant leukocyte infiltration, with the installation of hepatic fibrosis.
This study also revealed an increase in the expression of hepatocyte myeloperoxidase (MPO)
confirming the presence and activation of neutrophils. We conclude that all these observations

express cellular distress and decreased liver activity.

Key words: Gerbillus tarabuli, circadian rhythm, liver tissue, myeloperoxidase.
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