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Abréviations :

ALT: Alanine Transaminase

AST: Aspartate Transaminase

ATP: Adénosine triphosphate

CE : Cellule Endothéliale

CEF : Cellule Etoilee du Foie
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L/D: Light / Dark

LL: Light/ Light
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NK : Natural killer

NSC : Noyaux Suprachiasmatiques
ROS: Reactive Oxygen Species

SOD: Superoxyde Dismutase

TGF a: Transforming Growth Factor o
TGF B : Facteur de croissance Transformant B
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Résumé :

Les relations entre les étres vivants et leur environnement requiérent des ajustements
hormonaux, métaboliques et comportementaux indispensables au maintien des équilibres
physiologiques et biochimiques. Dans ce contexte, la rythmicité circadienne apparait comme
une caractéristique fondamentale assurant le déroulement des événements biologiques a un
moment précis du jour ou de I’année.

Le présent travail vise a étudier ’effet de la perturbation du cycle lumiére/obscurité sur les
aspects morphofonctionnels du tissu hépatique chez un rongeur : Gerbillus tarabuli, espéce
désertique nocturne. 1l sera plus particulierement centré sur l'impact de cette arythmie
temporelle sur la structure du tissu hépatique et 1’analyse des paramétres indicateurs du
métabolisme glucidique et lipidique (glycémie, triglycéridémie, cholestérolémie).

Notre investigation a porté sur deux lots de gerbilles, I'un (témoin) soumis a un cycle
nycthéméral standard (LD: 12:12) et 1’autre (désynchronisé¢) 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 8 semaines.

L’analyse comparée des deux groupes montre que la désynchronisation photique a conduit a
une altération de I’architecture tissulaire par une nécrose hépatocytaire a 1’origine de foyers
inflammatoires largement disséminés. Ces foyers associent une dilatation des sinusoides et un
recrutement des cellules de kiippfer et des leucocytes. En outre, 1’analyse morphométrique
montre des changements morphologiques non négligeables présentés par une hypertrophie
cellulaire et nucléaire suggérant une hyperactivité mécanique ou métabolique des hépatocytes.
Ces changements témoignent de la 1’affaiblissement de [’activité hépatique comme le
confirme la déplétion en glycogéne et en lipides mises en évidence respectivement par les
colorations a I’acide périodique de schiff et par le noir soudan B.

De plus, I’extension de la trame conjonctive et la stéatose (bien que discrete) observées
confirment un état de souffrance hépatique. Ces données histologiques sont accompagnées
d’une chute du poids corporel rapportée a la réduction de la prise alimentaire. Ces résultats
sont interprétés comme étant une réponse a 1’allongement de la phase lumineuse du cycle L/D
correspondant a la phase de repos de 1’animal. Notre protocole a également conduit a une
hyperglycémie et une diminution des taux plasmatiques de triglycérides et de cholestérol ce
qui atteste d’une perturbation évoquant le syndrome métabolique.

I1 ressort de cette étude qu’un déphasage entre le rythme endogeéne d’activité de 1’espece et le
cycle journalier de I’éclairement a un fort impact sur la morphologie et corrélativement sur
I’activité métabolique des cellules hépatiques.

Mots clés : Gerbillus tarabuli, arythmie circadienne, tissu hépatique, métabolisme.
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Introduction :

Les rythmes circadiens observés dans les processus physiologiques et comportementaux sont
une donnée fondamentale de tous les étres vivants. lls refletent la nécessité pour certains
événements de se produire de fagon optimale a un moment précis du jour.

Notre physiologie en tant que mammifére diurne est adaptée a une période d’activité le jour,
pendant laquelle surviennent repas et exercice, en opposition a une période nocturne de repos
et de jetne. Or, I’avénement de 1’éclairage artificiel et les modes de vie actuels ont entrainé
des changements importants, parfois extrémes, par rapport a I’héritage phylogénétique de
notre diurnalité. Mis a part les considérations purement économiques telles que les industries
fonctionnant 24 heures/24 et 7 jours/7, chaque individu peut étre éveillé et actif a tout moment
de la nuit grace a 1’éclairage artificiel, ce qui va a I’encontre de notre physiologie diurne
normale et la perturbe.

Notre physiologie journaliére est donc cyclique et organisée de fagon coordonnée de telle
manicre que la période d’éclairement naturel corresponde a celle de 1’éveil, de la prise
alimentaire et de la mise en réserve d’énergie tandis que la période nocturne est associée au
sommeil, au jeline et a ’utilisation des réserves énergétiques a court terme. Cette coordination
temporelle est assurée, dans une trés large mesure, par I’horloge circadienne principale,
localisée dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) de I’hypothalamus (Ralph et al., 1990) et
dans les horloges périphériques identifiées dans la majorité des organes périphériques, dont le
plus étudié est le foie (Schibler et al., 2003).

Des études récentes semblent indiquer que des altérations du rythme circadien auraient des
conseéquences néfastes sur la santé provoquant un dysfonctionnement du métabolisme. Le
foie, avec son importance pour divers processus métaboliques et fonctions physiologiques,

doit étre plus sensible aux perturbations du cycle de I'environnement (Yamazaki et al., 2000).

Le présent travail vise a étudier ’effet de la perturbation du cycle lumiére /obscurité sur les
aspects morphofonctionnels du tissu hépatique chez un rongeur : Gerbillus tarabuli, espéce
désertique nocturne. Il sera plus particulierement centré sur l'impact de cette arythmie
temporelle sur le tissu hépatique et 1’analyse des paramétres indicateurs du métabolisme

glucidique et lipidique.
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I.1. Généralités :

La rythmicité est une des propriétés fondamentales de la matiére vivante. Tous les étres
vivants, humains, animaux et végétaux sont soumis a des rythmes naturels.

Un rythme biologique se définit comme la variation périodique ou cyclique d'une fonction
particuliére d'un étre vivant. Celui-ci peut étre d'ordre physiologique (battement cardiaque,
activité électrique cérébrale...), biochimique (synthése moléculaire, hormonale...) ou
comportemental (sommeil, migration...) (Amdaoud, 2007).

De multiples aspects de notre physiologie varient en fonction de I’heure du jour. L’un des
exemples les plus apparents est le cycle veille-sommeil. De nombreuses autres variables
biologiques présentent également une organisation rythmique a 1’échelle des 24 heures, il
s’agit notamment de la prise alimentaire ou encore de la température corporelle. La plupart de
ces variations biologiques journalieres sont générées par une horloge interne (Challet, 2005).
1.2. Le concept des rythmes biologiques :

Les rythmes biologiques comptent parmi les propriétés fondamentales de la matiére vivante.
Ils existent dans le monde animal et végétal, a tous les niveaux d'organisation : écosystemes,
populations, individus, systemes d'organes, organes isolés, tissus, cellules et fractions
subcellulaires (Bogdan et Touitou, 2001). Ces rythmes refletent la nécessité pour que les
processus biologiques, physiologiques et comportementaux se produisent de maniere optimale
a un moment précis du jour ou de I’année. La coordination entre les processus biologiques
internes et les cycles de 1’environnement externe est vitale pour la survie de ces organismes.
Les rythmes biologiques sont souvent désignés par rapport a leur période (Boissin et
Canguilhem, 1998). On distingue ainsi les rythmes :

- ultradiens : période inférieure a 20 h,

- circadiens : période de 24 + 4 h,

- infradien : période supérieure a 28 h.

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 1’alternance jour/nuit,
- le rythme circalunaire, synchronise par les phases de la lune,

- le rythme circannuel, synchronisé par les saisons.

1.3. Les rythmes circadiens :



Le terme circadien (circa : autour et diest : jour) est utilisé pour décrire un phénomeéne qui se
répéte de facon cyclique avec une période proche de 24 h (comprise entre 20 et 28 h).

En 1729, I’astronome frangais Jean-Jacques d’Ortous de Mairan (1678-1771) rapporte a
I’Académie Royale des Sciences de Paris ce qui est considéré comme la premiere expérience
en chronobiologie. 1l y décrit que la sensitive, plante héliotrope qui ouvre et oriente ses
feuilles vers le soleil le jour et les replie sur elles-mémes la nuit, poursuit ses mouvements
lorsqu’elle est placée en obscurité constante. Il s’agit de la premiére description d’un rythme
circadien.

Ces études suggerent une origine endogéne des rythmes biologiques (Aschoff, 1981 ;
McClung, 2006 ; Klarsfeld, 2009). Ce qui prouve I’existence d’une horloge biologique interne
ne nécessitant pas de stimuli externes comme une variation périodique de la luminosité par
exemple.

Il. Les horloges circadiennes :

L’implication centrale de cette structure hypothalamique dans la fonction circadienne a
d’abord été identifiée par une approche lésionnelle au début des années 1970, la destruction
électrolytique de cette petite région cérébrale provoquant une arythmie comportementale et
hormonale a 1’échelle des 24 heures. Cette implication a ensuite été¢ confortée par d’élégantes
expeériences de greffes (Ralph et al., 1990).

Le systéme circadien est constitué de nombreuses horloges internes réparties dans I’ensemble
du corps (Challet et al., 2009). Chez les mammiferes, 1’horloge circadienne principale est
localisée dans le cerveau, a la base de ’hypothalamus : les noyaux suprachiasmatiques (NSC)
(Hastings et al., 2007). Les noyaux suprachiasmatiques étaient considérés comme la seule
horloge interne. Par la suite, des horloges secondaires ont été identifiés dans d’autres régions
du cerveau et dans la majorité des tissus périphériques (Schibler et al., 2003 ; Lowrey et
Takahashi, 2004 ; Hastings et al., 2007 ).

I1.1. Les horloges circadiennes périphériques :

Les travaux des dix derniéres années ont révélé que de nombreuses horloges secondaires sont
présentes dans d’autres régions cérébrales que les noyaux suprachiasmatiques, ainsi que dans
la majorité des tissus périphériques dont le foie, le tissu adipeux et le coceur (Challet, 2009).
Ces dernieres pourraient, en retour, influencer le NSC par des mécanismes de communication

encore inconnus (Hastings et al., 2003) (Fig.1).

Le foie a figuré parmi les premiers organes périphériques dans lesquels des oscillations

moléculaires de génes d’horloge ont été¢ démontrées (Balsalobre et al., 1998 ).



11.2. Synchronisation et désynchronisation de I’horloge biologique :

On peut considérer qu’un rythme circadien est la résultante de deux composantes : 1’une
d’origine exogene correspondant aux facteurs de 1’environnement, 1’autre d’origine endogene
correspondant a notre code génétique. Ces deux composantes interagissent et interviennent de
fagon conjointe.

11.2.1. Synchronisation :

Un organisme est dit synchronisé lorsqu’il y a résonance entre ses rythmes endogenes et
I’environnement (Selmaoui et Touitou, 2003).

La synchronisation d’un sujet est mise en évidence par I’étude des rythmes circadiens de la
mélatonine (Lewy et Sack R L. 1989 ; Voultsios et al., 1997 ; Klerman et al., 2002 ;
Benloucif et al., 2005), du cortisol plasmatique (Koukkari et Sothern, 2006), de la
température corporelle (Krieger et Hauser 1978; Kronauer et al., 1982; Shanahan et Czeisler,
1991; Martinez-Nicolas et al., 2011), de I’activité motrice (Moore-Ede et al., 1983; Ortiz-
Tudela et al., 2010), car les profils circadiens de ces variables sont de véritables marqueurs de
la synchronisation de 1’organisme (Klerman et al., 2002).

11.2.2. Désynchronisation :

Le phénomeéne de désynchronisation a deux origines possibles, I’une liée a I’environnement
(désynchronisation externe), 1’autre liée le plus souvent a une pathologie (désynchronisation
interne). Quelle qu’en soit I’origine, externe ou interne, la désynchronisation se manifeste par
des symptomes cliniques atypiques tels que fatigue, mauvaise qualité du sommeil et des
troubles de I’humeur, ainsi que des troubles métaboliques (Selmaoui et Touitou, 2003).
11.2.2.1. La désynchronisation d’origine externe : lorsqu’elle est liée aux facteurs de
I’environnement : soit parce que I’horloge biologique fonctionne a contre-courant de
I’environnement comme dans le décalage horaire, le travail posté ou le travail de nuit, soit
parce que les signaux environnementaux sont mal ou pas pergus par 1’horloge comme chez
I’aveugle. L’exemple le plus caricatural de désynchronisation est représenté par le décalage
horaire vécu par un voyageur effectuant un vol transméridien de plus de trois fuseaux
horaires: il y a alors inadéquation entre le fonctionnement de son horloge biologique et

I’horloge astronomique (Waterhouse et al., 2005).
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Figure 1: Localisation de I’horloge circadienne principale (NSC) et les horloges
périphériques ainsi que leurs rble clé dans I'nhoméostasie métabolique. (Modifié d’apres
Ramsey et Bass, 2010). NSC : Noyau suprachiasmatique

Puis, jour aprés jour, I’horloge suprachiasmatique s’est resynchronisée au nouveau cycle et a
imposé un ajustement approprié des organes périphériques au temps local. La période

transitoire de resynchronisation est relativement proportionnelle au nombre de fuseaux



horaires traversés (mais dépendante de la direction est-ouest du voyage) et s’accompagne de
problémes de qualité du sommeil, de troubles digestifs et de plusieurs altérations
métaboliques et hormonales (Ribeiro et al., 1998 ; Haimov et Arendt, 1999 ; Karlsson et al.,
2003 ; Suwazono et al., 2008).

11.2.2.2. La désynchronisation d’origine interne: quand elle n’est pas liée a des
modifications de I’environnement, elle résulte d’une perturbation de 1’horloge en liaison avec
une pathologie (Touitou, 2006).

II1.3. Les synchroniseurs de I’horloge circadienne :

111.3.1. Les synchroniseurs photiques :

Le cycle lumiére-obscurité (L/D) est le signal principal de I’environnement utilisé par
I’oscillateur circadien central pour synchroniser son rythme endogeéne avec le rythme
environnemental (Rosa et al., 1990 ; Van Esseveldt et al., 2000 ; Chou et al., 2003).

La lumiére étant le synchroniseur externe le plus puissant de 1’horloge suprachiasmatique, des
changements dans la durée journaliere d’éclairement ou des signaux photiques irréguliers
vont avoir un fort impact sur la physiologie (Challet, 2009). Cependant, tandis que la lumiére
réinitialise directement I'horloge centrale (SCN), les changements dans le calendrier de
I'éclairage sont communiquées aux tissus périphériques par des voies de sortie indirectes
émanant du NSC (Yamazaki et al., 2000). Cela peut expliquer pourquoi en comparaison a
I’oscillateur des NSC, les horloges périphériques répondent avec un certain retard a
I’évolution du programme d’éclairage (Fig.2). L’entrainement systémique des tissus
périphériques, notamment le foie, par le NSC emploie plusieurs moyens qui peuvent
fonctionner en paralléle. Les voies directes ou indirectes du NSC impliquent des signaux
neuronaux et hormonaux (Fig.3).

L’effet de la lumiére sur I’horloge « dépend de I’intensité lumineuse et de sa durée ». Plus le
stimulus lumineux est intense et/ou plus la durée est longue, plus I’effet sera important. Par
exemple, une exposition lumineuse nocturne d’une durée de 6,5 heures conduit & un retard du
rythme de mélatonine de plus de deux heures avec une lumiere blanche de 10 000 lux, alors
que D’effet est indétectable si I’intensité lumineuse est inférieure a 10 lux (Zeitzer et al.,
2000).

111.3.2. Les synchroniseurs non photiques :
D’autres facteurs que la lumiére, dits facteurs non-photiques, participent a la synchronisation

de I’horloge suprachiasmatique et/ou des oscillateurs périphériques.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720711002486#b0315

En effet, de nombreuses variables biologiques présentent également une organisation
rythmique a I’échelle des 24 heures ; il s’agit de 1’activité intense et des comportements
sociaux (cycle veille-sommeil, la prise alimentaire, régime hypocalorique ou encore de la
température corporelle) qui pourraient moduler les rythmes circadiens dépendants de
I’horloge principale (Edgar et Dement, 1991 ; Mrosovsky, 1996 ; Challet et al., 2003).

IV. La rythmicité dans le 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 régulation homéostasique, est connue depuis longtemps.

Le foie est un organe important pour maintenir I'homéostasie énergeétique de I'organisme. Pour
ce faire, de nombreuses réactions biochimiques sont exécutées dans cet organe de fagon
rythmique (Schmutz et al., 2012). Par exemple, les niveaux d’acides gras plasmatiques non
estérifiés ou de glycogeéne hépatique présentent des variations journaliéres marquees (Fuller et
Diller, 1970 ; Schlierf et Dorow, 1973).

La principale réaction biochimique dans le foie est probablement la dégradation du glucose en
petits carbohydrates et la production de I'énergie par l'intermédiaire du cycle de Krebs. La
néoglucogenese inverse cette réaction s’il y’a une énergie suffisante, et I'exceés de glucose est
stocké sous forme de dépdts de glycogene dans le foie (Schmutz et al., 2012) (Fig.4). En
raison de la conservation et de la dégradation rythmique du glycogéne, la teneur en glycogene
hépatique varie quotidiennement entre 1% et 10% de la masse totale du foie (Schmutz et al.,
2010).



Synchronisation externe
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Figure 2: La synchronisation externe non photique du systéme circadien. L’horloge
principale ajustée a I’heure par la lumiére et les horloges périphériques synchronisées,
directement ou indirectement, par un repas unique a heure fixe (Challet, 2009).

Synchronisation interne

Figure 3 : La synchronisation interne du systéme circadien a partir de 1’horloge principale
(SCN) en ajustant la phase des horloges périphériques, via des signaux nerveux (systeme
nerveux autonome) et hormonaux (Challet, 2009).
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V. Rappels anatomiques du foie :

Le foie est un organe abdominal unique et asymétrique situé¢ dans 1’hypochondre droit
(Tortora et Anagnostakos, 1988) (Fig.5). D’un poids moyen de 1400 a 1600 g chez ’homme,
il mesure une dizaine de centimétres dans sa plus grande hauteur (Deugnier, 2005).

Le foie est la plus grosse glande du corps. Il recoit une vascularisation particulierement
abondante car, en plus d’étre irrigué par ’artere 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).

Sur le plan histofonctionnel, le foie est une glande amphicrine, car il produit des secrétions de
type endocrine et de type exocrine (Hould, 1983), les cellules hépatiques déversent leur
sécrétion endocrine dans la vascularisation sanguine, et leur sécrétion exocrine, la bile, dans

les canaux excréteurs, les canaux biliaires (Gartner et Hiatt, 2004).

veine cave inférieur

lobe gauche

lobe droit

ligament falciforme

canal biliaire (en vert)

vosicule biliaire

Figure 5 : Localisation et anatomie générale du foie.
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V.1. Organisation du parenchyme hépatique :

V.1.1. Capsule :

Une capsule conjonctive : la capsule de Glisson entoure le foie (Hould, 1983) et envoie des
travées dans le parenchyme hépatique jusqu’aux espaces portes, le subdivisant en lobules
(Gartner et Hiatt, 2004).

En plus de la subdivision du tissu hépatique en lobules hépatiques, d'autres subdivisions ont
été proposees, Les unités les plus souvent envisagees sont: le lobule portal et I'acinus
hépatique.

V.1.2. Lobule hépatique classique :

Le lobule a I’aspect d’un hexagone. Il est limité, dans les angles, par des espaces portes et le
centre constitué par la veine centrolobulaire (Hould, 1983). Le lobule est formé de travées
d’hépatocytes disposées en rayons autour d’une veine centrale. Ces travées sont séparées par
des espaces tapissés d’un endothélium, que 1’on appelle capillaires sinusoides, a travers
lesquels circule le sang (Tortora et Anagnostakos, 1988). Ils sont bordés par les cellules
endothéliales et tapissés par des macrophages (cellule kipffer ; Gartner et Hiatt, 2004), ces
dernieres ont la fonction de macrophages sédentaires du foie et sont chargées de détruire les
leucocytes et les hématies usés, de méme que les bactéries (Tortora et Anagnostakos, 1988).
L’espace de Disse est situé entre les hépatocytes et les cellules endothéliales. Cet espace
contient les microvillosités des hépatocytes, quelques cellules trés riches en graisses (cellules
d’Ito) et des fibres de réticuline qui font partie de la trame de soutien du foie (Gartner et Hiatt,
2004). A la périphérie du lobule, on trouve des espaces portes caractérisés par la présence de
tissu conjonctif qui abrite les triades hépatiques (Hould, 1983). Les espaces portes contiennent
des canaux biliaires, des vaisseaux lymphatiques, les branches de 1’artére hépatique et de la
veine porte entoures par les lames hépatocytaires (Gartner et Hiatt, 2004) (Fig.6).

V.1.3. Lobule portal :

Dans cette nomenclature, les sommets du triangle formant le lobule portal sont les veines
centrolobulaires, les espaces portes constituent donc le centre de ce lobule (Gartner et Hiatt,
2004). C’est une petite masse de parenchyme hépatique irriguée a partir d’un espace porte
donné et dans lequel sa sécrétion biliaire est drainée (Hould, 1983). Le lobule portal est le
reflet de I’écoulement de la bile (Fig.7).

V.1.4. Acinus hépatique :

L’acinus hépatique, en coupe, a une forme de losange dont le grand axe passe par deux veines
centrolobulaires voisines, et le petit axe est la ligne d’intersection entre deux espaces portes

voisins, c’est un tissu vascularisé¢ par les branches terminales de ’artére hépatique et de la
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veine porte. Dans cette subdivision, les cellules les plus proches de ces vaisseaux sont les
premiceres a recevoir I’oxygene et les éléments nutritifs (Gartner et Hiatt, 2004) (Fig. 7).
V.2. Structure histologiques du foie :
Les différents types cellulaires présents dans le foie sont trés organisés d’un point de vue
architectural et coopérent pour assurer les différentes fonctions métaboliques et excrétrices de
cet organe (Guyton, 1995 ; Kmiec, 2001) (Fig.8).
V.2.1. Les cellules parenchymateuses ou hépatocytes :

Les hépatocytes sont des cellules de forme polyédrique possédant au minimum six a huit
faces (Hould, 1983). Chaque hépatocyte est en rapport avec un capillaire sinusoide sur au
moins une de ses faces et en rapport avec d’autre hépatocytes sur les autres faces (Gartner et
Hiatt, 2004).

Les hépatocytes sont arrangées en lames anastomosees et ramifiées. Elles ont un noyau
volumineux, sphérique et central, dans le quel on peut distinguer un ou deux nucléoles et une
chromatine fine distribuée de fagon uniforme. Un certain nombre d’hépatocytes sont
binucléés (Hould, 1983).
V.2.2. Les cellules endothéliales :

Les cellules endothéliales séparées des hépatocytes par ’espace de Disse forment un
revétement habituellement décrit comme discontinu et ne reposent pas sur une membrane
basale organisée (Scoazec, 1999), Elles exercent une fonction de filtre permettent le passage
de particules de taille moyenne comme les very low density lipoproteins (VLDL) et
empéchent celui de particules plus volumineuses comme des chylomicrons (Maitre et Blicklé,
2008). Elles sont aussi impliquées dans la modulation de la prolifération hépatocytaire
(Gandillet, 2004).

V.2.3. Les cellules de Kupffer :

Les cellules de Kupffer du foie sont localisées dans la lumiére des sinusoides. Ces cellules
sont au contact, grace a leurs prolongements, des cellules endothéliales et des hépatocytes
(Gandillet, 2004). Elles sont dotées d’activité lysosomale et intervenant dans la réaction
inflammatoire et la présentation antigénique, essentielle dans les mécanismes de défense

contre les micro-organismes (Maitre et Blicklé, 2008).
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V.2.4. Les cellules étoilées (ou cellules Ito) :

De localisation périsinusoidale, ces cellules sont trés riches en graisses et participent a la
formation de la matrice extracellulaire, stockent la vitamine A et contribuent a la régulation
du flux sanguin sinusoidal (Maitre et Blicklé, 2008). Impliquées également dans les processus
de régénération (Taub, 2004).

V.2.5. Les cellules «natural killer» (ou pit cells) :

11 s’agit du type cellulaire le plus rare dans le foie. Elles résident dans les espaces sinusoidales
et sont définie morphologiquement comme de grands lymphocytes granuleux (LGLs) et
fonctionnellement comme des cellules natural Kkiller (NK) associées au foie, elles
interviennent au cours de mécanismes de défense immunitaire. Elles sont situées a l'intérieur
de la lumiere sinusoidale, en adhérant aux cellules endothéliales et aux cellules de kupffer
(Nakatani et al., 2004).

Le Tableau I montre 1’abondance respective des différents types cellulaires présents dans le
foie.

Tableau | : Abondance des différents types cellulaires hépatiques (Benhamou et Erlinger,
2008).

Type cellulaire Nombre (%) | Volume (%)
Hépatocytes 60-65 78

Cellules endothéliales | 15-20 2,8

Cellules de Kippfer 8-12 2,1

Cellules d’Ito 3-8 1.4

«Pit cells» <2 -
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V.3. Vascularisation hépatique :

Le foie est irrigué par deux circulations sanguines afférentes (Natter, 2004), 1’artére hépatique
apporte du sang oxygéné, et la veine porte hépatique, du sang désoxygéne contenant des
nutriments récemment absorbés. Les branches de I’artére hépatique et de la veine porte
hépatique apportent le sang aux capillaires sinusoides des lobules, ou I’oxygéne, la majeure

partie des nutriments et certains poisons sont extraits par les hépatocytes (Fig.6).

Les nutriments sont emmagasines ou sont utilisés pour la fabrication de nouvelles substances.
Les produits élaborés par les hépatocytes et les nutriments requis par les autres cellules sont
secrétés de nouveau dans le sang. Le sang se déverse ensuite dans la veine centrale, puis dans
une veine sus-hépatique. Contrairement aux autres produits du foie, la bile n’est
habituellement pas sécrétée dans le sang (Tortora et Anagnostakos, 1988).
V.4. Les fonctions hépatiques :
Le foie est a ’origine d’un éventail d’activités métaboliques : régulation énergétique apres
traitements des substrats alimentaires, synthése (protéique, lipidique et glucidique), défense
de I’organisme vis-a-vis des toxines endogeénes et des xénobiotiques (Stevens et Lowe., 2006 ;
Moore et Dalley, 2007 ; Benhamou et Erlinger, 2008 ; Young et al., 2008), car il est interposé
entre les apports nutritionnels et la circulation générale (Maitre et Blicklé, 2008).

e Fonction hématopoiétique :
Le foie participe a la formation de ’hémoglobine grace a ces réserves en fer et en vitamine
B1, (Maitre et Blicklé, 2008).

e Fonctions vasculaires :
Le foie étant le principal réservoir sanguin de I’organisme, il est situé de facon a recevoir le
sang veineux provenant de I’intestin via la veine porte, il intercepte en premier les nutriments
produits par la digestion des aliments (Maitre et Blicklé, 2008).

e Fonctions métaboliques :
Il participe a un immense trafic biochimique ; a la fois anabolique et catabolique ; qui va du
métabolisme des carbohydrates a la synthése et dégradation des protéines en passant par le
métabolisme lipidique (Maitre et Blicklé, 2008).
Il possede ainsi, grace aux hépatocytes, un réle dans la syntheése de 1’urée, de I’albumine et
intervient dans le métabolisme glucidique (stockage du glycogene, néoglucogenése) et donc le
controle de la glycémie, ainsi que dans les métabolismes lipidique (B-oxydation des acides

gras, synthese de cholestérol et de phospholipides, lipogenése) et protéique (transformation
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des acides aminés, formation des protéines plasmatiques sauf les immunoglobulines,
catabolisme de I’ammoniaque en urée) (Koolman et Rohm, 1994).
e Fonction de Stockage :
Le foie stocke le glycogéne, les vitamines A, D et By, ainsi que le fer au sein d'une structure
protéique multimérique appelée la férritine (Gandillet, 2004).
e Fonctions excrétoires :
Le foie produit la plupart des éléments composant la bile par le processus de la cholérese. Ce
liqguide complexe se déplace dans les canalicules biliaires en sens inverse du flux sanguin.
Des hépatocytes périveineux vers les hépatocytes périportaux (Schlienger et Borg, 1999).
Les sels biliaires jouent un role dans 1’émulsion, la dégradation des globules de graisses en
fines gouttelettes graisseuses en suspension, d’environ 1 pum, et I’absorption des graisses

apres la digestion (Tortora et Anagnostakos, 1988).

V.5. Physiopathologie du foie :

Le foie est un organe essentiel & la vie chez tous les mammiferes. Il est un organe central du
métabolisme énergétique et des substances xénobiotiques auxquelles 1’individu est exposé. Le
foie est la cible d’agressions diverses, telles que les virus, 1’alcool, les substances chimiques
présentes dans 1’alimentation ou 1’environnement de vie. Il subit également des
transformations pathologiques profondes, lors du diabéte ou de 1’obésité.

Le parenchyme hépatique peut réagir a ces agressions de facon aigue aboutissant a une
hépatite fulminante ou la nécrose massive des hépatocytes provoque une insuffisance
hépatique qui peut s’avérer létale en I’absence de transplantation. Cependant, on observe
souvent une réponse chronique, caractérisée par le développement d’une stéatose ou par des
degrés variables de nécrose hépatocytaire, d’infiltration tissulaire des cellules inflammatoires,
et de fibrose. La progression de ces conditions pathologiques peut aboutir au développement
d’une cirrhose hépatique voire d’un carcinome hépatocellulaire (Friedman, 2000)

La majorité des pathologies du foie entrainant des lésions tissulaires comprennent des
altérations dans la réponse cellulaires et la composition de la matrice extracellulaire.
L'activation des cellules étoilées conduit & l'accumulation de la cicatrice de la matrice
(formant des fibrilles), ce qui contribue a la perte de microvillosités des hépatocytes, qui se
traduisent par une détérioration de la fonction hépatique dont I'évolution et le pronostic seront

conditionnés par sa capacité régénérative (Friedman, 2000) (Fig. 9).
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Tissu hépatique lésionnel
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Figure 9 : Les évenements sinusoidaux durant une inflammation hépatique (modifié d’apres
Friedman, 2000). A : Tissu hépatique normal, B : Tissu hépatique lésionnel

18



V.6. La régénération hépatique :

Les cellules hépatiques ont une durée de vie de 300 a 500 jours, dans un foie au repos, les
rares divisions des cellules voisines permettent de remplacer les hépatocyte qui disparaissent a
raison d'une division pour 10000 cellules. En réponse a une perte tissulaire, suite a des
agressions constantes par des agents toxiques et pathogenes (Alcool, tabagisme, produits
chimiques, toxines endogenes et des xénobiotiques....), le foie peut initialiser un puissant
processus de régenération (Baghriche, 2008).

Cette régénération anatomique est également fonctionnelle, elle est une réponse rapide
permettant de faire face a une insuffisance hépatique aigue, de guérir les nécroses hépatiques,
et d’autoriser les exéréses chirurgicales les plus étendues. (Court et al., 2002)

Il est a noter qu’il ne s’agit pas d’une régénération au sens propre du terme (Nagy et al.,
2001 ; Court et al., 2002). L’anatomie du foie n’étant pas récupéré, il serait appropri¢ de
parler d’hyperplasie, ou de croissance compensatoire (Fansto et Campbell, 2003 ; Koniaris et
al., 2003).

V.6.1. Les cellules et les facteurs impliqués lors d’une régénération hépatique :

En cas d'agression hépatique, les cellules souches seraient sollicitées pour participer a la
régénération du foie (Leevy, 1998 ; Fausto, 2001 ; Alison, 2002 ; Koniaris et al., 2003).
L'implication des cellules souches dans la régénération hépatique varie en fonction de la
séverité des lésions. Si I'agression est minime, les capacités de prolifération des hépatocytes
suffisent a assurer la régénération du parenchyme hépatique. Si l'agression est sévere, les
cellules souches hépatiques sont mises en jeu et proliférent, pour donner naissance a des
populations nouvelles capables de se différencier en hépatocytes ou en cellules biliaires

intrahépatiques (Scoazec, 2003).

En cas d’hépatectomie partielle ou lésions hépatiques, plusieurs signaux sont initiés
simultanément dans le foie. Les facteurs dérivés de ’intestin, tels que les lipopolysaccharide
(LPS) qui augmentent aprés une lésion hépatique ou hépatectomie et atteignent le foie a
travers le sang portal. lls activent les cellules hépatiques non parenchymateuses (y compris les
cellules de kiipffer et les cellules étoilées) qui secrétent du TNF a (Tumoral Necrosis Facteur
a) et l'interleukine IL-6. D'autres facteurs sont libérés a partir du pancreas (insuline), du
duodénum ou de la glande salivaire (Epidermal Growth Factor ; EGF), de la glande surrénale
(noradrénaline), de la glande thyroidienne (T3) et des cellules étoilées (Hepatocyte Growth
Factor; HGF).
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Des signaux de coopération de ces facteurs rendent les hépatocytes sensible aux facteurs de
croissance et les font entrer dans le cycle cellulaire. Ces cellules vont franchir le point de
restriction et passer a la phase S, ce qui conduit a la synthése d'ADN et a la prolifération des
hépatocytes. Le facteur de croissance transformant f (TGF B) de signalisation, qui inhibe la
synthése de I'ADN des hépatocytes, est bloquée au cours de la phase proliférative mais il est
rétabli a la fin du processus de régénération, permettant le retour des hépatocytes a I'état de
repos (Taub, 2004) (Fig. 11).
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Figure 10 : Schéma des deux voies de régénération du foie (modifi¢ d’aprés Viebahn et
Yeoh, 2008) CK : Cellule kupffer, CEF : Cellule Etoilée du Foie, CE : Cellule Endothéliale.
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Figure 11 : Facteurs impliqués dans la régénération hépatique (d’apres Taub, 2004).

TGFp: Transforming Growth Factor p, TNFa: Tumoral Necrosis Facteur o, IL-6:
I'interleukine, EGF: Epidermal Growth Factor; HGF: Hepatocyte Growth Factor.
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Matériel et méthodes
I. Modele biologique :
Cette etude a éeté réalisée sur une espece désertique nocturne, la gerbille du genre Gerbillus

tarabuli rongeur appartenant a la famille des Gerbillidae (Fig.13).

Le genre Gerbillus (Rodentia, Mammalia) est caractérisé par une grande homogénéité
morphologique et par de nombreux complexes d’espéces jumelles. Par ailleurs ce genre ne
posséde aucun critere morpho-anatomique d’identification non ambigué. Ce qui pose un
probleme quant a la reconnaissance des especes du groupe et de la stabilit¢ de la
classification. Cette homogénéité est associée a une diversité caryotypique considérable
(Granjon et al., 2002).

Ces animaux ont été capturés au mois d’avril et au mois de juin de 1’année 2013, dans la
région de Béni-Abbes (240Km au sud-est de Béchar). C’est une région caractérisée par un
climat aride. Le climat désertique est de type méditerranéen avec des saisons pluvieuses au
printemps et en automne. La température moyenne annuelle est voisine de 22°C. La moyenne

des précipitations est relativement faible (Fig. 12).

Cette espece est de meeurs nocturne, elle vit dans des terriers creux dans les dunes fixées pres
des palmeraies ou elle trouve un microclimat plus favorable. Elle se nourrit de graines, de
fruits (dattes), de tige et d’insectes. Chez ce rongeur la période principale de reproduction
s’étale du printemps jusqu’au début de I’automne (avril & octobre) avec une moyenne de
quatre portées successives. Chaque portée comporte de 3 a 6 embryons par femelle, la durée
de la gestation est de 22 a 28 jours (Petter, 1961).
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Figure 12 : Ville de Beni —Abbes, wilaya de Béchar.

Figure 13 : Systématique de la gerbille Gerbillus tarabuli.

Régne : Animal
Embranchement : Vertébrés
Classe : Mammiféres
S/classe : Placentaire
Famille : Gerbillidae

Ordre : Rongeurs

Genre : Gerbillus

Espéce : tarabuli
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I1. Conditionnement et régime alimentaire des animaux :
11.1. Conditionnement :

Des gerbilles de sexe male et femelle n=20 pesant entre (31— 57) g ont été gardées au niveau
de I’animalerie et logées dans des cages individuelles et maintenues a une photopériode
standard de 12 h de lumiere et 12h d’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.

Apres la période d’acclimatation, les animaux ont été séparés en deux lots, 1’un témoin (n=10)
soumis a un cycle nycthéméral standard (12L/ 12D) et I’autre désynchroniseé (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 8 semaines (Fig. 14).

La désynchronisation choisie a été réglée a 1’aide d’une minuterie permettant le début de

I’éclairement a 00h 00, par 1’utilisation d’ampoules blanches Néon a 50 Watts.
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-
-
=

g

‘ Samedi J Dimanche Lundi

| | |
'—O

lére semaine

2éme semaine | Sacrifice |
b

0 w 2
_______________ - +‘_LJ.
20

Figure 14 : Schéma représentant les cycles de désynchronisation appliqués durant
I’expérimentation.

11.2. Régime alimentaire :
Pendant la période d’acclimatation (15 jours), les gerbilles recoivent ad libitum un régime
naturel composé de grains d’orge et sans eau de boisson. Aprés cette période et afin d’estimer

la consommation alimentaire, I’orge est donné a raison de 50 g par semaine.
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Composition nutritionnelle moyenne de 1’orge en g pour 100 g de matiére fraiche:

Glucides 71.80
Protides 11.64
Lipides 2.10
Eau 11.70
Fibres alimentaires 9.50

La composition en vitamines et sels minéraux (mg/100g d’orge) :

Vitamine C (acide ascorbique) 2.000
Provitamine A (carotene) 0.001
VitamineB1 (thiamine) 0.430
VitamineB2 (riboflavine) 0.180
VitamineB6 (pyridoxine) 1.700
Potassium 444.0
Phosphore 342.0
Calcium 38.00
Magnésium 119.0
Sodium 334
Calories 330 Kcal

I11. Techniques opératoires :

1. Evaluation du poids corporel et de la prise alimentaire :

L’évolution pondérale et la prise alimentaire ont été réalisées par des pesées individuelles une
fois par semaine.

2. Prélevement du plasma :

L’évolution de certains parametres biochimiques est déterminée par des prélévements
sanguins chaque fin de semaine par des ponctions au niveau du sinus rétro-orbital, pendant la
phase diurne et nocturne (sous la lumiére rouge).

Le sang a été recueilli dans des tubes héparines et conserves sur glace, aprés centrifugation
pendant 10 min a 2500 tours/min a température ambiante, le plasma a été récupéré puis stocké
a - 20 °C jusqu’au moment du dosage.

3. Prélévement tissulaire :

A la fin de ’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés, les sacrifices ont toujours eu lieu

entre 9 et 12 h du matin. Les prélévements tissulaires ont porté sur le foie. Les autres organes
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(pancréas, cceur, surrénales, rate, muscle, reins) ont été prélevés et fixés pour des travaux
ultérieurs.

IV. Techniques analytiques :
Les dosages biochimiques plasmatiques ont été effectués a 1’aide des Kits PROCHIMA et

SPAIN REACT.

IV.1. Le glucose sanguin :
Le glucose plasmatique est dosé par la méthode enzymatique colorimétrique a la glucose

oxydase selon Trinder, (1969). Le schéma réactionnel du dosage du glucose se résume

comme suit :
Glucose oxydase
Glucose + 02 + H20 » Acide gluconique + H202
Peroxydase
2H202 + phénol + amino-4antipyrine > quinonémine + 4 H20

Le peroxyde d’hydrogéne formé est proportionnel a la quantité de glucose mesurée par
spectrophotométrie a 505 nm.

IVV.2. Lipides plasmatiques :

IV.2.1. Triglycérides plasmatiques :

Les triglycérides sont dosés par méthode calorimétrique décrite par Young et al., (1975). Dont
le principe repose sur 4 réactions ci contre représentées :

Sous I’action d’une lipoprotéine lipase, les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en
acides gras libres. Le glycérol est ensuite transformé par une glycérokinase en glyceérol- 3-
phosphate, celui-ci est alors oxydé en dihydroxyacétone phosphate (DAP) avec formation de
peroxyde d’hydrogéne (H202). Le peroxyde d’hydrogéne oxydé par la peroxydase (POD) qui
en présence du 4-amino-phenasone (4-AF) et de p-chlorophénol, produit une quinone rouge.
L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la quantité de triglycérides dans

1’échantillon.

LPL
Triglycérides + H20 » glycérol + acides gras libres

Glycérokinase
Glyceérol + ATP > glycérol-3-phosphate + ADP

GPO
Glycérol-3-phosphate + 02 » dihydroxyacétone-phosphate + H202

Peroxydase
H202 + 4-aminophénasone+ P- chlorophenol » quinonéimine + H20
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IV.2. 2. Cholestérol total plasmatique :

Le dosage du cholestérol plasmatique total est réalisé selon la méthode d’Allain et al., 1974 .
Les esters de cholestérol sont hydrolysés par une cholestérol ester hydrolase (CHE) en
cholestérol libre et en acides gras. Le cholestérol ainsi produit et celui préexistant sont oxydé
par la cholestérol oxydase (CHOD) en 4- choléstone et peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde,
en présence d’un chromogene (phénol, amino-4-antipyrine) qui sous 1’action d’une
peroxydase (POD), donne un produit coloré (quinonéimine) lisible au spectrophotometre a
505 nm.

Les étapes de la réaction sont les suivantes :
CHE
Esters de cholestérol + H2O ——— Cholestérol libre + acides gras

CHOD
Cholestérol + 02 » 4 cholesténone + H202

POD
2H202 + chlorophénol + 4 aminophenazone — > quinonimine + 4H20

V. Techniques histologiques

Afin d’étudier 1’aspect histologique comparé du foie chez les deux groupes d’animaux
(témoin, et désynchronisé), des coupes histologique a paraffine ont été réalisées. La
confection de ces coupes a paraffine comporte plusieurs étapes (Martoja et Martoja. 1967).
V.1. Fixation :

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

examen morphologique et histochimique :

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

» Le liquide de Ciaccio pour la mise en évidence les lipides (Annexe 2).

V.2. Déshydratation :

Cette opération consiste a supprimer toute 1’eau contenue dans 1’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 avant de procéder a leur imprégnation.
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V.3. Imprégnation :

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

V.4. Inclusion :

Les organes ainsi traités sont inclus dans de la paraffine pure, elle se pratique avec des barres
de Leukart, disposees de fagon a former un moule ou sera versée la paraffine fondue. Lorsque
la paraffine commence a durcir sur les bordures, on saisit 1’organe avec une pince chauffée au
bec Bunsen, et on la plonge dans la paraffine encore molle. L’orientation de la piéce est

facilitée par I’étiquette déposée sur la face parall¢le.

V.5. Confection des coupes et collage :

Le bloc est collé sur le porte-objet chaud, le porte-objet est ensuite fixé sur le microtome de
type « American Optical », de facon a ce que les arétes de face soient paralleles au fil du
rasoir. Des coupes de 3 a 5 um d’épaisseur sont récoltées sous forme d’un ruban, ensuite

étalées sur des lames a I’aide d’eau gélatinée a 0,4% (Annexe 3).
V.6. Coloration topographique :

Pour I’étude morphologique, le foie est coloré a I’Hemalun Eosine (Annexe 4), et au trichrome
de Masson (Martoja et Martoja-Pierson, 1967), ce dernier révele le cytoplasme en rose, les

fibres de collagene en vert et les noyaux en brun (Annexe 5).
V.7. Coloration histochimique au PAS (Periodic Acid Schiff) :

Cette coloration permet la mise en évidence des polysaccharides, des glycoprotéines et des
glycolipides qui apparaissent colorés en rose. Elle comporte deux étapes, une oxydation a
I’acide périodique, transformant les groupes glycols en aldéhydes. Ces derniers réagissent

avec la fuschine basique produisant une coloration rose (Annexe 6).
V.8. Coloration histochimique au Noir soudan B :

Cette coloration a permis la mise en évidence des inclusions lipidiques, le noir soudan B
fournit une coloration noir bleuéatre des lipides (Annexe 7).

Apres coloration, les coupes ont ét¢ déshydratées puis montées entre lame et lamelle a 1’aide
de I’Eukitt. L’observation des lames est réalisée sur un microscope photonique (Zeiss
Axoplan). La prise de photos a été réalisée par 1’appareil photos numérique (HIROCAM Digital
Microscope Eyepiece ; High Resolution Optics Camera, MA88-500, 5.0 Megapixel).
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V1. Etude morphométrique :
Les mesures morphométriques ont été réalisées avec le logiciel Axio Vision Rel 4.6. Nous
avons déterminé :

» Lataille des cellules hépatiques.

» Le diametre nucléaire des hépatocytes.

VII. Etude statistique :

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM).
La signification statistique des différences entre les groupes expérimentaux est évaluée par le
test « t » de Fisher- Student a un seuil de 0,05.

La différence entre deux moyennes comparées est statistiguement significative si la
probabilité « p », lu en fonction du nombre de degrés de liberté (ddl = n1+n 2 — 2) est égale ou
inferieur a 5%.

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

Si 0,01 <p<0,05: ladifférence est significative (*).

Si 0,001 <p <0,01: ladifférence est tres significative (**).

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

29



Résultats
V4

Viscussion



Résultats :

I. Evolution du Poids corporel pendant les 8 semaines :

Au début de I’expérimentation, le poids corporel moyen dans les deux lots était de
45,88+3,85g chez les gerbilles témoins et 43,87+2,20g chez les gerbilles désynchronisées
(Annexe 17).

L’analyse de 1’évolution du poids corporel au sein de chaque lot révele :

Au bout de 8 semaines d’expérimentation, nous avons enregistré une légéere diminution du
poids corporel de- 4.94 % chez les gerbilles témoins avec un poids corporel moyen de
43,61+4,38 g. Au contraire, chez les gerbilles desynchronisées la diminution est plus
importante de 1’ordre de - 10,32 % avec une valeur moyenne de 39,34+2,34 g (Tableau II).
Toutefois, 1’analyse statistique montre que ces pertes restent non significatives pour les deux
groupes.

Tableau Il : Evolution du poids corporel au sein de chaque lot (témoin et désynchroniseé)
pendant 8 semaines.

Semaine 1l Semaine2 Semaine3 Semaine4 Semaine5 Semaine6 Semaine7 Semaine8 PC %

Gerbilles

L _ 45,88+3,85 44,36+3,82 42,95+4,26 43,55+4,01 43,28+3,96 43,08+4,20 43,76+4,27 43,61+4,38 -4,94
témoins (n = 6)

Gerbilles
désynchronisées 43,87+2,20 42,93+2,30 41,91+2,42 41,68+2,73 40,92+2,73 40,56+2,74 40,02+2,32 39,34+2,34 -10,32
(n=10)

Poids corporel £ ESM; n= effectif; PC= poids corporel; PC%= (PC initial - PC final) / PC initial x100
1. Evolution comparée du poids corporel combiné a la prise alimentaire :

L’étude comparée du poids corporel entre les deux lots mois par mois montre qu’apres 4
semaines, les gerbilles désynchronisées, enregistrent une chute de la masse corporelle,
atteignant un poids moyen de 42,59+0,5g comparativement aux gerbilles contrdles qui tendent
a une perte modérée avec une valeur moyenne de 44,18+0,63g (Fig.15A). L’analyse
statistique montre que cette diminution est significative (*p< 0,05) (Annexe 19A).

Aprés 8 semaines, une différence hautement significative (***p < 0,001) de la masse
corporelle a été observé entre les deux lots, ainsi une chute continue du poids corporel
caractérise les individus désynchronisés atteignant 40,21+0,34g, alors que le poids corporel

des individus témoins est maintenu a des valeurs proches (Tableau I11).

Parallélement, 1’évolution de la prise alimentaire présente des quantités ingérées plus élevées
chez les gerbilles désynchronisées par apport aux gerbilles témoins durant toute

I’expérimentation. Alors qu’aucune différence significative (p > 0,05) n’est notée apres 4
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semaines de désynchronisation, cette différence devient tres significative (**p<0,01) aprés 8

semaines d’expérimentation (Fig.15B) (Tableau I11).

Tableau I11 : Variations du poids corporel et de la prise alimentaire chez Gerbillus tarabuli
témoin et désynchronisée apres 4 semaines et apres 8 semaines.

Apres 4 semaines Apres 8 semaines
(9) Poids corporel Prise alimentaire Poids corporel Prise alimentaire
Gerb'(':]ei o 4418:063 33311229  4343:015  3046:032
Gerb'"es(‘:]ejyl”(%hm”'sees 42,59+0,5* 37,8120,32  40,21#0,34***  32,38+0,33**

Poids corporel£ESM; Prise alimentairexESM; n= effectif;*p< 0,05 ; **p<0,01 ; ***p< 0,001.

I11. Analyse des parametres plasmatiques :

I11.1. Evaluation du rythme de la glycémie pour chaque lot pendant 8 semaines :

La glycémie présente des valeurs élevées le jour et faibles la nuit chez les deux lots.
L’analyse statistique au sein d’un méme lot (jour/nuit) montre des différences hautement
significatives (p< 0,001) indiquant un rythme circadien évident pour les deux groupes
(Annexe 11A et B). Cependant, les valeurs moyennes diurnes et nocturnes sont nettement
plus élevées chez les gerbilles désynchronisées comparativement aux gerbilles témoins
(Fig.16A) (Tableau V).

Tableau IV : La variation rythmique de la glycémie au sein de chaque lot (témoin et
désynchronisé) pendant 8 semaines.

mg/dI Jour Nuit
Gerbilles témoins (n = 6) 120,56+3,29 105,18+2,27
Gerbilles désynchronisées (n = 6) 142,33+3,73 114,43+4,32

Glycémie tESM ; n= effectif

I11.2. Evolution comparée de la glycémie chez Gerbillus tarabuli témoin et
désynchronisée :

La glycémie des gerbilles soumises a une perturbation du cycle lumiére/obscurité s’avere plus
élevée que celle des animaux soumis au cycle nycthéméral standard (12L/12D) aussi bien le
jour que la nuit et ce durant les 8 semaines d’expérimentation.

Aprés 4 semaines, nous avons observé chez les gerbilles désynchronisées une élévation
significative (p<0.05) de la glycémie le jour avec une valeur moyenne de 143,25+7,39 mg/dl
par rapport aux gerbilles témoins qui présentent une glycémie moyenne de 120,37+5,61

mg/dl.
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A la fin de I’expérimentation, nous remarquons une légére chute de la glycémie diurne chez
les gerbilles désynchronisées, elle est de 1’ordre de - 1,28% et la valeur moyenne enregistrée
est de 141,41+3,15mg/dl. Méme avec cette legére diminution de la glycémie, ces animaux
présentent une différence trés significative comparativement aux gerbilles témoins qui ne
montrent aucune variation appréciable de la glycémie le jour puisque un pourcentage de
variation n’excédant pas (+0,31%) a été enregistré (Fig.16B) (Tableau V).

Aucune différence significative (p> 0.05) pour les valeurs de la glycémie nocturne n’a été

relevée entre les deux groupes de gerbilles aprés 4 semaines et aprées 8 semaines (Fig.16C).

Tableau V : La variation de la glycémie chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée
apres 4 semaines et aprés 8 semaines.

Apreés 4 semaines Apreés 8 semaines

Jour Nuit Jour Nuit

Gerbillestemoins 154374561 100,08+2,32  120,75+436  101,20+2,93

(n =6)

Gerbilles désynchronisées
(0=6) 143,25+7,39* 121,20+6,37  141,41+3,15** 107,66+4,01
n=

Glycémie tESM ; n= effectif ; *p< 0,05 ; **p<0,01.
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Figure 15 : Représentations graphiques de la variation du poids corporel (A) et de la prise
alimentaire (B) chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée apres 4 semaines et aprées 8
semaines. (Les valeurs sont exprimées comme moyenne + SEM ;*p< 0,05 ; **p<0,01 ; ***p< 0,001).
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Figure 16 : Représentations graphiques du rythme de la glycémie (A), de la variation de la
glycémie diurne (B) et nocturne (C) chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée aprés 4
semaines et aprés 8 semaines. (Les valeurs sont exprimées comme moyenne = SEM ;*p< 0,05 ; **p<0,01).
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111.3. Evolution de la triglycéridémie chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée :
Le taux de triglycérides plasmatiques montre une évolution inverse chez les deux groupes.
Alors que le groupe témoins montre des valeurs croissantes, le groupe désynchronisé affiche
une réduction spectaculaire.

En effet, la triglycéridémie des animaux témoins passe de 0,83+0,08 g/l aprés 4 semaines a
1,40+0,13 g/l a la fin de I’expérimentation. Cette augmentation est de 1’ordre de + 68,67%
(Tableau VI).

Au contraire, chez les animaux désynchronisés, les triglycérides plasmatiques diminuent
progressivement passant de 1,31+0,08 g/l apres 4 semaines a 1,01+0,11 ¢/l en fin
d’expérimentation réalisant ainsi une diminution de - 22,9% (Tableau VI) (Fig.17A).
L’analyse statistique comparée entre les deux lots montre que ces différences sont tres
significatives  (p<0,01) aprés 4 semaines et significative (p< 0,05) apres 8 semaines
d’expérimentation.

L’analyse statistique ne montre aucune différence significative (p > 0,05) au sein d’un méme
lot (Annexe 16A).

Tableau VI : L’évolution des taux de triglycérides plasmatiques chez Gerbillus tarabuli
témoin et désynchronisée apres 4 semaines et apres 8 semaines.

g/l a la 4°™ semaine a la 8°™ semaine
Gerbilles témoins
(n=6) 0,83+0,08 1,40+0,13
Gerbilles désynchronisées
(n=7) 1,31+0,08 ** 1,01+0,11*

moyenne+ESM; n= effectif; *p< 0,05 ; **p<0,01.

I11.4. Evolution de la cholestérolémie chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée :

Les taux plasmatiques de cholestérol montrent des profils opposés chez les deux groupes.
Ainsi les gerbilles témoins présentent une augmentation progressive du taux de cholestérol
total plasmatique durant toute 1I’expérimentation avec des valeurs passant de 1,03+0,062 g/l a
1,21+0,064 g/l représentant un gain de 1’ordre de +17,47%. Alors que, chez les gerbilles
désynchroniseées, le taux de cholestérol total plasmatique subit une diminution de I’ordre de -
16,52% avec des valeurs passant de 1,21+0,059 g/l a 1,01+0,064 g/l (Fig.17B) (Tableau VII).
Néanmoins, ’analyse statistique comparée des deux lots révéle des taux significativement
supérieures (p< 0,05) devient puis significativement inférieures (p< 0,05) chez les individus

désynchronisés par apport aux individus témoins.
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L’analyse statistique ne montre aucune différence significative (p > 0,05) au sein d’un méme

lot (Annexe 14A).

Tableau VII : L’évolution des taux de cholestérol total plasmatique chez Gerbillus tarabuli
témoin et désynchronisée apres 4 semaines et apres 8 semaines.

g/l Apres 4 semaines Apres 8 semaines
Gerbilles témoins
(n=6) 1,03+0,062 1,21+0,064
Gerbilles désynchronisées
(n=7) 1,21+0,059* 1,01+0,064*

moyenne+ESM; n= effectif;*p< 0,05 ; **p<0,01.
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H Gerbilles témoins

i Gerbilles désynchronisées

Triglycérides g/|

Aprés 4 semaines Aprés 8 semaines

1,4 -

1,2

B Gerbilles témoins

u Gerbilles désynchronisées

Cholestérol g/l

Aprés 4 semaines Aprés 8 semaines

Figure 17 : Représentations graphiques de la triglycéridémie (A) et de la cholestérolémie (B)

chez Gerbillus tarabuli témoin et désynchronisée aprés 4 semaines et aprés 8 semaines. (Les
valeurs sont exprimées comme moyenne + SEM ;*p< 0,05 ; **p<0,01).
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V. Analyse histologique et morphométrique du tissu hépatique :

IV.1. Analyse structurales et morphométrique :

Le foie de Gerbillus tarabuli témoin, le foie montre la structure habituelle du parenchyme
hépatique constitué d’unités fonctionnelles : les lobules de forme polygonale dont les limites
sont difficilement discernables en raison de la réduction de la trame fibrillaire accompagnant
les espaces interlobulaires chez cette espéce. Les sommets sont occupés par les espaces portes
qui contiennent des canaux biliaires, les branches de 1’artére hépatique et celle de la veine
porte (Fig. 18A et C).

Autour de la veine centro-lobulaire, les cellules hépatiques se disposent en rangées radiaires et
anastomosées : les travées de Remak. Entre ces lames cellulaires, se situent de fins espaces
vasculaires : les capillaires sinusoides. 1ls ameénent le sang des espaces portes et débouchent
dans la veine centro-lobulaire (Fig. 18B).

L’analyse morphométrique de la taille des hépatocytes affiche une valeur moyenne de 18,75
+ 0,49 um, avec un noyau de 6,60+0,18 um de diametre (Fig. 19B) (Annexe 20).

Chez les individus désynchronisés, la perturbation photique a conduit a une altération de
I’architecture tissulaire par 1’apparition de nombreux foyers inflammatoires et une dilatation
des capillaires sinusoides (Fig. 18D et E), cette dilatation est parfois massive induisant la
disparition de la structure en travees des hepatocytes (Fig. 19C).

Au niveau des capillaires sinusoides dilatés, des cellules libres a noyau clair correspondraient
aux cellules d’lto et celles a petit noyau dense plaquées contre 1I’endothélium représentent les
cellules Kuppfer (Fig. 19D et E).

Comparés aux témoins, la majorité des hépatocytes de ce groupe augmentent de taille, passant
a 29,35 + 1,41 um, avec un noyau de 9,10 + 0,36 um de diametre. Cette augmentation est
hautement significative (p<0,001) et constitue un indice d’augmentation d’activité des
hépatocytes (Fig. 19E) (Annexe 20).

Nous situons en (Fig. 19 D), des hépatocytes présentent des noyaux de taille hétérogéne voire
méme I’hypertrophiés pour certains d’entre eux, En effet, nous avons noté une hausse tres
nette des cellules binucléés.

Chez ce groupe de gerbilles, les foyers inflammatoires montrent une importante infiltration
leucocytaire d’incidence intralobulaire (Fig. 20A) et périvasculaire (Fig. 20A) mais aussi
périportale (Fig. 20B) révélée par la présence d’amas cellulaires avec des noyaux de taille

hétérogene. Ces infiltrats s’accompagnent d’une extension de la trame conjonctive.
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Ces foyers lésionnels s’accompagnent d’hépatocytes nécrosées reconnaissables a leurs
noyaux pycnotiques et leurs cytoplasmes rétracté et fortement dense (Fig. 20C).
Parallelement, nous notons chez ce groupe un développement important de la trame
conjonctive ce qui suppose un état de fibrose. (Fig. 20D).

De plus, le cytoplasme de plusieurs hépatocytes se charge en microvacuoles claires qui ont
une taille inférieure a celle du noyau cellulaire évogquant une microstéatose (Fig. 20E et E’).
Dans de rares hépatocytes, les vacuoles ont une taille supérieure a celle du noyau et celui-ci
est refoulé vers la périphérie cellulaire rappelant une macrostéatose peu prononcee (Fig. 20F
et F).

IVV.2. Etude histochimique du foie de Gerbillus tarabuli :

IV.2.1. Mise en évidence du glycogéne :

L’analyse histochimique par coloration a I’APS montre chez le groupe standard d’importantes
inclusions cytoplasmiques granulaires colorées en rose violacé, correspondant aux grains de
glycogene. Ces granulations sont particuliérement abondantes, occupant parfois la totalité du
cytoplasme hépatocytaire (Fig. 21A et A’).

Au contraire, le groupe désynchronisé montre une forte déplétion en glycogene étendue a tous
les hépatocytes lobulaires, seules quelques fines granulations cytoplasmiques sont décelées
(Fig. 21C et C’).

En outre, cette réaction a 1’acide périodique de Schiff est intense au niveau des membranes
plasmiques des hépatocytes témoignant de I’intensité de la présence des éléments de la
matrice extracellulaire (collagéne, élastine, glycosaminoglycanes...) dans les espaces
intercellulaires (Fig. 21D).

1VV.2.2. Mise en evidence des lipides :

L’analyse histochimique montre une réaction positive au noir Soudan chez les deux lots
étudiés: gerbilles témoins soumises au cycle nycthéméral standard et celles soumises au cycle
de 20L/4D. La réaction est plus intense chez les témoins avec des inclusions lipidiques
volumineuses qui obscurcissent la totalité du cytoplasme hépatocytaire (Fig. 22A), alors que
chez les individus désynchronisés, cette positivité est marquée par de fines inclusions
lipidiques dispersées (Fig. 22B).

Notons toutefois au plus fort grossissement que les microvésicules caractérisant la micro-
stéatose et les grosses vacuoles représentant la macro-stéatose ne sont pas colorées en noir
(Fig. 22C et D). Ces observations supposent que le noir soudan B ne colore pas tous types de

lipides et surtout ceux spécifiques de la stéatose.
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Figure 18 : Images de microscope photonique montrant les différences structurales du

parenchyme hépatique entre les individus témoins et les individus désynchronisés.

La vue d’ensemble du tissu hépatique chez la gerbille témoin (A) montre que le foie est
organisé en lobules irréguliers centrés par une veine centro-lobulaire (\Vc) et circonscrit par
des espaces portes (Ep).

A fort grossissement, dans le lobule hépatique (B) et a partir de la veine centro-lobulaire (\Vc)
irradient les lames hépatocytaires (fleches noires) séparées par des capillaires sinusoides
(fleches blanches).

Au niveau de 1’espace porte (C) se reconnaissent trois structures principales : la veine porte
(—), ’artére hépatique — ) et le canalicule biliaire (—) formant la triade porte.

Chez les gerbilles désynchronisées (D), I’architecture tissulaire hépatique est fortement altérée
par I’apparition de nombreux foyers inflammatoires ( A ) disséminés entre les espaces
vasculaires, avec en (E) une dilatation des capillaires sinusoides ( ). Notons également au

niveau des espaces porte (F), un contingent inflammatoire (fleches bleues).

A, B, C, D, E et F : Coloration : Hémalun-Eosine.
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Figure 19 : Micrographies photoniques montrant les caractéristiques cellulaires du tissu
hépatique entre les individus témoins et les individus désynchronisés.

Dans le lobule hépatique témoin (A), La lumiere de la veine centro-lobulaire (\Vc) apparait
bordée par un endothélium régulier ( ), les hépatocytes apparaissent comme de grandes
cellules polyédriques a noyau arrondi (—). (B) plusieurs hépatocytes sont binuclées ( =—»).
Dans le lobule de I’individu désynchronisé (C), les plages de lyse cellulaire sont fréquentes
(petites fleches) et la dilatation des capillaires sinusoides est massive (grandes fléches)
provoquant la disparition de la structure trabéculaire des hépatocytes.

Le fort grossissement (D) montre une désorganisation de 1’endothélium vasculaire ( 4) et une
abondance des cellules de kupffer ( —) dans les sinusoides élargis. Notons chez ce groupe
(E) la fréquence des hépatocytes a noyau hypertrophié ( ) et des cellules périsinusoidales
riches en graisses, les cellules de Ito (fleche noire).

A, B, D et E : Coloration : Trichrome de Masson.
C : Coloration : Hémalun-Eosine.
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Figure 20 : Micrographies photoniques montrant ’effet de la perturbation du cycle
circadien sur le tissu hépatique chez Gerbillus tarabuli.

Les photographies montrent d’importants foyers inflammatoires formés d’amas de leucocytes
infiltrés a localisation périvasculaire (—) et intralobulaires (—) en (A) et périportale
(—)en (B)

Le fort grossissement, révele en (C), des hépatocytes nécrosés (fleches blanches), des
sinusoides dilatés et des cellules de kupffer nombreuses. Notons parallelement en (D)
I’abondance du tissu conjonctif entre les hépatocytes ( ) et autour de la veine
centrolobulaire ( ») caractérisant I’installation d’une fibrose.

Nous observons en E et F I’association d’une micro-stéatose (fleches noires) se traduisant par
la présence de multiples vacuoles intracytoplasmiques (E’) et d’une macro-stéatose (*)

caractérisée par la présence d’une volumineuse vacuole occupant la totalité du cytoplasme

().

A, B, C et D : Coloration : Trichrome de Masson.
E, F, E’ et F’ : Coloration : Hémalun-Eosine.
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Figure 21 : Micrographies histochimiques du foie chez les gerbilles désynchronises et
leurs témoins.

La coloration a I’acide périodique de Schiff, révele chez les individus témoins (A et A’), la
présence d’importants dépots de glycogéne, occupant parfois la totalité de 1’hépatocyte
(fleches noires).

Cette coloration révéle une réaction positive au niveau de la trame fibreuse de la triade
hépatique (veinule, artériole et canalicule biliaire) (B) qui apparait coloré en rose foncé (téte
de fléche).

Les photographies (C et C’) montrent une deplétion en glycogéne chez les individus
désynchronisés avec des fines granulations au niveau des hépatocytes (fleches bleues).

La positivité a I’APS est plus importante dans les espaces intercellulaires (D), témoignant de

I’abondance des ¢léments de la matrice extracellulaire (fleches orange).

A, A’, C et C’: Coloration : PAS (Periodic Acid Schiff).
B et D : Coloration : PAS (Periodic Acid Schiff)- Hématoxyline de Groat.
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Figure 22 : Photographies de microscopie photonique montrant la réaction du tissu

hépatique au noir soudan B chez les individus témoins et désynchronisés.

Chez les gerbilles témoins, les hépatocytes montrent une forte soudanophilie (A), noter
I’abondance des inclusions lipidiques qui obscurcissent totalement le cytoplasme (fleches
blanches). Au contraire, les hépatocytes des individus désynchronisés (B et C) montrent une
réaction faiblement positive marquée par de fines inclusions lipidiques dispersées dans le
cytoplasme (fleches rouges).

Notons, en (D), que les vacuoles de micro et macrostéatose restent optiqguement vides (*).
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Discussion :
Les rythmes circadiens sont des événements biologiques qui se répétent constamment dans
une période de 24 heures et sont générés par un mécanisme endogéne. Ce mécanisme est géré
par des horloges circadiennes, situé aussi bien au niveau central (NSC) qu’au niveau des
organes périphériques. Ce systeme permet a I'organisme de s'adapter aux changements de son
environnement (Albrecht et Eichele, 2003). En effet ’horloge centrale est synchronisée pour
faire coincider ses activités périodiques aux cycles environnementaux. En particulier le cycle
lumiere/obscurité (Reppert et Weaver, 2001). Cet ajustement central permet également de
coordonner les fonctions biologiques périphériques.
Dans cette étude nous avons exploré 1’effet de I’alternance d’un cycle standard (12L/12D) et
d’un cycle artificiel de 20L/AD pendant 8 semaines sur les caractéristiques
morphofonctionnelles du tissu hépatique.
Nos résultats ont montré des signes de perturbation tant au niveau structural qu’au
niveau métabolique.

- Au niveau pondéral :
Notre étude met en évidence une perte de la masse corporelle de 1’ordre de - 10,32 % chez les
gerbilles soumises a une désynchronisation circadienne. Cette baisse de poids est évidente dés
la 4°™ semaine, elle se poursuit et devient treés significative a la fin de I’expérimentation.
Cette chute pondérale peut étre corrélée a la réduction de la prise alimentaire observée durant
les 8 semaines.
Un résultat similaire est obtenu chez le rat Sprague Dawley soumis & une avance de 6 heures
de lumiere pendant 10 semaines, dans lequel Gale et al., (2011) trouvent une chute non
significative du poids corporel.
Dans notre étude, les gerbilles maintenues a un cycle de 12L/12D ont gardé un poids
relativement constant. Ce résultat est également rapporté chez le hamster de Sibérie
(Phodopus sungorus), espece diurne et fortement rythmique (Hoffman, 1973 ; Steinlechner et
al., 1983 ; Heldmaier et al., 1981 ; Wade et Bartness, 1984 ; Bartness et al., 2002), maintenu
en un cycle de 16L/8D. Ces mémes animaux perdent jusqu'a 30 a 40 % de leur masse
corporelle lorsqu’ils sont placés dans un cycle de 8L/16D (Mercer et al., 2001). De méme les
rennes (ruminants arctiques) présentent une chute du poids corporel concomitante a une
baisse de la concentration plasmatique en leptine en période d’hiver (8L/16D) (Waterhouse et
al., 2005).
Par ailleurs, une réduction du poids corporel et de la prise alimentaire sont également

rapportés chez des rats soumis a des situations stressantes tels que : une restriction spatiale
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(Harris et al., 1998), un choc électrique (Farias-Silva et al., 1999), un stress par alcoolisation
progressive (Birem, 2007) et un stress auditif (Mouzaoui, 2012).

De ce fait, il semblerait que le raccourcissement de la phase obscure qui correspond a la phase
d’activité chez les gerbilles constitue un facteur de stress pour elles.

I1 a toutefois été signalé, dans d’autres études, que 1’application chronique ou répétée d’un
stresseur entraine une perte de poids sans qu’il y ait diminution de la prise alimentaire.
(Bartolomucci et al., 2004 ; Tauchi et al., 2008).

Cela indique que la réduction de la prise alimentaire ne pourrait pas expliquer, a elle seule, la
diminution du poids corporel. Sachant que la consommation d’aliments est substantiellement
plus élevée la nuit chez les rongeurs nocturnes (Zucker, 1971), on pourrait penser que le
raccourcissement de la durée de la phase active ne suffit pas pour combler les besoins
énergétiques de la gerbille. Toutefois les gerbilles désynchronisées ont réduit leur prise
alimentaire a partir de la 4%™ semaine et ont montré une activité physique intense
(observations personnelles) ce qui suppose une dépense énergétique excessive pouvant
expliquer la perte de poids. En effet, il a été mis en évidence, une augmentation de la dépense
énergétique et une oxydation préférentielle des acides gras lors de stress aigu ou chronique
(Harris et al., 2006 ; Garcia-Diaz et al., 2007).

L’évolution pondérale de la gerbille indique aussi une interaction possible entre la
désynchronisation provoquée et le comportement alimentaire.

En effet, les travaux de Zanquetta et al.,(2010) montrent que les horloges circadiennes
agissent directement sur la consommation de nourriture et par conséquent, régulent le poids
corporel.

L’horloge circadienne est ¢galement régulée par des facteurs non photiques tels que le
moment et la durée de la disponibilité des aliments. Des travaux ont montré que la
présentation des aliments pendant quelques heures de la journée au méme moment a des
rongeurs de laboratoire ne modifiée pas leurs parametres pondéraux, au contraire un
ajustement de leur comportement alimentaire est établi en seulement quelques jours (Schibler
et al., 2003 ; Angeles-Castellanos et al., 2008). Ces données confirment que le cycle lumiere/
obscurité intervient comme un synchroniseur puissant. Néanmoins d’autres études réalisées a
ce propos rapportent des résultats contradictoires et toujours difficilement comparables. Ainsi
Kate et al., (2010) trouvent une augmentation considerable du poids corporel, chez des souris
males (Swiss albinos) soumises pendant 8 semaines a une lumiére de faible intensité 4h durant
la nuit par rapport aux souris témoins (12L/12D) avec un accroissement, non significatif, de la

consommation de nourriture quotidienne et un changement de comportement alimentaire. De
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méme, des souris alimentées que lors de la phase lumineuse présentent un poids
significativement plus élevé que les souris nourries uniquement au cours de la phase obscure
(Arble et al., 2009). Or dans notre étude, la nourriture est fournie ad libitum, aussi seul le

facteur photique semble mis en jeu.

Au niveau plasmatique :
Nos résultats révelent que la glycémie des gerbilles soumises a une perturbation du cycle
lumicre/obscurité s’avere plus élevée que celle des témoins soumis au cycle nycthéméral

standard (12L/12D) aussi bien le jour que la nuit pendant les 8 semaines d’expérimentation.

Des résultats similaires ont été trouves chez les rats Sprague Dawley de souches prédisposés
au diabéte de type 2 en réponse a une avance de 6h de la phase lumineuse du cycle ou
maintenu a une lumiere constante alors que les Sprague Dawley de souche sauvage ne
montrent aucune perturbation (Gale et al., 2011).

Le foie étant un organe clé dans la régulation de la glycémie, I’hyperglycémie obtenue
indique une perturbation du métabolisme glucidique. En effet, 1’analyse histochimique a
I’APS révele, chez les gerbilles désynchronisées, une déplétion hépatocytaire en glycogéne.
Ces observations pourraient traduire soit une activation de la voie de la glycogénolyse ou au
contraire une inhibition de la voie de la glycogenése.

Les processus de la production de glucose, la dégradation du glycogéne ainsi que la
néoglucogenése sont intimement liées a la disponibilité du glucose et présentent des rythmes
circadiens (Kida et al., 1980 ;. Roesler et al., 1985 ; Roesler et Khandelwal, 1985).

Notre protocole n’a cependant pas altéré le rythme nycthéméral de la glycémie. En effet, un
rythme circadien prononcé dans les concentrations plasmatiques de glucose a été décrit chez
de nombreux mode¢les expérimentaux ainsi que chez I’homme (La Fleur, 2003).

La régulation de la glycémie fait intervenir entre autre, I’insuline et le glucagon qui présentent
des rythmes circadiens et affectent le métabolisme du foie (Yamamoto et al., 1987 ; Ruiter et
al., 2003). L’hyperglycémie développée suppose une action prépondérante du glucagon. Il est
bien connu que le glucagon augmente la concentration de glucose en stimulant la
glycogénolyse dans le foie (Voet et al., 2008).

L’action du glucagon s’observe dans les conditions de besoins €nergétiques pressants. Aussi
nous pensons que le temps d’alimentation étant €courté, les gerbilles désynchronisées ne
parviennent pas a synthétiser suffisamment de glycogéne. Dans ce cas la déplétion en
glycogene pourrait étre due a des quantités insuffisantes en glucose ingéré et non a une

glycogénolyse. Or, les gerbilles désynchronisées montrent des quantités ingerées plus grandes
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que celles des gerbilles témoins, ce qui ne peut pas expliquer la diminution de glycogéne
hépatique, d’ailleurs, la consommation d’orge commence a chuter dés la 4*™ semaine chez ce
groupe. Il serait donc aisé de penser que la durée de la nuit imposée (4 heures d’obscurité)
affecte aussi la voie de la glycogenese. Il est rapporté que plusieurs génes codant pour les
enzymes clé du métabolisme glucidique présentent des variations circadiennes dans le foie
(Panda et al., 2002 ; Storch et al., 2002 ; Lamia et al., 2008). Notre espéce étant nocturne, la
synthese de glycogene, se ferait durant la nuit.

Par ailleurs, la synthese de glycogeéne est stimulée en période postprandiale suite a I’activation
de la glycogene synthase (Van De Werve et Jenrennaud, 1987 ; Maitre et Blicklé, 2008). La
glycogenese est également stimulée par I’insuline qui inhibe la glycogeéne phosphorylase et
active I’enzyme limitante de la glycogenése : la glycogene synthase (Maitre et Blicklé, 2008).
L’insuline est ’hormone essentielle au maintien de la glycémie. L hyperglycémie obtenue
chez les gerbilles désynchronisées pourrait étre due a une diminution de la seécrétion
d’insuline ce qui appuie d’avantage I’hypothése d’une déplétion en glycogeéne consécutive a
un abaissement dans la voie de la glycogenése.

Des études récentes ont décrit que des perturbations dans les rythmes circadiens peuvent
déclencher le développement du Diabete du type 2 (Bass et Takahashi, 2010 ; Reddy et
O'Neill, 2010). Il semblerait que les conditions de désynchronisation temporelle appliquées
soit un facteur de prédisposition au diabete chez cette espéce ce qui pourrait expliquer la
corrélation de nos résultats pondéraux a ceux des rats Sprague dawley prédisposés au diabete.
Bergman et al., (1981) signale que chez les sujets vulnérables au diabete de type 2,
I'nyperglycémie est consécutive a l'altération de la sécrétion d'insuline induite par la résistance
a l'insuline. De plus, un déficit en masse des cellules béta (Kloppel et al., 1985 ; Butler et al.,
2003) et une augmentation de leur apoptose (Huang et al., 2007 ; Laybutt et al., 2007) sont
rapportés chez les sujets diabétiques.

Des études récentes suggerent un rdle important des oscillateurs circadiens hépatiques dans
I'organisation temporelle du métabolisme glucidique. En effet, Il a été montré que chez les
rats Wistar, un déphasage de 8 heures de retard de la phase lumineuse affecte I’expression des
genes métaboliques (Per2, Bmall, Rev-erba, Ppara, and Pdk4) dans le foie (Szantbova et al.,
2010), De méme, les souris ayant subi une suppression du géne Bmall hépatique montrent
une perturbation de I'homéostasie du glucose (Lamia et al., 2008). La mutations des génes
Clock et Bmall au niveau des NSC s’accompagne d’une hyperglycémie et d’une production
insuffisante d'insuline compensatoire, une marque de diabete de type 2 (Turek et al., 2005).
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Le réle du systeme nerveux autonome dans le contréle du métabolisme du glucose est connu
depuis les études de Bernard en 1848. Plusieurs travaux récents indiquent que le rythme
circadien des concentrations plasmatiques du glucose sont abolies par une dénervation
sympathique hépatique (HS-x) (Cailotto et al., 2005, 2008 ; Yi et al., 2010). De plus, 1’étude
de Kalsbeek et al., (2010) montre qu’aussi bien la dénervation sympathique hépatique que
I’ablation SCN (SCN-x) abolissent le rythme du glucose plasmatique.

De cette analyse, il ressort que le cycle L/D artificiel imposé a la gerbille retentit sur les
différents niveaux de régulation de I’homéostasic du glucose (hormonale, systéme
sympathique, horloge centrale). Or, au terme de 8 semaines de désynchronisation, le rythme
de la glycémie n’a pas été altéré, ce qui permet de penser que les répercutions du protocole

appliqué sont d’ordre hormonal (hyperglycémie).

Pour ce qui est des lipides plasmatiques, la désynchronisation du cycle circadien a induit une
réduction spectaculaire de - 22,9 % des taux de triglycérides plasmatiques associée a une
diminution de - 16,52% des taux de cholestérol total plasmatique.

La concentration plasmatique du cholestérol est le résultat d'un équilibre entre 1’absorption
digestive et la synthése cellulaire essentiellement hépatique. Dans le foie, le cholestérol
synthétisé s'associe aux apolipoprotéines pour étre sécrété et transporté sous forme de HDL
ou de VLDL (Sassolas et Cartier, 1999). Ces données corrélées a nos observations traduisent
une baisse de I’activité hépatique. En effet, il est signalé qu’une insuffisance hépatocellulaire
entraine une baisse importante du cholestérol et de son estérification par diminution de
synthése de la lecithin cholesterol acyl transferase (Spandrio et al., 1993).

Parallélement aux dosages biochimiques, 1’analyse histochimique au noir soudan révéle une
déplétion lipidique des hépatocytes chez les gerbilles désynchronisees.

Dans le foie, le glycogéne n’est pas la seule source énergétique. Aussi pour palier a la
défaillance de la voie de la glycogenese, les gerbilles désynchronisées semblent orienter leur
métabolisme vers la voie de la lipolyse, pour générer 1’énergie nécessaire. La lipolyse est
controlée par diverses hormones, ainsi le glucagon et I’adrénaline 1’active, alors que I’insuline
I’inhibe (Schlienger et Borg, 1999). D’aprés notre premiére hypothése, la désynchronisation
a induit une diminution de la sécrétion d’insuline ce qui suppose une activation de la voie de
la lipolyse.

Il est rapporté que I’augmentation du pool des acides gras intra-hépatiques, associée a un
déficit de I’inhibition de la lipolyse par I’insuline stimule la f oxydation mitochondriale
(Leclercq, 2004).
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Le foie est un site important du métabolisme des graisses puisqu’il est capable de synthétiser
les acides gras et les triglycérides et de contribuer aux mécanismes énergétiques de
suppléance (Schlienger et Borg, 1999). Vu la déplétion hépatique en lipides mise en évidence
par le noir soudan, il semblerait que c’est la voie de la B oxydation qui soit mise en jeu. En
effet, I’oxydation hépatique des acides gras diminue I’accumulation des lipides dans le foie
(Zhang et al., 2007).
La B oxydation conduit a la libération d’ATP et a la production de I'acétyl-coenzyme A, ce
dernier via le cycle de Krebs relie le métabolisme du glucose au métabolisme des acides gras
(Voet et al., 2008).

- Au niveau structural :
Dans le tissu hépatique, 1’allongement de la phase lumineuse a entrainé une perte de
I’architecture du parenchyme suite a I’apparition de plusieurs foyers lésionnels, siége d’un
processus inflammatoire associant une nécrose hépatocellulaire, une prolifération des cellules
de kupffer et une infiltration leucocytaire. Ce résultat conforte les modifications relevées dans
les parametres du métabolisme hépatique (glycémie, triglycéridémie, cholestérolémie) et
suggere fortement une perturbation de ’activité hépatique.
Notre analyse laisse penser que les conditions d’arythmie temporelle ont induit une
suractivation de la voie de B oxydation conduisant a la formation de radicaux libres. Il est
rapporté que I’augmentation de la peroxydation des lipides entraine un dysfonctionnement
mitochondrial (Fromenty et al, 1997; Sanyal et al., 2001 ; Petersen et al., 2004) et qu’un
déficit dans la régulation de la B oxydation mitochondriale entraine la formation d’espéces
réactives a I’oxygeéne (ROS) (Leclercq, 2004).
L’effet toxique de I’accumulation des radicaux libres expliquerait la nécrose hépatocytaire
observée chez les gerbilles désynchronisées. En effet, il a été montré que 1’exces hépatique en
acides gras libres induit une perméabilisation des mitochondries et des lysosome, favorisant la
mort cellulaire (Li et al.,, 2008). La nécrose est également causée par une défaillance
métabolique qui meéne a une déplétion rapide d’ATP (Leist et al., 1997, Malhi et al., 2006).
Le recrutement des cellules de Kiipffer et I’infiltration des leucocytes constituent une réponse
a la nécrose hépatocellulaire. Il est rapporté que la phagocytose incompléte de la cellule
nécrotique est a I’origine d’un processus inflammatoire (Hotchkiss et al., 2009). Selon la
littérature, les cellules de Kipffer et les leucocytes secrétent plusieurs médiateurs
inflammatoires, dont les cytokines, pour générer une réponse immunitaire spécifique
(Scoazec, 1995). En effet, les cellules de Kupffer sont le principal site de synthése de
cytokines (Mathurin et Poynard, 2002). Ces molécules jouent un réle actif dans le recrutement
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tissulaire des granulocytes neutrophiles et dans I’activation des cellules de Kupffer elles
méme (Suffredini et al., 1999).

Nous avons également releve chez ces gerbilles, une extension de la trame conjonctive qui
traduirait D’installation d’une fibrose. Les fibres de collagéne viendraient combler
I’emplacement des cellules nécrotiques. En effet, il est signalé que I’accumulation de
produits de dégradation provoque une fibrose hépatique (Chen et Raghunath, 2009).

D’autres auteurs indiquent que la fibrose est consécutive a I’activation inflammatoire et
participe au chimiotactisme des polynucléaires et a la libération des cytokines
proinflammatoires (Tilg et Diehl, 2000 ; Mathurin, 2002). Ces données corroborent la
présence de foyers inflammatoires observes au sein du parenchyme hépatique.

Toutefois, les images d’hépatocytes a cytoplasme et noyau hypertrophiés sont des indicateurs
d’un processus compensatoire. Cette compensation peut étre d’ordre qualitatif visant a rétablir
les niveaux métaboliques requis. En effet, I’hypertrophie cellulaire va habituellement de pair
avec une augmentation des stimuli et de I'activité de la cellule et la taille des noyaux refléte
les niveaux d’activité transcriptionnelle (Plecas-Solarovi¢ et Leposavic, 2005). Par ailleurs, il
est signalé que lors de modifications durables de son environnement, la cellule peut s’adapter
par des transformations structurales et ultrastructurales (Lavergne-Slove et Mosnier, 2005).
Néanmoins, la fréquence des hépatocytes binucléés, plaide en faveur d’un effet compensatoire
d’ordre quantitatif pour remédier a la perte hépatocellulaire par nécrose.

Selon Gandillet, (2004), I’augmentation des cellules binucléées serait due a une probable
mobilisation des cellules souches. Hatch et al., (2002) et Son et al., (2006) signalent que le
foie atteint stimulerait la production du HGF par les cellules étoilées pour mobiliser les
hépatocytes et induire leur entrée en division. Le HGF agit aussi comme activateur de la
prolifération des cellules étoilées (Shimizu et al., 2001 ; Jin et al., 2003).

Aussi, il serait intéressant de prolonger la désynchronisation pour tester ’efficience de la
régénération.

Ces modifications structurales incluent aussi une stéatose micro et macrovacuolaire méme si
elle est peu prononcée au terme des 8 semaines de désynchronisation. Ces observations
confortent 1’hypothése d’un dysfonctionnement métabolique. La stéatose indique une
peroxydation lipidique soutenue (Fromenty et al., 1997; Sanyal et al., 2001 ; Petersen et al.,
2004), elle est aussi inductrice d’un stress oxydatif par altération mitochondriale (Mathurin,
2000). Selon Randall et Emmet, (1999) et Benhamou, (2000), la stéatose microvacuolaire
répond le plus souvent a une anomalie brutale et parfois transitoire de 1’oxydation

mitochondriale des acides gras.
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Conclusion et perspectives :

La présente étude nous a permis de montrer que la désynchronisation photique a induit une
multitude de modifications a la fois structurales et fonctionnelles au niveau hépatique. Ces
changements s’expriment notamment par une altération de I’architecture tissulaire par
I’apparition de nombreux foyers inflammatoires avec une dilatation des capillaires sinusoides,
une importante infiltration leucocytaire de méme qu’une nécrose des hépatocytes associée a
une extension de la trame conjonctive. Parallelement, nous avons noté une hypertrophie
cellulaire et nucléaire suggerant une hyperactivité cellulaire compensatoire probablement

régénératrice.

Ces modifications structurales semblent étre la conséquence d’un dysfonctionnement
engendré par I’allongement de la phase lumineuse du cycle nycthéméral, phase correspondant
a la période de repos des gerbilles.

Par ailleurs, I’étude histochimique révele aprés deux mois de désynchronisation temporelle,
une forte déplétion en glycogéne, une faible teneur en lipides, marquéee par des microglobules
lipidiques dispersés dans le cytoplasme hépatocytaire couplée a une stéatose discreéte.
Simultanément, a ces transformations morphofonctionnelles nous avons obtenu des
perturbations physiologiques marquées par une chute pondérale, une diminution de la prise
alimentaire, une augmentation de la glycémie et une diminution des taux de triglycérides et de
cholestérol plasmatiques.

Dans leur ensemble, nos résultats témoignent d’un dysfonctionnement hépatocellulaire
évoquant le syndrome métabolique et mettent en lumiere le r6le du signal photique dans
I’entrainement non seulement de I’horloge centrale mais aussi des horloges périphériques

précisément 1’horloge hépatique.

Toutefois cette étude mérite d’étre complétée par d’autres investigations. Ainsi,

» pour vérifier I’atteinte du métabolisme glucidique et comprendre I’hyperglycémie
obtenue il est nécessaire de réaliser un dosage radioimmunologique de I’insuline
plasmatique.

» L’interaction régulatrice mélatonine — insuline est également une voie a explorer chez
notre espéce par un suivi de leurs profils circadiens en conditions standards et aprés
differentes périodes de désynchronisation.

Pour mieux cerner les désordres métaboliques et leurs corrélations aux altérations tissulaires

obtenues,
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» un dosage plasmatique des marqueurs de la fonction hépatique (ASAT, ALAT) de
méme qu’un bilan hépatique des marqueurs du stress oxydant et les profils circadiens

des enzymes antioxydantes SOD/ GPx sont envisagés.

Comparativement aux animaux de laboratoire (rat et souris), la réponse des gerbilles a la
désynchronisation imposée (20L/4D) est différente bien que les 3 espéeces aient un rythme
d’activité nocturne ce qui suppose que cette espece présente des procédés de régulation

métaboliques particuliers aussi nous préconisons.

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

interactions entre les facteurs photiques et le métabolisme endogéne.

Nos résultats montrent clairement qu’un déphasage de 1’horloge centrale retentit

négativement sur ’activité hépatique c’est pourquoi il est indispensable

» d’appréhender par immunohistochimie, les profils d’expression circadienne des
genes horloge (Clock et Bmall) au niveau des NSC et dans le foie dans les

conditions standards et apres désynchronisation.
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Annexe. 1
Bouin aqueux

e Solution aqueuse d'acide PICTIQUE. .....c.vviniiiiie i eeee e, 30 ml
O FOIMON .., 10 ml
LN (6 (S o1 o o | 2 ml
Annexe. 2
Liquide de Ciaccio
e Solution aqueuse de bichromate de potassium a 5%...............cooceiiiin.. 80 ml
e Formol commercial............c.oooiiiiii 15 ml
® ACKHR ACEHIQUE. .. v ettt ettt e et e e e 5ml

Solution de bichromate de potassium a 5%

e Bichromate de potassium. .........oouiiniiuiitiii i 5¢
@ Bau distillée. ..o 100ml.
Solution de bichromate de potassium a 3%
e Bichromate de potassium. .........oouiiuuiiiiniiii e 3g
@ Bau distillée. ..o 100 ml.
Annexe. 3

Eau gélatinée

Dissoudre 0,4g de gélatine en poudre dans 100ml d’eau distillée, aprés chauffage et
dissolution, ajouter une pincé de thymol puis filtrer et laisser refroidir.

Annexe. 4
Hemalun Eosine (H&E)
e Hemalun
Preparation a chaud:
Heémateine ..o 0,2¢g
Alun de potassSIuM .....ouiieeitii i 50
Eau diStillée ......oooneiii i 100 ml
e Eosine
BOSING L.t lg

Bau distillée ..o e 100 ml



Annexe. 5
Trichrome de Masson
e Hématoxyline de Groat:

Solution A:
o Acide sulfurique CoNCentré. ... ......oouiiiiiiiiiii i, 0,8ml
O AlUN e fer. ..o lg
@ Bau distillée ..o e 50ml
Solution B:
® HEMAtOXYIINE ...ooiii e 0,5g
® ALC00] 05 L e 50ml
e Fuchsine-ponceau
@ FUCKSINE @CIde. ...\ttt 0,1g
@ POMCRAU. ..t e 0,2g
@ Bau distill€e. .. ..o 300g

Apreés dissolution ajouter:

® ACIAC ACETIQUE. ...ttt ittt ettt et et aee e 0,6ml

e Bleu d’aniline
e Bleu d’aniline.........c.oouiiiiiiii 0,5g
O FaU dIStIILEE. . .o et 100ml

Porter a ébullition, laisser refroidir et filtrer; ajouter:
L AN La (S TS 5 e | (< 8ml

Cette solution est utilisee apres dilution:
® SOIULION MNETC. ...ttt et e ettt e e e e e e v
@ Bau distill@e. ..o e 2V

Annexe. 6
Acide périodique de Schiff (APS).
e Acide Périodique

® ACIE PEITOAIQUE ...\ttt ettt ettt et et e e e e lg

e Eau distillée. ... e 100ml.
o Réactif de Schiff (méthode de Coleman).

® Fuschine basiqUe .......ooiiiiiii e g

e Eau distillée bouillante. ... 200ml

Laisser refroidir et filtrer; ajouter

o M¢étabisulfite de potassSIuM .........o.viiiiiiii i e 2g
e Acide chlorhydrique normal .............ocoiiiiiiii e 10ml

Laisser la solution de décolorer en I’agitant de temps a I’autre; aprés décoloration presque
totale (12 a 24h), ajouter :

® Charbom ACtIVE ... e 0,5g.
Agiter, laisser reposer puis filtrer.



Annexe. 7
Noir Soudan B
¢ Rouge nucléaire solide

e Rouge nucléaire solide .........coooiiiiiiiiii 0,1g
o Sulfate d’aluminium ............ccoiiiiiiii 5g
@ Bau distillee .....oueeii 100ml.

e Noir Soudan B :

® NOIE SOUAAN. ..ttt e e et ee s 0,3g
O ALCOOL 700 .. e 100ml

Agiter, placer la solution dans 1’étuve a 37°C, pendant 12 heures, laisser refroidir puis filtrer.



Annexe. 8
Tableau récapitulatif des différentes étapes des techniques histologiques

. . Nombre de ;
Etape Produits bains Temps Tempeérature
Bouin aqueux / 6 jours Ambiante
Fixation Liquide de Ciaccio / 12 h Ambiante
Post-chromisation | 1, +ion hichromate de . :
apreés fixation au tassium & 3% / 6 jours Ambiante
liquide de Ciaccio potassium a 5%
Alcool a dggze croissant 2 Bains 10 min/bain
Déshydratation o 2 Bains 10 min/bain Ambiante
95 . . .
o 3 Bains 15 min/bain
100
Butanol 3 Bains 8 h/bain Ambiante
Imoréanation Paraffine+butanol 1 Bain 2h Etuve a 60°C
Preg (1V/1V)
Paraffine pure 2 Bains 2 h/bain Etuve a 60°C
Confection des
blocs (barres de Paraffine pure / / Ambiante
Leukart)
Coupes et étalement (avec de I’eau gélatinée a 0,4%)
Déparaffinage Xyléne 2 Bains 2 min/bain Ambiante
Alcool décroissant:
100° 1 Bain 2 min
. . 95° 1 Bain 2 min i
Réhydratation 70° 1 Bain 5 min Ambiante
Eau distillée 1 Bain 2min
Coloration : / / Ambiante
Topoaraphiaue Trichrome de Masson
pograpniq Hémalun - Eosine
. - APS
Histochimique Noir Soudan
Alcool croissant :
70° 1 bain Quelques
Déshydratation 95° 1 bain sec /Sain Ambiante
100° 1 bain
Xyléne 2 bains

Montage entre lame/lamelle a I’aide de I’Eukitt




Annexe 9 : Evolution de la glycémie (mg/dl) chez Gerbillus tarabuli témoin le jour (A) et la nuit (B) pendant 8 semaines

Glycemie (mg/dl) lot contrdle Jour

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
Glc 188 114 120 104 109 105 123 98
G2c 87 98 106 116 93 115 67 108
G3c 187 91 112 110 124 104 133 97
G4c 123 172 137 213 183 174 249 213
Gbc 115 83 88 106 91 78 125 100
G6c 87 121 88 123 99 106 103 101
Moyenne | 131.166667 | 113.166667 108.5 128.666667 116.5 113.666667 | 133.333333 119.5
Ecart type | 45.9931154 | 32.1086696 | 18.9921036 | 41.8935158 | 34.7663631 | 32.0665974 | 61.4415712 | 45.9684675
Erreur
standard | 18.7766107 | 13.1083095 | 7.75349384 | 17.1029562 | 14.1933083 | 13.0911336 | 25.0834164 | 18.7665483
Glycémie (mg/dl) lot contr6le Nuit
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
Glc 117 111 124 120 102 111 118 113
G2c 97 89 96 104 88 110 96 101
G3c 137 165 103 126 81 98 112 103
G4c 117 120 110 110 108 102 95 99
G5¢ 76 106 102 96 103 101 99 115
G6c 93 100 126 73 76 92 98 110
Moyenne | 106.166667 | 115.166667 | 110.166667 | 104.833333 93 102.333333 103 106.833333
Ecart type | 21.6925486 | 26.5436747 | 12.3355854 | 18.9569688 | 13.1453414 | 7.22956891 | 9.59166305 | 6.70571895
Erreur
standard 8.8559459 | 10.8364098 | 5.03598164 | 7.73915011 | 5.36656315 | 2.95145915 | 3.91578004 | 2.7375983




Annexe 10 : Evolution de la glycémie (mg/dl) chez Gerbillus tarabuli désynchronisée le jour (A) et la nuit (B) pendant 8 semaines

Glycémie (mg/dl) lot désynchronisé Jour

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
G2d 159 140.5 182 114 127.5 1375 140 143
G3d 131 162 149 179 180.5 139 160.5 153
G4d 173 141 118 104 140 107 123 86
G5d 193 143 133 99 153.5 147.5 160 118
Géd 154.5 142 130 133 126.5 176.5 134.5 96
G7d 158.5 149.5 123 127 141.5 155 152 196
Moyenne 161.5 146.333333 | 139.166667 126 144.916667 143.75 145 132
Ecart type | 29.7445473 20.0825677 48.7569287 43.7242441 21.7805615 25.1097591 13.8082101 37.7352936
Erreur
standard 11.2423822 7.5904971 18.4283869 16.5262109 8.23227843 9.49059685 5.21901286 14.2626003
Glycémie (mg/dl) lot désynchronisé Nuit
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
G13d 153 164 99 101 83 89 100 118
Gl6d 95 135 177 180 158 138 103 77
Gl7d 154 159 126 141 142 134 123 112
Glsd 73 155 67 138 105 58 84 90
Glad 97 120 103 83 77 81 105 78
G20d 95 90 92 112 126 127 164 112
Moyenne | 111.166667 | 137.166667 | 110.666667 | 125.833333 115.166667 104.5 113.166667 | 97.8333333
Ecart type | 33.9553629 | 28.4212362 | 37.6439459 | 34.5103849 | 32.4556107 | 33.0257475 | 27.8382231 18.4219072
Erreur
standard 13.8622188 | 11.6029211 | 15.3680766 | 14.0888056 13.2499476 13.482705 11.364907 7.52071214




Annexe 11 : Evolution de la glycémie (mg/dl) au sein du lot t¢émoin (A) et désynchronisé (B) pendant 8 semaines

mg/dI Gly(c) Jour | Gly(c) Nuit
Semaine 1l | 131.16667 | 106.16667
Semaine 2 | 113.16667 | 115.16667
Semaine 3 108.5 110.16667
Semaine 4 | 128.66667 | 104.83333
Semaine 5 116.5 93
Semaine 6 | 113.66667 | 102.33333
Semaine 7 | 133.33333 103
Semaine 8 119.5 106.83333
Moyenne 120.5625 105.1875

Erreur

standard 3.29124281 | 2.27421657

Probabilité 0.000895652

mg/dI Gly(d) Jour | Gly(d) Nuit
Semaine 1 161.5 111.166667
Semaine 2 | 146.333333 | 137.166667
Semaine 3 | 139.166667 | 110.666667
Semaine 4 126 125.833333
Semaine 5 | 144.916667 | 115.166667
Semaine 6 143.75 104.5
Semaine 7 145 113.166667
Semaine 8 132 97.8333333
Moyenne | 142.333333 | 114.4375

Erreur

standard 3.7386402 | 4.32599396

Probabilité 0.000121861




Annexe 12 : Evolution de la glycémie (mg/dl) comparée entre les individus témoins (c) et désynchronisés (d) le jour (A) et la nuit (B) pendant le

1" mois et le

2éme

A

Apreés 4 semaines

mois

Apreés 8semaines

Gly(c) Jour | Gly(d) Jour Gly(c) Jour | Gly(d) Jour
131.166667 161.5 116.5 144.916667
113.166667 | 146.333333 113.666667 143.75
108.5 139.166667 133.333333 145
128.666667 126 119.5 132
moyenne 120.375 143.25 120.75 141.416667
Erreur
standard | 5.61387789 7.39822927 4.36022638 | 3.15182927
probabilité 0.024456475 0.004272953
Apres 4 semaines Apres 8 semaines
Gly(c) Nuit | Gly(d) Nuit Gly(c) Nuit | Gly(d) Nuit
106.166667 | 111.166667 93 115.166667
115.166667 | 137.166667 102.333333 104.5
110.166667 | 110.666667 103 113.166667
104.833333 | 125.833333 106.833333 | 97.8333333
Moyenne | 109.083333 | 121.208333 101.291667 | 107.666667
Erreur
standard | 2.32289331 | 6.37717828 2.93634236 | 4.01271128
probabilté 0.062127902 0.123557835




Annexe 13 : Evolution de la cholestérolémie (g/l) chez Gerbillus tarabuli témoin (A) et désynchronisée (B) pendant 8 semaines

Cholesterol (g/l) lot controle

Semaine 1 | Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 | Semaine 5 | Semaine 6 | Semaine 7 | Semaine 8
Glc 0.48 0.55 0.62 0.73 0.73 0.66 0.69 0.61
G2c 1.36 1.28 1.82 1.34 1.2 1.29 1.64 0.45
G3c 0.69 0.73 0.72 0.96 0.84 0.92 0.83 0.59
G4c 2.6 1.33 1.66 2.08 2.35 3.06 2.6 2.83
G5¢ 0.54 0.5 0.64 0.74 0.7 1.1 1.23 1.17
G6ce 0.65 0.78 0.99 1.09 0.78 0.87 0.97 0.95
Moyenne | 1.0533333 | 0.8616667 1.075 1.1566667 1.1 1.3166667 | 1.3266667 1.1

Ecart type | 0.8213566 | 0.3595228 | 0.5341816 | 0.5069385 | 0.6386548 | 0.8803333 | 0.7082561 | 0.8880315

Erreur
standard | 0.3353174 | 0.1467746 | 0.2180787 | 0.2069568 | 0.2607297 | 0.3593946 | 0.2891443 | 0.3625374
Cholesterol (g/l) lot desynchronisé

Semaine 1 | Semaine 2 | Semaine 3 | Semaine 4 | Semaine 5 | Semaine 6 | Semaine 7 | Semaine 8
Gld 1.99 1.54 1.79 1.47 1.19 1.23 1.4 1.31
G2d 0.82 0.66 0.96 0.86 0.74 0.91 0.97 0.99
G3d 1.79 1.28 1.77 1.29 1.11 0.83 1.12 0.9
G4d 1.1 1.06 0.85 1.64 1.05 0.86 1.11 0.9
G5d 0.99 0.92 1.03 1.04 0.9 0.98 1.02 1.12
G6d 1.39 0.99 1.13 0.83 0.67 0.76 1.47 1.34

G7d 1.51 1.15 1 1.07 0.9 0.62 1.06 1

Moyenne 1.37 1.0857143 | 1.2185714 | 1.1714286 | 0.9371429 | 0.8842857 | 1.1642857 1.08

Ecart type | 0.4282912 0.278918 0.3925315 | 0.3065631 | 0.1912864 0.190688 0.1929471 | 0.1832121

Erreur
standard 0.1618788 | 0.1054211 | 0.1483629 0.11587 0.0722995 | 0.0720733 | 0.0729271 | 0.0692477




Annexe 14

2°™ mois

: Evolution de la cholestérolémie (g/l) au sein d’un méme lot (A) et comparée entre les individus témoins (c) et désynchronisés (d)
(B) pendant le 1* mois et le

A
g/l Chol (c) Chol (d)

Semaine 1 | 1.0533333 1.37
Semaine 2 | 0.8616667 | 1.0857143
Semaine 3 1.075 1.2185714
Semaine 4 | 1.1566667 | 1.1714286
Semaine 5 1.1 0.9371429
Semaine 6 | 1.3166667 | 0.8842857
Semaine 7 | 1.3266667 | 1.1642857
Semaine 8 1.1 1.08
Moyenne 1.12375 | 1.1139286

probabilité

0.449620997

B
Apres 4 semaines Apreés 8 semaines
Chol (c) Jour | Chol (d) Jour Chol (c) Jour | Chol (d) Jour
1.053333333 1.37 1.1 0.93714286
0.861666667 | 1.08571429 1.316666667 | 0.88428571
1.075 1.21857143 1.326666667 | 1.16428571
1.156666667 | 1.17142857 1.1 1.08
moyenne | 1.036666667 | 1.21142857 1.210833333 | 1.01642857
Erreur 0,062431444 0,059581876 0,0640222 0,06432406
standard
probabilité 0.04463677 0.037965533




Annexe 15 : Evolution de la triglycéridémie (g/l) chez Gerbillus tarabuli ttmoin (A) et désynchronisée (B) pendant 8 semaines

A

Triglycéride (g/l) lot contrdle

Semaine 1 | Semaine2 | Semaine3 | Semaine4 | Semaine5 | Semaine 6 | Semaine 7 | Semaine 8
Glc 0.77 0.55 0.88 0.98 1.65 0.64 0.85 0.58
G2c 0.84 0.64 0.62 0.45 1.56 0.48 0.75 0.61
G3c 0.44 0.37 0.34 0.65 0.45 0.7 0.41 0.36
G5¢ 1.54 0.64 0.55 1.72 1.02 4,58 3.65 4.37
G6ce 1.28 1.26 1.1 1.06 0.44 1.3 2.54 1.08
Moyenne 0.974 0.692 0.698 0.972 1.024 1.54 1.64 1.4
Ecart type | 0.43552267 | 0.3361101 | 0.29617562 | 0.48566449 | 0.58088725 | 1.72759949 | 1.39456086 | 1.68087775
Erreur
standard | 0.19477166 | 0.15031301 | 0.13245377 | 0.21719576 | 0.25978068 | 0.77260598 | 0.62366658 | 0.75171138
Triglyceride (g/l) lot desynchronisées
Semaine 1 | Semaine2 | Semaine 3 | Semaine4 | Semaine5 | Semaine6 | Semaine 7 | Semaine 8
Gl 1.23 1.33 0.88 1.6 1.82 1.78 1.97 0.66
G2d 1.23 0.4 0.53 0.64 0.41 0.37 0.5 0.55
G3d 3.49 4.56 3.50 3.3 2.77 1.71 2.24 1.54
G4ad 0.89 0.82 0.65 1.87 0.94 0.49 0.44 0.49
Ghd 1.1 1.06 0.55 1.42 1.63 1.02 1.04 0.86
Géd 0.84 0.48 0.38 0.47 0.57 0.47 0.64 0.8
G7 1.21 0.84 0.84 0.62 1 0.3 0.71 0.62
Moyenne | 1.42714286 | 1.35571429 | 1.04714286 | 1.41714286 | 1.30571429 | 0.87714286 | 1.07714286 | 0.78857143
ecartype | 0.9238094 | 1.44849183 | 1.09580586 | 0.99332295 | 0.82508297 | 0.63706918 | 0.73209094 | 0.35610993
Erreur
standard | 0.34916713 | 0.54747845 | 0.41417568 | 0.37544078 | 0.31185205 | 0.24078952 | 0.27670437 | 0.1345969




Annexe 16 : Evolution de la triglycéridémie (g/1) au sein d’'un méme lot (A) et comparée entre les individus témoins (c) et désynchronisés (d) (B)

pendant le 1* mois et le

2°™ mois

A
g/l Trig (c) | Trig (d)
Semaine 1 0.974 1.42714286
Semaine 2 0.692 1.35571429
Semaine 3 0.698 | 1.04714286
Semaine 4 0.972 1.41714286
Semaine 5 1.024 1.30571429
Semaine 6 1.54 | 0.87714286
Semaine 7 1.64 1.07714286
Semaine 8 1.4 0.78857143
1,1175
Moyenne 1,16196429
probabilité 0,3903

B
Apres 4 semaines Apreés 8 semaines
Trigly (c) Trigly (d) Trigly (c) Trigly (d)
0.974 1.42714286 1.024 1.30571429
0.692 1.35571429 1.54 0.87714286
0.698 1.04714286 1.64 1.07714286
0.972 1.41714286 14 0.78857143
moyenne 0.834 1.31178571 1.401 1.01214286
Erreur 0,080262071
standard 0,089616292 0.134960488 | 0.11497042
Probabilité 0.003677241 0.035375572




Annexe 17 : Evolution du poids corporel (g) chez Gerbillus tarabuli témoin (A) et désynchronisée (B) pendant 8 semaines

Poids (g) lot controle
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
Glc 51.4 50.1 49.7 50.4 51.1 50.6 51 50.8
G2c 38.4 34.5 28.3 30.1 30.1 21.7 28.2 28.4
G3c 31 31.4 31.9 33 334 34.4 34.4 32.9
G4c 56.8 55.2 54.1 54.3 54.4 55.4 56.1 56.3
G5c 49.3 46.4 44.7 44.6 435 45.3 46.2 46.9
G6c 48.4 48.6 49 48.9 47.2 45.1 46.7 46.4
Moyenne | 45.8833333 | 44.3666667 42.95 43.55 43.2833333 | 43.0833333 | 43.7666667 | 43.6166667
Ecart type | 9.43534136 | 9.35706507 | 10.4525117 | 9.84291623 | 9.71131642 | 10.2881323 | 10.4786768 | 10.7460535
Erreur
standard | 3.85196198 | 3.82000582 | 4.26722002 | 4.01835373 | 3.96462833 | 4.20011243 | 4.27790187 | 4.38705799
Poids (g) lot desynchronisé
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
G13d 38.7 38.3 38.5 38.1 37.8 37.2 38.4 38.1
Gl6d 55.8 56.1 56.9 57.9 57.6 57.1 52.6 48.7
G17d 42.7 40.7 40.6 41.4 40.3 39.7 40.6 39.5
Glsd 35.3 33.3 33.1 32.9 32 31.7 28.9 30.7
Glad 42.4 40.6 40.9 37.5 39.9 40.4 39.9 38.7
G20d 37.3 37.9 37.1 37.1 36.6 35.9 35.6 35.3
G21d 49.9 49.2 44.6 46.7 43.7 44.6 454 44.6
G22d 47.6 43.6 40 38 38 38 38.6 39.9
G23d 51.5 52.1 53 54.4 53.2 52.1 48.8 50.9
G24d 37.5 375 34.4 32.8 30.1 28.9 314 27
Moyenne 43.87 42.93 41.91 41.68 40.92 40.56 40.02 39.34
Ecart type | 6.97822805 | 7.27752247 | 7.67455391 | 8.63401542 | 8.63929009 | 8.67847913 | 7.35433357 | 7.41203226
Erreur
standard | 2.20670947 | 2.30135467 | 2.42690704 | 2.73031541 | 2.73198341 | 2.74437607 | 2.32564447 | 2.3438904




Annexe 18 : Evolution de la prise alimentaire (g) chez Gerbillus tarabuli témoin (A) et désynchronisée (B) pendant 8 semaines

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 Semaine 8
Glc 39.6 29.2 38 30.7 31.6 31.7 26.8 31.4
G2c 35.2 26.3 32.3 27.3 29.2 31.9 38.4 24.3
G3c 30.9 25.7 30.4 24.6 25.6 21.7 20.6 19.5
G4c 33.6 27 36.1 27.6 31.1 29.5 29.8 27.5
G5c 35.7 30.3 37.5 27.6 31.8 30.7 32 31.4
G6c 50 42.1 47.7 34.1 33 40.2 38.2 43.3
Moyenne 375 30.1 37 28.65 30.3833333 30.95 30.9666667 | 29.5666667
Ecart type | 6.75218483 | 6.13612255 | 6.03655531 | 3.29651331 | 2.65059742 | 5.91193708 | 6.85322309 | 8.10769182
Erreur
standad 2.75656791 | 2.50506154 | 2.46441339 | 1.34579592 | 1.08210186 2.4135382 2.79781661 | 3.30995133
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6 Semaine 7 | Semaine 8
G13d 50 35.3 25.4 30 29.9 29.4 24.5
G15d 37.7 30.9 24.8 28.5 30.8 31.2 25.8
Gl6d 50 50 49.01 41.8 459 42 49.8
Gl7d 49.3 30.9 26.4 29 31.4 28.4 31.6
Glsd 38.5 24 22.5 25.6 20.4 34.6 23.6
G19d 48.6 30.3 30 29.2 28 25.3 26
G20d 47.7 36.4 32 34.3 35.8 33.6 36.9
G21d 50 39.8 49.6 33 38.6 42 42.7 40
G23d 50 32 41.1 31.2 33.8 34.3 34.9 36.5
G24d 40.1 33.7 31.8 24.7 25.8 31.4 26.9 25
Moyenne 46.19 34.33 40.8333333 29.901 31.66 32.99 32.9 31.97
Ecart type | 5.20820933 | 6.93622536 | 8.90299575 | 7.61009629 | 5.36929542 | 7.15129359 | 5.91964714 | 8.66346736
Erreur
standard 1.6469804 2.19342705 | 2.81537446 | 2.40652375 1.6979203 2.2614376 1.87195679 | 2.73962893




Annexe 19 : Evolution du poids corporel (g) (A) et de la prise alimentaire (g) (B) comparée entre les individus témoins (c) et désynchronisés (d)

pendant le 1* mois et le

2éme

mois

A
Apreés 4 semaines Apreés 8 semaines
Poids (c) Poids (d) Poids (c) Poids (d)
45.8833333 43.87 43.2833333 40.92
44.3666667 42.93 43.0833333 40.56
42.95 41.91 43.7666667 40.02
43.55 41.68 43.6166667 |  39.34
moyenne 44,1875 42.5975 43.4375 40.21
Erreur
standard | 0.63546334 | 0.50367607 0.15536322 | 0.34394767
Probabilité 0.050041182 0.000423386
B
Apres 4 semaines Apres 4 semaines
P.Alim (¢) | P.Alim (d) P.Alim (¢) | P.Alim (d)
37.5 46.19 30.3833333 31.66
30.1 34.33 30.95 32.99
37 40.8333333 30.9666667 32.9
28.65 29.901 29.5666667 31.97
moyenne 33.3125 37.8135833 30.4666667 32.38
Erreur
standard | 2.29477441 | 3.58268491 0.32921062 | 0.33279123
probabilité 0.165403664 0.003224298




Annexe 20: Taille des cellules (um) en (A) et Diameétre nucléaire (um) en (B) des cellules

hépatocytaires chez les gerbilles témoins et désynchronisées.

A

B

Taille des hépatocytes (um)

Diamétre nucléaire (um) des

hépatocytes
Gerbilles Gerbilles Gerbilles Gerbilles
témoins désynchronisées témoins désynchronisées

1 18,89 24,7 6,21 8,64

2 18,7 29,55 6,38 10,97

3 17,21 35,56 6,36 12,63

4 18,38 41,77 5,82 10,15

5 18,28 30,96 5,76 8,79

6 15,55 27,41 6,94 9,85

7 17,86 29,54 6,66 9,12

8 19,7 35,32 6,45 8,45

9 22,3 18,5 6,57 9,31

10 15,43 21,7 8,66 7,73

11 20,7 30,85 5,98 8,97

12 21,55 30,73 6,26 8,6

13 18,51 27,01 6,81 8,64

14 20,08 26,76 7,29 7,8

15 18,11 23,99 6,92 6,86

Moyenne 18,75 29,35667 6,604667 9,100666667
Ecart type 1,9307585 5,490432 0,711165 1,400522692
Erreur standard 0,4985197 1,417623 0,183622 0,361613404
Variation en

pourcentage (%) 56,53 37,87
Probabilité 5,591E-08 6,04572E-07
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Abstract:

The relationship between human beings and their environment requires precise hormonal, metabolic,
and behavioral adjustments necessary for maintaining physiological and biochemical equilibrium. In
this context, the rhythmicity of the physiological and behavioral functions is a characteristic of major
importance in human beings. These rhythms reflect the necessity for certain events to occur at very
precise times either daily or annually.

The aim of this research paper is to study the effects of the “light/darkness” cycle disruption on the
morphofunctional aspects of a desert rodent: Gerbillus tarabuli hepatic tissue. Particularly, this study
will focus on the impact of temporal arrhythmia on the structure of the hepatic tissue and the analysis
of the lipid and carbohydrate metabolism indicating parameters (glucose, triglycerides, and
cholesterol).

This study was conducted on two groups of gerbils: the first group (witness) was put to experience a
standard circadian cycle (LD: 12:12), and the second one (unsynchronized) was subjected to a
light/obscurity cycle chronic disruption, alternating a standard cycle (LD: 12:12) with a disrupted
cycle (LD: 20:4) for 8 weeks.

The comparative analysis of the two groups shows that the photic desynchronization led to an
alteration of tissue architecture by hepatocyte necrosis which caused inflammatory foci widely
scattered. These focal spots are a combination of dilated sinusoids and a gathering of kuppfer cells and
leukocytes. Furthermore, morphometric analysis revealed important morphological changes presented
by a nuclear and cellular hypertrophy that can be explained by a mechanical or metabolic
hyperactivity of hepatocytes. These changes reflect an impairment of the hepatic activity as confirmed
by the depletion of glycogen and fat respectively identified by staining with periodic acid Schiff and
Sudan black B.

Moreover, the extension of the conjunctiva frame and the steatosis (although discrete) observed,
confirms a state of hepatic pain. These histological data are accompanied by a fall in body weight
relative to the reduction of food intake. These results are interpreted as a limit to the elongation of the
light phase of the L/D cycle corresponding to the resting phase of the animal. Our protocol also leads
to hyperglycemia and decreased plasma triglycerides and cholesterol which demonstrate a disruption
evoking the metabolic syndrome.

According to the results of this experiment, we came to the conclusion that a phase difference between
the endogenous activity rhythm of the species and the daily cycle of illumination has a strong impact
on the morphology as well as on the metabolic activity of liver cells.

Key words: Gerbillus tarabuli, circadian desynchronization, hepatic tissue, metabolism.
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