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Introduction



Introduction Générale

Le pancréas est I’organe clé qui joue un réle majeur dans le syndrome métabolique et
ses consequences pathologiques. Son intégrité est essentielle pour le maintien du métabolisme
du glucose dans I'ensemble du corps et pour la dégradation efficace des aliments ingérés afin
qu'ils puissent étre absorbés. En plus de cet effet majeur, le pancréas regle lI'adaptation a long
terme de la production d'insuline en affectant le turn-over des cellules B. Le glucose, quant a
lui, est le régulateur physiologique principal de la sécrétion de l'insuline.

Le diabete est une maladie chronique tres répandue et en constante progression dans
notre pays .Le dysfonctionnement métabolique et énergétique est du a la vie moderne et
au manque d’activité physique. Il releve essentiellement de désordres nutritionnels et
participe a une altération permanente du métabolisme des hydrates de carbone. Un tel
désordre énergétique est principalement di & un dysfonctionnement ou a une carence de
I’hormone pancréatique : I’insuline.

L'atteinte pancreatique induite par le diabéte de type 2 n'affecte heureusement pas

tous les aspects de la fonction du pancréas. Cependant le processus inflammatoire initié par
I’hyperglycémie chronique et la dyslipidémie sont souvent a 1’origine de pathologies diverses
trés graves. Dans cette variété de maladies du pancréas, un réle essentiel est joué par le tissu
adipeux qui est souvent a ’origine d’inflammations chroniques. Ce tissu a été longtemps
considéré comme relativement inerte dédié a la protection mécanique, a I’isolement
thermique, au stockage des lipides sous forme de triglycérides et a la libération de substrats
énergetique sous forme d’acides gras non estérifiés, ou acides gras libres. Il a été montré
récemment que 1’activité sécrétoire des adipocytes est trés riche et 1’on a noté 1’apparition
d’une accumulation de cellules immunitaires (macrophages et lymphocytes) au sein du tissu
adipeux des sujets obeses, les facteurs associés a 1’expansion de la masse grasse et aux
perturbations de la biologie interne sont susceptibles d’initier, maintenir ou aggraver la 1ésion
d’un organe aussi vital que le Pancréas.
Notons qu’elle-méme I’inflammation n'est pas une maladie, mais une manifestation de la
maladie. Nous nous proposons dans ce travail d’examiner au niveau bio métabolique,
histologique et histochimique I’initiation et 1’évolution du processus inflammatoire dans le
pancréas d’un rongeur déserticole Psammomys obesus rendu diabétique par un régime
alimentaire approprié.

L'objectif de ce travail est de
=  Présenter dans la premiere partie le stress métabolique et ses principales
consequences pathologiques comme le diabete de type 2 et Il'obésité et ses effets
inflammatoires sur le pancréas.

= Au contexte bio-métabolique : Induire un diabéte de type 2 chez Psammomys obesus
par un régime riche en Carbohydrates et définir de facon précise le statut métabolique
de I’animal au fur et a mesure de I’expérimentation, par analyse des parametres
plasmatiques (glucose sanguin, cholestérol et triglycérides sanguins, et insulinémie).



L’examen histologique mettra en évidence :

. L’histologie du tissu pancréatique sain (témoin) en comparaison avec le tissu
pathologique au fur et a mesure de 1’évolution de 1’obésité et du diabéte.

. la présence de cellules apoptotiques et nécrotiques, et de la fibrose tissulaire chez les
animaux diabétiques.

" Variations des frottis sanguins et par conséquent déterminer le niveau du stade
inflammatoire atteint au cours de la manifestation et de 1’évolution de la maladie.

Enfin nous discuterons nos résultats a ceux trouvés déja dans le monde chez ce rongeur
déserticole et chez 1’Homme.



Chapitre I:
Rappels

Bibliographiques




| - LE SYNDROME METABOLIQUE

1- Généralités

Le syndrome métabolique (SM) avait ete présenté par Kylin dés 1923 Ce concept a été
réactivé par Jean Vague qui eut le mérite de lier ce syndrome avec, d’une part, I’obésité dite
androide, d’autre part, I’athérosclérose [Luycky and Scheen, 2004] En 1988 Reaven propose
d’individualiser en un syndrome, dit «syndrome x», 1’association de troubles de la tolérance
au glucose, d’hypertension artérielle, d’hypertriglycédémie, d’obésité, et d’insulinorésistance
[Grimaldi, 2005].

2- Syndrome Métabolique

L'Intermational Diabetes Foundation [Alberti et al., 2005]définit la notion de SM autour des
anomalies du métabolisme des lipides et des hydrates de carbone, d’une élévation de la
tension artérielle et d’une obésité viscérale de localisation abdominale. Ces paramétres ne
rendent cependant pas totalement compte des mécanismes conduisant au développement du
SM a tel point que la physiopathologie du SM reste encore aujourd’hui partiellement
comprise. Au centre de la théorie unificatrice du SM le processus physiopathologique le plus
communément admis est celui de la résistance a I’insuline (RI) bien qu’elle ne soit pas
nécessairement seule a €tre en cause ni surtout qu’elle initie le processus. D’autres éléments
comme 1’obésité viscérale et un état inflammatoire chronique semblent en effet pouvoir jouer
un role plus précoce. [Garcia et al., 2010].

3- Larésistance a ’insuline

Elle se définit comme une limitation de I’action physiologique de I’insuline sur ses
populations cellulaires cibles du fait d’altérations de sa voie de signalisation et s’accompagne
d’une hyperinsulinémie compensatrice. Les conséquences de la RI proviennent donc autant de
la Résistance périphérique a I’insuline elle-méme que de 1’hyperinsulinémie chronique, et ces
conséquences varient selon les différents tissus.
L’hyperglycémie qui accompagne la RI résulte d’une diminution du transport du glucose vers
les tissus périphériques comme le muscle et le tissu adipeux (TA), de la diminution de son
stockage au niveau hépatique, d’altération de la glycogénolyse et d’une néoglucogenése
hépatique [Bonadonna, 1993 ; Gastaldelli, 2000 ; Virtanen, 2005]. La RI s’accompagne
d’une diminution de la lipogenese habituellement observée en situation d’hyperglycémie,
d’une levée de I’inhibition de la lipolyse dans le TA, et d’une réduction du transfert des acides
gras non estérifiés (AGNE) des lipoprotéines circulantes vers le TA. Les conséquences sont
une augmentation des AGNE et une stabilisation de apoB qui entrainent une augmentation des
VLDL riches en triglycérides avec diminution relative de la concentration en HDL-cholestérol
et augmentation de celle en LDL-cholestérol athérogéne, une altération des fonctions
endothéliales et I’accumulation de graisse dans des localisations ectopiques (cceur, muscle,
foie, pancréas) [Steinberg and Baron, 2002 ; Taskinen, 2005 ; Semenkovich, 2006]. Au
travers de mécanismes impliquant I’augmentation de [Dactivit¢é du systéme nerveux
sympathique, la perturbation du métabolisme hydrosodé et la limitation de la vasodilatation
périphérique liée au NO, la RI et I’hyperinsulinisme contribuent également a 1’élévation de la
tension artérielle [Reaven, 2005; Cooper, 2007] Enfin la RI est associée a 1’obésité
viscérale [Gastaldelli et al., 2005].



Il - DIABETE DE TYPE 2 NUTRI-INDUIT

1- L’intolérance au glucose
Le diabete sucré de type 2 est une maladie resultante de la déficience progressive de 1’insulino
sécrétion pancréatique associée a 1’insulinorésistance périphérique .1’intolérance au glucose,le
taux élevé des AGL, et I’obésité sont des facteurs concordent a 1’apparition du DIl [Holman
,1998] , ces désordres nutritionnels vont affectés la masse fonctionnelle des cellules .
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Figure 1 : Evolution du diabete de type 2 [Lingohr et al., 2002]

L’axe d’abscisse est représenté sans unité, |’échelle de temps ou le degré d’obésité
sur lesquelles se déroulent ces phénomeénes étant variables.

2- Résistance a I’insuline et obésité abdominale
2.1- Le tissu adipeux viscéral
Plus que I’obésit¢ mesurée par le I’index de masse corporelle (IMC), c’est la

localisation intra-abdominale et viscérale du TA, mesurée par le tour de taille, qui permet le
mieux d’identifier chez un individu les caractéristiques du SM [Despres and Lemieux,
2006].
L’implication du tissu adipeux viscéral (TAV) dans la régulation de la balance glucidique et
plus généralement dans la physiopathologie du SM, emprunte schématiquement au moins
deux voies :

» une altération du métabolisme des acides gras non estérifies (AGNE)

» la production d’adipokines.

2.2- Role du tissu adipeux viscéral
Le TA est spécialisé dans le stockage et la mobilisation des lipides mais son
métabolisme différe selon qu’il est de localisation sous cutanée ou viscérale. A 1’opposé du
TA sous-cutané, les adipocytes contenus au sein de la graisse viscérale, notamment intra-
abdominale, sont drainés directement dans le systéme porte. Moins sensibles a 1’action anti-
lipolytique de I’insuline ils sont, en cas d’obésité viscérale, le siege d’une lipolyse accrue



[Montague and O’Rahilly, 2000]. Les catécholamines libérées par I’activation des
nombreuses fibres sympathiques qui innervent le tissu adipeux favorisent cette lipolyse
|Bartness and Song, 2007]. L’¢élévation du flux portal d’AGNE qui en résulte entraine une
élévation de la production hépatique de glucose et une réduction de son dép6t musculaire et
adipocytaire ainsi que des altérations athérogene du métabolisme des lipides et des
lipoprotéines telles que la diminution de la dégradation de 1’apolipoprotéine B et I’élévation
de la production des lipoprotéines riches en triglycérides [Bonadonna, 1993].
2.3 - Les adipokines

En dehors de sa fonction de stockage le TAV produit de nombreuses adipokines. Ces
molécules jouent un role d’interface entre 1’obésité et les évenements moléculaires qui
conduisent a la RI, a I’inflammation, a la dyslipidémie, a 1’hypercoagulabilité et aux
anomalies endothéliales associées a 1’athérosclérose et au SM en général [Matsuzawa, 2006 ;
Van Gaal, 2006]. L’interaction entre adipocytes et macrophages influence fortement la
production des adipokines et les macrophages sont une source complémentaire de médiateurs
solubles qui contribue a perpétuer 1’inflammation locale et systémique [Tilg and Moschen,
2006].

2.4 - Les cytokines
2.4.1 - Laleptine

Le TA de I’obése produit des cytokines pro-inflammatoires : le TNFa, ’IL-1p et I'ILg
[Hotamisligil et al., 1995 ; Shoelson et al., 2006]. Le TNFa stimule la lipolyse, favorisant la
RI, I’hyperinsulinémie et 1’élévation de la pression systolique [Porter et al., 2002] Il module
¢galement la production d’autres adipokines. Il augmente ainsi la production d’IL-6, de
leptine, de resistine et diminue celle de I’adiponectine [Hutley and Prins, 2005]. La leptine
qui est le produit du gene obése (ob), muté dans la forme héréditaire murine d’obésité, a des
fonctions pléiotropes. Elle agit sur la régulation centrale de la balance énergétique, diminuant
la prise alimentaire et augmentant la consommation énergétique [Kadowaki, 2006] Elle
module la fonction du systéme immunitaire inné et acquis. Elle agit comme une cytokine pro-
inflammatoire favorisant la prolifération lymphocytaire T et la production de cytokines de
type THI. Elle a également un impact vasculaire, favorisant I’athérosclérose, 1’angiogenése et
le stress oxydatif. On constate son élévation dans de nombreuses pathologies inflammatoires
et elle contribue potentiellement au développement de 1’inflammation de bas grade et aux
anomalies vasculaires qui accompagnent le SM. A I’opposé I’adiponectine a une action
antidiabétique, antiathérogéne et pourrait limiter le développement du SM. Elle sensibilise
I’organisme a I’insuline, régule 1’homéostasie glucidique et lipidique et exerce une action
anti-inflammatoire et immunosuppressive sur le systtme immunitaire. Elle réduit notamment
la prolifération des lymphocytes B et T, la production de TNFa et d’IL-6 et induit la
production de molécules anti-inflammatoires comme I’'IL-10 et I’'TL-1RA. Chez les obéses on
constate des taux sanguins d’adiponectine trés diminués [Steppan and Lazar, 2002;
Tsatsanis et al., 2006].

2.4.2 - La résistine

La résistine a chez I’Homme, une action pro-inflammatoire. Elle se manifeste

notamment par 1’augmentation de 1’expression de molécules d’adhésion endothéliale (ICAM-



1), et de la production de cytokines inflammatoires (IL-1p, IL-6, IL-12, TNFa) [Bokarewa et
al., 2005 ; Yang et al., 2006].
2.4.3 - Le retinol binding protein-4 (RBP,)
Le RBP4(retinol binding protein-4) dont le taux sérique est augmenté chez les
individus obeses et dans le DT2, induit au travers de différents mécanismes une RI dans les
cellules musculaires et hépatiques [Yang et al., 2005].

2.4.4 - Autres adipokines
D’autres adipokines comme la visfatine, ’omentine, 1’apeline ou la vaspine, sont
potentiellement impliquées dans la physiopathologie du SM, mais leur role est moins
clairement établi. Le PAI-1 (Plasminogen-activator inhibitor 1) est une protéine régulatrice
de la cascade de la coagulation, notamment produite par le tissu adipeux [Shimomura et al.,
1996]. Sa production augmentée chez 1’obése favorise 1’état d’hypercoagulabilité,
prédisposant a 1’athérosclérose et augmentant le risque cardio-vasculaire.

3 - Réponse inflammatoire et syndrome métabolique

L’inflammation est un élément associé a I’obésité, a la RI et au Diabete de type 2. Les
patients qui combinent le plus grand nombre de caractéristiques du SM sont ceux qui ont les
taux sériques les plus élevés de protéines de la phase aigué de I’inflammation (CRP), I'acide
sialique, protéine amyloide A sérique, orosomucoide et cortisol. La production hépatique de
ces molécules est notamment induite par I’'IL-6 dont le taux sérique est également corrélé aux
différents critéeres du SM [Pickup, 1997 ; Hotamisligil, 2006]. L’intrication entre réponse
inflammatoire et métabolique trouve potentiellement son origine dans le fait que famine et
infections ont été¢ les deux principales forces de sélection dans I’évolution des especes.
L’intérét d’une réponse coordonnée permettant de mobiliser 1’énergie en faveur de 1’'une ou
I’autre des situations a pu conduire au développement de processus intriqués reposant sur des
voies de signalisation et des processus communs ou se chevauchant [Shi et al., 2006]. Une
preuve directe de ce chevauchement a récemment été apportée par la démonstration que des
AG alimentaires activent le récepteur de type Toll TLR4 a la surface des adipocytes et des
macrophages, favorisant un état de Rl [Ozcan et al., 2004].

4 - Les voies du stress cellulaire

L’accumulation d’AGNE dans les adipocytes viscéraux pourrait initier le processus
inflammatoire en induisant un état de stress cellulaire. L’obésité induit un stress du réticulum
endoplasmique (RE) dans le tissu hépatique adipeux et dans les macrophages qui I’infiltrent
[Furukawa et al., 2004]. En réponse a ce stress un mécanisme de défense s’appuyant sur les
molécules IRE-1(inositol-Requiring Enzyme) et PERK PKR-like endoplasmic-reticulum
kinase ) est mis en jeu qui va activer les voies de signalisation de 1’inflammation IKKB/NF-
kB et JNK. Ces voies sont également activées par un second mécanisme de stress cellulaire
qui repose sur la production de radicaux libres suite a 1’activation de la NADPH oxydase par
I’accumulation lipidique [Abderrahmani et al., 2002].Une action similaire pourrait enfin
résulter de I’accumulation intracellulaire de métabolites des AGNE tels que le diacylglycerol,



ou les céramides [Summers, 2006]. L’activation de ces voies accroit la production par le TA
d’adipokines pro-inflammatoires.

5 - Effet du stress sur le Réticulum Endoplasmique

La protéotoxicité cellulaire appelé aussi le stress du RE est la réponse de la cellule
vis-a-vis le stress par différents meécanismes protectives .L’Activation de la réponse du stress
du RE durant le Diabete a été montré par plusieurs études [Marchetti et al., 2007] et
I’incubation des cellules béta dans un milieu hyperglycémique expose la synthése accrue des
protéines chaperonnes caractéristiques de la réponse de stress du RE (comme Bip et Grp94 )
et ’hyperglycémie chronique induit ’activation de deux autres protéines impliqués dans la
réponse du stress du RE : : CHOP and GADD34 ,ces derniers promouvaient 1’apoptose dans
les cellules B [Elouil et al., 2007] le stress du RE est donc I’un des causes de 1’apoptose des
cellules béta au cours du D [ Ma and Hendershot, 2003].

6 - Les récepteurs membranaires

I1 existe parallelement une augmentation de 1’expression de facteurs de transcription,
de récepteurs membranaires, de molécules d’adhérence, de chimiokines (CCL2/MCP-1...) et
d’autres médiateurs (PAI-1, angiotensinogéne...) impliqués dans la physiopathologie du SM.
Sous I’action de CCL2/MCP-1, de nouveaux monocytes sont recrutés au sein du TA ou ils
sécrétent des cytokines et des chimiokines similaires a celles produites par les adipocytes ainsi
que d’autres molécules qui amplifient le développement de I’inflammation. La fixation des
AGNE sur le récepteur TLR4 contribue également a 1’activation des voies de 1’inflammation
[Oyadomari, 2003].

7 - Cytokines, AGNE, stress intracellulaire et Résistance a I’insuline

L’inflammation liée a I’exposition a des cytokines, comme le TNFa, aux AGNE ou a
des phénomenes de stress intracellulaire est une des sources du phénomeéne de RI observée
dans le SM. L’activation de JNK entraine la phosphorylation de la molécule IRS-1 (insulin
receptor substrate-1) sur des radicaux sérine ce qui inhibe la voie de signalisation de
I’insuline [Shi et al., 2006]. Le réle des macrophages recrutés au sein du TA semble essentiel
dans ce processus. En effet, dans des mode¢les murins, 1’inhibition ou ’amplification des
processus chimiotactiques qui conduisent a ce recrutement respectivement améliore ou réduit
la sensibilité a I’insuline sans qu’il y ait de réduction du poids corporel [Hirosumi et al.,
2002]. Il est important de noter que la RI peut également par elle-méme promouvoir
I’inflammation du fait de I’action potentiellement anti-inflammatoire de 1’insuline [Dandona
et al., 2002].L’inflammation qui est également intimement liée a la pathogénie de
I’athérosclérose [Hansson et al., 2006] parait donc a I’interface entre 1’obésité, le SM et ses
conséquences a savoir le DT2 et les pathologies cardiovasculaires.

111 -DESORDRE METABOLIQUE, STRESS ET INFLAMMATION

1 - Glycosylation non enzymatique

Les travaux trés récents de [Huang et al., 2010] ont montré qu’une glycosylation
particuliere (non enzymatique) intervient dans la pathogénie des complications du SM, du
diabéte et également du vieillissement. Sa participation aux mécanismes de I’amylose de la
P2M reste a établir [Miyata et al., 1993] La production d’oxydants est multifactorielle. Le



Systeme NADPH Oxydase/NOX joue un rdle déterminant dans la surproduction. Le stress
Oxydant a des actions toxiques, informatives et un role de sensor. Les fonctions
d’amplification jouent un réle clé dans I’athérogénese (> rdle toxique)

- Le systeme NADPH Oxydase / NOX est impliqué dans le syndrome métabolique.

2 - Stress oxydant et inflammation
Diverses études ont montré une corrélation directe entre le stress oxydant et
I’inflammation. La Figure 2 montre le nombre de désordres métaboliques en fonction de la
moyenne de Log (CRP) pour 2434 patients [Ventura Durant et al., 2007].cette étude montre
une trés forte corrélation entre la production de la protéine C réactive qui est un indicateur de
I’intensité de [’inflammation et le nombre de désordres métabolique induits par
I’inflammation.

Valewr movenne de log(CEHEFP

POLA, n= 2434

ombre de désordres metaboligues

Figure 2 : nombre de désordres métaboliques en fonction de la moyenne de la production
de la protéine C réactive. [ventura durant et al., 2007]

3 - Le stress nutritionnel
3.1 - Le stress oxydatif

Le stress du «combat pour la nourriture dans un environnement naturel hostile» de nos
ancétres s’est souvent généralisé et multiplié. L’impact de ce facteur « stress » est difficile a
¢valuer avec précision car d’une part, il est difficilement paramétrable et mesurable, et d’autre
part, il est éminemment variable et dépendant de la sensibilité de chaque individu.

L’ensemble des facteurs nutritionnels, environnementaux ou comportementaux, est
percu et intégré par le systéme nerveux central qui met en ceuvre des processus de régulation
complexes afin de maintenir I’individu en vie dans les meilleures conditions possibles.

Toutes les réactions métaboliques produisent des ROS comme ( O,. OH- ROO-
NO....) ,des enzymes anti-oxydants (SOD, glutathione) leurs maintiennent a bas niveau car



une surexpression des ROS pourrais endommager
protéines, ADN [Vincent et al., 2004].
Néanmoins, I’hyperglycémie chronique est directement li€e par la génération accrue des ROS
par différentes voies [Pop-Busui et al., 2006]:

» Déséquilibre de la balance redox

» activation des protéines kinase C

» Multiplication des produits avances de glycation (AGES)

» Surproduction des superoxydes par la mitochondrie

Des études sur des modeles animaux ont montré que le stress oxydatif a des effets
persistants sur les pathologies consécutives du diabéte (rétinopathies, neuropathies) ; mémes
apres la normalisation des concentrations du glucose. Le pancréas est I’un des plus sensibles
organes au stress oxydatif du faite qu’il exprime trés peu d’enzymes antioxydants [Robertson
et al., 2003].Le stress oxydatif semble donc, étre la clé déclenchant les complications du

diabéte.

les constituants cellulaires ( lipides

3.2 - Effet du Stress sur I’organisme

Les facteurs de stress aménent I’hypothalamus a activer la médulla surrénale par
I’intermédiaire d’influx nerveux sympathique et le cortex surrénal par I’intermédiaire de
signaux hormonaux.

3.3 - Effet du Stress sur la glande surrénale
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Figure 4 : réponse de I’organisme au stress sur le court et le long terme
[Elaine and Marieb, 1999]

- Réponse immédiate au stress : la médulla surrénale produit des réactions bréves au stress
en sécrétant des catécholamines (adrénaline et noradrénaline)

- Réponse prolongée : le cortex surrénal provoque des réactions prolongées en sécrétant des
hormones stéroides (les glucocorticoides).



Ces glucocorticoides qui dans les conditions physiologiques, influent sur le métabolisme de la
plus part des cellules de 1’organisme et contribuent a leur résistance aux facteurs de stress
[Elaine and Marieb, 1999].1ls permettent de s’adapter a I’intermittence de 1’apport
alimentaire en stabilisant la glycémie et en maintenant I’équilibre du volume sanguin.

Tout stress important qu’il soit causé par un traumatisme endogéne OU exogene ou méme
émotionnel, provoque une augmentation spectaculaire de la sécrétion des glucocorticoides
(cortisol et cortisone), ces derniers modifieront I’activité des geénes et 1'activation du systeme
autonome noradrénergique et du systéeme hypothalamo-hypophysaire surrénalien en réponse
au stress, mis en jeu l'induction de c-fos au niveau du noyau paraventriculaire hypothalamique
,notant que ce dernier (le c-fos) est 1'un des principaux proto-oncogeénes identifiés, des génes
transcrits pour produire des facteurs intervenant dans la transduction des signaux cellulaires et
il assure le lien entre le signal et la régulation de I'expression du génome en réponse du stress
[Ma and Morilak, 2004].

De plus ; I'activation de I'hypothalamus entraine la libération par I'hypophyse d'ADH,
de prolactine, de TSH, d'hormone de croissance, de béta endorphines et une diminution de la
sécrétion des hormones gonadotropes [Slominski et al., 2000].

Ces différents médiateurs ont la capacité d'influencer les réactions immunitaires ou
inflammatoires car d'importantes interconnexions existent entre la réaction endocrinienne et le
systeme immunitaire, en particulier les cytokines (IL-1, IL-2, IL-6, TNFa).

4 - Glycation des protéines

4.1 - La réaction de Maillard

Une conséquence importante de 1’exposition prolongée a 1’hyperglycémie (chronique) est la
glycation des protéines. Le mécanisme de glycation est basé sur la réaction de Maillard :
réaction non-enzymatique a processus sélectif entre les hydrates de carbone réduit et le
groupe alpha amine d’une Lysine ou du groupement guanidine de 1’Arginine. Des bases de
Schiff se forment ainsi et se transforment en produit d’Amadori [Takeuchi and Yamagishi,
2009]. Au fil du temps il se forme lentement et de fagon irréversible des produits terminaux
de glycation (AGEs) et c’est ainsi que la structure et la fonction des protéines glyquées
changent.

Une propriété critique des AGEs est leur capacité a activer la transduction des récepteurs de la
famille des immunoglobulines [Ramasamy et al, 2008] et interagissent avec les récepteurs
de I’inflammation.

4.2 - La Glucotoxicité

Les concentrations supra physiologiques chroniques du glucose sanguin créent un
déficit dans ’homéostasie glucidique, ce qui affecte un grand nombre d’organes et tissus :
(yeux, foie, muscle, TA, rein....). En effet I’utilisation accrue du glucose par ces cellules avec
autres facteurs provoquent leurs glucotoxicité, cette derniére est considérée par plusieurs
chercheurs comme étant la principale cause et I’une des premicres complications du diabete
[Reusch, 2003] ,de plus la glucotoxicité augmente la vitesse d’installation des stades avancés



du diabeéte en affectant la capacité sécrétoire des cellules béta pancréatiques ; ce cercle vicieux
mene a la fin a ’incapacité totale des cellules béta pour sécréter I’insuline [LeRoith, 2002].

5 - Données histologiques

Diverses donneées histologiques ont apporté de sérieux arguments pour une formation
intra-cytoplasmique et plus encore intra-lysosomiale des fibrilles amyloides AA [Shirahama
and Cohen, 1975]. Les rats en état de stress par immobilisation de 60 mn par jour pendant 10
jours montrent des altérations de leur état avec tachycardie, hypothermie transitoire et
élévation importante du taux de corticostérone [Chen and Herbert, 1995].

Une localisation quasi similaire avec mise en évidence de l'activation du systéme
autonome noradrénergique et du systéeme hypothalamo-hypophysaire surrénalien en réponse
au stress par l'induction de c-fos au niveau du noyau paraventriculaire hypothalamique et du
locus coeruleus, a été objectivé chez les rats Sprague-Dawley [Ma and Morilak, 2004],
Chez le rat, un stress par immobilisation dans des tubes de plexiglas mene a l'augmentation du
CRH, de I'ACTH, de la corticostérone par activation de lI'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien visualisée par une élévation de I'expression de I'ARNm du c-fos dans le cortex,
I'hippocampe, I'hypothalamus, le septum, I'amygdale et le tronc cérébral [Melia et al., 1994].
Un travail similaire sur le stress par immobilisation retrouve au bout de 10 jours une
diminution des réponses de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et des neurones
cathélolaminergiques du locus coeruleus [Lachuer et al., 1994].

Le stress est par conséquent l'une des causes de I'amylose observée dans le systéme nerveux
central.
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IV- LE PANCREAS

1 - Physiologie du pancréas

Le pancréas est une glande annexe du tube digestif. Son réle est de maintenir

I’homéostasie glucidique. C’est donc ['un
des organes clé du métabolisme.

On lui distingue une téte, un corps et une
queue. D’aspect lobul¢, il possede deux
canaux excréteurs : le principal est le canal
de Wirsung qui s’abouche avec le
cholédoque soit directement, soit par
I’intermédiaire de ’ampoule de Vater, dans
le duodénum, libérant dans la lumiére
intestinale ou dans la circulation sanguine
ses productions enzymatiques et
hormonales. Il joue un réle central dans la
digestion des aliments, puis dans la
transformation et le stockage des nutriments
issus de la digestion, et enfin dans
I'utilisation de ces nutriments. Son action se
fait selon les voies exocrine et endocrine
[Elaine and Marieb, 1999].

2 - Embryologie du pancréas

2.1 - Premiére transition
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/’ Canal du choledoque
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/
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,
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\ \ 1 Queue du pancreas
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Tete du pancreas
Figure 5 : le pancreéas glande annexe du
tube digestif [Elaine and Marieb, 1999]

Chez les muridés, I’ontogenése du pancréas est caractérisée par deux transitions. La
premiere transition (E9.5 chez la souris): évagination dorsale et ventrale de I’endoderme du
«foregut». Un pool de progéniteurs (cellules multipotentes) sous 1’influences de FGF10
sécrété par le mésenchyme en porteur [Bhushan et al., 2001 ; Hart et al., 2003], conduit a la
formation d’un réseau épithélial branchique du pancréas.

2.2 - Deuxiéme transition

La deuxieme transition (E13 chez la souris):est la transition majeure [Pictet et al,
1972] fusion des deux lobes du pancréas .Les cellules se différencient en tissu exocrine et
endocrine (cellules endocrines : cellules B, o, 6, PP, et & ghréline). Les cellules endocrines
délaminées et se rassemblent pour former I’organe endocrine. Celles-Ci continuent a se
différencier mais ne deviennent completement fonctionnelles que proche apres la naissance.
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Figure 6 : la différentiation du pancréas exocrine et endocrine
[Andreia et al., 2008].

3 - Histologie fonctionnelle du pancréas

3. 1- Le Pancréas exocrine

Le réle principal du pancréas exocrine est d'assurer la digestion des aliments grace aux
sécrétions abondantes de suc pancréatique produit par des tubulo-acini et excrété au niveau du
duodénum proximal. Le suc pancréatique contient des enzymes (sécrétions acineuses), de

I'eau et des bicarbonates (sécrétions tubulaires) [Catala et al., 2007

3.2 - Le Pancréas endocrine

3. 2.1 - La fonction du pancréas endocrine

La fonction endocrine du pancréas est assurée principalement par les cellules B des ilots
de Langerhans dispersés au sein du parenchyme pancréatique exocrine. Le pancréas endocrine
permet le stockage et la transformation des nutriments absorbés en vue d'une utilisation
ultérieure comme source d'énergie. Cette action complexe permet de maintenir une glycémie

plus ou moins constante, méme en période de jelne.
3.2 .2 - Leslots de Langerhans

Du point de vue microscopique leurs nombres se situent entre 102 & 10°flots, soit 1 & 2 %
du volume total pancréatique. Les ilots sont nettement plus nombreux dans la queue que dans
le corps ou la téte du pancréas. Chaque ilot se compose d’un amas de cellules épithéliales.
L'ensemble des Tlots représente plus de 90% du pancréas endocrine. Les autres cellules
endocrines sont isolées et éparpillées dans le parenchyme exocrine. L'flot comporte des

capillaires, des fibres nerveuses et des cellules non endocrines peu caractérisées.
3. 3 - Les cellules endocrines du pancréas
3.3.1 - Les principales cellules, peptides et hormones

Ce sont des cellules disposées en amas au sein du parenchyme exocrine. Selon le
caractére cytologique de chaque type on distingue quatre principales cellules : [Cellules: A (ou

a) a Glucagon ; B (ou B) a insuline ; PP a polypeptide P et D a somatostatine].

En outre, selon 1’espéce de 1’animal et 1’état du développement du pancréas ; il est possible de
retrouver d’autres peptides et hormones dans le tissu pancréatique; il s’agit de :(CART, CCK,



Ghreline, IAPP,PYY et TRH [ De Vroede et al., 1992 ; Bottcher et al., 1993 ; Shimizu et
al., 1998 ; Jensen et al., 1999 ; Prado et al., 2004 ; Wierup et al., 2004 ; Heller et al.,
2005]. Ces cellules endocrines ont des fonctions adaptées au controle de la digestion et au
contrdle des phénoménes métaboliques qui font suite a la digestion.
3.3.2- Les cellules a glucagon

Le glucagon est un polypeptide de 29 acides aminés appartenant a la famille des
sécrétines (il présente des analogies structurales avec VIP et GIP).
Sa biosynthese est assurée par le géne du glucagon qui est exprimé dans les cellules a du
pancréas et certaines cellules de la paroi digestive (cellules L).

ADN 5 | GRPP | Glucagon GLF 1 GLP 2

Epissage I’ARN

Pro-glucagon
(dans des granules) N— GRPP | Glucagon GLP 1 GLP2 —C

Clvage
Difféerentiel
I =

Figure 7 : localisation du géene et biosynthese du
glucagon [Borel, 1983].

La transcription du géne est stimulée par un mécanisme encore mal connu, déclenchée par une
baisse de glycémie. Le pré-pro-glucagon qui posséde des sites de clivage précis (chacun étant
encadré par 2 acides aminés basiques).Des enzymes de type trypsine séparent les divers
peptides. Le pré -pro-glucagon stockés dans des vesicules sécrétoires et ne sera clivé en
peptides actifs qu’au moment de stimulation (voir le schéma ci-dessus)

—20 Leader 1 30/33 61/6469/7278 108/111 123/126  158/160
Pré-pro-glucagon  NH, GRPP  Glucagon 1P1 | NGEEEENN P2 NGEESZIN cooH
1 69 78 107 126 158
Glicentine INGEEN [ ez |
33 69
Oxyntomoduline

1 30 33 61 72 158
GRPP  Glucagon e wee ]

_ Mécanisme de formation du GLP-1 (glucagon like peptide-1). La molécule de pré-pro-glucagon est
exprimée dans les cellules L de I'intestin et les cellules ¢ du pancréas endocrine. Des mécanismes de clivage
protéolytique différentiels conduisent, dans les deux types cellulaires, a la production de peptides dont I"acti-
vité biologique est différente. Dans les cellules intestinales, le pro-glucagon est clivé pour produire la glicentine
et I"'oxyntomoduline, dont les rbles physiologiques, aux concentrations circulantes normalement observées, ne
sont pas encore identifiés. Le GLP-1, qui peut &tre sous forme amidée (appelé GLP-1(7-37) ou GLP-1(7-
36)amide), et le GLP-2 sont les deux principaux peptides biologiquement actifs. Dans les cellules o du pancréas,
le GLP-1 et GLP-2 ne sont pas produits, ou seulement en quantités relativement trés faibles, le glucagon étant
alors le peptide biologique actif le plus abondant. GRPP: glicentin related polypeptide; MPF: major proglucagon
derived peptide; IP2: intervening peptide 2; GLP-1 et -2: glucagon like peptide-1 et —2.

Figure 8: analogues du glucagon [Thoren, 2001].



3.3.3- Lescellules a insuline
3.3.3.1- I’insuline

L’insuline est a la fois une hormone et un facteur de croissance ubiquitaire qui régule
la prolifération cellulaire, 1’expression des génes, la synthése des protéines et la survie
cellulaire dans la plupart des tissus des mammiféres. Des études récentes indiquent que
I’insuline joue un role important aussi dans la régulation de la croissance et de la fonction des
cellules béta des Tlots pancréatiques [Ghuawang, 2008].

3.3.3.2 - Structure de I’insuline

L’insuline humaine comporte 2 chaines polypeptidiques A, B reliées par deux ponts
disulfure( Figure 9) Par cristallographie dans 1’espace, 1’insuline posséde une structure
compacte dans laquelle ’essentiel des 2 chaines qui est relativement apolaire forme une zone
centrale globulaire entourée par les extrémités N- et -C terminales de la chaine B .Cette
molécule a la propriété de s’associer a elle-méme formant des diméres, triméres, tétrameres et
méme des hexameres surtout en présence des ions Zn+. Les formes polymeéres résistent
mieux a la dégradation par les protéinases et ont une action plus prolongée. Leur fixation sur
les récepteurs a insuline module 1’action de I’hormone.

3.3.3.3 - Biosynthese

Le géne de I’insuline est situé sur le brin court du chromosome 11. L’insuline (Figure
9) est synthétisée sous forme de pré-pro insuline (Figure 10), maturée dans le REG, puis
stockée dans des vésicules appelées granules. Ceux-ci s’amoncélent a proximité de la
membrane plasmique, formant une réserve d’insuline préte a étre relacher par exocytose lors de
la stimulation. Le clivage de la pré-pro-insuline en pro-insuline se fait par une protéinase a
type trypsine, faisant site au résidu 30 (entre deux résidus d’arginine) et liaison peptide au
niveau du résidu 65 entre lys—arg. Une seconde peptidase enléve les résidus d’arginine qui
subsistent aux extrémités N-terminal de peptide.
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Figure 9a : structure de I’insuline Figure 9b : biosynthése de I’insuline
(Borel ,1983) (Borel ,1983)

3.3.3.4 - Sécrétion de I'insuline
La sécrétion de D’insuline et du polypeptide C par les granules sécrétoires est
schématisée dans la Figure 11. Différentes voies de signalisation conduisant a la sécrétion



d’insuline. La mieux caractérisée est la voie liée aux canaux potassiques ATP-dépendants
(canaux K" ATP) ; Le glucose entre dans la cellule B a travers les canaux GLUT pour étre
ensuite métabolisé par la glycolyse et la respiration, le rapport élevé ATP/ADP engendre la
fermeture des canaux K™ ATP localisés sur la membrane plasmique et par conséquent la
dépolarisation de ces derniers. Cette dépolarisation ouvre les canaux calciques dépendant du
voltage VDCC, provoquant le flux net d’ions Ca** dans le cytosol et déclenchant I’exocytose ;
notons que la sécrétion d’une molécule d’insuline est couplée a la sécrétion d’une molécule de
peptide C dont le role est méconnu. En clinique, la quantification moléculaire de ce peptide
est une quantification indirecte de la sécrétion d’insuline [Polonsky, 1995].

Figure 11: mécanisme d’exocytose et de la sécrétion d’insuline par les cellules 8

1) le pore, constitué par la protéine kir 6.2 se ferme sous I'effet direct d' ATP

2) la sous-unité régulatrice, constitue par la protéine surl (sulfonylurea receptorl) ouvre le pore
en présence d'ADP. La fermeture du canal, entraine une dépolarisation de la membrane
plasmique responsable de I’augmentation du Calcium libre intracellulaire. La vésicule sécrétoire
se fixe a la synaptotagmine 9 dont les domaines c2a et c2b se lient & la membrane plasmique,
phénomene qui est a ['origine de l'ouverture du pore et fusion des vésicules sécrétoires contenant

I'insuline.

3.3.4- Régulation de la sécrétion de I’insuline

3.3.4.1 - Le Glucagon

La biosyntheése de I’insuline est activée ou inhibée selon la variation de quantité des
granules de sécrétion dans les cellules PB. Plusieurs facteurs interviennent pour réguler la
synthése et la sécrétion. Le glucagon agit par action paracrine. Lorsqu’il se lie a son récepteur



cible, il active ’AMPc et provoque une entrée accrue des ions calcium (2”0| messager),
activant ainsi le systéme contractile qui permet 1’expulsion des granulations sécrétoires vers le
sang.
3.3.4.2 - L’Adrénaline
Lorsqu’elle agit sur les récepteurs P elle active la formation d’AMP, et la sécrétion
d’insuline. Quand elle agit sur les récepteurs o I’adrénaline inhibe la formation d’AMP; et la
sécrétion d’insuline. Si les deux types de récepteurs sont stimulés simultanément 1’effet
inhibiteur prédomine.
3.3.4.3 - Le glucose
Lorsque la concentration du glucose dépasse 8 m Mol, on assiste a une dépolarisation
de la membrane des cellules B ; cette dépolarisation est de méme nature qu’un influx nerveux
(fermeture des pompes K*, diminution de I’entrée des ions K*, libération intracellulaire du
Ca™", activation du systéme contractile, et activation de la sécrétion d’insuline).

3.3.4.4 - La Somatostatine
La somatostatine inhibe la sécrétion de glucagon et de I’insuline.

3.3.4.5 - Le Systéeme Nerveux

Les fibres nerveuses étendues de ganglions extrinséques, activées par la fibre pré
ganglionnaire vague décharge ’acétyle choline dans I’ilot ce qui va induire la libération de
d’insuline par les cellules B suite a la stimulation des récepteurs muscariniques. La sécrétion
d’insuline par les neurotransmetteurs parasympathiques est équilibrée par 1’inhibition due aux
neurotransmetteurs sympathiques. Le traitement exogéne par 1’acétylcholine ou d’autre
agoniste muscariniques stimule la sécrétion de 1’insuline, de glucagon, de somatostatine, et de
polypeptide pancréatique [Borel, 1983].

3.3.5 - Les Récepteurs de I’insuline

Le récepteur de l'insuline est une glycoprotéine ; le précurseur est clivé par des
protéinases en deux sous unités (o et B) a activité protéine kinase. Chaque chaine est
synthétisée sous la forme d'un précurseur de 1382 acides aminés. Celui-ci est ensuite
glycosyle puis clivé dans lI'appareil de Golgi pour former une chaine alpha (acides aminés 28
a 758) uniquement extracellulaire, et une chaine béta (acides aminés 763-1382) intracellulaire,
transmembranaire et extracellulaire, unies par des ponts disulfures. La partie glucidique de la
glycoprotéine joue un role majeur dans la fixation de 1’insuline (Figure 12).
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Figure 12: schéma de la structure du récepteur de I'insuline
[Borel, 1983].



La partie extra cellulaire du récepteur comporte 6 domaines différents (Figure 13) ; la Figure
14 met en évidence les deux sites de liaison de I'insuline sur son récepteur. Les acides aminés
des sites de liaison sont affiches en spheres. Le domaine FNIII-1 est en vert, le domaine L1 en
bleu. Ces domaines appartiennent chacun a un monomere différent du récepteur. L'insuline
viendrait se fixer en "sandwich" entre ces deux domaines.

CcYs647

Monomere 1 Monomere 2

BIOUEH SHCaaRicationicesIcEiiy Figure 14: Site de liaison de Pinsuline au
monomeéres du récepteur de ’insuline récepteur  [Borel, 1999]

[Borel, 1999 ]

3.3.6 - Mécanisme d’action de ’insuline

Le récepteur insulinique n’est pas couplé avec une protéine G, il mobilise plusieurs

seconds messagers, un ensemble de molécules possédant des domaines SH2.

Un regroupement des recepteurs dans une zone cellulaire délimitée faisant suite a un
changement de conformation des sous-unités a. Ce changement provoque 1’activation des sous-
unités B capables de se phosphoryler mutuellement au niveau des résidus tyrosine. Ceci dégage
les sites de fixation de I’ATP et des plusieurs substrats, permettant ainsi la phosphorylation de
plusieurs protéines cytoplasmiques (selon la cellule cible et les effets médiés ) dont les quatres
molécules IRS (Insulin Receptor substrate) et I’enzyme Shc.

3.3.7 - Action de P’insuline sur les tissus périphériques
3.3.7.1 - Métabolisme glucidique
Elle se manifeste par

» une diminue le taux du glucose dans le sang

» une Inhibition de la dégradation du glycogéne

» une stimulation de la glycogenése dans le foie et le muscle et provoque sa mise
en réserve

» il active la destruction du glucose (glycolyse) et I’oxydation du glucose (voie
des pentoses phosphates)

» il inhibe la sortie du glucose du foie et le fait entrer dans le muscle

> il stimule le co-transport glucose et du Na*; I’excés des ions Na* est ensuite
rejeté par la pompe Na*" K.



3.3.7.2 - Métabolisme lipidique
L’insuline
» stimule ’entrée du glucose dans I’adipocyte et sa transformation en tri-acyl
glycerol.
» stimule la pénétration des AG a partir des lipoprotéines dans les adipocytes et
leur incorporation.
» inhibe la dégradation des lipides.

3.3.7.3 - Métabolisme protéique
L’insuline
Diminue la néoglucogenese.
Agit sur le métabolisme des substances azotées.
Fait entrer les AA du plasma aux cellules.
Active la synthese des protéines.
Inhibe les enzymes protéolytiques.

VVVVY

3.4 - Cellule C pancréatiques

3.4.1 - Le polypeptide pancréatique
Les cellules C pancréatiques sécrétent le polypeptide pancréatique (PP), un polypeptide
appartenant a la famille des peptides de régulation. Sa séquence comprend 36 acides aminés
en chaine rectiligne et il n’est apparenté a aucun autre peptide connu.
Les cellules produisant le PP représentent le quatrieme type de cellules endocrines
pancréatiques. Elles sont principalement situées a la périphérie des flots de Langerhans,
essentiellement au niveau de la téte du pancreas.

3.4.2 - Mode d’action du polypeptide P
Il n’est pas possible d’assigner actuellement au polypeptide pancréatique un role exact dans la
régulation endocrine de la sécrétion pancréatique pendant la digestion. Le réle le plus
vraisemblable du PP semble étre un mécanisme d’inhibition de la sécrétion pancréatique
exocrine stimulée par la trypsine et la bilirubine.
En outre, le polypeptide pancréatique posséde deux autres roles accessoires:
- il augmente la motricité intestinale
- Il diminue, notamment chez I’ Homme, la tension artérielle.

3.4.3 - Les récepteurs du polypeptide pancréatique

Chez le rat, on a détecté deux types de récepteurs : un récepteur Y, présent dans les
cellules de I’intestin, du pancréas et de la prostate. Son ARNm a été détecté au niveau du
cerveau, de I’artére coronaire et des trans-périphériques. In vitro, on a mis en évidence le role
du PP lié¢ a I’Y4 dans ’inhibition de la vasoconstriction artérielle neurogénique. Le récepteur Y4
aurait donc un réle potentiel dans la régulation de la pression artérielle.
Un autre récepteur présent sur la membrane des cellules hépatiques. Il aurait une

affinite pour le PP, plus forte chez le porc que chez le canard, ce qui implique des
caractéristiques de liaison différentes selon les especes animales.
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Figure 15: Action des cellules C a polypeptide pancréatique
(Pendant la vie feetale et a l’dge adulte) [Ahren, 2000].

4 - La régulation nerveuse du pancréas endocrine
4.1 - Mécanisme général de la régulation nerveuse
Comme les cellules acineuses, le pancréas endocrine est modulé par les nerfs, les
fibres nerveuses étendues des ganglions intrinséques activés par les fibres pré-ganglionnaires
du nerf vague.
La stimulation de la sécrétion de ’insuline par un traitement exogeéne par 1’Acétyle

choline ou d’autres agonistes muscariniques stimule la sécrétion d’insuline, de glucagon, de
STT et du PP [Ahren, 2000].

4.2. Les cellules a Somatostatine (cellules D)
4.2.1 - Description et localisation
Les somatostatines, sont des polypeptides de longueurs différentes et qui portent la méme
séquence active (somatostatine 14 et Somatostatine 28) elles sont sécrétées par 1’hypothalamus,
le pancréas, certains neurones et certaines cellules endocrines de I’intestin.
4.2.2 - Biosynthese
La Pré-pro somatostatine (116 résidus) induit une séquence signale trés rapidement
clivée en pro somatostatine (92 résidus) qui s’accumule dans les granules entrainant la
sécrétion et le clivage en STT 28 puis STT 14. Le SN produit de la somatostatine STT 28 (un
médiateur nerveux) alors que La somatostatine STT 14 est la forme hormonale prédominante
dans toutes les cellules ; elle est sécrétée par les cellules D des flots de Langerhans, cellules D
de I’estomac, glandes salivaires, cellules thyroidiennes et tubules rénaux.
4.2.3 - Régulation
La synthese et la sécrétion dans 1’hypothalamus et 1’adénohypophyse sont régulées par
SN, tandis qu’au niveau pancréatique les cellules D sont stimulées par 1’augmentation de la
concentration plasmatique du [GLU] et d’ [AA libres], par la sécrétion du glucagon et par la
fixation du VIP, Gastrine, Sécrétine sur leurs récepteurs.



4.2.4 - action de la somatostatine

la STT14 a plusieurs actions : Paracrine, Autocrine, Endocrine et Lumione (1’intestin) ,
sa Demi-vie est 2 mn dans le sang pour cela elle agit peu par la voie sanguine.
La somatostatine réduit la perméabilité pour les ions Ca™ par conséquent elle inhibe les
activités cellulaires dépendante de 1’ion Ca*™" (2éme messager).
Elle s’oppose a toutes les stimulations capables de provoquer la sécrétion (de TRH et de la
Prolactine. Au niveau de 1’axe hypothalamo-hypophysaire ) ;(de I’insuline, du glucagon et de
sa propre sécrétion Au niveau de 1’ilot de Langerhans ) et (De plusieurs hormones :Gastrine,
pancréozyme , VIP ,Glucagon intestinal Au niveau de Tube Digestif ) .Sa circulation se fait par
voisinage [Ahren, 2000].

5 - Rythmicité des prises alimentaires
5.1 - Caractere discontinu de la prise alimentaire

Le comportement alimentaire se caractérise par des épisodes discontinus de la prise
alimentaire, en fait, une variation circadienne de prise alimentaire se fait pendant la période
active, soit le jour pour les especes diurnes (I'étre humain et P.obesus) et une période de
jedne, qui correspond a la phase de repos. Ce caractére discontinu de la prise alimentaire,
s’opposant a 1’utilisation continue de substrats énergétiques par les cellules, implique une
orientation différente des flux énergétiques (stockage ou libération de substrats énergétiques a
partir des réserves) pendant ces deux phases. Les centres hypothalamiques sous I’influence
des hormones cerveau-intestin et des neurotransmetteurs cérébraux contrélent la prise
alimentaire. On distingue principalement deux centres régulateurs:

» centre de faim : actif en permanence.

> centre de satiété : bloque la prise de la nourriture en inhibant le précédent.

5.2 — Les théories de la régulation
Il existe deux grandes théories de la regulation alimentaire [Kennedy, 1962].
La Théorie glucostatique : ¢’est I’utilisation du glucose par les centres hypothalamiques qui
interviennent :
» quand la glycémie diminue le centre de satiété est inhibé et le centre de la
faim est dominant.
» quand I’utilisation du glucose augmente le centre de la satiété inhibe le
centre de la faim.
La Théorie lipostatique : un signal vers le cerveau provenant du stock de graisse module le
comportement alimentaire pour que le corps se maintienne a un poids constant. Si les stocks
augmentent la consommation diminue, dans le cas contraire elle augmente. Ces deux théories
d’utilisation d’énergie restent valides a nos jours et 1’obésité viendrait d’une perturbation de
ce schéma [Elaine and Marieb, 1999].

5.3 — Role de ’hypothalamus dans la régulation de la prise alimentaire
Des expériences réalises dans les années 1940 ont montré que des stimulations électriques ou

des lésions de régions spécifiques de I'nypothalamus modifiaient la prise alimentaire. Les
travaux de ces derniéres années ont mis en évidence des populations neuronales exprimant des



neurotransmetteurs spécifiques qui medient les effets sur la prise alimentaire et la dépense
énergétique et sont régulés par des signaux spécifiques de I'état nutritionnel. La figure 15
donne un schéma des principales voies de régulation de la satiété et de la faim au niveau
hypothalamique.

. Voies orexigénes
. — Voies anorexigénes

hypothalamique [Drucker et Nauck, 2006]

6 - Principaux facteurs et hormones regulateurs de la prise alimentaire

6.1 - La cholécystokinine (CCK)

Ce peptide est sécrété par certains entérocytes dans la circulation en réponse a 1’arrivée
de lipides et de protéines dans la lumiere intestinale.ll a un effet satiétique [Liebling et al.,
1975].

6.2 - L’insuline

La sécrétion d’insuline pendant la période post prandiale est stimulée par 1’arrivée de
glucose dans la circulation porte. L’effet de I’insuline sur la prise alimentaire dépend de la
dose et de la voie d’administration. L’insuline injectée dans la veine porte hépatique n’affecte
pas la prise alimentaire, mais lorsqu’elle est injectée en intra cérébro-ventriculaire, elle la
diminue [Woods and Porte, 1983].

En outre, les taux d'insuline circulant sont proportionnels a la masse du tissu adipeux
blanc ; I'administration intra cérébrale d'insuline induit hypophagie et perte de poids.
Toutefois la demi-vie de I'insuline est courte et la sécrétion d'insuline s'ajuste trés rapidement
aux changements métaboliques. Elle apparait ainsi comme un signal reflétant l'interaction
entre les processus métaboliques immeédiats et le niveau d'adiposité.



6.3-LePYY 3-36

Sécrété par le tube digestif proportionnellement au contenu énergétique du repas, il
inhibe la prise alimentaire probablement par action au niveau des récepteurs Y,R du noyau
arqué [Unniappan and Kieffer, 2008].

6.4 - Les nutriments oxydés

Le métabolisme des substrats énergétiques génére des signaux qui permettent au
cerveau de contrOler la prise alimentaire. La diminution de l'utilisation du glucose, de
I'oxydation des acides gras ou du contenu intra-hépatique de I'ATP augmentent la prise
alimentaire [Haidari et al., 2002 ; Zoltowska et al., 2003].

6.5 - La leptine

6.5.1 - Marqueur de variation des stocks énergétiques
Les taux circulants de la leptine reflétent la totalité de la masse adipeuse, la leptine est

sensible a ’apport alimentaire, elle diminue lors du jelne et s’¢léve apres le repas. Cette
élévation postprandiale, est tardive, elle commence 4 a 5 heures aprés la prise alimentaire, elle
est proportionnelle a la quantité d’insuline sécrétée. L'activité physique diminue également la
leptine circulante. Ainsi la leptine est un marqueur de variation des stocks énergétiques, et son
r6le apparait notamment tres important dans les situations de carence énergétique.
La leptine inhibe la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique (Figure 16) par son
interaction avec ses récepteurs spécifiques de I'hypothalamus. Elle active les voies
anorexigenes (POMC) et inhibe les voies orexigénes (NPY/AGRP)[Ahima and Antwi,
2008].

6.5.2 — mise en évidence de la leptine

La leptine a été découverte dans le TA blanc [Zhang et al., 1994]. Plus tard on a

remarqué qu'elle était sécrétée par d’autres tissus ; il s’agit surtout des tissus intestinaux
(mugueuse gastrique) qui en sécrétent une grande quantité [Masuzaki et al., 1995;
Cammisotto et al., 2005] . Bien qu’il s’agit de la méme hormone, il existe des différences
entre les deux types d’hormones. Alors que le TA sécréte la leptine selon une voie
constitutive lente, la muqueuse gastrique permet une régulation exocrine selon une voie rapide
dans le suc gastrique.
La leptinémie chez des sujets sains est de 5-15 ng/ml (sous forme libre ou liée a des protéines
porteuses [Considine et al., 2005] elle suit un cycle nycthémeral indépendant de la prise de
nourriture et I’injection de I’insuline chez ces sujets n’avait pas d’effet sur le taux circulatoire
de la leptine.

6.5.3 - Structure de la leptine
La leptine est une protéine de 146 AA ,de 16 kDa elle appartient a la famille des
cytokines hélicoidales, formée de quatre hélices antiparalleles et présente un pont disulfure
entre le C-terminal et une boucle.
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Figure 18: Structure des récepteurs de

Figure 17: Structure de la leptine ] )
la leptine [Cammisotto et al., 2010].

[Cammisotto et al., 2010].

6.5.4 - Synthése et sécrétion de la leptine
6.5.4.1 - La leptine adipocytaire

Le TA sécréte d’une maniere lente et constitutive, une quantité basale de la leptine in
vitro sans aucune stimulation dans les concentrations physiologiques de  substrats
énergétiques [Cammisotto et al., 2010].

In vivo plusieurs facteurs contrélent la synthese et la sécrétion de la leptine :

» il s’agit des agents stimulateurs : augmentation de la taille des adipocytes, la prise de
nourriture, 1’insuline, les AA, le glucose, les glucorticoides, les estrogenes et les
cytokines inflammatoires, le contenu de la leptine intracellulaire et sa sécrétion
augmente par conséquent d'une maniére significative [Cammisotto et al., 2006].

» et des agents inhibiteurs : le jetne, les agonistes de B adrénergique, les AMPg, les
agents lipolytiques, les hormones thyroidiens, les androgénes, le Ca™, les AG, et
oMSH.

6.5.4.2 - La leptine gastrique

La muqueuse gastrique contient des cellules sécrétrices de la leptine exocrines et
endocrines [Bado et al., 1998] ceci est démontré dans I’homogénat humain et murin [Cinti et
al., 2000]. Dans la muqueuse gastrique la leptine a sécrétion exocrine Co-localise avec la
pepsinogéne et la lipase dans les granules des cellules principales, elle sera sécrétée avec eux
dans la lumiére gastrique [Cinti et al., 2000 ; Sobhani et al., 2000]. Quant aux cellules
endocrines peu nombreuses, elles ne produisent pas de pepsinogéne et n’atteint pas la lumicre
gastrique, ces cellules sont éparpillées et se trouvent a coté des capillaire sanguins et ont une
voie de sécrétion endocrine classique [Emilsson et al., 1997; Cinti et al., 2000].

6.5.5 - Le récepteurs de la leptine

Plusieurs isoformes sont identifiées ; synthétisées a partir d’'un ARN, spécifique apres
épissage alternatif ou protéolyse des récepteurs existants. Tous ces récepteurs ont le méme



domaine extracellulaire constitué de deux domaines CHR, un IgG-like domaine et deux
domaines FN3 (Figure 18). La partie cytoplasmique varie en longueur et en séquences OB-
Rb a 3 domaines intracellulaire (Boxes 1-3) avec des résidus tyrosine qui semblent
phosphorylés. L’isoforme court (OB-Ra-c-d-f) possede un seul domaine Box, ce qui limite
son capacité de signalisation. Il existe également un isoforme soluble (OB-Re ou OBRS)
dépourvu de domaines intracellulaires et transmembranaires [Cammisotto et al., 2010].

6.5.6 - Effets de la leptine dans le métabolisme

Depuis les 15 d’années précédentes, les recherches ont commencé a s’intéresser au
lien qu’il pourrait y avoir entre la leptine, 1’obésité et la nutrition, en se penchant plus
particuliérement sur son mécanisme d’action sur le SNC. Récemment on a découvert que la
leptine agissait de facon directe sur la physiologie du tractus digestif chez plusieurs espéces
(chien ; lapin et souris..) ainsi que sur le développement de 1’obésité et de 1’élévation de la
pression artérielle.

En outre, plusieurs organes et tissus présentent des récepteurs fonctionnels de cette hormone
entre autres ’intestin, le foie et le pancréas [Emilsson et al., 1997].

6.5.7 - Effets de la leptine sur le foie

L’effet de la liaison de la leptine et son récepteur hépatocytaire tend a diminuer le taux
des récepteurs a insuline et sa liaison aux récepteurs en inhibant la synthése d’AG [Fukuda
and Hindsgaul, 1994] .De plus, I’activation de la STAT3 par la leptine, diminue la
gluconéogenese et augmente le stockage du glycogeéne en affectant I’homéostasie du glucose
[Aiston and Agius, 1999 ; Inoue et al., 2004].

6.5.8 - Effets de la leptine sur le pancréas

la leptine diminue la sécrétion d’insuline de facon directe en se liant sur son récepteurs
membranaire des cellules  [Emilsson et al., 1997] et par voie indirecte par stimulation de
I’activité du SN [Kieffer and Habener, 2000]. Pareillement, la leptine diminue la sécrétion
enzymatiques du pancréas exocrine induite par la prise de nourriture [Jaworek et al., 2003]
d’ou son effet anorexique.

6.5.9 - Réle de la leptine dans la régulation du poids corporel

La leptine sécrétée par le TA et la muqueuse gastrique comme expliqué dans le schéma
ci-dessus( figurel9), circule dans le sang a des concentrations proportionnelles aux quantités
de la masse grasse ; agit sur I’hypothalamus en inhibant la prise alimentaire et en diminuant la
dépense énergétique par stimulation de I’activit¢é du SN sympathique.En outre, elle module
d’autres fonctions par action directe périphérique dans différents tissus ou via le SN
autonome.
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La figure 18 montre La synthése suivi par la formation des complexes Leptine-Récepteur sécrétées par les
cellules principales, le complexe sera véhiculé dans la lumiere intestinale (pdle apical des entérocytes ol
serait internalisé via des récepteurs médiante son endocytose ;la leptine est transportée vers [’appareil de
Golgi, des nouveaux complexes leptine-récepteur sont néoformée et seraient sécrété dans le coté basolatéral
et atteint la circulation sanguine, en paralléle les adipocytes sécrétent des complexes leptine-récepteur
solubles. Les deux leptines gastrique/adipocytaire liées a leurs récepteurs solubles atteignent la circulation
sanguines et arrivent dans le SNC

6.6 - L’adiponectine
6.6.1 - Structure

Identifiée par plusieurs équipes, I’adiponectine est connue sous différents noms en
relation avec sa structure ou ses propriétés. Elle est appelée :
ACRP30 ou adipoQ chez la souris (247 AA) et GBP28 ou APM1 chez I’homme (244 AA).
Cette protéine est composée d’un peptide signal destiné a étre clivé, d’un domaine N-terminal
de type collagéne et d’un domaine C-terminal globulaire, avec une structure en triple hélice.
Son domaine globulaire présente des homologies de structure avec certaines formes de
collageéne et avec la fraction Clq du complément et les cytokines de la famille du TNFa
impliquées dans I’inflammation et le systéme immunitaire. Comme toutes les protéines
possédant un domaine collagéne, la protéine native s’assemble pour former des trimeres qui
s’associent ensuite entre eux via la formation de ponts disulfures pour former des hexameres et
des complexes de haut poids moléculaire pouvant compter jusqu’a six trimeres. (Figure 21).
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Figure 21 : structure de I’adiponectine,
A : structure primaire, B : formes circulantes [Kim et al., 2006].

La concentration plasmatique de 1’adiponectine présente un dimorphisme sexuel ; elle
est plus élevée chez les femmes que chez les hommes [Combs et al., 2001 ; Nishizaw et al.,
2002]. L’adiponectine est abondamment produite par le TA blanc. Ses concentrations
circulantes représentent 0.01 % des protéines plasmatiques totales. Le niveau d’expression
des ARNm est toutefois différent selon la topographie du tissu étudié puisqu’il est 30 % plus
faible dans le TAV que dans le TA sous-cutané abdominal, que les sujets soient minces ou
obeses [Lihn et al., 2004].

Le géne de I’adiponectine est situé sur le bras long du chromosome 3 (région 3q27),
une région fortement liée a la RI, a I’obésité¢, a 'HTA, aux MCV et au DT2 dans les
populations francaises et indo-mauriciennes [Francke et al., 2001; Vionnet et al., 2000].

6.6.2 - Effets métaboliques de I’adiponectine

Ses effets semblent passer en partie par I’activation de I’AMP-kinase [Yamauchi et al.,

2002] avec pour conséquence, une augmentation de 1’utilisation du glucose et de 1’oxydation
des AG par le muscle, et une réduction de la production hépatique de glucose via la
diminution de I’expression de la Glucose -6 Phosphatase et de la phosphoénolpyruvate
carboxykinase, deux enzymes clé de la néoglucogenese hépatique.
Ses concentrations circulantes diminuent chez les souris obéses et diabétiques [Hu et al.,
1996] et sont également fortement abaissées chez ’homme obése et le diabétique de type 2
[Weyer et al., 2001]. 1l existe une corrélation inverse entre 1’adiponectinémie et le degré
d’obésité [Arita et al., 1999] et plus particulierement avec la quantité de graisse viscérale
[Gavrila et al., 2003]. Une amélioration sensible de I’IR associée a une normalisation du
profil lipidique et a une réduction de la stéatose musculaire et hépatique chez les souris
résistantes a l'insuline [Yamauchi et al., 2001]. Les études menées chez I’animal confirment
de plus en plus le role protecteur de I’adiponectine dans 1’athérosclérose [Matsuda et al.,
2002], puisque les patients présentant une atteinte cardiovasculaire ont une adiponectinémie
abaissée par rapport aux sujets témoins [Kumada et al., 2001].
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-MODELE EXPERIMENTAL ET SON BIOTOPE
1 - Psammomys obesus

1.1 - Intérét du modeéle

Chez le Psammomys obesus, le diabéte est naturellement induit par un exces
nutritionnel relatif, ce modele reste de choix pour 1’étude des mécanismes métaboliques
décompensant le changement de I’environnement nutritionnel, la dysfonction de leurs
cellules béta productrices d’insuline est sur des bases génétiques encore mal illustrées, ce
rongeur est largement utilisé¢ pour I’étude de 1’hyperglycémie, de I’insulinorésistance et les
liens causales de 1’obésité et du syndrome métabolique.

L’ensemble de ce travail a été réalisé sur des rats du sable Psammomys obesus.(PO), Ce
modeéle animal a été choisi car il développe une insulinorésistance innée semblable a celle
rencontrée chez ’Homme. Lorsqu’il est soumis au régime hypercalorique de laboratoire
(RHC), le rat des sables devient obése, puis prés de 60% des animaux deviennent diabétiques
a partir du 3°™ mois. Ce modéle est d’autant plus intéressant lorsqu’on s’intéresse a la
plasticité du pancréas endocrine.

En effet, aprés avoir ét¢ soumis a un régime hypercalorique, 1’animal peut revenir a 1’état
normal lorsqu’il est nourrit au régime naturel (plantes halophiles), cette réversibilité est
possible au cours des trois premiers mois de RHC, méme si I’animal a déja développé un
diabete. Cette aptitude a la réversibilité est notamment observée dans des cas physiologique
chez la Femme enceinte ayant développé un diabéte gestationnel caractérisé par une sécrétion
accrue d’insuline, et qui disparait aprés la grossesse. De plus, ce modele pour lequel nous
avons acquis une grande expérience, développe un diabéte qui mime en de nombreux aspects
le Diabéte de type 2 humain. En effet, son évolution se¢ complique, comme chez I’humain, de
cardiopathies, d’angiopathies, de rétinopathies, et de néphropathies et d'inflammation.



1.2- Classification phylogénique

Regne: animaux
Phylum: cordés

Sous phylum: vertébrés
Classe: mammiféres
Sous classe: Theria
Infraclasse: Eutheria
Ordre: rongeurs

Sous ordre: Myomorpha
Famille: Muridae

Sous famille: Gerbillidae

Espéce: Psammomys obesus.

1.3 - Le modele expérimental et son biotope

Psammomys obesus (Po), appelé aussi rat du sable, est un rongeur strictement
herbivore,diurne de la famille des Gerbilladae, qui vit dans des terriers trés profonds
[Mendelssohn et al.,1999] Son aire de répartition s’étend sur tout le Sahara. Elle atteint a
I’Est la Palestine et 1’Arabie saoudite, et au sud la Mauritanie et le Soudan. Sa limite
septentrionale est approximativement celle des palmeraies [Petter, 1961] (figure 23) La
reproduction chez ce rongeur déserticole est saisonnicre, elle se déroule pendant I’hiver et
le printemps [Amirat et al., 1977; Fichet-Calvet et al., 1999].Selon [Amirat et al., 1977]
il est possible de déterminer approximativement I’age de I’animal en fonction de son poids
corporel :

» juvénile lorsqu’il pese moins de 70g
» Sub-adulte entre 70 - 80g
» Adulte >80 g.

Po est caractérisé par la petite taille (130-160 mm), un pelage fauve, de petites oreilles
(10-12 mm), une queue aussi longue que le reste du corps (115-140mm), il peut atteindre
une longévité de trois ans. Psammomys est un rongeur actif, intelligent, moins agressif
que les autres rongeurs du Sahara (gerbille et mérione), calme, familier et trés organisé. Il
creuse des terriers trés profonds (jusqu’a 1 meétre), communiquant a I’intérieur par des
galeries de plusieurs étages et avec plusieurs sorties (moyen de fuite aux prédateurs et
d’aération et de refroidissement). Ses terriers se trouvent sous les masses de buissons de
plantes halophiles (Figure 24), dont il se nourrit en découpant leurs tiges en petits
rameaux qu’il emmagasine dans son terrier.


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=179916
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1.4 - Le régime naturel de Psammomys Obesus

Le régime alimentaire naturel de Psammomys obesus est constitué presque
exclusivement de plantes halophiles, ces dernicres représentent une source d’énergie et d’eau
pour I’animal. Ses plantes favorites sont Atriplex halimus et Salsola phoetida figure24-(C);
plantes de la famille des chénopodiacées [Degen et al., 1990] Les chénopodes sont des
plantes halophiles riches en oxalates [Ellern et al., 1974], ces composés chimiques insolubles
[Kolthoff et al.,1969] sont toxiques pour le tractus gastro-intestinal, [Noonan and Savage,
1999] ce qui favorisent la formation par les chélates des sels de calcium(oxalates de calcium ).
Les oxalates peuvent engendrer des crampes musculaires chez I’Homme et sont responsables
de la formation de calculs rénaux [Marangella et al., 1996 ; Petrarulo et al., 1998 ; Knoll
et al., 2004 ; De Lorenzi et al., 2005]. Selon la saison le rat du sable consomme 300-800 mg
d’oxalate quand il ingére Atriplex halimus (feuilles et branches) [Shirley et al., 1967; Palgi
et al., 2005]. La dégradation de ces composés est assurée par la fore bactérienne intestinale.

1.5 - Adaptation de Po a son écosysteme

Des études menées par [Haim et al., 1997; Neuman et al., 1999; Neuman et al.,
2005] ont montré qu’a la différence des autres espéces de rongeurs déserticoles, Psammomys
obesus est la seule espéce diurne. Des études récentes comparent ce petit rongeur du désert
avec d’autres especes diurnes de méme biotope en 1’occurrence 1’écureuil Antelope grounds
quirrels dont la température corporelle varie entre 38 et 41°C. Devant réguler sa température,
celui-ci rentre dans son terrier pour se refroidir, ou en sort pour se réchauffer [Bartholomew,
1964].

Figure 23 : Biotope et terriers du

Psammomys obesus

Comme [’écureuil, Psammomys s’adapte a la haute température du jour par un
mécanisme trés régulier en changeant sa température corporelle, cette derniere change au
moins deux fois pendant 1’ontogenése ; jusqu’a la puberté sa température corporelle est
semblable a celle de ses parents et quand ils deviennent sub-adultes (> 85g), il présente un
rythme journalier semblable a celui des espéces nocturnes. Enfin, ils reviennent au rythme
diurne quand ils atteignent approximativement >120g. [Haim et al., 2006].Quand P.o
commence son activité journaliére, sa tempeérature corporelle est élevée. Puis, pour la
rabaisser, I’animal rentre dans son terrier. En outre, une sensibilité des rats des sables diurne
vis-a-vis de la petite photopériode a été remarqué et pourrait étre a la base des mécanismes



bio-comportementaux a 1’origine des variations biologiques adaptatives d’une part et des
modifications qui compliquent les désordres saisonniers d’autre part [Haim et al., 2006].
2 - Mise en ceuvre expérimentale

2.1 - Capture des animaux

Les animaux ont été chassés au niveau des régions de Zguilma et Arg, dans la commune
de Béni Abbes, Wilaya de Béchar. Les pieges (des cages métalliques) étaient déposées le soir
au coucher du soleil et récupérés de bon matin vers 6h30 avant qu’il ne commence a faire
chaud, Les animaux sont appatés en utilisant des branches et des parties succulentes fraiches
de leur plante favorie ; Salsola phoetida qu’on met a I’intérieur de la cage. Bien que cette
méthode soit moins rentable, elle est toutefois moins stressante pour I’animal. Concernant le
biotope de I’animal, nous notons que les animaux vivaient toujours pres d’une source d’eaux
profondes (puits). Figure 24-(B).cet animal préfére les zones plus au moins humides pour
construire leurs profonds terriers.

Une fois chassés, les animaux (mis dans des cages en plastique a raison de 6 animaux
[cages) et sont transportés dans un véhicule climatisé, de Beni Abbes a Alger (1500km), ou
ils sont conduits vers I’animalerie de I’U.S.T.H.B. Durant leur transport, les animaux avaient
un libre acces a I'eau et a la nourriture (Chénopodiacées).

2.2 - Acclimations de I’animal au laboratoire

Les animaux ont eu une période d’adaptation a leur environnement (nourriture,
animalerie) d’au moins 15 jours avant leur utilisation. Afin de faciliter 1’adaptation des
animaux aux conditions de 1’animalerie, il a fallu reproduire certaines conditions de leur
biotope naturel. Pour ce faire, on a disposé des cylindres en aluminium a I’intérieur de chaque
cage pour simuler le terrier du biotope de 1’animal.

Durant la période d’acclimatation les animaux sont soumis pendant la 1°® semaine :
chénopodiacées et la 2°™ semaine : Chénopodiacées + cookies. Pendant toute la durée de
I’expérimentation, les animaux ont été hébergés en animalerie, logés dans des cages en
plastique a raison de 1 animal/cage Figure : 24-(L). Les rats étaient maintenus a une
température ambiante de laboratoire avoisine les 30°C et ils avaient un libre acces a I'eau et a
la nourriture.

2.3 - Constitution des lots
L’ensemble des animaux utilisés pour cette étude était des rats des sables pesant entre
70 et 110qg, répartis au hasard en 2 lots :

Lots A (lot témoin) : comporte 10 Po (3 femelles et 7 males) qui continuent a recevoir le
régime naturel.

Lots B (lot expérimental) : constitué 45 Po (17 femelles et 28 males) soumis a un RHC sous
forme de cookies (préparées a base d’aliment standard des rats et du saccharose) pendant une
période de 12 mois avec une prise journaliére de 10 g soit 32.5 callj.



Au cours de I’expérimentation ; on a suivi 1’évolution de la glycémie, du cholestérol,
des triglycérides et du poids corporel.
2.4 - Régimes alimentaires

Les valeurs énergétiques du régime naturel Salsola foetida et du régime hypercalorique
(cookies) sont évaluées dans le tableau ci-apres.

Tableau N°I : composition nutritionnelle de régime naturel et du régime hypercalorique
Composants (%) Salsola phoetida Régime
hypercalorique
[Mrhari et al., 2000]

Eau 80 11
Fréne 6.8 7
Cellulose 6 4
Protéines 3.5 18
Carbohydrates 3.2 51
Lipides 0.5 8

2.5 - Préparation des cookies

Dans le but d’obtenir le taux de calories souhaité, nous avons préparé une pate a base
d’aliment standard de rats du laboratoire et de Saccharose Figure 24-(M); Dans les mesures
suivantes:

e 1000g de la farine (aliment standard des rats moulu)
e 3009 de Saccharose
e Eau tiede.

Faire cuire au four pendant 25 min

e Découper la pate en petits carreaux (2cm X 2cm)
e (Chaque animal recoit 2 portions d’aliment par jour (soit 10 g /jour).



Figure 24 : Chasse de I’animal et mise en ceuvre expérimental

II-- METHODES HISTOLOGIQUES ET HISTOCHIMIQUES



Les méthodes histologiques utilisées ont été tirées du [Martoja and Martoja, 1967; Gabe,
1968; Chevreau et al., 1977].
1-Realisation des coupes histologiques

1.1- Prélévement des organes

L’animal est anesthésié par le chloroforme disposé sur une plaque de dissection fixé
par ses membres, nous pratiquons une petite ouverture dans la paroi abdominale du c6té de
I’orifice génital a 1’aide d’une sonde, on ouvre jusqu’a le diaphragme, le cceur bat encore
nous prélevons le pancréas et le tissu adipeux viscéral et on les plongeons selon la procédure
ultérieure dans le mélange fixateur approprié.

1.2- Fixation

La fixation a pour but le maintien des différentes structures cellulaires et tissulaires
dans un état aussi proche que possibles de I’état vivant [Martoja and Martoja, 1967
Dans notre étude les mélanges fixateurs utilisés sont le Paraformaldéhyde dilué a 10 % (FT
N°1), le Bouin aqueux (FT N°2) ce derniers prépare mieux les tissus pour 1I’'imprégnation
argentique et I’étude histochimique.
Le prélevement du pancréas est réalisé au vivant pour prévenir 1’éventuelle autolyse de
I’organe par ses protéases, débarrassé¢ rapidement de tissu adipeux et mis dans le mélange
fixateur. Aprés 2 heures, il est coupé en petits morceaux (5mm) afin de permettre une
meilleure pénétration du fixateur dans les tissus. La durée de fixation est d’environ 7 a 8
jours.

Remarque :
Apres fixation au formol on procéde a un lavage des pieces a I’eau courante pendant 48
heures, afin d’éliminer toute trace de fixateur [Gabe, 1968]

1.3- Inclusion

Nous avons utilisé de la paraffine qui est chimiquement neutre, soluble dans de
nombreux solvants et facile a couper au rasoir [Gabe, 1968]. Les solvants de la paraffine étant
non miscibles a ’eau tissulaire, pour cela il serait nécessaire de réaliser une déshydratation
au préalable.

1.3.1- Déshydratation

Cette étape assure 1’¢élimination de 1’eau des tissus et les prépares a I’inclusion, elle se fait
dans des tubes de Borel ,progressivement , en passant les piéces dans trois bains successifs
d’alcool : éthanol C,HsOH de degré croissant: 70°, 90°, 100° (FT N°4).
On évitant le séjour prolonge dans les liquides a degré faible pour meilleure inclusion
[Chevreau et al., 1977].

Un bain d’alcool 70° pendant 10 minutes.
3 bains d’alcool 96° pendant 5,20 et 20 minutes respectivement chacun
3 bains d’alcool 100° pendant 25,20 et 20 minutes respectivement chacun.

1.3.2-Eclaircissement



Cette étape consiste a remplacer 1’alcool non miscible a la paraffine, dans le tissu par un
solvant de cette derniére .on a choisi le xyléne
Les piéces sont traitées par trois bains :

Un bain de xyléne pendant 20 minutes.
Un bain de xylene pendant 20 minutes.
Un bain de xyléne pendant 25 minutes.

1.3.3- Impreégnation a la paraffine

Elle se fait dans I’étuve réglée a la température de fusion de la Paraffine (56° - 58°c) ; les
piéces sont imprégnées dans trois bains successifs de Paraffine pendant 1heure chacun.

1.3.4- Confection des blocs

Se pratique dans des moules, contenant de la Paraffine liquide ; 1’organe est rapidement
plongé dans la Paraffine Une étiquette portant les références de 1’organe suit I’ensemble des
¢tapes et sera placée a I’opposé de I’organe au niveau des cassettes confectionnées.

Nous avons réalisé ces dernieres et les étapes qui suivent dans le laboratoire de cytologie
(hopital de parnet)

1.4- Microtomie

La confection des coupes s’effectue, a 1’aide d’un Microtome de type Leica, a une
épaisseur de 2um, les coupes sériées sont récoltées sous forme de rubans.

1.4.1- Etalement des coupes

Sur des lames de verre nettoyées a 1’alcool, séchées et étiquetées, on dépose quelques
gouttes d’eau gélatinée de Masson (FT N°3), les coupes sont ensuite étalées sur une platine
chauffante par petits rubans de 3 a 4 piéces successives, les lames séchées sont ensuite
rangées dans des portoirs et placées dans I’étuve a 39°C pendant au moins 24 heures puis elles
sont conservées dans des boites de rangement.

Les lames histologiques, ainsi préparées, sont prétes a étre colorees ; pour cela, il est
nécessaire de les déparaffiner et de les réhydrater.

1.5- Coloration

L’intérét de la coloration est d’augmenter le contraste des structures, et de mettre en
évidence les divers constituants présents dans la coupe. Dans notre étude nous avons choisi
des colorations qui nous permettent une étude topographique, et histochimique :

- Hématoxyline éosine (FT N°5), et le Trichrome de Masson variante de Goldner (FT N°6).
- L’acide périodique de Schiff (FT N°7).
- imprégnation argentique de Gomori. FT N°8).

1.5.1- Déparaffinage, réhydratation des coupes et coloration



Dans une étuve réglée au point de fusion de la paraffine, on chauffe les lames de maniere
a faire fondre la paraffine, cette derniere est ensuite éliminée par un passage dans deux bains
successifs de xyléne .La réhydratation des coupes se fait dans trois bains successifs d’alcool
de degré décroissant (100°, 90°, 70°), suivie d’un bain final d’eau distillée.

1.5.2- Déshydratation et montage
Le but de cette étape est la préservation et la protection des coupes histologiques
colorées. La déshydratation des coupes consiste a faire passer les lames colorées dans des
bains d’alcool éthylique a des degrés croissants (70°, 96°, 100°) suivis de deux bains de
xyléne. Le montage des coupes s’effectue entre lame et lamelle au Baume de Canada.

1.6- Etude microscopique

Effectuée apres chaque coloration, afin d’apprécier le stade inflammatoire au moyen
d’un microscope photonique du model Zeiss; La prise des photos a été réalisée au laboratoire
de cytologie par un photo-microscope de type : Zeiss muni d’une caméra numérique reliée a
un micro-ordinateur.

2- Realisation des frottis sanguins colorés [Martoja et Martoja, 1967]

2.1- Principe

Il permet l'identification de I'espéce plasmodiale : les éléments figurés du sang sont
étalés en couche monocellulaire. Cela permet de voir certains aspects morphologiques utiles
au diagnostic.

2.2- Protocole expérimental

A Pextrémité d’une lame ; on dépose une petite goute de sang, puis avec une autre
lame on étale le plus possible.On laisse sécher la lame et la placer dans une boite de PETRI.
On verse 20gouttes de colorant de MAY-GRUNWALD (FT N°11), on couvre la lame pour
éviter 1’évaporation du solvant (alcool), et on laisse agir pendant 3 minutes, puis on ajoute 20
gouttes d’eau distillée tamponée ( pH 7) pendant 1 minute.Bien enlever ’exces de colorant
avec quelques ml d’eau que I’on fait couler goutte a goute sur la lame légerement inclinée.
Apres avoir agiteé celle-ci plusieurs fois pour enlever 1’eau la placer dans une deuxi¢me boite
de pétri contenant une solution fraichement préparée ( 40 gouttes) de GIEMSA dans 20ml
d’eau distillée neutre.Laisser colorer pendant 10 minute ; laver a 1’eau.Secher avec précaution
a I’aide d’un papier filtre par pression et sans frottement.Examiner au microscope et évaluer
une proportion des polynucléaires et les mononucléaires.

111 - METHODES UTILISEES POUR L’ETUDE BIOCHIMIQUE



1- Dosage des constituants plasmatiques
Pour permettre de déterminer le stade de développement du syndrome métabolique des
dosages des principaux parameétres biochimiques métaboliques (glycémie, cholestérol total,
triglycérides et insuline) sont effectuées, les méthodes utilisées sont les méthodes
colorimétriques enzymatiques et immunolgiques, apres centrifugation des sérums obtenus des
tubes héparinés prélevés.

1.1 Le glucose plasmatique : la méthode GOD-POD utilisé pour le dosage de
la glycémie et le test colorimétrique enzymatique de TRINDER (kits Eurobio), le glucose
sanguin est dosé par la méthode enzymatique a la glucose oxydase et la densité optique des
essais et des standards est lue par un automate de type(  )contre le blanc a 505nm ;la
concentration du glucose :DO échantillon /DO standard est donnée en g/L du Plasma par le

méme programme.
1.2 Les triglycérides: elles sont dosées par la méthode enzymatique
colorimétrique GPO-PAP de FOSSATI par des kits Biomaghreb, aprés dosage,la densité

optique est lu contre 505 nm par le méme automate.

1.3 Le cholestérol total : la méthode de dosage est le test colorimétrique
FASCE (kits Biomaghreb)

1.4 L’Insuline : ’insulinémie, a été déterminée par méthode immunologique

ELISA chez un laboratoire privé.

IV-ANALYSE STATISTIQUE :



Pour chaque série d’analyses, sont calculées les moyennes (X)I’écart type (S) et

I’erreur standard a la moyenne (ESM).La comparaison des données recueillis au cours du
traitement ont été analysées par comparaison des moyennes * erreur standard a la moyenne
(ESM) avec le test Student-Fisher a un seuil de 0,05. Les variables statistiques employées

sont résumeés ci-dessous :
Moyenne (x;) : Variable quantitative d’effectif n

n

i=1

1
X =-
n

Ecart type (S) : Déviation standard

n

1 -\ 2

S = n_lz(xi—x)
=1

Variance (S%) : n; et n, pour Deffectif des échantillons

1 nq n;
§*= mtn,—2) Z;(xu' — X)) + Z)(xz,- — X,)?
1= j=

Erreur standard a la moyenne (E.S.M) : Marge d’erreur

S
ESM = —
Vn

Valeur de | t | : comparaison entre deux moyennes x; et x, observées sur deux échantillons
d’effectifs respectifs n; et n,

X1 — X

2 2
52,52
ng n;

Pour un d.d.I de [(N(a) +N(b)) -2] et a 5% d’erreur, la valeur de t nous donne le degré de

Itl =

signification « p »lu sur la table de Student

e Peu significative : P<0.05 (*).
e Significative :P<0.01 (**).
e Tres significative : P<0.001  (***).

e Tres hautement significative :P<0.01  (****),
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I- RESULTATS BIO-METABOLIQUES

1 - Evolution des parameétres biochimiques

Les paramétres biochimiques permettant de déterminer 1’évolution du diabéte et des
troubles métaboliques chez Po soumis au RHC comprativement a I’animal témoin nourri aux
plantes halophiles de son biotope.
Pour les animaux témoins et pour l’ensemble des paramétres, les différences étant pas
significatives nous avons pris les moyennes calculées pour chaque parametre que nous avons
comparé a ceux des animaux soumis au RHC. Tout au long de 1’expérimentation, le dosage des
parametres biochimiques a été effectué en prenant des échantillons chaque mois mois pour les
parametres plasmatiques et chaque semaine pour le poids corporel.

Les prelevements sanguins ont été arretés au 10°™ mois afin de garder les animaux en
vie. Durant cette période tous les animaux restants sont diabétiques. Les valeurs moyennes des
parametres étudiés sont reportés sur les graphes des figures .

L’ensemble des résultats mettant en évidence 1’évolution des paramétres pondéraux et
biochimiques plasmatiques portant sur une période de 10°™ mois chez Po témoin et rendu
diabétique par un régime hypercalorique est donné dans le tableau IV

3 - Représentations graphiques
3.1-Evolution du poids corporel chez les psammomys obesus témoins

Les rat des sables soumis au RN pendant 3 mois présentent une évplution pondérale de faible
amplitude varie entre 90.876 +1.30 g a 101.247+2.76 g a la fin du 3°™ mois (Figure 29)

gFigure 29 :évolution pondéral chez les animaux
. témoins(les moyennes du poids corporel sont calculées
. chaque quinzaine de jours ). ;



3.2- Evolution du poids corporel et de la masse viscérale chez psammomys
obesus soumis au RHC

Quant au psammomys soumis au RHC pendant la méme période ,il développe
trés rapidement une obésité significative de leurs poids qui atteint de 131.70+4.54 g
au 6°™ mois et tend a diminuer a partir du 8°™ mois.

====diabétiques(g)

Le TA viscérale, passe de 0,513 +0.06g

au 1% mois atteint 2.26+0.01g au 4°™ mois

et marquera au 10°™ mois 2.88+0.02g ; une

augmentation qui est trés significative

par rapport au témoin qui avait

——Témoin (g)
une moyenne de 0.40 £0.01 g. ' =

les Po soumis au RHC en fonction du temps,
par rapport a la valeur moyenne calculée
chez les témoins.



4.Evolution des paramétres métaboliques

4.1 - Glycémie

La glycémie chez les témoins est de I’ordre 0.618+0.01 g/ L de plasma et ne subit pas
de changement significatif pendant les trois mois. Elle est de 1’ordre de 0.625 £0.026 g/L de
plasma a la fin,et les variations sont non significatives de 1’ordre 0,211.

Chez Po nourris au RHC, la moyenne de la glycémie tend a augmenter dés le premier
mois de I’instauration du RHC ; elle passe de 0.78 £ g/L de plasma au premier mois 0.94 + g/L
du plasma au 2°™ mois ;pour atteindre & la fin  du 10°™ mois 2.28 + g/L du plasma .(la
figure 32 ( 0.61+ g/L du plasma). Cette augmentation est tres significative est de I’ordre de
pres de 300 %.

i Figure 32 : Variations de la glycémie chez Po soumis au RHC en '
+ fonction du temps, par rapport a la valeur moyenne calculée chez les!
i témoins ;

4.2- Bilan lipidique
4.2.1- Les triglycérides

Les résultats de I’évolution de la triglycéridémie chez les témoins et chez les
animaux soumis au RHC est reportés sur la figure 33. L’augmentation des triglycérides
sanguins est rapidement détectée chez les animaux nourris au RHC : elle passe de 0,76
+0.21g/L de plasma dans le premier mois presque double ses valeurs au 2°™ mois 1,41+0.17
g/L. Cette augmentation devient de plus en plus significative en fonction de la durée du RHC
et atteint 3,12+0.22g/L de plasma au 10°™ mois.



i Figure 33: Variations des taux des triglycérides sanguins chez Poi

© soumis au RHC en fonction du temps, par rapport a la valeur ;

moyenne calculée chez les témoins i
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4.2.2- Cholestérol total
Les variations des taux du cholestérol total sont données dans la figure 34. Le
cholestérol total augmente lentement les deux premiers mois : la moyenne passe de 0.71
+0.12g/L de plasma le 1% mois & 0.87+0.17 g/L au 2°™ mois pour atteindre plus de 2.25
+0.15¢/L de plasma a la fin de I’expérimentation. Cette augmentation est trés significative
puisqu’elle indique une croissance au 10°™ mois de 260 %.

a=pmm cholesté

= témoin

e e e e e e e e e e e e e e e e e 4 e e e e e e e e

. Figure 34 : Variations des taux du cholestérol total chez Po :
* rendu diabétique par RHC en fonction du temps, par rapporta
i la valeur moyenne calculée chez les témoins ;



4. 3 - L’insulinémie
Les variations des taux d’insuline chez Po sous RHC et des témoins, en
fonction du temps est reportée sur la figure 35. Au premier mois a 0.94 + pU/L du
plasma au 2°™ mois ; pour atteindre & la fin du 10°™ mois 2.28 + pU/L du plasma

(la figure 35) cette augmentation est tres significative.

Figure 35 : Variations des taux d’insuline chez Po soumis au RHC en
fonction du temps, par rapport a la valeur moyenne calculée chez les
témoins.
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Discussion des résultats bio-métaboliques

Le Régime Naturel (RN) & base de plantes halophiles assure aux rats des sables un
faible apport calorique. Malgré le changement de biotope et la manque d’effort physique dans
les cages du laboratoire, les animaux témoins maintiennent leur homéostasie glucidique et
métabolique par I’administration de leur aliment naturel, les chénopodiacées. Par contre
I’instauration d’un régime de laboratoire, régime riches en glucides, a induit une prise de
poids chez nos animaux et une hyperglycémie détectée dans des stades trés précoces.

A partir du 3éme mois des troubles marqués dans le métabolisme lipidique s’associent a la
dyslipidémie. Les taux de 1’insuline augmentent rapidement chez ces animaux, a partir des
premiéres semaines et jusqu’au 6éme mois. Durant cet intervalle, ’insulinorésistance et
I’installation du Diabéte de type II sont confirmées par une hyperglycémie plus sévere, une
hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie associées a un hyperinsulinisme trés
significatif.

A partir du 6eme mois, une déficience des quantités d’insuline est notée par une chute brutale
de ses valeurs. Cette insulinopénie serait corrélée négativement avec celles de la glycémie, de
la triglycéridémie et des taux sanguins de cholestérol qui s’élévent de plus en plus. Un tel
désordre persiste jusqu’a la fin de 1'expérimentation.

Au 10éme tous les animaux du lot exhibent les signes de Diabéte de type Il et du SM (gain de
poids, insulinopénie, hyperglycémie chronique, hyperlipidémie ....). Cette observation a été
confirmée par de nombreuses études de notre laboratoire a ’'USTHB et a travers le monde.
Psammomys obesus apparait bien comme un mod¢le animal de choix pour 1’étude du SM et
des troubles métaboliques qui lui sont associés telle que 1’obésit¢ en particulier,
L’accumulation intra-abdominale de graisse estimée par la pesée du poids du tissu adipeux
viscérale (TAV) des animaux du lot expérimental sacrifiés a été tres significative. Le taux des
TAV s’accroit au fil du temps, ce qui prouve que la prise du poids de ces animaux est
essentiellement due a I’accroissement de ce tissu au niveau viscéral.

Notons que ce TAV serait bénéfique puisqu' il permettrait la séquestration rapide des AG sous
forme des TG et donc prévenir les effets toxiques des taux circulants élevés des AGNE sur les
divers organes viscéraux. Néanmoins son excés peut conduire a d’autres effets délétéres dont
la pathologie n’est pas due seulement a I’adipocyte, mais aux autres types cellulaires présents
au sein du tissu adipeux. Ce tissu constitue un facteur prédictif important de détérioration
métabolique diabétogéne et athérogeéne.

Des travaux réalisés sur Po ont démontré 1’hypersécrétion de chimérine par le TAV.
Cette surexpression se manifeste par des taux trés élevés chez les Po obéses et diabétiques par
rapport aux témoins [Bozaoglu.et al., 2007]. Chez I’étre humain dans les conditions
physiologiques cet adipokine accroit le captage du glucose en réponse a 1’insuline et permet la
Phosphorylation d’IRS-1 dans I’adipocyte et supprime I’expression du TNFa et de I’IL6. Elle
stimule en revanche celle de I’adiponectine. De plus un réle majeur dans la différenciation des



adipocytes lui a été attribuée récemment par [Goralski et al., 2007] ce qui suggére que la
surexpression de la chimerine chez le Po obése est I’'un des facteurs responsables de
I’accroissement du TAV.
D’autres travaux chez Po soumis au RHC [Walder et al., 2001] ont montré que le poids
corporel et le poids du TAV sont corrélées positivement avec les concentrations plasmatiques
de la leptine. Les animaux deviennent obeses et leptinorésistants et 1’administration de doses
de leptine qui diminuent la prise de nourriture chez les animaux témoins et chez d’autres
rongeurs ou méme chez la souris Ob/Ob, n’ont pas d’effets perceptibles sur les Po obéses.
Selon ces chercheurs les animaux obéses sont relativement insensibles a la leptine et leur
leptinorésistance serait un facteur prédisposant ces individus a exhiber les signes du syndrome
métabolique.

Soulignons que d’autres travaux [Collier et al., 2002] ont montré que la leptinémie de
Po croit significativement chez tous les animaux insulinorésistants et d'une maniére
indépendante du poids corporel. Ces chercheurs considérent 1’insuline comme un agent
régulateur majeur de la leptine et de I’expression du géne Ob. Le TAV en exces chez Po
accroit par conséquent la sécrétion locale et systémique des cytokines et peut alors conduire a
d’autres effets déléteres et dont la pathologie n’est pas due exclusivement a 1’adipocyte mais
aux autres types cellulaires qui viennent y loger.
En paralléle, le bilan lipidique indique une élévation des taux de cholestérol total et des
triglycérides sanguins qui s’aggrave au fil de 1'expérimentation, comparativement au témoin.
Cette dyslipidémie spontané due au RHC avait été préalablement démontrée par les travaux
de [Mrhari et al., 2000] et [Walder, 2002]. Ces chercheurs de différentes équipes montraient
de plus de 1’¢élévation des taux du Cholestérol total et des triglycérides sanguins présentent
aussi des altérations du métabolisme des lipoprotéines (entre autres les VLDL et les LDL).
Les travaux de [Donath et al., 2010] ont montré que la Iégere hyperglycémie manifestée chez
les animaux obeses est associée par une courte et durable élévation dans la prolifération des
cellules béta. Néanmoins I’hyperglycémie chronique serait corrélée positivement avec
I’accélération de la perte des cellules béta morte par apoptose apres 30 j d’expérimentation
avec une sévere destruction des Tlots pancréatique .
Dans les stades avancés du diabéte ou I’hyperglycémie extréme est associée a une
hypertriglycéridémie marquée, les cellules béta mortes par necrose coexistent avec celles
mortes par apoptose. Des travaux récents sur les cellules béta de Po ont montré que
I’hyperglycémie chronique altére la signalisation de 1’activité ¢électrique lors du
développement de la maladie [Charle et al., 2009]. En outre, des données récentes suggerent
que le cholestérol pourrait également jouer un réle majeur dans le contrdle de la fonction et de
la survie des cellules béta.
Le cholestérol intracellulaire constitue un acteur majeur de 1’insulino-sécrétion, de sorte que
toute baisse de cholestérol intracellulaire méne a la transcription de SERBP2 qui stimule la
synthése endogene du cholestérol ainsi que la capture des LDL en augmentant I’expression
des récepteurs LDLR. Cependant la surexpression du SREBP2 ciblé dans les cellules B de la
souris Tg-b SREBP2 provoque une augmentation des concentrations intracellulaires du
cholestérol et la diminution de la sécrétion de 1’insuline. Ces animaux deviennent diabétiques,
la taille et le nombre de leurs Tlots diminuent et le contenu en insuline dans les cellules béta
diminuent également. L’¢élévation du cholestérol intracellulaire provoque donc des



changements phénotypiques attestant des troubles de différentiations des cellules béta
[Ishikawa et al., 2008]. Ces auteurs constatent une diminution de I’expression du PDX-1 et
BETA 2 tous deux facteurs importants pour le développement et la survie des cellules 8
productrices de I’insuline.

L’action néfaste du cholestérol extracellulaire dans la déficience de la sécrétion de I’insuline a
été confirmée par une autre étude sur la lignée INS-1 exposée a des taux élevés de cholestérol
dans le milieu de culture [Abderrahmani et al., 2007]. D’autres travaux ont mis en évidence
la présence de récepteurs des lipoprotéines fonctionnels sur les membranes des cellules béta
humaines, des rats, et des souris, [Cnop et al., 2002 ; Roehrich, 2003] et des hamsters
[Okajima et al., 2005]. L’exposition des cellules B aux LDL in vitro sont toxiques et
provoquent la mort des cellules béta par nécrose chez le rat et par apoptose chez la souris
|[Roehrich et al., 2003]. Les LDL oxydés semblent étre capables de réprimer I’expression du
gene de I’'insuline et de diminuer la sécrétion de I’insuline par activation de la voie JNK
[Abderrahmani et al., 2007 ; Okajima et al., 2005].

Les événements moléculaires de I’action du cholestérol et des autres lipoprotéines sur
les cellules a insuline restent en partie non élucidés. Ils pourraient faire intervenir les radeaux
lipidiques riches en cholestérol et en sphingolipides qui sont le lieu d’accumulation et de
regroupement a la membrane plasmique des protéines SNARE ainsi que les canaux ioniques
[Lang, 2007]. On peut constater ainsi que le taux sanguin de cholestérol total qui s’éléve chez
la plupart de nos animaux au cours de I’expérimentation peut affecter la sécrétion et la survie
et méme la différenciation des cellules p.
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Planche I : Coupes histologiques du pancréas de Po témoin

Figure 1: Vue d’ensemble d’une coupe Figure 2 : coupe histologique d’une portion
histologique du Pancréas de Po montrant le de glande amphicrine de Po. Coloration HE.
parenchyme exocrine et endocrine. Coloration a GX 9500.

I’hématoxyline-éosine. Gx950.

Ac : acinus, C : canal exocrine, CI: canal inter lobulaire, IL : Tlot de Langerhans, Lu :
lumiere, PE : parenchyme exocrine, Sp : Septum, VS : vaisseau sanguin, Zy : grains de
zymogeéne, HE: Hématoxyline-éosine. TM: Trichrome de Masson , G:grossissement

Figure 3: coupe histologique mettant en FigureA4 : Coupe histologique montrant le détail
évidence le parenchyme exocrine. Coloration d’un flot de Langerhans. Coloration TM.
HE.GX 9200. Gx9300.



Planche I : Coupes histologiques du pancréas de Po témoin

Figure 1: Vue d’ensemble d’une coupe histologique du Pancréas de Po montrant le
parenchyme exocrine et endocrine. Coloration a I’hématoxyline-éosine. Gx100

La coupe histologique montre que le Pancréas se présente sous la forme d’une glande lobulée,
formée par deux principaux tissus :La composante exocrine colorée en rose violacée : le
parenchyme exocrine «PE», entouré d’une fine capsule qui donne naissance a de fins septums
s’enfoncant entre les lobules, chaque lobule est constitu¢ de « PE » formé d’acini séreux
entassés et d’une composante endocrine représentée par de petites plages arrondies, claires,
disposées sans ordre, éparpillées au sein de ce parenchyme .Ces derniéeres représentent les
Tlots de Langerhans.

Figure 2 : Coupe histologique du Pancréas de Po montrant une portion de glande
amphicrine. Coloration a I’hématoxyline éosine. Gx1000.

La coupe histologique met en évidence gréce a la colorabilité a I’hématoxyline éosine.

Des cellules acineuses du pancréas exocrine qui contrastent avec 1’aspect clair des cellules
insulaires du pancréas endocrine : I’ilot de Langerhans a un aspect ovoide, légérement
allongé. 1l est séparé de la portion exocrine par une fine capsule conjonctive. On voit
apparaitre au centre de I’flot les cellules B sécrétrices d’insuline a noyaux sphériques, la
chromatine apparait en forme de motte, le nucléole est bien visible.

Figure 3: Coupe histologique du Pancréas de Po mettant en évidence le parenchyme
exocrine. Coloration a Hématoxyline-éosine. Gx1000.

Le fort grossissement de la coupe histologique du pancréas montre : le parenchyme exocrine
constitue par des acini:ce sont des cellules a aspect pyramidales : cellules séreuses
présentant un cytoplasme basophile, le noyau parabasal, un nucléole proéminent, les limites
entre les cellules ne sont pas nettes, lumiére de I’acinus est virtuelle, au niveau du pdle apical
de la cellule pyramidale s’accumulent des grains de sécrétion, ce sont les grains de
zymogenes ; la lame basale délimite la cellule est se trouve au niveau du p6le basal .On
observe également des cellules centro-acineuses caractérisées par la présence de deux noyaux.

Figure 4 : Coupe histologique du Pancréas de Po montrant le détail d’un ilot de
Langerhans. Coloration a au Trichrome de Masson. Gx1000.

La colorabilité au trichrome de Masson et le fort grossissement permet d’observer le détail de
I’ilot de Langerhans. Le parenchyme endocrine présente des structures en cordons nettement
apparents, On voit apparaitre au centre de I’ilot les cellules B, majoritaires et regroupées au
centre de 1I’ilot, sécrétrices d’insuline a noyaux sphériques et nucléole visible. En périphérie
s’observent deux autres types de cellules. Cellules a sécrétrice de glucagon. Les cellules v et
PP qui sécretent respectivement la somatostatine et le polypeptide pancréatique.



Planche Il : Coupes histologiques du pancréas de Po obése de 3*™ mois

Figure 1 : Vue externe de pancréas aprés dissection de
P 0 au 3°™ mois de RHC
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Figure 2: Vue d’ensemble d’une coupe histologique du
pancréas de Po obese. Coloration PAS. G x 3960.

Figure 3 : coupe histologique d’un ilot de Langerhans
de Po obese. Coloration HE. Gx 3915

.
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Figure 3’ a Figure 3’ b Figure 3’ ¢

Figure 3’ (a, b et ¢): coupes histologiques de différentes portions d’un ilot de Langerhans
de Po .Coloration HE. G x6300.

Ad : adipocyte, C : canal exocrine, GN : gros noyaux, IL : Tlot de Langerhans, Ny Py :
noyaux pycnotiques, PE : parenchyme exocrine, PAS : Acide Périodique Schiff, HE:
Hématoxyline-éosine, G : grossissement.



Planche 11 : Coupes histologiques du pancréas de Po obése de 3°™ mois

Figure 1 : Vue externe de pancreéas apres dissection de Po au 3*™mois de RHC.
La prise du poids de I’animal pendant les premiers mois du RHC se manifeste par
I’accroissement de la masse viscérale qui apparait autour de I’intestin.

Figure 2: Vue d’ensemble d’une coupe histologique du pancréas de Po obese.
Coloration PAS. G x450.

Cette coupe histologique montre un début de fibrose qui apparait nettement autour des
canaux excréteurs. Ceci est le signe d’un processus inflammatoire en évolution. Le canal
excréteur est constitué d’un épithélium simple, cubique, ses cellules sont juxtaposées a noyau
central et a large lumiere. On remarque que 1’7lot de Langerhans est hypertrophi¢ et baigne
dans un parenchyme exocrine constitué de cellules acineuses.

Figure 3 : coupe histologique d’un flot de Langerhans hypertrophié de Po.
Hématoxyline-éosine.Gx450.

Cette coupe histologique, nous permet d’observer une hypertrophie de 1’ilot de Langerhans
consécutive a une hyperplasie des cellules béta. L’accroissement de la sécrétion d’insuline a
partir du troisiéme mois et tout a fait cohérente avec 1’hyperglycémie constatée a ce stade par
nos résultats bio métaboliques.

Figure 3’ (a, b et ¢): coupes histologiques de différentes portions d’un ilot de Langerhans
de Psammomys Obesus. Coloration Hématoxyline-éosine. G x1000

On remarque egalement un début d'infiltration des cellules adipeuses qui s'observe a la limite
des deux parenchymes exocrine et endocrine. Les cellules de I’'ilot maintiennent leur
architecture en cordon. On retrouve 1’hyperplasie des cellules B, avec la présence de noyaux
riches en hétérochromatine d’ou noyaux pycnotiques (Ny PY). On remarque aussi la
présence de cellules présentant de gros noyaux (GN) lobés parfois en forme de U
(polynucléaires) qui rappellent les cellules immunitaires retrouvées lors du processus
inflammatoire. Entre les cordons cellulaires on constate la présence de nombreux noyaux des
fibroblastes qui seraient a l'origine de la synthése des fibres de collagéne et de la matrice
extracellulaire.



Planche 111 : Coupes histologiques du pancréas de Po Diabétique

Figure 1: Coupe histologique d’une vue  Figure 2 : Coupe histologique d’une portion
d’ensemble du Pancréas de Po mettant en  du pancréas de P o mettant en évidence un flot
évidence une  fibrose.  Coloration par  encapsulé et une fibrose. Coloration TM.
imprégnation argentique de GOMORI. Gx950 Gx4410.

Ac : acinus, C : canal exocrine, IL : Tlot de Langerhans, PE : parenchyme exocrine, Sp : Septum,
HE: Hématoxyline-éosine. TM: Trichrome de Masson, G:grossissement.

Figure 3: Coupe histologique d’un ilot de Figure 3': Coupe histologique du détail d’une
Langerhans de Po en voie de dégénérescence. portion d’ilot en dégénérescence de Po.
Coloration HE. Gx3960 coloration HE. Gx8900



Planche 111 : Coupes histologiques du pancréas de Po diabétique

Figure 1 : Coupe histologique d’une vue d’ensemble du Pancréas de Po mettant en
évidence une fibrose pancréatique. Coloration par imprégnation argentique de
GOMORI. Gx100

Cette coupe histologique met en évidence grace a la coloration d’imprégnation argentique de
Gomori les fibres de collagénes de type I bien visibles, ils sont 1’indice d’une fibrose
pancréatique avancée chez le diabétique .Cette fibrose délimite les lobules qui renferment le
parenchyme exocrine et endocrine et qui sont séparés par des septums.

Figure 2 : Coupe histologique d’une portion du pancréas de Po mettant en évidence un
flot encapsulé et une fibrose. Coloration TM. Gx450

Dans cette coupe, L’ilot de Langerhans conserve son architecture intégrale,:il apparait ovoide,
allongé bien encapsulé par un tissu conjonctif fibreux et encerclé par le parenchyme exocrine
constitué d’acini séreux. Au voisinage de ces cellules séreuses s’observe des cellules
adipeuses bien délimitées et incluses dans le tissu conjonctif qui se développe au dépend des
acini séreux.

Figure 3: Coupe histologique d’un ilot de Langerhans de Po en voie de dégénérescence.
Coloration HE. G x 450

Cette coupe histologique montre au fort grossissement le détail d’un ilot de Langerhans. On
remarque au centre de I’ilot une plage blanche dépourvue de cellule . On apergoit également
un canal excréteur, dont la lumiere importante laisse apparaitre une substance pancréatique.
Ce canal est entouré par des fibres de collagéne qui ont envahi le parenchyme exocrine et par
des cellules inflammatoires soulignant ainsi I'aspect physiologique de la fibrose. Une atrophie
des cellules acineuses est observée egalement.

Figure 4: Coupe histologique du détail d’une portion de I’flot de Po en voie de
dénaturation. Coloration HE. G x1000

Au plus fort grossissement, la partie centrale de 1I’ilot apparait constituée de plages claires car
dépourvues de cellules B du fait de la glucotoxicité et la lipotoxicité retrouvée a ce stade de
I’évolution du diabéte. On observe des cellules géantes a cytoplasme clair qui rappellent la
cellule phagocytaire du tissu conjonctif : le macrophage. Le diabete est installé il y a
hyperglycémie et insulinopénie que nous avons au préalable mise en évidence au cours de
notre étude des paramétres bio métaboliques.



Planche 1V : Coupes histologiques du pancréas de Po Diabétique

Figure 1 : Coupe histologique du pancréas mettant Figure 2: Coupe histologique du pancreas
en évidence le remaniement du tissu exocrine et Mmettant en évidence la prolifération du tissu

endocrine. Coloration au TM. Gx4140 adipeux au niveau du parenchyme pancreatique.
Coloration au PAS. Gx4140 et 3900.

Ac : acinus, Ad : adipocyte, Ap : cellules apoptotiques, C : canal exocrine, D : ductule,
IL : Tlot de Langerhans, PE : parenchyme exocrine, PAS : acide périodique Schiff, TM :
Trichrome de Masson, HE: Hématoxyline-éosine, G : grossissement.

Figure 3 : Coupe histologique du pancréas Figure 4: Coupe histologique du pancréas
mettant en évidence un ductule entouré par un mettant en évidence un ductule entouré par
PE en voie de dénaturation. Coloration au un PE en voie de dénaturation. Coloration au
TM. G x 9900. HE. G x 9800.



Planche 1V : Coupes histologiques du pancréas de Po diabétique

Figure 1 : Coupe histologique du pancréas mettant en évidence le remaniement du tissu
exocrine. Coloration au Trichrome de Masson. Gx450.

Cette coupe histologique du pancréas montre un remaniement du tissu exocrine, ce
dernier disparait du fait de 1’invasion progressive et continue par le tissu fibro-conjonctif
puis par le tissu adipeux. La dégénérescence et la destruction graduelle des acini exocrines
sont manifestes. On observe un dép6t de collagene synthétisé a partir des fibroblastes qui
proliférent au niveau de la matrice extra cellulaire et qui sont pour 1’essentiel a I’origine de la
fibrose. Le processus de destruction des cellules acineuses est accéléré par la biosynthese de
molécules inflammatoires qui se traduit par la présence de lymphocytes et de polynucléaires
que I’on devine dans le tissu fibreux qui entoure le canal excréteur. La prolifération de plages
blanches dans les 1lots de Langerhans prouve bien I’apoptose que subissent les cellules § .La
diminution du nombre des cellules B dans le parenchyme endocrine a été confirmée par
ailleurs par la baisse brutale et continue de 1’insuline plasmatique que 1’on a observé a partir
du 6°™ mois chez les Po diabétiques.

Figure 2 : Coupe histologique du pancréas mettant en évidence la prolifération du tissu
adipeux au niveau des parenchymes exocrine et endocrine. Coloration au PAS. Gx450.

Cette coupe histologique montre que les parenchymes exocrine et endocrine sont
envahis par le tissu adipeux. La réaction au PAS devient plus au moins faiblement positive et
tend vers le rose violace. Au fort grossissement, les dép6ts intra insulaires de glycoprotéines
dans les Tlots apparaissent élargis et formés de trousseaux de fibres de collagéne fortement
colorables au PAS. Ces derniers se présentent sous forme de cordons, séparant les cellules
insulaires endocrines. D’autres ilots sont atrophiés et paraissent bien encapsulés dans le
« PE » par une capsule conjonctive a forte réaction PAS positif. Des noyaux des fibrocytes de
forme ovoides s’observent a Dl’intérieur des lames conjonctives qui entourent I’ilot.
L’inflammation se manifeste par la présence de macrophage dont les noyaux sont volumineux
et visibles au niveau des fibres de collagene. Les données cliniques concernant les patients
atteints de diabete de type 2 indiquent que la caractéristique principale de cette maladie se
traduit, au niveau du pancréas, par une fibrose étendue et un dépot amyloide que 1’on peut
mettre en ¢vidence par la technique d’immunohistochimie grace a la réaction par
immunoperoxidase.

Figure 3 et 4 : Coupe histologique du pancréas mettant en évidence des ductules
entoures par un PE en voie de dénaturation. Coloration au TM et HE . Gx 1000.
Ces coupes histologiques montrent que le parenchyme exocrine s’organise en ductules c’est

le signe de dégénérescence et de dégradation graduelle des acini exocrines , ces ductules sont
formés d’un épithélium pseudostratifié et entourés de tissu conjonctif dense constitué par un
dép6t de collagéne coloré en vert lumiere mise en évidence par le TM ,synthétisé a partir des
fibroblastes( figure 3).0On observe également au niveau de 1’7lot de Langerhans( figure 4) des
vides qui correspondent a des cellules apoptotiques dégradées par des leucocytes
mononuclés.



Planche V : Coupes histologiques du pancréas de Po diabétique
insulinodépendant

Figure 1 coupe histologique d’une vue
d’ensemble du pancréas de Po diabétique.
Coloration HE. Gx 930.
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Figure 2 : coupe histologique du pancréas de
Po diabétique montrant 1’apoptose des
cellules du parenchyme pancréatique.
Coloration HE. Gx4005.

Ad : adipocyte, C : canal exocrine, IL : Tlot de Langerhans, PE : parenchyme exocrine,
sept : septum, HE : Hématoxyline éosine, G : grossissement.

Figure 3 : coupe histologique du pancréas de
Po diabétique montrant une dénaturation des
parenchymes  exocrine et  endocrine.
Coloration HE. Gx 8700.

Figure 4 : coupe histologique du pancréas de
Po diabétique montrant la présence de cellules

adipeuses et d’une fibrose interstitielle.

Coloration HE. Gx 9100.



Planche V : Coupes histologiques du pancréas de Po diabétique insulinodépendant

Figure 1 : coupe histologique du pancreéas de Po diabétique. Coloration a I'HE. Gx100.
Cette coupe histologique montre qu’au faible grossissement le pancréas garde son aspect
plurilobé mais que des modifications structurales importantes sont observées : présence de
plages blanchatres et de corps denses nécrotiques ; il y a dégénérescence, dénaturation du
parenchyme exocrine et endocrine et involution de I’organe.

Figure 2 : coupe histologique du pancréas de Po diabétique montrant 1’apoptose du
parenchyme pancréatique. Coloration HE. Gx450.

Cette coupe histologique montre a un grossissement plus élevé, que les plages blanchatres
correspondent a la disparition par apoptose des cellules acineuses et des ilots de Langerhans
initialement présents en ces endroits. On remarque également qu’au voisinage de ce
parenchyme exocrine se trouvent des nécroses qui se présentent sous la forme de corps denses
de couleur sombre sur lesquels se greffe un remaniement des cellules acineuses déstructurées
sans forme précise.

Figure 3 : coupe histologique du pancréas de Po diabétique montrant une dénaturation
des parenchymes exocrine et endocrine. Coloration HE. Gx1000

Coupe histologique du pancréas de Po diabétique montre clairement I’atrophie d’un flot de
Langerhans qui se recroqueville et se détache des cellules voisines du parenchyme exocrine.
Au niveau du pdle apicale des cellules pyramidales des acini s’observe une lumiére tres large
et qui n’était que virtuelle chez le témoin. Certains noyaux des cellules acineuses ont perdu
leur forme sphérique. Ils se sont hypertrophiés et occupent la partie basale de I’acinus
rappelons que chez le témoin le noyau est parfaitement sphérique est occupe
systématiquement la partie parabasale de la cellule cette transformation du noyau pourrait
étre a I’origine de I’involution que subit le pancréas a ce stade de la maladie diabétique.

Figure 4 : coupe histologique du pancréas de Po diabétique montrant la présence de
cellules adipeuses et d’une fibrose interstitielle. Coloration HE. Gx1000.

Cette Coupe histologique du pancréas montre la présence de cellules adipeuses hypertrophiées
et d’une fibrose interstitielle de type inflammatoire. En effet I’inflammation se manifeste par
la présence d’un grand nombre de cellules de type immunitaire telles que des polynucléaires
et des macrophages a noyaux volumineux et visibles au niveau des fibres de collagene. Les
canaux excréeteurs sont encapsulés par la fibrose. 1ls apparaissent dilatés et hypertrophiés. Des
noyaux des fibrocytes de forme ovoides s’observent a I’intérieur des lames conjonctives qui
entourent ces canaux. On peut conclure a ce stade que L'agression continuelle du pancréas
par hyperglycémie chronique entraine la formation d'une fibrose parenchymateuse
progressive irréversible avec raréfaction de la trame et dilatation canalaire. Les données
cliniques concernant les patients atteints de diabete chronique de type 2 indiquent que la
caractéristique principale de cette maladie se traduit, au niveau du pancréas, par une fibrose
¢tendue et un dépdt amyloide que 1’on peut mettre en évidence par la technique
d’immunohistochimie grace a la réaction par immunoperoxidase et c’est ce que nous
observons chez notre animal modéle.



Planche V1 : Coupes histologiques du pancréas de Po diabétique au stade
final.

Figure 1: Coupe histologique du pancréas de Po montrant un pancréas lipomateux.
Coloration TM. Gx8325.

Ac: acinus, Ad: adipocyte, C: canal exocrine, IL : ilot de Langerhans, PE:
parenchyme exocrine, TM : Trichrome de Masson, G : grossissement.

Figure 1: Coupe histologique du pancréas de Po montrant un pancréas lipomateux.
Coloration TM.Gx 450.

Cette coupe histologique montre I'envahissement du pancréas par les cellules adipeuses ,ces
derniéres confluent entres elles et constituent des plages graisseuses étendues au sein du
parenchyme pancréatique ; on constate qui se développe au détriment des acini,c’est 1’aspect
histologique caractéristique d’un pancréas lipomateux. L’envahissement par les adipocytes
du parenchyme finit par faire disparaitre le tissu glandulaire endocrine et exocrine. On
constate également une prolifération du tissu conjonctif qui isole les acini. Certains Tlots ont
perdu leur integrité et une grande partie de leur constituants cellulaires . A ce stade
d’évolution de la maladie diabétique le pancréas est en cours de perdre totalement sa fonction.
Notons que chez I’homme I’ infiltration et la saturation en cellules adipeuses concomitantes a
une fibrose sont les signes d’une pancréatite chronique.



Planche VII : Frottis sanguin des animaux Témoins et Obéses

Frottis des animaux témoins \

Figure 3

Frottis des animaux obeses |

Figure 6



Planche VI1 : Frottis sanguin des animaux Témoins et obéses

Figure 1 : Frottis sanguin chez le Po témoin. Coloration par May- Grimwald-Giemsa (MGG).
Gx1000

Dans cette lame on voit que les érythrocytes de Po sont des disques biconcaves colorés en rose-
violacée (€osinophile/ acidophile) avec un centre plus pale, cette coloration est due a ’acidiphilie de
I’hémoglobine contenue dans ces cellules.

Figure 2 : Frottis sanguin chez le Po témoin : cellules leucocytaires. Coloration (MGG). Gx1000

On observe un granulocyte neutrophile (1 ) noyau unique plurilobé, formé d’un cordon chromatique
incurvé segmenté constitué de lobules reliés par de fins ponts nucléaires, la chromatine est dense, et
le cytoplasme est presque incolore . On observe également des lymphocytes inactivés(2) : des petites
cellules de taille proche a celle des globules rouges, un noyau occupant presque la totalité du
cytoplasme, la chromatine de ces noyaux parait moins condensée. Ce sont des cellules phagocytaires
dont le réle principal s’exerce au cours de la réponse immunitaire & une 1ésion tissulaire, au cours de
laquelle ils phagocytent les cellules des tissus endommagés et les micros-organisent envahisseurs.

Figure 3 : Frottis sanguin chez le Po témoin : monocyte. Coloration (MGG). Gx1000

On observe dans le frottis de Po témoin la présence de cellules (3) ressemblant aux monocytes : elles
constituent les cellules les plus volumineuses de la série blanche ; le noyau volumineux et trés
irrégulier le plus souvent excentrique et occupant la totalité du cytoplasme leur chromatine est treés
condensée. Ces cellules phagocytaires tres mobiles sont les précurseurs des macrophages.

Figure 4 : Frottis sanguin chez le Po obése de 3°™ mois: les acanthocytes. Coloration(MGG).
Gx1000

Au 3*™ mois du RHC, au sein de ce frottis on remarque quelques globules rouges qui présentent des
déformations membranaires (les membranes en forme d’acanthe). Les acanthocytes ce sont des
globules rouges avec de nombreux spicules, ils apparaissent lors d’une anomalie constitutionnelle
associée avec un métabolisme anormal des lipides. Les acides gras libres sont hémolysants. Lorsqu'ils
se fixent en grande quantité sur la membrane érythrocytaire, les globules rouges deviennent des
acanthocytes. Ceci peut s'observer quand il y a une grande quantité d'acides gras non-estérifiés est
libérée par le tissu adipeux et ¢’est le cas pour le Po obese.

Figure 5: Frottis sanguin chez le Po obése de 3°™ mois: lymphocyte activé. Coloration
(MGG).Gx1000

Dans ce frottis on observe la présence de grands lymphocytes de tailles supérieures a celle des
hématies et a noyaux ronds bien colorés, entourés d’une mince couronne de cytoplasme basophile
toutefois péle et non-granulaire. Ce sont des lymphocytes activés. Ils sont le signe d’une inflammation
aigue.

Figure 6: Frottis sanguin chez le Po obése de 3*™
(MGG).Gx1000

mois: plaquettes sanguines. Coloration

Sur cette coupe on remarque 1’abondance des plaquettes sanguines dans le frottis sanguin. Ces
cellules sont anucléées de forme biconvexe, groupées en amas, riche en organites concentrées dans la
partie centrale de la cellule. Elles jouent un réle fondamental dans la réparation tissulaire.



Planche V111 : Frottis sanguin des animaux Diabétiques.

Figure 7 Figure 8

Figure 9 Figure 10

Figure 11 Figure 13



Planche VIII : Frottis sanguin des animaux Diabétiques.

Figure 7 : Frottis sanguin chez le Po Diabétique. Coloration (MGG).Gx1000.

Chez le diabétique; On observe dans les frottis ’abondance de gros amas formés de
plaquettes qui baignent dans le milieu endommagé, indice d’une inflammation en cours
d’extension.

Figure 8 : Frottis sanguin chez le Po diabétique : globules blancs. Coloration (MGG).
Gx1000.

On remarque que la proportion des globules blancs augmente, dans cette micrographie un
neutrophile(4) est observée, il est caractérisée par son noyau plurilobé ce qui montre I’état
activé de ce leucocyte.

Figures 9: Frottis sanguin chez le Po diabétique : thrombocytes. Coloration (MGG).
Gx1000.

On observe dans ces frottis en plus de 1’abondance des plaquettes (amas des thrombocytes
agglutinés), de petites cellules nucléées de forme discoidales biconvexes, le cytoplasme
violacé d’aspect granulaire et noyau a chromatine trés condensée qui vont étre activées dans
I’étape suivant de I’inflammation.

Figure 10 : Frottis sanguin chez le Po diabétique : globules rouges .Coloration (MGG).
Gx1000.

Au stade avancé du Diabéete, on remarque que les proportions des globules rouges a
membranes déformées (GRD) sont plus marquées. On peut supposer une efficacité moindre
de ces globules rouges dans le transport de I’oxygéene.

Figure 11 : Frottis sanguin chez le Po diabétique : thrombocytes. Coloration (MGG).
GX1000.

A la fin de I’expérimentation, les amas des thrombocytes sont abondants. Ces derniers ont des
propriétés proagrégantes menant a des thromboses.

Figures 12 : Frottis sanguin chez le Po diabétique : inflammation. Coloration (MGG).
GX1000.

On observe des polynucléaires augmentées de taille et a noyau hyper segmenté, ces
observations soulignent I'état mature et I’inflammation généralisée des tissus, des organes, des
animaux diabétiques.



Discussion des résultats
histologiques



I11-Etude de frottis sanguin

Au départ de I’expérimentation on a essayé de réaliser I’hémogramme de nos animaux, pe
l'automate utilisé aux laboratoires pour suivre I’état inflammatoire de I’animal et donner so
stade inflammatoire au cours du SM d'une maniére précise. Comme Le Psammomys obesus e
un rongeur qui contient 3ml du sang ; la quantité du sang n’était pas suffisante (cette quanti
était parfois insuffisante) pour le bilan biochimique. pour ceci on s'est étalé a I'exame
systémique du frottis sanguins.

Chez les animaux témoins les globule rouges sont des disques biconcaves qui
ressemblent a celles des autres mammiferes, au coloration par le MGG prennent la couleur
rose saumon due a la basophilie de I'némoglobine , les globules blancs(leucocytes ) sont de
différentes catégories a savoir, des lymphocytes( la lignée la plus nombreuse), des basophiles
et des neutrophiles, similaires en forme aux autres rongeurs.

Toutefois on a observe chez cet animal déserticole qui est connu a étre le plus
important réservoir d’un parasite de la famille Trypanosomea dénommé dans notre pays
Leishmania major [Yakimoff and Schokhor, 1914 ; Gunders et al, 1968] des géantes
cellules ressemblantes aux monocytes mais qui ont une chromatine tres condensés, ces
cellules particuliéres était observées aussi dans le sang de Gerbillus pyramidium (des
cellules de grandes taille dont le tiers de volume est occupé par un gros noyau arrondi ou
ovalaire, le cytoplasme fortement basophile et trés vacuolisé ressemblant par certains
caractéres aux monocytes mais les caractéres nucléaires sont différents (chromatine tres
condenseé) .

Dans la bibliographie, et malgré les différents travaux sur cet animal on n‘a pas trouve u
hémogramme propre au Psammomys, On cite ci-dessous quelques valeurs évoquees par de
travaux réalisés sur deux rongeurs enchainant la méme famille (Gerbilledea) ; il s’agit ¢
Gerbillus de Mangolie ( travaux muni par [Ruhren and May, 1968] et une autre gerbille q
partage le méme biotope de notre animal ( zone aride de Beni abbes) Gerbillus pyramidium
ces deux travaux soulignent le dimorphisme sexuel.

1/taux des globules rouges GR :

» 10.02 £0.15 10%® [9.40-10.60] chez le male

> 9.09+0.18 103 [7.28-11.67] chez la femelle
Le taux des GR est elevé chez le male de la gerbille et présente une stabilité entre les deux
sexes d’ages adultes différents et de poids différents [Ruhren, 1965] ce taux est faible a la
naissance et atteint ses valeurs maximums a la 8 eme semaine.

2/ taux des globules blancs GB :
Chez la gerbille :

> Male: 2.70+0.05 103/mm?3
> Femelle : 3.40 + 0.18 103/ mm3



I11-Etude de frottis sanguin

Au départ de I’expérimentation on a essay€ de réaliser I’hémogramme de nos animaux, par
l'automate utilisé aux laboratoires pour suivre 1’état inflammatoire de I’animal et donner son
stade inflammatoire au cours du SM d'une maniére précise. Comme Le Psammomys obesus est
un rongeur qui contient 3ml du sang ; la quantité du sang n’était pas suffisante (cette quantité
était parfois insuffisante) pour le bilan biochimique. pour ceci on s'est étalé a I'examen
systémique du frottis sanguins.

Chez les animaux témoins les globule rouges sont des disques biconcaves qui
ressemblent a celles des autres mammiferes, au coloration par le MGG prennent la couleur
rose saumon due a la basophilie de I'némoglobine , les globules blancs(leucocytes ) sont de
différentes catégories a savoir, des lymphocytes( la lignée la plus nombreuse), des basophiles
et des neutrophiles, similaires en forme aux autres rongeurs.

Toutefois on a observé chez cet animal déserticole qui est connu a étre le plus
important réservoir d’un parasite de la famille Trypanosomea dénommé dans notre pays
Leishmania major [Yakimoff and Schokhor, 1914 ; Gunders et al, 1968] des geantes
cellules ressemblantes aux monocytes mais qui ont une chromatine trés condenses, ces
cellules particuliéres était observées aussi dans le sang de Gerbillus pyramidium (des
cellules de grandes taille dont le tiers de volume est occupé par un gros noyau arrondi ou
ovalaire, le cytoplasme fortement basophile et trés vacuolisé ressemblant par certains
caractéres aux monocytes mais les caractéres nucléaires sont différents (chromatine trés
condensé) .

Dans la bibliographie, et malgré les différents travaux sur cet animal on n'a pas trouvé un
hémogramme propre au Psammomys, On cite ci-dessous quelques valeurs évoquées par des
travaux réalises sur deux rongeurs enchainant la méme famille (Gerbilledea) ; il s’agit de
Gerbillus de Mangolie ( travaux muni par [Ruhren and May, 1968] et une autre gerbille qui
partage le méme biotope de notre animal ( zone aride de Beni abbes) Gerbillus pyramidium
ces deux travaux soulignent le dimorphisme sexuel.

1/taux des globules rouges GR :

» 10.02 £0.15 10° [9.40-10.60] chez le méle

> 9.09+0.18 10%® [7.28-11.67] chez la femelle
Le taux des GR est élevé chez le male de la gerbille et présente une stabilité entre les deux
sexes d’ages adultes différents et de poids différents [Ruhren, 1965] ce taux est faible a la
naissance et atteint ses valeurs maximums a la 8 eme semaine.

2/ taux des globules blancs GB :
Chez la gerbille :

> Male : 2.70+0.05 103/mm3
» Femelle : 3.40 £ 0.18 103/ mm?3



Notant que ce taux est plus faible que celui donné dans la littérature chez d’autres rongeurs.
3/La formule leucocytaire : les lymphocytes prédominent sur les granulocytes neutrophiles

Chez la gerbille :

» 68.70% =+ 0.63 Lymphocytes chez le male
» 24.30% = 0.92 Granulocytes neutrophiles

» 65.16%=1.14 Lymphocytes chez la femelle.
» 26.66%= 1.66 Granulocytes neutrophiles.

Similairement chez la gerbille de Mangolie [Mays, 1969] elle présente :

» 84.8%=7.9 Lymphocytes
» 23.1% +12.23 granulocyte neutrophiles

Par 1’étude des frottis sanguin et par 1’évaluation visuelle de la formule sanguine au cours du
SM chez le Psammomys obesus comparant au témoin,

On note & partir du 3°™ mois période ou le bilan biochimique indique I’installation du Diabéte
associé par une obésité viscérale importante, 1’¢lévation des taux des globules blancs et des
plaquettes.

o Ccette augmentation importante des taux sanguin des plaquettes, soutiendrait la
surexpression du PAI, cette protéine sécrétée par les thrombocytes fait partie des
protéines de la phase aigué de I’inflammation, selon [Samad et al, 1999] une élévation
du PAI-1 est observée chez les sujets obeses humains, ce qui pourrait contribuer au
risque augmenté d’évenement thrombotiques spécialement chez les malades a obésité
abdominale.

En effet, il a été suggéré que le TNF, sécrété par les adipocytes a localisation viscérales,
est responsable du surcroit des valeurs plasmatiques de PAI-1, et par conséquent des
complications cardio-vasculaires [Shimomura et al, 1996].

o Une élévation des taux sanguins des globules blancs (leucocytes) menent aux
perturbations de I'noméostasie interne , étant donné que la différentiation accrue de ces
lignées pourrait étre activer par I’expansion de TA et ce dernier participe a son tour a
la sécrétion intense et locale de certaines adipokines favorisant ainsi le chimiotactisme
des cellules de I’inflammation (neutrophiles, monocytes lymphocyte ); ces derniéres a
leur tours sécretent des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires accroissent la
différenciation de ces lignées .



DISCUSSION GENERALE

Dans ce présent travail nous avons essayé de mettre en évidence et par des techniques
histologiques simples, I’inflammation du pancréas chez le Psammomys obesus rendu
diabétique par un RHC, surtout dans les stades avances du DT2.

Notre étude histologique montre que le pancréas témoin de Po est une glande lobulée,
entourée d'une fine capsule conjonctive, formé par deux principaux tissus : la composante
exocrine, basophile, séparée par des fines lamelles de tissu conjonctif et dans lesquelles sont
éparpillés des amas endocrines non bien encapsulés, correspondent aux flots de Langerhans.
Ces derniers sont constitués de plusieurs types de cellules endocrines principalement des
Cellules B au centre de ’organe, productrices d’insuline ; elles ont un noyau sphérique, une
membrane lisse, un nucléole bien apparent et une chromatine disposée en forme de mottes et
les cellules a a glucagon qui présentent de grandes similitudes structurales avec les cellules
béta.

Aprés 03 mois de RHC on observe que certains de nos animaux développent rapidement un
DT?2 inné qui n’apparait que plus tardivement chez d’autres animaux soumis au méme régime
et dans les mémes conditions expérimentales. Ainsi dans un méme lot issu du méme biotope
on a observe une évolution métabolique différente face aux mémes charges caloriques. Ces
mémes observations ont été reportées par plusieurs autres auteurs [Donath et al., 1999 ;
Kaiser et al., 1999]. Ces différences ont été attribuées a I’existence de deux lignées chez cette
espece déserticole : lignée R pour les animaux résistants qui s’adaptent mieux au RHC et les
autres qui exhibent rapidement les symptémes du SM et du DT2 : ce sont les animaux de la
lignée D (atherosensibles). Nous nous sommes intéresses dans notre travail aux animaux
appartenant a cette derniére catégorie.

Aux stades précoces de I’installation du DT2 et parallelement a la prise de poids systématique
chez tous les animaux en expeérience, il commence a apparaitre une hyperplasie des Tlots de
Langerhans associée a une hypertrophie des cellules béta. En comparant nos résultats a ceux
des travaux réalisés par d’autres auteurs, on constate que, chez beaucoup d’espéces obeses,
comme le singe Maccaca multata [Hansen et al., 1996 ; Pick et al., 1998] la masse des
cellules beta est relativement supérieure a celle des témoins. En outre chez I’étre humains, les
obéses ont un volume de masse des cellules Beta relativement supérieur [Butler et al., 2003,
Klopper et al., 1985]. On peut également suggérer que 1’animal essaie, dans un premier
temps, de s’adapter a sa nouvelle situation de surcharge en glucose par une production accrue
d’insuline.

Apres trois mois de RHC on a observé la coexistence d’ilots hypertrophiés et d’ilots en voie
d’apoptose. Les gros ilots présentent au sein des cordons cellulaires des noyaux pycnotiques
emprisonnés dans des plages trés éosinophiles. On note également la présence de gros noyaux
au sein de 1’1lot. Nos résultats sont en accord avec ceux des travaux antérieurs sur ce modele
animal qui parlent de la perte de la masse des cellules beta fonctionnelles qui sont des cellules
hautement différenciées, du fait principalement de la glucotoxicité creée par le milieu
hyperglycémique chronique [Charle et al., 2009]. Ces cellules, sécrétrices d’insuline, sont en
effet trés vulnérables dans un milieu hyperglycémique car du point de vue physiologique, le



glucose est un agent régulateur de I’expression d’un nombre important de génes impliqués
notamment dans la fonction secrétoire et métabolique. Il constitue avec 1’incrétine GLP1, les
deux principaux régulateurs de nombreux geénes de I’insuline, de GLUTlet e 1’hexokinase
[Wang et al., 1995], de méme que I’expression de PDX-1. Ce dernier étant 1’un des
principaux facteurs de transcription du pancréas, son expression augmente sous l’effet du
GLP1 [Perfetti et al., 2000].

Au fil de I’expérimentation et a partir du 6éme mois et parallélement a 1’élévation du poids
corporel des animaux (males et femelles) une élévation significative de la mase grasse
abdominale est bien marquée. Il est maintenant bien admis que cette masse adipeuse viscérale
(TAV) contribue a la genese des effets déléteres via I’augmentation de la production et de la
sécrétion de chémokines et de cytokines inflammatoires qui concourront a la genese et a la
progression des complications métaboliques, a I’insulinorésistance et a la perturbation de plus
en plus importante de la biologie interne de I’organisme [Barat et al.,1991]. Ce TAV serait
plus sensible a I’effet lipolytique par les catécholamines (sécrétion amplifiée au cours du SM
chez ce rongeur déserticole), ce qui méne a leur drainage accrue vers le foie et donc vers la
stéatose hépatique [Travaux en cours O. Beloui]. L’infiltration graisseuse du pancréas
s’ajoute a un TA bien développé qui apparait au niveau de la capsule de I’organe et au
pourtour des canaux a sécrétions exocrines. Au fort grossissement, le TA péri pancréatique est
formé d’adipocytes géants et de cellules a noyaux bien apparents qui constituent le Stroma
vasculaire du TA. Ces derniéres sont des cellules de la lignée immunitaire et surtout des
macrophages qui viennent se loger dans le TAV [Lafontan, 2010].

Au 9¢éme mois I’accroissement des adipocytes en nombre et en taille est mis en évidence par
les colorations histologiques adéquates (TM et HE). Le débordement du TA serait le facteur
prédictif de ’apparition d’un stade inflammatoire avéré dés le 6eme mois, une inflammation
du type hémorragique caractérisée par un tissu interstitiel abondant, des Tlots tres rares et
atrophiés et des vaisseaux sanguins trés dilatés dénotant 1’existence d’anévrismes vasculaires
¢tendus. Le TA prolifére et s’installe entre les lobules du pancréas. On constate également une
involution de ’organe, avec une fibrose est bien apparente par dépdt accru de collageéne
fibreux. Les Tlots perdent leur intégrité cellulaire. La disposition en cordon disparait et les
noyaux pycnotiques sont en forte proportion. A ce stade méme le PE subit des altérations
structurales importantes. La forme d’acinus est absente et 1’autolyse par les grains de
zymogeéne est suspectée. Dans son ensemble, I’intégrité du pancréas est maintenue, la forme
lobulée persiste et le PE est plus ou moins semblable a celui de I’animal témoin. Le TA
envahit uniquement la capsule et les septums conjonctifs, parfois des tubes a épithélium
cubique et sous-jacent a un tissu conjonctif tres fibreux, sont entourés par les adipocytes. Au
fort grossissement les ilots hypertrophiés colorés a I’HE sont bien encapsulés. Les cellules
endocrines sont disposées en cordons entre lesquels des formations trés éosinophiles sont
observées. On remarque également que les cellules endocrines situées a proximité du canal
exocrine présentent un cytoplasme bien granulaire.

Une caractéristique remarquable qui a été relevée pendant notre expérimentation est qu’au
10éme mois et dans la plupart de nos coupes histologiques, est la proximité des Tlots
endocrines avec les ductules exocrines. De plus certains ductules sont présents parfois au
4eme mois de RHC (et au 10éme mois chez les Po résistant) sous forme d’un amas de cellules



identiques aux cellules ductulaires. Ces rapprochements ductule-Tlot permettent de supposer
I’implication chez ces animaux, de la théorie de la nésidioblastose c’est a dire la formation de
nouveaux Tlots de cellules endocrines surtout a partir des cellules non endocrines ou
indifférenciées. Ce phénomene, observé pour la premiére fois par Rosenberg, 1983 couvrant
par un papier cellophane, il remarque la dégénérescence des cellules endocrines a partir des
cellules non endocrines. De méme corti et al., 1992 engendre une fibrose de la téte du
pancréas du rat et, on a observé ce méme phénomene aprés 5 jours d’injection de
streptozotocine chez le rat, a partir de la différentiation de I’épithélium ductulaire, ce dernier
devient hyperplasique, et envoie des interdigitations dans le parenchyme acineux adjacent.
Les travaux ultérieurs de Corti et al., 1992 ont confirmé ce phénoméne. Ces chercheurs,
aprés ligature du canal pancréatique du lapin, ont observé une pancréatite chronique
concomitante a un dép6t de collagéne et destruction des cellules puis une prolifération
cellulaire spécifique sans rupture de la membrane basale et accompagnée par la croissance des
cellules centro-acineuse en épithélium pseudo stratifié [Catala et al., 1990]. 15 a 30j apres la
ligature, on observe une intensification de I’épithélium ductulaire révélé par une activité
enzymatique (phosphatase acide) pendant cette période un amas de cellules endocrines a la
périphérie des ductules apres coloration au PAF cet amas de cellules proviennent d’un méme
ductule mais pas forcement des mémes cellules souches. Ces amas ont migré aprés séparation
de I’épithélium ductulaire par poussée de tissu conjonctif.

- 90j apres la ligature, les cellules souches évoluent aprés mitose en cellules endocrines
essentiellement A et surtout B [Petkov et al., 1992] qui ne seraient pas physiologiquement
actives a ces périodes [Corti et al., 1992]. Ceci pourrait expliquer la plasticité du pancréas
conférée a la lignée R des Po, pour retrouver leur euglycémie lorsqu’ils sont remis au régime
restrictif en calories et méme expliquer I’hyperplasie compensatrice des ilots pancréatiques et
leur résistance au RHC. En effet I’accroissement de la masse des cellules beta a été expliquée
par d’autres chercheurs par I’existence d’une régénération des cellules beta a partir des
cellules indifférenciées ou partiellement différenciées (précurseurs) qui pourrait ainsi
préserver la masse des cellules beta [Xu et al, 2008]. Ces cellules précurseurs (souches) sont
encore males connues ; elles seraient résidantes dans 1’ilot lui-méme [Rosenberg, 2002 ; Teta
et al., 2007].



Conclusion



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail realisé sur des Rats des sables de la région semi aride de Béni-Abbés (W de
Béchar) montre que dans son biotope naturel ou lorsqu’il est nourri aux plantes halophiles
Psammomys obesus ne développe jamais ni obésité ni aucune des pathologies caractéristiques
du SM. Notre étude montre que 3 mois de RHC suffisent pour initier une obésité systématique
et sans cesse croissante chez tous nos animaux et un DT2 chez 40% d’entre eux avec
hyperglycémie, hypercholestérolémie plasmatique massive et hyper insulinémie. Plusieurs
travaux ont montré que la réduction de 1’apport calorique apres ’installation du diabéte au
stade précoce (inférieur a trois mois) permet de normaliser la glycémie au prix d’une hyper
insulinémie modérée [El-Aoufi et al., 2007 et 2012] Une telle observation a également été
faite chez I’Homme. Notons que le mécanisme de I’hypercholestérolémie observée chez Po
soumis au RHC n’est pas encore bien comprise mais certains auteurs suggerent qu’il doit étre
le résultat d’un chemin métabolique identique a celui rencontré chez ’Homme et qui meéne a
I’hypertriglycéridémie en présence de I’hyperinsulinémie [Reaven, 1987].Une telle
conclusion se doit d’étre confirmée par des études plus ciblées.

Au niveau histologique, des travaux cytologiques et immuno-histochimiques précédents de
notre laboratoire ont mis en évidence I’intérét de PO comme modele animal pour I’étude du
SM et des complications coronariennes et rénales qui lui sont associées. Nous savons par
ailleurs que cet animal déserticole présente une plasticité naturelle inhabituelle du pancréas
endocrine qui mime remarquablement la plasticité physiologique rencontrée chez la femme
enceinte atteinte d’un diabéte gestationnel.

Notre étude histologique montre que dans les phases précoces du diabéte, le pancréas tente de
s’adapter aux nouvelles conditions de vie qui sont imposées a Po en multipliant le nombre de
cellules béta et en hypertrophiant les flots de Langerhans. Cependant si le RHC perdure, il
commence & apparaitre des dépOts intra insulaires dans les Tlots de Langerhans et des
anomalies histologiques qui s’aggravent progressivement avec la durée du régime.

Au fur et a mesure de 1’aggravation de la maladie et comme chez ’Homme, le pancréas est
envahi par le tissu adipeux. Celui-ci s’est fortement développé et entoure les canaux exocrine
dont la lumiére se réduit de plus en plus .la paroi tres épaisse formée de membranes
collapsées. Certains ilots de Langerhans s’atrophient et sont encapsulés dans le PE par une
capsule conjonctive. Dans d’autres ilots les dépots intra insulaires sont formés de trousseaux
de fibres qui emprisonnent des noyaux pycnotiques.

Au stade final de la maladie d’importantes modifications structurales sont observées telles que
I’¢largissement des plages d’apoptose dans le tissu pancréatique, dénaturation du parenchyme
exocrine et involution de 1’organe, forte fibrose du pancréas particulierement autour des
canaux des septums et de la capsule du pancreas. Les Tlots de Langerhans.



s’atrophient et le nombre de cellules béta s’effondre. La fibrose tissulaire caractérisée par une
abondance du collagéne entre les cordons et les capillaires de 1’1lot est largement installée.
Dans les ilots des patients diabétiques de type I, le précurseur responsable de la formation
des fibrilles amyloides est I’Amyline (IAPP). Par purification et caractérisation de ces dépots
pancréatiques des chercheurs ont identifié chez I’Homme un polypeptide de 37 résidus
comme le composé majeur [Cooper et al., 1987]. Ces dépodts extracellulaires sont contigus
des cellules béta [Hull et al., 2007] et promouvraient a leur toxicité. L’incubation de I'TAPP
avec les cellules béta perturbent la stabilité membranaire de ces dernieres et induit leur mort
programmeée. La cascade des réactions de cette toxicité est similaire a celle observée lors de
I'incubation de L'oligomere af3 avec neurones dans Alzheimer. Tres peu de connaissance sont
fournies sur I’ITAPP. Les marqueurs circulatoires de 1I’inflammation sont en conséquence en
relation avec les protéines amyloides [Ott, 1999 ; Akmolafe et al., 2006]. Une telle direction
de recherche devrait étre développée sur Po sauvage rendu diabétique par RHC. L’amylose
des ilots de Langerhans de Po, les cascades amyloidogéniques et la présence de dépéts intra
insulaire dans le pancréas malade de Po, prouvent la relation étroite de ces dépots dans la
déficience des cellules sécrétoires et dans la perte de la masse fonctionnelle des cellules béta
chez I’étre humain. Une telle direction de recherche devait étre creusée davantage tellement la
similitude avec les observations faites chez I’homme est remarquable pour la recherche et le
test de molécules curatives.

A P’issue de cette étude il apparait que Psammomys obesus représente bien un modéle animal
tout a fait pertinent pour 1’étude des pathologies du pancréas humain liées au diabete.
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Annexes



Les mélanges fixateurs

Fiche technique n°l: Le para-formol aldéhyde ( formol a 10%0)

©  FOIMOI 35 Q40 Q0. et e et e e e e e e e e 100ml
o Bau distillee ...ooooiiiii 28.57ml

Fiche technique N°2 : Bouin aqueux :

Afroid :
e Solution aqueuse saturée d’Acide PiCTIqUe. ........ovivviriiniiriiriiiiranenns 75ml
e Formal aldéhyde de 40%(formol)............cooiiiiiiiiiii 20ml
®  ACIAC ACEHIQUE. ...ttt i e Sml

Collodionnage
Fiche technique N°3 : eau gélatinée de Masson

o Gélatine en poudres ..........coevviiiiiriiiiiiiiiiieen 0.4g
e FEaudistillée..........ooviiiiiiii 100ml

Jeter la poudre dans I’eau et laisser gonfler pendant un moment, puis tiédir sur une platine
chauffante jusqu’a dissolution compléte

Déshydratation

Fiche technique n°4 : Dilution des alcools

Alcool obtenu 70° 90°
volume d’eau D a

ajouter a 100MlI 39ml eml
d’alcool 96°

d’éthanolC2H5SOH

Les Colorants
Fiche technique n°5 : hématoxyline de Groat-éosine

Préparation a froid les deux solutions

1/-acide sulfurique concentré..............oevuiuiniiiiiiniiiiiaieennn, 0.8ml.
Alunde fer. ..., 10.
Eau distillée. ......cviiieiiii 50ml.

2/NeMatoXYlINe. ... ....cooviiti i 0.59.



ALCO0TL 8 05 e e 50ml.

Apreés dissolution mélanger les deux solutions ; laisser reposer pendant 1 heure et filtrer, se
conserve pendant 3mois.

Fiche technique n°6 :Trichrome de Masson :variante de Goldner.
1/préparation des colorants :
1. Hématoxiline de groat : preparation a froid

-Solution A : acide sulfurique

CONCENLTE . .. et eees 0.8ml

AICO0IOD o 50ml
-Solution B : hématoxiline
............................................................. 0.5g

ALCO0I0 S . . e, 50ml

Apreés dissolution, mélanger les deux solutions , lisser reposer pendant 1
heure et filtrer
Se conserve pendant 3 mois environ

2.Fushine ponceau :préparation a froid

-Fuschine acide...............cooiiiiiiiiiiii 0.1g

-Ponceau. ... 0.2g

-Eaudistillée. ... 30ml
~ACide aCtIQUE. .. v 0.6ml

3.orange G molybdique : préparation a froid.

SOTANEE G oot e 2g
-Eaudistillée. ... 100ml
-Ac phosphomolybdique.............coooiiiiiiiiiii 1g

4. le colorant nucléaire :

1/vert lumiére( solution acétique) :

SVErt TUMICTE. ...t 0.1g
SEAU diStIIER. ..., 100ml
SACTAE ACEATIQUE. ...t 2ml

5. Eau acétifié 1% :

SACIAEe ACBHIQUE. ... v Iml



-Eau
QIS L. - - e e e e e 99ml

Procédure :

déparaffiner et hydrater

Colorer avec I’hématoxilline de Groat pendant 1 min30*
Laver a I’eau courante pendant 2 minutes

Colorer avec la fuschine ponceau pendant 15 secondes
Rincer a I’eau acétifiée pendant quelques secondes
Colorer avec I’orang G molybdique pendant 15 secondes
Rincer a I’eau acétifiée pendat quelques secondes
Colorer avec le vert lumiére 20 secondes.

Rincer a I’eau acétifiée pendant quelques secondes.
Laver a I’eau distillée

Déshydrater et monter

Observation : le cytoplasme et les lames élastiques sont colorés en rose, les fibres de
collagene en vert ou bleu et les noyaux en bruns.

Fiche technique n°7 :Réactif de Schiff

Meéthode de colleman :

Dissoudre, dans 200 ml d’eau Distillée bouillante la

-fuschine basique (chlorhydrate de pararosaniling).................ccooviiiiiiiiiiiiiiniininennn,
Laisser refroidir et filtrer, ajouter :

Meétabisulfite de
010 2 1115 2g

Acide chlorhydrique

Laisser reposer pendant 24h en flacon bouché émeri, ajouter : charbon
activé.................. 0.5g

Agiter énergiquement pendant 1 minute , laisser reposer puis filtrer

Fiche technique N°8 : Imprégnation argentique de GOMORI

Solution aqueuse a 1% de Permanganate de Potassium.

Solution aqueuse a 2% de Métabisulfite de Potassium.

Solution aqueuse a 2% d’Alun de Fer a préparer extemporanément.

Complexe ammoniacal d’argent dilué extemporanément d’un égal volume d’eau D.

Formol a 10% ( dilué par I’cau de robinet selon (Gabe,1955).



solution aqueuse a 2% d’hyposuodium

e Complexe ammoniacal d’argent (de GOMORI)

A froid : précipiter un millilitre d’une solution aqueuse de Nitrate d’argent a 10% par 2 ml
d’une solution aqueuse de potasse a 10% ajouter goute a goutte ’ammoniaque d’une solution
aqueuse de nitrate d’argent a 10% jusqu’a apparition d’un trouble persistant et disparition de
I’odeur d’ammoniaque

Remarque : se conserve a 1’abri de la lumicre.

au moment de 1’emploie diluer de moitié par 1’eau D.

Mode Opératoire :

CoNor~LNE

Résultats :

Déparaffiner, hydrater.

Oxyder par le permanganate, pendant 1 a 2 min.

Laver a I’eau courante.

Blanchir au métabisulfite.

Laver abondamment a I’eau courante.

Traiter par la solution d’alun de Fer ,pendant 1 min.

Laver a I’eau courante pendant 5 min.

Passer deux fois a I’eau D.

Traiter par le complexe ammoniacal d’Argent, pendant Imin.

. Laver a I’eau D au maximum 10 Seconde.
. Réduire par le Formol.

. Laver a1’au courante.

. Passer rapidement a I’hyposulfite.

. Laver abondamment a 1’eau courante.

. Déshydrater.

. Monter.

les fibres de collagene sont colorées en brun et les fibres de réticuline en noir.



