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Résumé

L’hyperhomocystéinémie, une augmentation du taux plasmatique en homocystéine, est
largement impliquée comme facteurs de risques dans diverses pathologies comme les
maladies cardiovasculaires, la fibrose et la stéatose hépatiques. Nous nous sommes intéresses
dans ce travail a étudier I’impact d’un agent hyperhomocystéinémiant, la méthionine, sur

histologie hépatique de Psammomys obesus, un rongeur déserticole du sud algérien.

Pour ce faire, les rats des sables ont été répartis en deux lots, un lot témoin soumis a un
régime naturel de plantes halophiles, et un lot soumis au méme régime alimentaire et rendu
hyperhomocystéinémique par administration de la méthionine par voie intra péritonéal a
raison de 300 mg/kg de poids corporel/j pendant 1 mois. Afin de visualiser les effets de
I’hyperhomocystéinemie sur le parenchyme hépatique, une approche histologique a 1’aide de
colorations appropriées a été établie. Cette étude est complétée par une analyse
morphométrique. Les transaminases hépatiques (ALT et AST) sont également dosées au

niveau plasmatique.

Nos résultats ont montré que I’administration de la méthionine provoque une augmentation
significative de 1’homocystéine plasmatique de 638% indiquant [I’installation d’une
hyperhomocystéinémie. Les transaminases sont aussi le siégé d’une forte augmentation
significative qui signale une souffrance hépatocytaire. En effet, ALT augmente de 430,6% et
AST de 827,49% comparativement aux témoins. Au niveau histologique, la principale
altération observée est la stéatose macrovacuolaire. L hypertrophie cellulaire, la nécrose,
I’apoptose, I’infiltration leucocytaire et la fibrose perivasculaire sont également parmi les
altérations hepatiques induites par I’hyperhomocystéinémie et qui mettent en évidence un

remodelage de tissu hépatique.

Mots clés : Méthionine - Hyperhomocystéinemie -Foie - Stéatose - Fibrose —Psammomys obessus



Abstract

Hyperhomocysteinemia, an increase in homocysteine plasma levels, is widely
implicated as risk factors in various pathologies such as cardiovascular diseases, fibrosis and
hepatic steatosis. We were interested in this work to study the impact of a
hyperhomocysteemic agent, methionine, on histological of Psammomys obesus, a desert
rodent from southern Algeria.

To do this, the sand rats were divided into two batches, a control batch subjected to a natural
diet of halophilic plants, and a batch subjected to the same diet and made
hyperhomocysteineemic by administration of methionine at a rate by intraperitoneal of 300mg
/ kg body weight / day for 1 month.

In order to visualize the effects of Hyperhomocysteinemia on hepatic parenchyma, a
histological approach using staining has been established. This study is completed by a
morphometric analysis. Hepatic transaminases (ALT and AST) are also measured at the

plasma .

Our results show that the administration of methionine causes a significant increase in
plasma homocysteine of 638% indicating the installation of Hyperhomocysteinemia.
Transaminases are also the seat of a significant increase that indicates hepatocyte suffering.
Indeed, ALT increases by 430.6% and AST by 827.49% compared to controls. Histologically,
the main impairment observed is macrovacuolar steatosis. Cellular hypertrophy, necrosis,
apoptosis, leukocyte infiltration and perivascular fibrosis are also among the hepatic
alterations induced by Hyperhomocysteinemia and which demonstrate hepatic tissue

remodelling.

Key words: Methionine-Hyperhomocysteinemia-liver-steatosis-fibrosis-psammomys obesus
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ADN : Acide desoxyribonucléique

ALT : Alanine aminotransférase

AST: Aspartate aminotransférase

Atgl12: Autophagy related gene

ATP : Adéenosine triphosphate

B12 : Vitamine B12

B6 : Vitamine B6
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BHMT : Bétaine homocystéine Méthyltransférase
CBS : Cystathioninep-synthase
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ET-1: Endothéline-1

MS: Méthioinine synthétase
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GSH: Glutathione

H,0, : peroxyde d’hydrogéne

Hcy : Homocystéine

Hhcy : Hyperhomocystéinémie

ICAM-1: Inter Cellular Adhesion Moleculel
IL-8: Interleukine 8

LC3-11 : light Chain 3-11

LDL.: Low-density lipoprotein

LDL-c: Low-density lipoprotein cholestérol
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MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1
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MTHFR : Méthylenetétrahydrofolate réductase
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NF kappa B : Nuclear factor-kappa B
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Introduction

La stéatose hépatique non alcoolique est la maladie chronique du foie la plus répandue dans les
pays occidentaux (Wang et al., 2018). Cette pathologie est un trouble lié a I'accumulation de
lipides dans le foie, formant ainsi des dép6ts et qui peut évoluer vers la fibrose voire la cirrhose.
Plusieurs facteurs de risques sont a I’origine de cette maladie en particulier le syndrome
métabolique (Rutigliano et al., 2017) et I’insulino-résistance (Capeau, 2008). Ces facteurs, et
d’autres, sont tous responsables de fagons directe ou indirecte a la perturbation des lipoprotéines

plasmatiques et a I'accumulation, par conséquent des lipides dans le foie.

L’hyperhomocystéinémie (Hhcys), un facteur de risque, lié principalement aux maladies
cardiovasculaires, semble responsable également de la stéatose et de la fibrose hépatique sans
altéré, dans la plupart des cas, les lipides plasmatiques (Zhang, 2018). La pathogénicité de
I’Hhcyau niveau hépatique passe plutot, par la modification épigéntique de 1’expression de
certains genes en particulier les génes de quelques types de collagenes (Lei et al., 2015) et les
génes de I’apoptose (Yalginkaya et al., 2009), mais également par la génération des espéces
réactifs de ’oxygenes, par I’augmentation de la peroxydation lipidique et par la diminution des

enzymes antioxydants (Woo et al., 2006).

L’homocystéine, quant a lui, est un acide aminé soufré intermédiaire dans le métabolisme de la
méthionine et découvert en 1932 par Du Vigneaud (Guilland et al., 2003). Plusieurs travaux ont
rapporté que 1’administration chronique d’un excés de méthionine provoque chez différents
modeles animaux un état d’hyperhomocystéinémie (Kumar et al., 2016; Kuski-Kiraz et al.,
2018; Taghlit et al., 2016).

Dans le cadre de ce présent travail, nous nous sommes intéressés a étudier I’effet d’une
hyperhomocystéinémie expérimentale, induite chez le rat des sables (Psammomys obesus) par
administration quotidienne de la méthionine sur 1’histo-morphométrie hépatique et sur I’activité

enzymatiques des transaminases hépatique (ALT/AST).

Ce mémoire est structuré en plusieurs parties. Dans une premiére partie bibliographique, le
métabolisme de la méthionine en homocystéine ainsi que les effets athérogénes de cette derniére
seront abordés. Dans une deuxiéme partie, les méthodologies utilisées tout au long de ce travail
seront décrites. Dans une troisieme partie, les résultats obtenus lors de ce travail seront présentés
sous forme de deux sous-parties. Dans un premier temps, nous avons analysé 1’homocystéinémie
et les transaminases hépatiques. Dans un deuxieéme temps, nous avons étudié¢ 1’histologie,
I’histochimie et la morphométrie hépatiques chez les animaux témoins et traités. Finalement, une

conclusion générale de ce travail et les perspectives seront présentées.
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I. HOMOCYSTEINE
1. Définition

L'homocystéine (acide 2-amino-4-macquabtobutyrique) est un acide aminé soufré porteur d’un
groupe thiol réducteur libre trés réactif (HS-CH,-CH,-CH(NH;) COOH). Cet acide aminé n'est
pas apporté par I’alimentation et il n'intervient pas dans la synthése peptidique (Jean-Marc,
2006). Il est formé par la déméthylation de la méthionine alimentaire, et peut étre converti de

maniere réversible en méthionine et irréversiblement en cystéine(figure 1) a lI'aide des vitamines
de type B (Raikar et al.,2017).

rl\ng" I}JH; I}JHQ"
H—(IJ—CH2—CH2—S—CH3 H-C-CH,—CH,—SH H—(IJ—CHQ—SH
COOH COOH COOH
Méthionine Homocystéine Cystéine

Figure 01 : Structure chimique de la méthionine, de I’homocystéine et de la cystéine (Colovic et
al., 2018).

2. Les différentes formes d’homocystéine circulantes
L’homocystéine plasmatique se trouve sous différentes formes (figure 2) :

2.1. L’Hcy liée aux protéines : Cette forme non filtrée par le rein représente 75% a 80% de
I’Hey plasmatique totale. La liaison de ’Hcy aux protéines plasmatiques est réalisée soit par

I’intermédiaire des ponts disulfures soit par des ponts peptidiques.

2.2. L’Hcy libre : Cette forme, en revanche, est filtrée par le rein et elle se trouve sous deux
formes, une forme libre oxydée majoritaire et une forme libre réduite correspondant a I’Hcy
proprement dite. La forme libre oxydée est principalement représentée par le disulfide L-
homocystéine-homocystéine, par des disulfides mixtes tels que le disulfide Lhomocystéine-

cystéine et par I’homocystéine thiolactone.

L'homocystéine totale (Hcy-t) est donc la somme de toutes les formes d’homocystéine qui

existent dans le plasma ( Demuth et al., 2000).
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Homocystéine plasmatique totale

(=15 pmol/l)
I
I I
Forme liée aux protéines Forme libre
(8-11 umol{l) (2-4 umalfl)
(non filtrée par le rein) (filtrée par le rein)

NH,
R-S-S-CH,CH,-CH
COOCH

NH,
R-NH-CO-CH-CH,~CH_-SH

Forme libre oxycée Forme libre réduite
{majoritaire (minoritaire)
NH, \H, NH,
| Itlj-CI 1,-CH,-5-5-CH,-Cl Iz",:' { HS-CH,-C _Ii"IT?H
COCH COCH COOH

L-homocystéine-homocystéine .
¥ y L-homocystéine

NH, NH,
-ICIJ-UI-,-GH}.-S—S—CHE—IT'JH
COOH COOH
L-homocystéine-cystéine

O

g - r NH

)

/

L-homocystéine thiolactone

Figure 02 : Formes circulantes d’homocystéine plasmatique (Demuth et al., 2000).
3. Fonctions biologique de I’homocystéine
L’homocystéine présente quatre fonction majeures (Finkelstein et Martin, 2000) :

¢ Un précurseur de la cystathionine, de la cystéine et de plusieurs autre métabolites
comme la taurine, un acide aminé non incorporé dans la synthése des protéines.

< Un intermédiaire dans le cycle de méthionine.

¢ Un récepteur de groupement méthyle dans la réaction de la bétaine homocystéine
Méthyltransférase (BHMT).

¢+ Un substrat pour le recyclage des folates.

4. Métabolisme de I’homocystéine

L'homocystéine (Hcy) synthétisee par toutes les cellules de I’organisme au cours des

changements physiologiques de la méthionine exogéne (Wierzbicki, 2007). Le foie et le rein
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sont les deux organes ou I’Hcy est principalement catabolisée (Ichinohe et al., 2005). Ceci se
fait a travers I’une des deux voies vitamine dépendantes : la voie de la reméthylation et la voie de

la trans-sulfuration (de jaeger et al., 2010).

Régime protéique

Voie de
reméthylation 1
Méthionine %
ﬂ Ll SAM
DMG
5-10 méthyléne Réactions
THF Cycle des B12 MS BHMT de transfert
folates =

Bétaine de méthyle

SAH

5-methyle Homocystéine 0/
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Figure 03 : Voies métaboliques de I’homocystéine (Levasseur., 2009).

SAM : S-adénosylméthionine, SAH:S-adénosylhomocystéine, CBS :Cystathionine béta-
synthase, Vitamine B6(pyridoxyl phosphate), Vitamine B12 (cobalamine), GSH:Glutathione,
MS : Méthionine synthase, MTHFR : 5,10- méthylenetétrahydrofolate réductase, THF :
Tétrahydrofolate, BHMT : Betaine homocystéine méthyltransférase, DMG : Diméthylglycine.

4.1. La voie de transméthylation

La méthionine adénosyl transférase (MAT) catalyse la synthése de S-adénosyl- méthionine
(SAM) a partir d’ATP et de méthionine (Brosnan et Brosnan, 2006), la S-adénosyl-méthionine
est le principale donneur de groupement méthyle de 1’organisme. Ce transfert de groupement
méthyle qui est catalyseé par des méthyles transférase, induit la synthése de S-
adénosylhomocystheine (SAH). L'homocystéine est générée alors par clivage de la SAH par la
SAH hydrolas (Scott et Weir, 1998 ; Niedzwiecki et al., 2018).

4.2. La voie de transulfuration

Sous I’influence de la cystathionine béta-synthase (CBS) dont le cofacteur est le phosphate de
pyridoxal (vit B6), I’Hcy se condense avec la sérine pour former la cystathionine. Cette derniere

est transformée en cystéine (Veyrat-Durebex et al., 2013).
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4.3. La voie de la reméthylation

Elle assure la reméthylation de I’Hcyen méthionine selon deux réactions enzymatique :
- La principale réaction fait intervenir la 5-methyl tétrahydrofolate-homocystéine
méthyltransférase (méthionine synthase) dont le cofacteur est la cabalamine (la vitamine
B12). Le groupement méthyl est apporté par le 5 méthyl tétrahydrofolate (la forme
principale de 1’acide folique), dont sa formation est sous l’action de la 5,10-
méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR).
- L’autre réaction principalement hépatique, fait intervenir la bétaine-homocystéine

méthyltransférase (Lelonga et al., 2012).
5. Régulation du métabolisme

La concentration plasmatique de I’homocystéine dépend des quelques enzymes (cystathionine
Béta synthase, méthylene tétrahydrofolate réductase) et des apports en vitamines B (Garcin et
al., 2005). En cas d’apport protéique excessif, la voie de transsulfuration est favorisée par
rétrocontrole positif de la CBS et rétrocontrole négatif de la MTHFR, avec pour régulateur
allostérique la SAM.

A Dl’inverse, en cas de déficit protéique, la voie de reméthylation est privilégiée pour assurer un
pool cellulaire suffisant de méthionine (Poloni et al., 2015).

Dans les deux cas, la concentration intracellulaire en homocystéine est toujours faible (environ
5nmol/g de tissu puisque I’homocystéine est métabolisée dés sa formation (Demuth et al.,

2000).
6. Physiopathologie de I’hyperhomocystéinimie
6.1. Définition de I’hyperhomocystéinimie

L’organisme humain synthétise environ 20 mmoles par jour d’homocystéine, mais de tres
faibles quantités se retrouvent dans le sang (Mouchabac, 2008). Du fait de sa cytotoxicité, I’Hcy
est rapidement éliminée via le plasma. Ce mécanisme d’élimination hors des cellules, compléte
le catabolisme de I’Hcy par la voie de la trans-sulfuration permettant de maintenir des
concentrations intracellulaires basses et précisément régulées inférieures a 1umol/L (Zittoun.,
1998).

L'hyperhomocystéinemie (HHcy) est définie comme un état pathologique caractérisé par un
taux anormalement supérieur a 15umol/L d’homocystéine dans le sang (Ganguly et Alam,

2015). La classification des différentes HHcy a jeun est citée dans le tableau 01.
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Tableau 01 : Classification des hyperhomocystéinémies (Ganguly et Alam, 2015).

Hyperhomocystéinémie modérée 16a 30 uM

Hyperhomocystéinémie intermediaire 314100 uM

Une augmentation méme modérée de 1’homocystéine pourrait étre un facteur de risque

cardiovasculaire et coronaire (Clarke et al., 1991). Une méta-analyse portant sur 27 études de
différentes populations, montre qu’une augmentation du taux d’Hcy plasmatique de Sumol/I était
associée a un risque relatif de 1,6 et 1,8 de coronaropathies, respectivement chez les hommes et
les femmes, et a un risque de 1,5 de maladies cérébrovasculaires, ce qui pourrait étre équivalent
a une augmentation du risque de MCV suite a une élévation de 0,5 mmol/l (20mg/dl) de

cholestérol plasmatique (Boushey et al.,1995).
6.2. Etiologies

Les déterminants de I'homocystéine totale plasmatique sont complexes et impliquent des
facteurs nutritionnels, génétiques et environnementaux (Bottiglieri, 2005 ; EI Mabchour et
al.,2010).

6.2.1. Les facteurs génétiques

Les facteurs génétiques impliquent des anomalies congénitales bloquant la voie de la

transsulluration ou de la reméthylation .

6.2.1.1. Anomalies génétique de la voie de transsulfuration : En cas de mutations sur le géne
de la CBS (cystathionine-B-synthétase) on observe des dysfonctions de cette voie, il existe une

forme :

% Homozygote, plutét rare (environ 1/200000 personnes) qui est associée a un
hyperhomocystéinémie sévere.

«» Hétérozygote (environ 1% de la population) pour laquelle I’augmentation de
I’homocystéine est plus modérée et non systématique (environ 40% des cas)
(Mouchabac, 2008).

6.2.1.2. Anomalies génétique de la voie de reméthylation : Plus de 20 mutations sont décrites,
dont la plus connue est celle en position 677 du géne codant pour la 5-10 MTHFR. Normalement
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en position 677 du géne codant pour la 5-10 MTHFR se trouvent 2 cytosine (C677C). Chez les
hétérozygotes, il existe une substitution de la thymine (T) & une cytosine (C677T), ce qui donne
le variant thermolabile de la MTHFR. Le quel est moins actif que la MTHFR (activité
enzymatique résiduelle de 70 %). La fréquence de cette mutation varie en fonction de la race et
de I’ethnie (Girs and Giet, 2006).

6.2.2. Les facteurs nutritionnels

Les déterminants nutritionnels de 1’homocystéine plasmatique les plus couramment cités sont
les folates (ou la vitamine B9), la vitamine B12 et la vitamine B6 (Jacques et al., 2001). Une
carence en folates est probablement la cause la plus importante et la plus étudiée d’une
hyperhomocystéinemie (Lee et al., 2003). Selon ces auteurs, les taux plasmatiques des folates
sont corrélés négativement aux taux d’homocystéine chez les adultes sains et les patients
atteints de maladie coronaire. Les vitamines B12 et B6 ne sont pas les déterminants principaux
de la concentration plasmatique d’homocystéine. Contrairement a ces vitamines qui jouent un
role de cofacteurs pour des enzymes impliquées dans le métabolisme de 1’Hcy, les folates sont
utilisés comme substrat. Ce sont des donneurs de méthyle dans la réaction de conversion d’Hey

en méthionine (De Bree et al., 2001).
6.2.3. Les facteurs d’environnement

6.2.3.1. Age et sexe : Les personnes agées ont de taux plus ¢élevé d’Hey. Dans ce groupe d’age le
statut vitaminique a une influence majeure, ainsi les hommes ont une Hcy plus élevée que les
femmes avant la ménopause (Lussier-Cacan et al., 1996 ; de Bree et al., 2001). Cela est di a

une plus grande masse musculaire ou aux effets sur les hormones sexuelles (Giltay et al., 1898)
6.2.3.2. Autres facteurs

s L’alcool, engendre une réduction significative de 1’activité de la MS suivie d’une
augmentation de 1’activité de la BHMT (Smach et al., 2013).

s Café : Des études d’interventions avaient montré qu’une consommation de grande dosse
de café (> 6 tasses) augmentait de 10 a 20 % le taux moyen plasmatique d’Hcy chez des
sujets sains (Grubben et al., 2000; Urgert et al.,2000).

¢ Le tabac est positivement corrélé avec les concentrations de tHcy (Koehler et al., 2001).
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6.2.3.3. Produits pharmaceutiques

Plusieurs médicaments tels que les antifoliques ( par exemple la carbamazépine), anti B12
(oxyde nitreux) provoquent une augmentation modérée de 1’homocystéinémie (Ueland et al.,

1992).
6.2.3.4. Pathologie

Des augmentations relatives en homocystéine sont observées dans les cas suivants :arthrite
rhumatoide (EL Mangad et al., 2013), diabete Il (Ben Ahmed et al., 2014) et I’insuffisance
rénal (Zoccali et al., 2007 ; Jamison et al., 2007).

6.3. Mécanismes pathogénique de I’hyperhomocystéinémie

En 1969, McClly a proposé le premier que I’Hcy, était responsable de pathologies vasculaires
(McCully, 1969). Les mécanismes d’altération des vaisseaux liés a 1’homocystéine sont
imparfaitement connus, Cependant les expérimentations animales ont permis d’apporter
certaines précisions (Wilcken et Dudman, 1989). L’action se situe au niveau de la paroi des
vaisseaux avec surtout une altération de 1’endothélium (Woo et al., 1997). Il existe de plus une
prolifération des cellules musculaires lisses, une peroxydation lipidique, une synthese de
collagene et un épaississement de la matrice extracellulaire avec une dégradation du matériau

élastique de la paroi artérielle (Othmani Mecif et al., 2017).
6.3.1. La dysfonction endothéliale

Le terme «dysfonction endothéliale» signifie I’altération des propriétés homéostatiques de
I’endothélium vasculaire, qui incluent la régulation endothélium dépendante du tonus vasculaire,
I’hémostase, et I’inflammation (Cai et al., 2000). Plusieurs études sur des modeles animaux et
humains ont démontré que 1’Hcy induit une dysfonction endothéliale (Eberhardt et al., 2000 ;
Lentz et al., 2000; Dayal et al., 2001 ; Faraci and Lentz, 2004).

6.3.2. Le Stress oxydant

Les radicaux libres oxygénés (ROS) sont formés a partir du dioxygéne, qui attire des électrons
célibataires pour donner naissance a des especes partiellement réduites. La chaine de réduction
monovalente du dioxygene qui consiste en 1’addition un a un des électrons, permet la formation
successive de 1’ion superoxyde (O,"), du peroxyde d’hydrogene (H,O,) puis du radical hydroxyle
(H6hn et al.,2013). L’ion superoxyde peut étre formé par différents mécanismes : soit au

cours du métabolisme normal de 1’oxygene dans la chaine respiratoire mitochondriale, soit par
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voie enzymatique (NADPH [nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit] oxydase,
xanthine oxydase), ou encore par des réactions d’auto-oxydation non enzymatiques (Hohn et
al., 2013).

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’ERO et les systémes
de défenses antioxydants. Cette production physiologique d’ERO est régulée par des systemes
de défense composés d’enzymes (superoxyde dismutasesou SODs), catalase, glutathion
peroxydases ou GPXs, héme oxygénase...), des molécules antioxydants de petite taille (vitamine
C et E ...) et Certains oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le sélénium (Pincemail et al.,
2002).

Des résultats montrent que I’Hcy diminue 1’expression et I’activité de la glutathion peroxydase

des cellules endothéliales, la GPX catalyse la réduction de peroxyde d’hydrogéne en H,O par
oxydation du GSH (glutathion) en glutathion oxydée (Weiss et al., 2001).
L’homocystéine, bien que disposant d’un groupement thiol réducteur, possede des propriétes
pro-oxydantes. Les radicaux libres oxygénés provenant de 1’oxydation de I’homocystéine
peuvent entrainer des lésions au sein de I’ADN et altérer le message genétique ils peuvent
encore altérer la fluidité membranaire en agissant au niveau des phospholipides membranaires
(Olszewski et McCully,1993) .

6.3.3. L’inflammation

L’HHcy conduit & D’athérogenése par sa capacité d’oxyder les LDL, d’induire un état
inflammatoire en augmentant 1I’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que la MCP-1
(monocyte chemotactic protein 1) qui régule la migration et I’activation des monocytes et
macrophages. Elle induit aussi la production de I’interleukine 8(IL-8), possédant une activité
chimio-attractante pour les neutrophiles et les lymphocytes T (Poddar et al., 2001).
L’homocystéine initic aussi la production de TNF-o et de nombreux signaux cellulaires

impliqués dans le processus inflammatoire (Hofmann et al., 2001).

Au niveau hépatique 1’hyperhomocyctéinimie permet la surexpression de SREBP-1
(SterolRegulatory Elément Binding Proteins) qui favorise la stéatose. Elle stimule la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires, probablement en activant le facteur transcriptionnel NF kappa
B (interféron kappa B). L’Hcy stimule aussi 1’inhibiteur de métalloprotéinase TIMP-1 (Tissue

Inhibitor of Metalloproteinase), peut favoriser la fibrogénése hépatique. (Roblin et al., 2007).

6.3.4. Altération de I’hémostase

Une grande partie des études ont montré que 1’hyperhomocystéinemie est associé a un risque

de thromboses veineuses et artérielles (Welch et Loscalso,1998), a traverse de nombreux

10
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mécanismes notamment la stimulation de 1’activité plaquettaire, I’augmentation de génération de
thrombine, 1’altération de la fibrinolyse (Undas et al., 2005), blocage de I’expression de la
thrombomoduline a la surface des cellules endothéliales ( Lentz et Sadler, 1991), activation du

cofacteur V pro-coagulant et du facteur tissulaire (Fryer et al.,1993).
6.3.5. Altération de la relaxation vasculaire

L’homocystéine peut changer certaines propriétés des cellules endothéliales par I’altération de
la production ou de la disponibilité biologique des médiateurs vasoactifs comme 1’endothéline-1
(ET-1) (Demuth et al., 1999), la prostacycline (Wang et al., 1993) et I’oxyde nitrique (NO). Ce
dernier joue un réle primordial dans la régulation de la pression sanguine et de la motilité

microvasculaire (Upchurch et al., 1997).
6.3.6. Altération de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un assemblage de macromolécules (collagenes,
protéoglycanes, élastine et glycoprotéines de structure) qui lient des cellules homologues ou
hétérologues et les organisent en tissus (Jacob, 2006). L Hcy induit une prolifération des cellules
musculaires lisses associée a des perturbations majeures des syntheses de collagéne et des
matrices glycoprotéiques extracellulaires, avec fragmentation des fibres élastiques et

calcification de la paroi des vaisseaux (Tsai et al., 1994).

I1. Le foie

1. Généralité

Le foie considéré comme une glande amphicrine, trés complexe et plus gros des organes
humain leur poids est 1,5kg chez I’adulte, il mesure en moyenne 26cm de largeur, 8cm de
hauteur, 16 cm de profondeur, la majeur partie de cette glande est logée sous la tres profonde
coupole diaphragmatique « thoraco-abdominal » elle présentée des nombreuses fonctions vitales
(Meeks et al., 1991 ; Watlet, 2008).

2. Rappel embryologique

Pendant la quatrieme semaine de la vie embryonnaire, le foie, les canaux biliaires se
développent a partir des cellules endodermique qui forment des colonnes cellulaires
d’hépatocytes autour des canaux sanguin, a I’intérieur du tissu mésodermique qui formera les
cellules de kupffer, la capsule fibreuse, la production de la bile début vers le 16éme semaine, la

foie se développe trés rapidement pendant la vie feetal est proportionnellement tés gros chez les

11
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nouveau-né pour accumulée les glucides qui sont utilisées dans les premiers jours de la vie avant

que le nouveau-né s’alimente efficacement (Brooker, 2000).
3. Anatomie du foie

Le foie est une glande la plus volumineuse du corps humain, sa surface recouverte en grande
partie de péritoine et d’une capsule fibreuse s’appelle capsule de Glisson. D’une forme ovoide, il
présente un aspect rouge brunatre. Composée essentiellement de quatre lobe avec deux
particulierement volumineux, droite et gauche, et trés richement vascularisée (Vilgrain et al.,
2007).

ligament coronaire Ligament Veines

: 2 : s Ligament 5 SRS
) diaphragme . ligament triangulaire gauche : : coronaire  hépatiques
ligament triangulaire \ ; g
: ; : h Veine cave inferieure
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Pedicule hepatique
Vue antérieure Vue postérieure

Figure 04 : Organisation structurale et anatomique du foie (Marchall et Bangert, 2004)

4. Vascularisation du foie
4.1. Vascularisation afférente

Le foie recoit du sang de deux sources : la circulation artérielle et le systétme veineux porte
(Dadoune et al., 2007).

4.1.1. L’artére hépatique

L’artere hépatique, branche du tronc ceeliaque, péneétre par le hile hépatique et se ramifie pour
donner naissance aux branches de I’artére hépatique situées elles aussi dans les espaces portes,

elle améne du sang riche en oxygene (Catala et al., 2008).
4.1.2. La veine porte

La veine porte draine le sang veineux provenant de la cavité abdominale, elle pénétre dans le
foie par le hile et se ramifie pour former les branches de la veine porte qui sont

triangulaire droit

~ Vésicule biliaire
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Situées dans les espaces porte (Catala et al., 2008), elle véhicule 75% du sang afférente pauvre

en oxygeéne (Fawcette et Jensh, 2002).

4.2. VVascularisation efférente

Le sang provenant de ces systéemes circule ensuite dans les capillaires sinusoides limités par les
travées d’hépatocytes, Ces capillaires ont une disposition radiaire et convergent vers La veine

Centro lobulaire, Cette veine conduit aux veines sus-hépatiques (Catala et al., 2008).
5. Innervation du foie

Le foie innervé par les fibres parasympathiques du pneumogastrique et les fibres sympathiques

du ganglion cceliaque qui stimulent la glycogénolyse (Brooker, 2000).

6. Histologie du foie

Les hépatocytes se disposent en lame, les lames hépatocytaires se ramifient ou s’anastomosent,
en ménageant entre elle un espace porte, elles entourent les capillaire sinusoides qui sont bordées
par les cellules endothéliales, des cellules hépatique (Gartner et Hiatt, 2004). Sur le coupe
histologie les travées d’hépatocytes représentant les coupes des lames convergent vers la veine

Centro lobulaire caractérisés par la présence de triade portable (Kierszenbaun, 2006).
6.1. Le lobule hépatique

Le lobule hépatique est I’unité anatomique du parenchyme hépatique, il est centré par la veine
Centro lobulaire. On trouve entre les lobules les triades portales constituée de branches d’un
canal biliaire, d’une veine porte, et d’une artere hépatique. Le sang de ’artére hépatique et de la
veine porte coule de la périphérique du lobule vers le sinusoides qui convergent pour former la
veine Centro lobulaire, la confluence des veines Centro lobulaire donne naissance aux veines
sus-hépatique par les quelles le sang quitte le foie vers le veine cave inférieure (Scherwood,
2000).

13
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Figure 05 : Histolc\)gie du foie ; Schéma modifiée d’aprées (Scherwood, 2000).
6.2. Différents types cellulaire
Le foie est composé d’au moins six types des cellules (Rosenbaum et al.,1991).
6.2.1. Cellules parenchymateuses (les hépatocytes)

Les hépatocytes représentent 70% des cellules hépatiques, Chaque hépatocytes est au contact
des capillaires sinusoides contenant les cellules de kupffer. Cette richesse en organites

cytoplasmique témoigne d’une grande activité de synthése et de catabolisme (Rosenbaum et al.,
1991).

6.2.2. Les cellules non parenchymateuses
6.2.2.1. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales limite la sinusoide, au méme bordés par un endothélium fenétré
contenant les cellules de kupffer (Laperche, 2003).

6.2.2.2. Cellules de kupffer

Elles sont situées a I’intérieur de la sinusoide, impliquées dans la phagocytose des hématies

agées et dans la dégradation de I’hémoglobine (Catala et al., 2008).
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6.2.2.3. Les cellules d’Ito ou étoilée

Ces cellules sont situées dans I’espace de Disse entre les sinusoides et les travées cellulaires
pour fonctions de stockage de vitamine A, et la synthése de la matrice extra cellulaire hépatique
(Laperche, 2003).

6.2.2.4. Les cellules des canaux biliaires

La bile est sécrétée par les hépatocytes dans les canalicules biliaires, qui convergent dans les
canaux de Herring en périphérie du lobule et drainent la bile vers les canaux biliaires (Laperche,
2003).

Figure 06 : schéma des différentes population cellulaires hépatiques (Rosenbaum et al., 1991)
H : hépatocyte, P : cellule pit, K : cellule de kupffer, E : cellule endothéliale, S : Sinusoide,
D : espace de Disse.

7. Fonction du foie
Le foie accomplit plusieurs fonctions :
7.1. Métabolisme des protéines

Le foie synthétise plusieurs types des protéines la plus importante étant I’albumine. Cette
protéine dite plasmatique, il produit également des protéines indispensables a la coagulation
sanguin appelés cofacteurs de coagulation et diverses enzymes, et un rdle aussi de la
désamination et transamination, en cas de dysfonctionnement hépatique, on observe donc un

déficit de ces protéines dans le sang (Wheater et al., 2015).
7.2. Métabolisme des lipides

Les lipides parvenant au foie sont transformés en triglycérides et en cholestérol est stockes dans
les cellules hépatiques. Le cholestérol est une molécule indispensable au renouvellement
cellulaire (Mony., et al 2014).
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7.3. Métabolisme des glucides

Les glucides (glucose, fructose, galactose) sont transformés en glycogénes et stockés au sein
des hépatocytes, ensuite ces molécules pour pouvoir les utiliser quand 1’organisme en a besoin
(Mony., et al 2014).

7.4. Métabolisme des hormones

Le foie jouée un role trés important de la dégradation et la production des hormones (Brooker,
2000) .

7.5. Métabolisme des déchets

Le fonctionnement de votre organisme produit un certain nombre des déchets qu’il faut éliminer
en particulier I’ammoniac qui est naturellement produite par le colon lors de la décomposition du

contenu digestif (Mony., et al 2014), puis Convertie en urée, et la bilirubine (Renate, 2008).

7.6. Fonction de détoxification

Les médicaments, les polluants divers que ingérons ou respirons et qui passent dans le sang
seront soit directement éliminés par les reins, soit le devront étre transformé a I’aide d’enzymes
avant de pouvoir étre éliminé. Ces enzymes sont majoritairement présentes dans le foie (Mony.,
et al 2014).

7.7. Fonction de stockage

Elle intervienne du stockage des vitamines liposolubles (A, D, E, K),du glycogene, du fer, du
cuivre, et vitamine B 12 (Wheater et al., 2015).

7.8. Fonction biliaire

Le foie sécrétée 0,5 a 0,7 L/J (environ 600mL/J) d’un liquide jaune, limpide, et renferment 97%
d’eau c’est la bile hépatique, et des substances comme la bilurbine, cholestérol, protéines,
phosphate, sels biliaires. Les sels biliaires sont produits a partir du cholestérol, Ils facilitent la
digestion des lipides en les émulsionnant, qui se déroule dans I’intestin gréle, et recaptés par les

hépatocytes et de nouveau sécrétés dans la bile, cycle entérohépatique (Renate, 2008).
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I. Matériel
1. Identification du modeéle animal

Notre expérimentation a porté sur un modéle animal athérosensible, le rat des sables ou

Psammomys obesus (figure 07).
1.1. Classification

- Regne : Animalia

- Phylum : Chordata

- Sous phylum : Vertebrata

- Super classe : Gnathostomes
- Classe : Mammalia

- Ordre : Rodentia

- Sous ordre : Sciurognathi

- Famille : Muridae

- Sous famille : Gerbillinae
- Genre : Psammomys Figure 07 : Rat des sables, Psammomys obesus.

- Espece : Psammomys obesus

1.2. Habitat

Rongeure terrestre, peut vivre dans différents milieux : prairies, habitats rocheux, milieux

désertiques ou semi-désertiques (Omari et al., 2007).

1.3. Nourriture

C’est un animal phytophage, a nourrit régime peu énergétique. Il mange électivement les tiges
et les feuilles salées et succulentes de plusieurs especes de plantes de la famille des
Chénopodiacées(Daly et Daly, 1973).

1.4. Reproduction

Présente un cycle saisonnier de reproduction adapté a son biotope. Selon (Frenkel et Kraicer,
1972), le cycle estrien de Psammomys dure 4 a 5 jours. La durée de la gestation est de 24 jours,

le rapport des naissances est de 3,6 et la mise-bas donne en moyenne de 1 a 6 petits par portée.

2. Matériels non biologiques

Les matériels non biologiques utilisés dans le cadre de notre travail sont
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2.1. Equipement et instruments

Lames et lamelles, Agitateur, Balance de précision, Bec benzene, Barres de Leuckart, Etuve,
Papier filtré, Plague chauffante, Micropipette, Microtome type American Optical, Microscope

photonique de type ZEISS, Caméra appareil photo numérique.
2.2. Produits et solutions histologiques

Paraffine, Ethanol, Butanol, Toluéne, cycloxane, xyléne, sulfat d’aluminium, Eukit ,acide

phosphomolybdique, acide picrique, huile d’immersion et ’eau distillée.

2.3. Colorants histologiques
Orangé G, Rouge nucléaire, Blue d’aniline, Rouge Sirius.
2.4. Outils informatiques

XLSTAT, Axio Vision 4.8 de CARL ZEISS, imageJ, Mendeley

1. Méthode

1. Protocol expérimental

Notre expérimentation a porté sur 10 Psammomys obesus de sexes différents provenant de la
région d’El M’Sila (Algérie). Ces rats ont été répartis en deux lots :
- un lot témoin de 5 animaux de poids corporel moyen de 132,69 (102,2 - 188,4q), recoit
quotidiennement 50 g de plant halophile de la famille des chénopodiaceées.
- un lot expérimenté de 5 animaux de poids corporel moyen de 142,029 (90,6- 221,39),
recoit le méme régime alimentaire et injecté, par voie intra péritonéale, 300mg/kg de

I’animale/jour de la DL-méthionine pour provoquer un état d’hyperhomocystéinémie.

A la fin de I’expérimentation qui a duré 1 mois, un prélévement sanguin au niveau du sinus
rétro-orbital de I’ceil a été réalisé sur des tubes héparinés pour le dosage de I’homocystéine et les
transaminases. Les animaux sont ensuite sacrifiés apres anesthésie par injection intra péritonéale
de la kétamine, a raison de 70mg/kg de poids corporel/jour. Aprées la dissection, les différents
organes dont le foie sont rapidement prélevés et plonge dans un agent fixateur (le Bouin

aqueux).
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2. Principe de dosage de ’homocystéine plasmatique

Afin de confirmer I’installation d’une hyperhomocystéinémie chez les rats soumis a la
méthionine, nous avons dosé ce parametre par le kit Architect Homocysteineassay. Ce dosage est
basé sur la technologie CMIA (chemiluminescent microparticle immunoassay) ou dosage

immunologique microparticulaire par chimiluminescence.

L'homocystéine liée ou dimérisée (forme oxydée) est réduite par le dithiothréitol (DTT) pour
libérer I'nomocystéine, qui est ensuite convertie en S-adénosylhomocystéine (SAH) par I'action
de l'enzyme recombinante S-adénosyl homocystéine hydrolase (SAHH) en présence de
I'adénosine. L’échantillon contenant la SAH, le diluant de dosage et les microparticules
paramagnétiques (Cristaux d’oxyde de fer attirés par un champ magnétique) sont mis en contact
avec l'anticorps anti-SAH.La S-adénosylcystéine marquée a l'acridinium est ajoutée dans le
milieu réactionnel. Le SAH entre alors en compétition avec le S-adénosyl cystéine.Apres un
cycle de lavage, séparation magnétique, les solutions de préactivation et d'activation sont
ajoutées au mélange réactionnel. Ces solutions contenant le peroxyde d’hydrogéne oxyde I’ester
d’acridinium en moins d’une seconde et libére ainsi un flash luminescent. La réaction
chimiluminescente est mesurée en unités relatives de lumiere (URL) par le systéme optique d’un

analyseur Architect.
3. Dosage des transaminases
3.1. Principe de dosage d’AST

L’aspartate aminotransférase (AST) catalyse la transamination de I’aspartate et du 2-
oxoglutarate pour former du L-glutamate et de 1’oxaloacétate. L’ajout de phosphate de
pyridoxale au mélange de réaction confere a I’AST un niveau maximum d’activité catalytique.
L’oxaloacétate est réduit en L-malatedéhydrogénase (MDH) ; la NADH est simultanément
convertie en NAD". La baisse d’absorbance due a la consommation de la NADH est mesurée a

340 nm et est directement proportionnelle a I’activité de I’AST dans I’échantillon.
3.2. Principe de dosage d’ALT

L’ALT transfére le groupement aminé de 1’alanine sur le 2-oxoglutarate pour former du
pyruvate et du glutamate. L’ajout de phosphate de pyridoxal au mélange de réaction confére a
I’ALT un niveau maximum d’activité catalytique. La réaction entre le pyruvate et la NADH est

catalysée par la lactate déshydrogénase (LDH) pour former du lactate et de la NAD".
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La baisse d’absorbance due a la consommation en NADH est mesurée a 340 nm et est

directement proportionnelle a I’activité de I’ALT dans 1’échantillon.
4. Technique histologique

Nos échantillons sont soumis aux techniques histologiques classiques selon (Martoja et

Martoja, 1967). Ces techniques comprennent les étapes suivantes :
4.1. La Fixation

Le but de la fixation est de conserver les structures. En effet, le prélevement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes, ce qui provoque une autodigestion du
tissu. De plus, a I'air ambiant, les prélevements peuvent étre contaminés par des bactéries. Le
fixateur utilisé est le formol tamponné 10%, le foie fixé est ensuite lavée pendant 48 h a I’ecau

courante afin d’éliminer I’exces de liquide fixateur.
4.2. La déshydratation

Elle s’effectue par un passage d’échantillon dans des bains d'alcool de degré croissant (50°,
70°,90°,96°,100°) de 1h30 chacun, afin d’enlever le fixateur et éliminer 1’eau contenue dans les

cellules pour une bonne pénétration de la paraffine qui est non-miscible a 1I’eau (figure 08).

Figure 08 : La déshydratation du foie

4.3. L’éclaircissement

Appelée aussi clarification, elle permet 1’élimination complétement les traces d’alcool par
I’immersion du foie dans deux bains de butanol de 1h30 pour chacun. Le 2°™ bain constitue un

bain d’attente (figure 09).
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Figure 09 :L’éclaircissement du foie.
4.4. L’ imprégnation

L’échantillon est ensuite imprégné dans un bain constitué¢ de moiti¢ butanol, moitié paraffine
Pendant 2 heures, suivies de deux bains de paraffine pure fondue a 60°C dans 1’étuve pendant 2

heure chacun pour but d’assure I’entré progressif de la paraffine dans le foie (figure 10).

Figure 10 : L’imprégnation du foie a la paraffine.

4.5. La mise en bloc

Consiste a faire des blocs ou cube de paraffine avec le matériel biologique enrobé. Le foie est
prélevé du milieu d’inclusion a I’aide d’une pince chauffée puis émerge dans la paraffine liquide
contenue dans des moules spéciaux (barres de Leuckart) placé sur une plaque en verre, avant que
les blocs se durcissent, on les a identifiés par des étiquettes portant le numéro de I’animal. Aprés
solidification, les blocs sont retirés en écartant les barres et on obtient un bloc homogene et facile

a couper (figure 11).
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Figure 11 : La mise en bloc des organes.

4.6. La confection et I’étalement des coupes

Des coupes de 5um d’épaisseur ont été obtenues a 1’aide d’un microtome (figure 12), apres
avoir taillé, fixé et coupé les blocs. Les coupes sont ensuite étalées dans un bain-marie réglé a
40C° afin de les déposées sur des lames en verre. Un séchage de 24 h est nécessaire avant de

procéder a la coloration.

Figure 12 : La confection des coupes a 1’aide d’un microtome.
4.7. La coloration

La coloration est une étape indispensable car elle permet de visualiser la morphologie cellulaire
et de mettre en évidence les différents constituants tissulaires et d’ailleurs d’en évaluer 1’état
pathologique. Elles utilisent des colorants qui vont se fixer préférentiellement a certaines
molécules. Avant toute coloration, il nécessaire de déparaffiner les coupes en immergeant les
lames dans 2 bains de cyclohexane de 15 minutes chacun puis les hydrater par passage successif
dans des bains d’alcools de degrés décroissants (100°, 90°, 70°, 50°) de 5 minutes chacun et

finalement dans un bain de I’eau distillée (figure 13).
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Figure 13:La coloration des coupes.

Les colorations utilisées dans le cadre de notre travail sont :
4.7.1. Azan modifié

La coloration Azan modifie est une coloration topographique, permet de colorer les noyaux en
rouge par le rouge nucléaire solide, le cytoplasme en orange par I’Orangé G et les collagéenes en

bleu par le bleu d’aniline.

4.7.2. Rouge Sirius

La coloration au rouge Sirius (RS) c’est une coloration histochimique qui permet la mise en

évidence des fibres de collagenes I et 111 en les colorants en rouge.
4.8. Montage et observation des lames

Apres avoir subi une déshydratation par des bains d’éthanol de degré croissant puis par 2 bains
de cyclohexane, les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec un liquide de
montage (Eukit). L’observation est réalisée a I’aide d’un microscope optique et la prise des

photos par un appareil photo numérique.

5. Etude morphométrique

Nous avons complété notre étude histologique par une étude morphométrique sur certains
parametres cellulaire. Pour cela nous avons utilisé AxioVision 4.8, un logiciel informatique
développé par Carl Zeiss, apres étalonnage par un micrométre. Toutes les photos histologiques
sont prises au méme grossissement (grossissement 1000). Nous avons ainsi effectué 100 mesures
pour chacun de ces parametres chez les 2 groupes d’animaux :

- Le grand axe cellulaire
- Le petit axe cellulaire

- Lasurface cellulaire
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- Le grand axe nucléaire
- Le petit axe nucléaire

- Lasurface nucléaire

6. Etude statistique

L’analyse statistique a eté réalisée avec XLSTAT. En utilisant les différents tests de normalité
nous avons Verifié si nos échantillons sont distribués suivant une loi normale. L’homogéneité des
variances entre les 2 populations témoin et traité a été vérifiée a l'aide du test F (test de Fisher).
La comparaison des moyennes est effectuée par le test de Mann-Whitney et le test de Student

avec un niveau de signification statistique fixé a p <0,05.

Pour chaque série d’analyse, la moyenne, 1’écart type et le SEM sont calculés. Pour 5%
d’erreur, la valeur de t nous donne le degré de signification P, la différence entre deux moyennes
est:

- p<0,05: peu significatif

- p<0,01: significatif

- p< 0,001 : trés significatif

- p<0,0001 : tres hautement significatif

Le test de corrélation entre ALT/AST et I’Hcy est réalisé par le test de Spearman.
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|. Résultats

1. Effet de ’administration de la méthionine sur I’homocystéinémieet sur les transaminases

hépatiques
1.1. Homocystéine plasmatique

Les résultats de dosage de I’homocystéine plasmatique (Hcy) sont représentés dans le tableau et

la figure suivants

Tableau 02 : Homocystéine plasmatique chez les rats témoins et traités.

Moyenne (LM) SEM Max Min

Témoins 2,55 0,28 3,54 2,25
Traité a la

. 18,83(P<0.0001) 8,44 453 410
méthionine

30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -

5,00 -
0,00
Témoins Met
Figure 14 : Homocystéine plasmatique chez les rats témoins et traités.

Les résultats de dosage de I’Hcy indiquent une importante différence significative (p<0,0001)
entre I’homocystéinémie des rats traités et celle des rats témoins. En effet, le taux plasmatique de
I’homocystéine passe de 2,55uM chez le groupe témoins a 18,83uM chez le groupe soumis a la
méthionine et marque une augmentation de 638%. Cependant, nous remarquons une large
hétérogénéité dans la réponse individuelle des animaux expérimentés et les valeurs enregistrées
passent de 4,1 a 45,3uM

1.2. Transaminases hépatiques

Les résultats de dosage des transaminases hépatiques (ALT et AST) sont représentés dans le

tableau et la figure suivants
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Tableau 03 : Les transaminases hépatiques (ALT et AST) chez les rats témoins et traités

Moyenne SEM Max Min
ALT (UIL) Témoins 92,52 424 106,70 86,10
Hcy 490,92 (P<0.0001) 299,49 1497,50 62,90
Témoins 116,32 11,94 140,40 78,80
AST (UI/L)
Hcy 1078,86(P<0.0001) 643,96 3210,40 155,80
2000,00
1800,00 AST 900,00 - ALT
1600,00 800,00 -
1400,00 700,00 -
1200,00 600,00 -
1000,00 500,00 -
800,00 400,00 -
600,00 300,00 -
400,00 200,00 -
200,00 100,00 - ’——‘
0,00 . 0,00 .
Témoins Hhcy Témoins Hhcy

Figure 15 : Les transaminases hépatiques (ALT et AST) chez les rats témoins et traités

Nos résultats montrent une forte augmentation significative (p<0,0001) de ALT et de AST

chez les rats traités par apport aux rats témoins. En effet, ALT augmente de 430,6% et AST de

827,49% et caractérise des dommages au niveau hépatique.

1.3. Corrélation entre ALT/AST/Hcy

L’étude de la corrélation entre I’homocystéinémie, ALT et AST chez nos animaux est réalisée

par le test de Pearson (tableau 04)

Tableau 04 : Etude de la corrélation entre I’homocystéinémie, ALT et AST

AST ALT Hcy
AST 1 0,997 0,574
ALT 0,997 1 0,533
Hcy 0,574 0,533 1

Nos résultats montrent une forte corrélation presque linéaire entre ALT et AST et une faible

corrélation entre ’Hcy d’une part et ALT et AST d’autre part.

28



Résultats et discussions

2. Resultats histomorphométriques

2.1. Résultats histologiques

Dans le cadre de notre travail, différents types de colorations ont étés utilisées afin de visualiser
et d’analyser des coupes histologiques hépatique de P. obesus témoins et traités par la
méthionine pendant 1 mois.

Des altérations structurales ont été trouvées au niveau hépatique qui touchent les cellules et la

matrice extracellulaire (les collagénes et les fibres élastiques).
2.1.1. Histologie du foie chez les animaux témoins

Au faible grossissement, le foie de Psammomys obesus est constitué des multitudes lobules
hexagonaux, ce sont les unités fonctionnelles du foie. Chaque lobule est limité par quatre a cing

espaces portes (triade port) et possede en son centre une veine centro-lobulaire.

Au fort grossissement, on observe les travées de Remack qui sont cordons monocellulaires qui
rayonnent a partir des espaces portes vers les veines centro-lobulaires, bordées de part et d’autre
par une capillaire sinusoide. Elles sont constituées essentiellement par des hépatocytes entre les

quels on trouve des canalicules biliaires.

Les hépatocytes forment I’essentiel de 1’organe. Sont des cellules polyhédriques de 20 a 30um
de diametre, pourvue d’un noyau central arrondi, relativement gros, quelque fois binucléés et un

cytoplasme riche en glycogene.

Les capillaires sinusoides sont situées entre les lames hépatocytaires, elles sont anastomosées et
forment un vaste réseau interpose entre la veine porte et la veine centrolobulaire. Leur paroi est

dépourvue de lame basale et contient trois types de cellules :

- Les cellules endothéliales : Constituent la paroi du capillaire. Ces cellules ne reposent
pas sur une lame basale, et separées du pole vasculaire des hépatocytes par la matrice
extracellulaire de I’espace de Disse qui comporte quelques fibres de collagenes.

- Les cellules de Kupffer : Sont les cellules macrophagiques du foie, volumineuses,
reposent sur les cellules endothéliales des capillaires.

- Les cellules a granules : Que I'on peut rattacher au groupe des grands lymphocytes, ont
une localisation variable dans la lumiere au contact des cellules endothéliales et de

Kupffer, mais aussi dans l'espace de Disse.
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Espaces portes sont des espaces conjonctifs triangulaires. Ils continent une branche de I’artére
hépatique avec une lumiére étroite, une branche de la veine hépatique avec une lumiere large, et

un canal biliaire bordé par un épithélium cubique. L’ensemble forme la triade portale.

2.1.2. Histologie du foie des animaux Hcy

Apres I’analyse des coupes histologiques a différent grossissements du foie des rats des sables
traités a la méthionine (300mg/kg de poids corporel/jour) pendant 1 mois et aprés comparaison
avec les témoins, nous constatons plusieurs altérations qui touchent la structures du foie. Ces

altérations sont résumeées en :

- Une accumulation intracellulaire de grosses gouttelettes lipidique dans les hépatocytes
témoignant d’une stéatose macrovacuolaire.

- Un mort cellulaire par nécrose et par apoptose.

- Une accumulation de collagénes autour des espaces portes (artéres, veines, canaux
biliaires), indiquant 1’installation d’une fibrose.

- Une dilatation des capillaires sinusoides.

- Une importante infiltration des leucocytes au niveau portale.

- Une augmentation de la taille des hépatocytes indiquant une hypertrophie.
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Coupes histologiques du foie de Psammomys obesus témoins a différents grossissement. A.
100 ; B. 400 ; C. 1000 ; D. 1000. Coloration d’Azan modifiée.

Nous observons dans cette planche que le parenchyme hépatique (PH) de Psammomys obesus
est constitué des multitudes lobules hexagonaux. Chaque lobule est limité par quatre a cinq
triades portes (T) et posséde en son centre une veine centro-lobulaire (VCL). Chaque triade est
formée d’une veine hépatique (VH), une branche de 1’artére hépatique (AH) et un canal biliaire

(CB). Ces structures sont entourées par un faible tissu conjonctif (fleche rouge).

Le parenchyme hépatique est organisé en travées hépatocytaires ou travées de Remack (fleche
jaune) et orientées vers le VCL. Les capillaires sinusoides (fleche verte), limitées par les travées
de Remack, sont tapissées par les cellules endothéliales (fleche bleue). Des cellules de Kupffer

(fleche orange) sont présentes dans la lumiere des sinusoides.

o [wm <



Résultats et discussions

Coupes histologiques a différents grossissement (A. 100 ; B. 400 ; C. 1000) du foie de

Psammomys obesus soumis a la méthionine. Coloration d’Azan modifiée.

Nous observons dans ces figures une importante stéatose hépatique localisée essentiellement
dans la périphérie des lobules hépatiques. Les régions entourant les veines centro-lobulaires sont

dépourvues de stéatoses.

Au fort grossissement, on observe que le cytoplasme des hépatocytes atteints est occupé par une
grosse vacuole lipidique (VL) ce qui caractérise une stéatose macro-vacuolaire. Les noyaux sont
écartés vers la périphérie de la cellule. Les hépatocytes perdent sa forme polygonale et devient
arrondis. Certains noyaux présentent une chromatine condensée et morcelée et qui caractérise les

noyaux apoptotiques.
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Coupes histologiques a différents grossissement (A. 400 ; B. 1000 ; C. 1000 ; D. 1000) du
foie de Psammomysobesus soumis & la méthionine. Coloration d’Azan modifiée (A, B, C) et

de rouge sirius (D).

Dans ces figures on observe une importante fibrose qui entoure 1’artére hépatique (fléche
noire), la veine hépatique (fleche rouge), le canal biliaire (fleche verte) et la veine centro-

lobulaire (fleche jaune)

La coloration au rouge sirius montre que 1’origine de cette fibrose est I’accumulation des

collagenes fibrillaires de types I et I11.
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Coupes histologiques a différents grossissement (A. 400 ; B. 1000 ; C. 400 ; D. 1000) du foie

de Psammomys obesus soumis a la méthionine. Coloration d’Azan modifiée

Ces figures montrent une importante infiltration leucocytaire au niveau de la triade (étoile noire)
et au niveau de la veine centro-lobulaire (étoile bleue).

On observe aussi 1’adhésion des leucocytes a I’endothélium (fleche bleue) vasculaire pour leur

migration vers le site inflammatoire (fleche noire).
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Coupes histologiques a différents grossissement (A. 100 ; B. 400 ; C. 1000 ; D. 1000) du foie

de Psammomys obesus soumis a la méthionine. Coloration d’Azan modifiée

Les figures A, B et C montrent une importante nécrose qui touchent une grande portion du foie.
La majorité des cellules dans la zone nécrotique sont totalement détruites (étoile rouge) avec
persistance de quelques noyaux résiduels. Un petit nombre de hépatocytes sont en voie de lyse

dans cette zone (fleche noire).

La figure D montre une nette dilatation des capillaires sinusoides par apport aux témoins (étoile

bleue).
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2.2. La morphométrie de certains parametres hépatiques

L’¢tude histologique du foie des psammomys obesus témoins et traités a la méthionine est

complétée par une approche morphométrique portant sur la taille des hépatocytes et leurs

noyaux.

2.2.1. Etude morphometrique des parametres nucléaires des hépatocytes

Les résultats de 1’étude morphométrique concernant le diamétre et la surface nucléaires des

hépatocytes chez les Psammomys témoins et traités (Hhcy) sont reportes dans le tableau et la

figure suivants.

Tableau 05 : Le diamétre nucléaire des hépatocytes chez les témoins et les Hhcy

Variable Moyenne SEM Min Max
Petite axe nucléaire (i) Témoins 6,19 0,09 4.41 8,42
Hhcy 6,66(P<0.001) 0,13 3.87 10.06
Grand axe nucléaire (um) Témoins 6,81 0,09 531 8.89
Hhcy 8,02(p<0.0001) 0,15 12.00 456
Surface nucléaire (Mmz) Témoins 35,22 0,90 20,66 63,74
Hhcy 43,17 (P<0.0001) 1,52 14,66 100,31
¥ 50,00 -
8 1 45,00 -
Di 7 ] SU 40,00 - @ Témoins
am 6 - M2 3500 - @ Hhcy
etr ¢ | €€ 30,00 -
e, N 2500 -
en H o 20,00 -
w37 ™ 1500 -
2 1 10,00 -
11 5,00 -
0 . . 0,00 .

Grand axe nucléaire Petit axe nucléaire

Surface nucléaire

Figure 16 : Diametre et surface nucléaires des hépatocytes des rats témoins et Hhcy

Donc, ces résultats indiquent qu’il y’a une augmentation trés significative (P<0.001) de 7,59%,

et hautement significative (P<0,0001) de 17,76% de petits et grands axes nucleaires

respectivement chez les rats Hhcy par rapport aux témoins. Egalement, nous avons constaté chez
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les rats Hhcy, une augmentation hautement significative (P<0,0001) de 22,57% de la surface

nucléaire est trouvee.
2.2.2. Etude morphometrique des parametres cellulaires des hépatocytes

La morphométrie des axes cellulaires des hépatocytes (petit et grand axes) ainsi que la surface

est représentée par le tableau et figue ci-dessous.

Tableau 06 : Etude morphométrique des parametres cellulaires des hépatocytes.

Variable Moyenne SEM Min Max
Petite axe cellulaire (um) Témoins 19,27 0,81 9,66 89,00
MY Hhey 21,31 043 1048 32,92
e e Témoins 25,49 0,51 16,52 42,80
2 Hhcy 29,95 0,73 15,75 55,84
o ulai 7 Témoins 401,82 12,60 170,7 848,78
urface cellulaire(ume) -, 538,47 1926 234,95 1126,39
35 - 600 -
30 1 o 5%
u
i 25 -
Di rfa 400 -
am .
. 20 ce @ Témoins
etr 300 -
e 15 - en thcy
en g - rl:]Z 200 -
m
5 i 100 7
0 T ] 0 1
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Figure 17 : Diamétre et surface cellulaires des hépatocytes des rats témoins et Hhcy.

Les mesures que nous avons effectuées sur les paramétres cellulaires des hépatocytes
montrent une augmentation hautement significative (P<0,0001) de 10,58% de petit axe
cellulaire, de 14,89% de grand axe cellulaire, et de 34,01% de la surface cellulaire chez les Hhcy

comparativement aux témoins.

Cette augmentation de la plupart de cellules recensées montre que I’Hhcy provoque une

hypertrophie des cellules hépatiques.
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I1. Discussion

Au terme de D’expérimentation, nos résultats mettent en évidence I’installation d’une
hyperhomocystéinémie chez le rat des sables, Psamommys obesus, traité a la méthionine pendant
1 mois. Ces résultats sont en 1’accorde avec ceux observés par plusieurs auteurs sur différents
modeles 1’animaux et différents voies d’administration. En effet, Chwatko et al en 2007 ont
montré que un régime alimentaire qui contient 1,5% de méthionine soumis a des souris pendant
6 mois est responsable au 1’augmente le taux plasmatique de I’Hey a 51uM contre 3uM chez des
souris soumis a un régime alimentaire contenant seulement 0,5% de la méthionine. Une autre
étude a montré que 1’administration orale de la L-méthionine (1,7g/kg) pendant 32 jours chez des
rats wistar provoque une hyperhomocyctéinimie de 22,37ug/ml (Kumar et al., 2016). Sur ce
méme espeéce, on a constaté une augmentation de I’homocyctéine plasmatique a 42,53pumol/
apreés 24 heures d’administration de 100mg/kg de la méthionine par injection intrapéritonal
(Jordao et al.,2009). Aussi, Fukada et al. en 2006 ont prouvé que I’injection progressive des
doses croissantes de la L-méthionine (100, 200, 300, 500mg/kg/J) a un groupe des rats Wistar
males pendant 7 jours augmente 1’homocystéine dans le plasma jusqu’a 70puM. Hidiroglou et al
en 2004 ont constatés un développement d’une Hhcy chez un groupe de gerbille male regoit
quotidiennement un régime standard enrichi en methionine (10g/kg/jour) pendant 90 jours. Les
travaux expérimentaux de Rolland et son équipe en 1995 ont également confirmés le
développement d’état d’hyperhomocysteinemie (9,64 umol/L) induit par une addition de 3,45¢g

de la méthionine dans I’alimentation des porcs pendant 4mois.

Les transaminases (ALT/AST) sont les indicateurs les plus couramment employeés pour déceler

les lésions hépatiques. Elles catalysent le transfert de groupement amine pour générer des
produits dans la gluconéogenése et le métabolisme des acides aminés. Ces enzymes sont
présentes dans les cellules du foie, lorsque ces cellules sont endommagées, les transaminases se
retrouvent dans le sang (Kunutsor et al.,2014).
Dans notre étude, I’augmentation de la concentration plasmatique des transaminases (ALT/AST)
observée chez le lot trait¢é a la méthionine est le résultat de la toxicité de 1’Hcy sur les
hépatocytes. Ces résultats sont en accord avec plusieurs auteurs. Un régime alimentaire riche en
méthionine (1,7%) augment le taux plasmatique d’AST a 42.89 UI/L et d’ALT a 60.62 UI/L
chez les rats apres 4 semaines (Woo et at.,2006). Aussi, Frelut et al. (2006) ont montré que
I’activité d'ALT est corrélée positivement avec le taux plasmatiques de Hcy chez les filles
adolescentes obeses. Egalement (Yalginkaya et al. (2009) ont montré qu'un régime riche en
méthionine (2%) pendant 6 mois provoque une hyperhomocystéinémie (75umol/L) et une
augmentation du taux sérique d'ALT a 84,2 U/L et AST a 194,8 U/L chez les rats.
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De méme, un régime supplémenté avec 500 mg/kg/J de la L-méthionine dans I'eau pendant trois
mois augmente le taux plasmatique de homocystéine a 18,99uM, le taux sérique d’AST a 118,8
U/L et d’ALT a 50 U/L chez les rats (Yefsah-ldres et al., 2016).

Une stéatose hépatique macro-vacuolaire est signalée chez nos rats expérimentés. Ces résultat
sont similaires a ceux des travaux de (Zerrouk et al., 2010) sur le rat des sables soumis a la
méthionine a raison de 75mg/kg/jour pendant 6 mois. Egalement Kiski-Kiraz et al en 2018
observent une stéatose hépatique chez les cobayes nourris avec un régime alimentaire contenant
1,5 de cholestérol et 2% de la méthionine pendant 10 semaines. Dara etal. en2011 en trouvent
que les patients hyperhomocystéinémiques développent une stéatose hépatique. Cette stéatose
hépatique résulte de 1’accumulation de graisses dans les cellules du foie (Feillet-Coudrayet al.,
2015).Werstuck et al en 2001 montrent que le stress du réticulum endoplasmique induit par
I'nomocystéine provoque une dérégulation de la biosynthése des lipides en activant les SREBPs
(Sterol regulatory element binding proteins), conduisant a une augmentation des niveaux de
cholestérol et de triglycérides hépatiques. Les SREBPs est 1’une des familles de facteurs de
transcription résidant dans le RE et qui sont responsables de l'induction de génes de la

biosynthése de cholestérol et les acides gras (Horton et al., 2002 : Brown et Goldstein, 2009).

Selon Obeid et Herrmann en 2009 la graisse et cholestérol sont emballées dans les VLDL pour
étre transporter par le sang aux tissus qui en ont besoin. Les souris hyperhomocys- téinémiques
avaient une activité enzymatique réduit de la phosphatidyl ethanolamine méthyltransférase
(PEMT). Cette derniere permet la conversion de la phosphatidyl- ethanolamine (PE) en
phosphatidylcholine (PC) qui composant de particules des VLDL, leur insuffisance peut

provoquer ’accumulation de graisse et de cholestérol dans le foie.

Une infiltration des cellules inflammatoires (lymphocytes et monocytes) au niveau hépatique a
été observée dans nos coupe, ce résultat est confirmé par Stojanovic et al. en 2018 chez les rats
Wistar traités a la méthionine (0,8mmol/kg/J) pendant 21 jours. Aussi, Matté et al. (2009) ont
observé des nombres élevés de cellules inflammatoires dans le tissu conjonctif présent dans
I'espace portal et autour des gros vaisseaux chez des rats injectés par voie sous cutanée deux fois
par jour de la L-Hcy dissous dans une solution de Nacl a 0,85% pendant 28 jours. Egalement
Hamdi en 2011aobservé un amas des cellules inflammatoires dans le tissu cardiaque chez les
rats Wister hyperhomocystéinémiques. De méme, une accumulation intra vasculaire des
leucocytes observée par Sonne et al. (2008) chez I’ours polaire exposé aux polluants est

similaire a ce que nous avons trouvé.
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Selon Roblin et al en 200, Hcy stimule la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
et D’expression des molécules d’adhérence, ce qui accélére le recrutement des cellules

inflammatoires par 1’activant de facteur transcriptionnel NF kappa B (nuclear factor-kappa B).

L’intensité des cellules possédant un noyau modifié est plus marquée chez les rats traité a la
méthionine (300mg/Kg/J) pendant un mois. Kerr et al. en 1994 ont montré que les cellules avec
un noyau fragmenté tres dense et irrégulier sont des cellules ayant subi une nécrose. Ces résultat

sont similaires a ceux des travaux de (Zerrouk et al., 2010).

Dans nos résultats, nous avons observé plusieurs hépatocytes autophagiques chez les
Psammomys traités. Yang et al. (2018) ont trouvé une importante autophagie des cellules
hépatiques chez des souris CBS™ et qui présentent une hyperhomocystinémie. Ces auteurs ont
prouvé que dans le foie de ces animaux il y a une augmentation de I’expression de certaines
protéines intervenant dans I’autophagie comme la LC3-Il et la Atgl2, et a la diminution de
I’expression d’autres protéines comme la p62. La Atgl2 et LC3-1l jouent un rOle dans
I’élongation de la phagophore (membrane isolée) pour former 1’autophagosome (Mizushima et
al., 2001). En effet, la quantité de LC3-11 est corrélée au nombre d'autophagosomes (Kabeya et
al., 2000). La protéine P62 possede un rble de «cargo» en conduisant les éléments a dégrader
vers 1’autophagosome. De ce fait, c’est également un substrat de [’autophagie, qui est

responsable de sa dégradation (Heinen et al., 2010; Kuusisto et al.,2008).

L’étude morphométrique qui nous avant réalisé montre que I’hypehomocystéinémie provoque
une hypertrophie hépatocytaire. En effet, (Raaf et al., 2010) ont signalé une hypertrophie des
myocytes ventriculaires sous 1’effet de I’Hcy. Egalement, Chen et al. en 2014 trouvent que
I’homocystéine induit une hypertrophie de I’hippocampe. Cette hypertrophie est expliquée par le
fait que I’Hhcy diminue les effets anti hypertrophiques de la protéine DYRK1A au niveau
hépatique (Hamelet et al., 2009) mais également au niveau cardiaque (Raaf et al., 2009).

Les coupes histologique du de psammomys obesus soumis a la méthionine pendant 1 mois ont
permis de révéler plusieurs altérations de la matrice extracellulaire, en effet, nous observons une
accumulation des collagénes au niveau des espaces périvasculaires qui indique 1’installation
d’une fibrose hépatique. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus dans le foie (Zerrouk et
al., 2010 ; Matté et al., 2009). Othmani et al. en 2017ont noté une importante fibrose au niveau
aortique chez les lapins apres une supplémentation de 500 mg/j en méthionine pendant trois
mois. D’autres auteurs également observent une accumulation de collagénes dans autres organe
sous I’effet de hyperhomocystéinémie comme la glomérule (Cao et al., 2013), les veésicules

séminales (Ghoul et al., 2017)et les poumons (Hamele et al.,2007).
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L’hyperhomocystéinémie induit I’expression de TGF-Bldans le myocarde des rats blancs
(Raaf et al., 2011), la majeure cytokine fibrogénique qui joue un réle essentiel dans 1’activation
des myofibroblastes (Kisseleva et Brenner, 2007). Une fois ces myofibroblastes sont activée
elles expriment le collagéne de type I et d’autres protéines de la matrice extracellulaire qui
constituent la cicatrice fibreuse dans la fibrose hépatique (Kisseleva et Brenner, 2012). Les
myofibroblastes proviennent de I’activation et la prolifération des cellules étoilées du foie
(Popov et Schuppan, 2009). Ces derniéres ont considéré comme les principales cellules
sécrétrices des éléments de la matrice extracellulaire hépatique (Zhang et Wang, 2013). Ces
données sont confirmées par Bansal et al. en 2014 et Yang et al. en 2014 qui trouvent qu’un
inhibition de [’activation et de la prolifération de ces cellules induit une diminution de
I’expression de collagéne I.L’Hcy stimule aussi le TIMP-1 (Tissue Inhibitor of

Metalloproteinase), pour favoriser la fibrogénése hépatique (Roblin et al., 2007).
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Conclusion

Notre étude expérimentale, menée chez Psammomys obesus, a pour objectif d’analyser les
répercussions sur la morphologie du tissu hépatique durant le développement d’un état
d’hyperhomocystéinemie. Pour ce faire, les animaux sont répartis en 2 lots, un lot témoin
soumis & un régime naturel aux plantes halophiles et un lot traité recevant le méme régime
alimentaire associé a une administration intra péritoneale de la méthionine (300mg/kg de poids
corporel/jours) pendant 1 mois. A la fin de traitement, et apres sacrifice et prélevement des
organes, nous avons analysé et étudié des altérations produites au niveau du parenchyme
hépatique chez le rat des sables par des techniques histologiques, histochimiques et
morphométriques. Les transaminases hépatiques (ALT et AST) sont également dosées au niveau

plasmatique pour déterminer une éventuelle souffrance hépatocytaire.

Nos résultats obtenus a travers cette étude montrent que 1’administration de la méthionine
provoque une augmentation significative de 1’homocystéine plasmatique de 638% indiquant
I’installation d’une hyperhomocystéinémie. Les transaminases sont aussi le siégé d’une forte
augmentation significative qui signale une souffrance hépatocytaire. En effet, ALT augmente de
430,6% et AST de 827,49% comparativement aux témoins. Au niveau histologique, la principale
altération observée est la stéatose macrovacuolaire. L’hypertrophie cellulaire, la nécrose,
I’apoptose, D'infiltration leucocytaire et la fibrose perivasculaire sont également parmi les
altérations hépatiques induites par I’hyperhomocystéinémie et qui mettent en évidence un

remodelage de tissu hépatique.

Afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ce

remodelage, ce travail pourrait étre compléter par :

v’ Lutilisation de la microscopie électronique a transmission pour déterminer les altérations

ultrastructurales des hépatocytes.

v’ Une analyse immunohistochimique : Collagéenes | et 11l, Apostaine, Caspase 3 activée,
TGF-b, P62 et Beclin-1

v La quantification des MMPs 2 et 9 par la zymographie,
v" La détermination de statut inflammatoire (IL6 et 8)
v’ La détermination de la balance oxydant/ anti-oxydant

v’ La détermination du niveau de méthylation globale de I’ADN
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Fiches techniques
1. Fixateur (Bouin agueux)
- Solution aqueux de I’acide picrique : 30ml
- Formole : 10ml
- Acide acétique : 2ml

Fixation dur 3 jours, puis laver dans 1’eau courante pendant 2 jours.

2. Dilution des alcools pour I’hydratation et la déshydratation

L’alcool utilisé est 1’éthanol C,HsOH

Alcool absolu Eau distillée
Alcool 50° 100 ml 107,44 ml
Alcool 70° 100 ml 47,75 ml
Alcool 90° 100 ml 13,25 ml
Alcool 95° 100 ml 6,5 ml

3. Préparation de gélatine
- Gélatine 0,2g
- Eau distillé 50ml

4. Coloration d’Azan modifié
4.1. Préparation des colorants
- Rouge nucléaire solide :
- Rouge nucléaire solide : 0,19
- Sulfate d’aluminium : 59
- Eau distillée : 100ml
Porter a ébullition, laisser refroidir, filtrer. Se conserve plusieurs semaines a 4°
- Orangé G molybdique : Préparation a froid
- Orange G : 2g.
- Eaudistillée : 100ml.
- Acidephosphomolybdique : 1g.
- Bleu d’aniline
- Bleu d’aniline:0,5g.
- Eau distillée: 100ml.
Porter a ébullition, laisser refroidir, filtrer et ajouter I’acide acétique 8 ml
La solution mere se conserve indéfiniment
Solution de travail : au moment de travail diluer 1 volume de la solution mére avec 2 volume de

I’eau distillée. La solution de travail se conserve plusieurs mois.
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4.2. Mode opératoire
- Déparaffinage dans deux bains de cyclohexane
- Hydratation dans les alcools (100°, 90°,70°)
- Rincer a I’eau distillée.
- Coloration avec rouge nucléaire solide pendant 15 minutes.
- Lavage a I’eau courante.
- Coloration avec I’orange G molybdique pendant 5 minutes.
- Lavage a I’eau courante
- Coloration avec le bleu d’aniline pendant 2 a 5 minutes.
- Lavage a I’eau distillée
- Déshydratation (95°, 96°, 100°).
- Mettre la lame dans le Cyclohexane pendant quelques secondes.
- Montage avec Baum de Canada.
- Observation au microscope photonique.
4.3. Résultat :

Les noyaux sont colorés en rouge, le cytoplasme en orange et les collagenes en bleu
5 .Coloration au Rouge Sirius
5.1. Préparation des colorants

- Rouge Sirius : Rouge Sirius: 0,05 g + Acide picrique a saturation dans 1’eau
distillée : 50 ml

5.2. Mode opératoire :
- Déparaffinage dans deux bains de cyclohexane
- Hydratation dans les alcools (100°, 90°,70°)
- Coloration au Rouge Sirius (filtré avant I’emploi) pendant 15 minutes.
- Ringage dans un bain d’alcool a 95°,puis dans deux bains d’alcool absolu.
- Mettre la lame dans deux bains de cyclohexane
- Montage lame/lamelle avec le baume de canada.
- Observation au microscope photonique.
5.3. Résultats

Le Rouge sirius colore le collagéne en rouge, le cytoplasme et les noyaux en jaune.

Tableau | : Effet de I’Hcy sur la morphometrie de la surface cellulaire et nucléaire des

hépatocytes
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Surface nucléaire (um®) Surface cellulaire (um®)

Témoins Traité Témoins Traité

1 45,07 36,52 418,29 376,17
2 47,85 27,33 514,29 404,05
3 32,53 27,09 222,61 410,82
4 39,35 29,88 479,25 480,10
5 45,49 26,21 592,53 282,45
6 44,01 38,28 760,85 415,88
7 59,17 28,00 736,46 340,66
8 36,84 31,18 601,08 366,66
9 37,98 41,32 458,05 448,82
10 36,37 26,04 433,00 458,56
11 26,20 39,60 418,49 646,45
12 27,99 36,50 403,09 559,89
13 34,88 25,56 537,78 284,00
14 40,08 43,72 499,41 440,71
15 27,64 27,54 295,59 363,07
16 35,48 20,16 422,39 382,85
17 30,88 47,84 427,00 317,33
18 42,16 40,76 442,74 378,41
19 30,50 34,70 382,53 321,18
20 28,54 31,88 354,15 436,80
21 26,71 41,00 439,15 382,89
22 35,28 50,00 511,88 352,97
23 46,92 54,54 654,18 499,85
24 30,59 50,34 395,33 800,88
25 46,50 67,14 782,58 966,78
26 31,10 32,60 257,25 783,69
27 31,75 44,64 319,61 460,45
28 28,49 55,18 266,06 690,33
29 42,35 38,41 511,17 555,65
30 36,78 47,17 286,34 493,00
31 23,86 51,76 367,71 485,94
32 27,00 54,93 214,28 434,44
33 57,73 39,61 848,78 887,10
34 27,15 31,13 442,61 648,03
35 24,68 37,67 294,06 413,36
36 23,55 30,08 202,11 519,33
37 34,00 42,74 345,65 539,09
38 35,51 45,98 448,52 484,97
39 39,89 45,50 327,10 445,47
40 23,00 48,41 270,57 350,13
41 25,81 61,00 347,08 568,07
42 29,90 56,20 369,88 667,25
43 43,55 48,21 302,17 481,01
44 30,03 40,61 342,94 658,81
45 28,02 63,43 444,37 573,30
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46 33,05 37,65 397,74 503,66
47 44,40 30,90 480,47 895,18
48 54,64 29,84 725,12 387,97
49 27,90 64,64 440,35 576,10
50 28,22 42,05 540,45 511,17
51 35,00 29,87 372,52 747,41
52 33,06 44,32 278,21 1079,54
53 24,99 43,93 228,10 845,90
54 34,53 41,42 369,43 884,51
55 28,32 42,00 475,84 543,78
56 56,51 49,90 385,16 489,75
57 35,36 46,05 341,30 736,40
58 51,00 35,50 487,56 47,20

59 34,53 44,98 500,19 285,12
60 23,82 61,37 170,70 557,00
61 39,72 38,65 383,15 484,75
62 36,47 28,22 401,04 294,00
63 30,21 38,32 276,90 358,32
64 34,37 25,58 413,88 430,58
65 36,87 25,10 480,58 417,92
66 63,74 23,85 444,62 312,00
67 41,82 14,66 475,36 346,86
68 35,32 38,43 343,06 327,26
69 40,30 23,45 428,48 394,99
70 41,09 24,30 404,11 234,95
71 25,60 26,56 410,58 392,94
72 39,15 28,80 297,11 426,26
73 40,20 40,95 342,22 630,42
74 43,51 45,00 316,84 376,42
75 39,94 42,90 205,59 421,81
76 20,66 41,39 207,82 655,29
77 52,67 30,01 482,98 533,00
78 46,89 35,89 428,33 439,06
79 28,87 29,39 374,15 622,79
80 24,70 44,33 348,43 449,27
81 32,67 26,83 366,69 572,55
82 23,71 28,24 235,28 527,99
83 32,89 41,70 282,71 1064,40
84 44,61 52,92 436,10 462,94
85 27,48 75,75 416,88 557,85
86 27,55 56,03 286,77 932,35
87 23,65 57,78 447,49 471,50
88 42,81 65,20 373,38 1126,39
89 27,42 59,36 412,48 632,40
90 25,82 60,53 325,72 771,68
91 32,73 77,67 260,82 689,84
92 34,82 92,80 362,24 654,00
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93 32,00 64,44 352,00 775,10
94 31,38 46,45 331,73 433,42
95 45,00 42,60 383,37 359,50
96 29,00 54,63 416,98 464,49
97 32,34 100,31 394,50 745,03
98 23,07 66,77 303,84 871,66
99 30,00 59,95 360,00 594,57
100 36,69 58,10 384,00 564,01
Moyenne 35,22 43,17 401,82 531,69
Ecar-type 8,95195243 15,1079553 125,378995 196,8621923
SEM 0,89970507 1,51840663 12,6010632 19,78539476
Max 63,74 100,31 848,78 1126,39
Min 20,66 14,66 170,70 47,20
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Tableau Il : Effet de I’Hcy sur la morphométrie du diametre nucléaire des hépatocytes

Petit axe nucléaire (um) Grand axe nucléaire (um)

Témoins Traité Témoins Traité
1 5,69 6,73 8,71 7,14
2 7,49 5,76 7,99 5,81
3 6,14 5,63 6,52 6,02
4 6,24 5,40 6,91 7,21
5 6,72 5,40 6,46 6,36
6 7,00 5,58 7,63 8,79
7 8,42 4,41 8,89 6,83
8 6,53 5,84 6,37 6,09
9 6,85 4,75 6,91 9,70
10 6,32 5,00 6,47 6,00
11 5,76 7,04 5,90 6,47
12 5,70 6,82 5,90 7,24
13 5,77 5,35 6,80 6,18
14 6,85 7,48 7,68 7,63
15 5,62 5,89 5,75 6,21
16 6,31 3,89 7,46 6,91
17 5,65 7,33 6,35 8,03
18 6,94 6,80 7,38 7,41
19 6,19 5,59 5,81 7,55
20 6,00 5,83 7,00 6,36
21 5,51 6,82 5,67 7,81
22 5,73 7,09 6,80 8,32
23 6,84 7,71 7,75 8,80
24 5,45 7,46 5,95 8,07
25 7,51 9,19 8,02 9,65
26 5,58 5,45 6,63 7,14
27 6,28 7,65 6,50 7,95
28 5,66 7,79 6,27 8,79
29 6,96 6,87 7,47 6,89
30 6,30 7,37 6,78 7,46
31 5,08 8,07 5,64 8,23
32 5,42 8,10 5,54 8,25
33 7,95 6,67 8,51 7,69
34 5,41 7,47 5,96 8,12
35 4,94 6,28 6,16 7,33
36 4,70 6,17 6,24 6,66
37 5,53 6,51 7,48 7,75
38 6,46 7,45 6,93 7,53
39 6,89 7,04 7,33 8,08
40 4,89 7,74 5,41 7,74
41 5,37 8,47 6,05 9,19
42 6,05 8,12 6,86 8,98
43 7,54 7,03 8,02 8,59
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44 5,86 6,17 6,01 8,48
45 5,56 8,37 5,64 9,08
46 6,25 6,57 6,44 7,04
47 7,08 7,00 7,53 12,00
48 8,05 5,92 8,22 6,63
49 5,67 6,19 6,09 11,80
50 5,59 5,99 6,29 9,04
51 5,63 4,91 6,57 7,41
52 6,38 6,60 6,48 8,34
53 5,21 5,08 6,20 8,88
54 6,23 6,66 7,08 8,14
55 5,86 8,03 5,73 9,61
56 7,98 8,19 8,75 8,39
57 5,91 6,15 6,16 9,32
58 7,69 7,01 7,80 8,68
59 6,80 7,23 6,98 7,43
60 4,62 6,40 5,89 11,35
61 6,71 6,48 7,43 7,46
62 6,83 5,83 7,06 6,09
63 6,02 6,90 6,10 7,13
64 6,37 5,15 1,27 5,91
65 6,64 5,30 6,82 5,89
66 8,26 4,41 8,39 6,36
67 6,95 4,09 7,41 4,56
68 6,46 6,89 6,95 7,14
69 6,77 5,22 7,06 5,59
70 7,16 5,71 7,78 5,77
71 5,96 5,86 5,98 5,87
72 6,58 5,59 7,54 6,73
73 7,10 7,38 7,41 7,88
74 7,37 7,20 7,72 7,79
75 6,65 7,09 7,95 8,27
76 5,05 6,45 5,31 8,20
77 7,57 6,49 8,12 6,55
78 7,74 6,51 7,74 7,24
79 5,38 5,81 5,97 6,27
80 4,41 7,29 6,32 8,21
81 5,49 3,87 6,81 7,79
82 4,82 4,50 6,27 7,13
83 5,80 6,36 6,81 7,99
84 7,32 4,66 7,86 10,01
85 5,72 1,27 5,88 11,46
86 5,39 7,99 6,19 8,16
87 5,32 7,68 5,63 10,59
88 7,14 7,89 7,96 9,70
89 5,83 7,73 6,04 9,50
90 4,85 8,46 6,00 8,80
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91 5,53 9,61 7,73 10,17

92 6,00 9,38 7,28 11,60

93 6,17 8,34 6,25 9,98

94 6,03 4,12 6,57 10,15

95 6,00 4,92 7,50 10,44

96 5,14 8,19 6,00 8,46

97 5,35 10,06 6,78 10,85

98 4,92 9,35 5,87 9,69

99 5,00 8,43 5,80 9,23

100 6,46 7,65 6,75 8,73
Moyenne 6,19 6,66 6,81 8,02
Ecar-type | 0,887340431 1,328173942 0,854383179 1,527562051

SEM 0,089181069 0,133486504 0,08586874 0,153525763

Max 8,42 10,06 9,89 12,00

Min 4,41 3,87 5,31 4,56
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Effet de I’Hcy sur la morphométrie du diametre cellulaire des hépatocytes

Petit axe cellulaire (pm) Grand axe cellulaire (um)

Témoins Traité Témoins Traité
1 18,80 20,00 26,37 22,46
2 20,07 21,23 32,21 24,00
3 14,45 19,29 18,39 24,52
4 20,78 18,99 25,92 32,14
5 24,74 17,66 29,01 24,16
6 25,91 17,51 32,23 25,30
7 28,08 16,71 29,05 22,81
8 21,86 15,76 30,82 25,67
9 26,43 21,67 22,58 24,71
10 20,29 19,77 22,87 32,36
11 18,33 21,47 28,03 30,48
12 16,62 19,77 24,26 35,41
13 34,36 15,33 34,88 21,01
14 19,39 21,70 32,39 23,87
15 14,95 19,18 21,93 23,71
16 17,44 17,55 23,72 25,94
17 18,47 17,36 27,10 22,78
18 18,94 16,57 30,02 28,25
19 17,36 15,97 30,19 29,28
20 14,52 20,25 28,35 24,85
21 18,52 17,21 25,01 25,02
22 19,15 18,89 36,20 23,28
23 21,77 24,83 32,24 26,92
24 19,16 29,29 27,11 31,56
25 21,74 29,16 42,80 40,32
26 15,05 23,76 23,35 45,37
27 17,92 22,51 21,37 27,82
28 16,50 21,39 18,64 34,49
29 17,25 24,16 31,35 28,39
30 11,78 16,34 25,83 33,42
31 16,23 17,91 23,14 38,39
32 12,22 23,83 22,28 25,10
33 25,96 30,79 40,66 38,49
34 16,70 17,71 33,74 42,87
35 12,97 16,52 25,98 32,53
36 9,66 23,26 24,47 29,23
37 14,52 21,56 26,68 27,16
38 19,07 23,61 29,39 28,34
39 21,69 19,24 23,45 26,41
40 13,13 15,45 21,69 22,56
41 20,58 21,49 22,16 32,22
42 17,46 22,65 24,93 33,02
43 18,52 21,66 22,02 33,30
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44 19,16 22,49 22,14 34,20
45 20,32 23,14 30,00 29,13
46 17,28 23,50 23,62 27,27
47 16,62 22,49 27,09 32,37
48 29,08 15,46 38,97 30,88
49 21,28 22,54 23,49 29,82
50 25,38 23,23 25,54 25,18
51 19,31 27,21 23,77 35,00
52 17,01 27,04 20,33 48,38
53 15,48 17,51 17,09 49,00
54 19,65 26,10 22,93 43,01
55 14,61 16,24 35,86 42,93
56 15,98 20,17 28,93 33,06
57 16,23 17,62 23,42 44,51
58 20,64 17,51 31,46 23,55
59 23,19 13,84 26,24 25,42
60 14,45 22,57 16,87 31,24
61 16,08 18,75 24,08 32,40
62 17,91 17,41 23,04 23,99
63 16,47 18,80 18,50 19,06
64 22,89 18,43 24,56 29,87
65 18,98 17,76 23,97 31,48
66 22,59 17,16 26,64 20,34
67 21,79 15,07 26,49 24,87
68 20,76 18,30 21,69 19,54
69 20,82 21,11 24,73 23,20
70 18,92 14,84 24,14 17,28
71 22,14 20,05 22,51 26,39
72 19,00 19,69 20,17 29,20
73 17,33 20,54 20,13 35,03
74 15,48 26,86 21,49 15,75
75 12,70 22,13 17,24 28,08
76 13,82 23,64 16,52 32,95
77 14,24 21,56 36,02 31,25
78 19,45 21,48 23,72 25,91
79 15,35 25,45 28,85 26,94
80 13,59 23,02 25,42 24,30
81 19,55 22,44 25,43 30,16
82 16,02 29,58 16,77 23,98
83 16,72 32,92 21,74 42,14
84 17,55 25,78 28,16 30,07
85 17,48 21,22 24,76 28,28
86 13,29 22,25 25,04 38,79
87 20,25 10,48 25,32 26,69
88 20,68 30,09 22,10 55,84
89 21,14 30,47 22,28 30,81
90 14,48 26,78 27,26 34,25
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91 15,58 25,02 23,77 28,76
92 19,29 26,94 21,70 32,90
93 17,79 27,49 24,75 37,12
94 19,33 18,99 22,42 24,85
95 89,00 17,36 22,31 20,61
96 19,92 21,14 21,07 24,93
97 19,30 28,87 21,26 33,13
98 15,33 22,40 22,07 43,76
99 18,11 26,30 21,18 26,63
100 20,55 26,95 27,15 28,91
Moyenne 19,27 21,31 25,49 29,95
Ecar-type 8,04067097 4,30253623 5,11807324 7,22631033
SEM 0,80811784 0,43242116 0,51438572 0,72627151
Max 89,00 32,92 42,80 55,84
Min 9,66 10,48 16,52 15,75




