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Résumé

La présente étude histologique et immunohistochimique a pour but d’évaluer 1’effet
amélioratif de 1’acide ascorbique suite a une hépatotoxicité par un pyréthrinoide de synthese
de type Il lambda cyhalothrine chez le lapin. Des fragments tissulaires hépatiques fixes dans le
formol & 10% provenants de lapins méles témoins, traités par la lambda cyhalothrine (LCT) et
traités LCT et supplémentes par AA (LCT + AA) font I’objet de notre recherche. L’observation
du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT révéle une désorganisation tissulaire et des
Iésions hépatiques séveres a savoir une congestion vasculaire et un infiltrat inflammatoire.
L’¢tude immunohistochimique montre chez le lot t¢émoin un immunomarquage membranaire
de la protéine de jonction E-cadhérine et un marquage négatif du marqueur de la prolifération
cellulaire le Ki67 et de I’apoptose la protéine P53. Alors que chez les lapins traités par LCT un
marquage membranaire et cytoplasmique positive de la E-cadhérine, et un immunomarquage
nucléaire faible et cytoplasmique intense de I’expression du Ki67 et de la P53 aont été observes.

Cependant, chez le lot traité et supplémenté par 1’ AA on constate une réduction de 1’expression
des trois marqueurs en comparaison avec les animaux traités par LCT.

A la lumiere de nos résultats, on constate que 1’insecticide lambda cyhalothrine induit des effets
hépatotoxiques en altérant la structure tissulaire, cependant la supplémentation par la vitamine
C permet de réduire les lésions hépatique a 1’échelle tissulaire et moléculaire.

Mots clés : vitamine C, lambda cyhalothrine, histologie, immunohistochimie, E-cadhérine,
Ki67, P53



Abstract

The purpose of the present histological and immunohistochemical study was to
evaluate the ameliorative effect of ascorbic acid following an hepatotoxicity by a synthetic type
Il pyrethroid lambda cyhalothrin in rabbits. Hepatic tissue fragments fixed in 10% formalin
from control, lambda cyhalothrin (LCT)-treated and LCT-treated and AA-supplemented (LCT
+ AA) male rabbits are the subject of our research. Observation of the liver parenchyma of the
LCT-treated rabbits revealed tissue disorganization and severe liver lesions, namely vascular
congestion and inflammatory infiltrate. The immunohistochemical study shows in the control
lot a membrane immunolabeling of the junction protein E-cadherin and a negative labeling of
the marker of cell proliferation Ki67 and of apoptosis P53 protein. In LCT-treated rabbits,
positive membrane and cytoplasmic labeling of E-cadherin, and weak nuclear and intense
cytoplasmic immunostaining of Ki67 and P53 expression were observed. However, in the
AAtreated and -supplemented batch, there was a reduction in the expression of all three markers
compared to LCT-treated animals.

In light of our results, it can be seen that the insecticide lambda cyhalothrin induces hepatotoxic
effects by altering the tissue structure, however, supplementation with vitamin C reduces the
hepatic lesions at the tissue and molecular levels.

Key words: vitamin C, lambda cyhalothrin, histology, immunohistochemistry, E-cadherin,
Ki67, P53



uaidla

a3 el ) S aead sl 5 a5 g due el dun ol sl AibasSl) 5 Apmpnaall A jall 038 (e ia al)
710 8 Anfall 280 Aol W il SY1 A 0 5 sllgabs 12 e lilaa¥) s S jll s e Aasll Apad)
4,583 il Y1 e s s(LCT + AA lambda cyhalothrin) AAs LCT = 4kl s dxlladl (LCT)
plasiuly Aadlaall 5 o Aallaal) Cail HY) A ol ailial) 480 je CaiSH caSaill Aaaldl) e Uiny g g ge A
Al A Hall @ yedal | eIV JLdill 5 4 geall dpe W) a2l 8 aad Cali g daal) 8 ) jlaual
daasll (i Ll e lie Ao puda g a8l dads 8 dpelial) 4500aS siuned) E-cadherin 4l dadle puza s
L i dadte e KiB7 P53 = il )Y dallae sl zea jual) LAY Cige LCT (ol elie 2 ga g dan il

3 3% g Sledle 5 E-cadheringe <iiSa (oo P sl jual g Cmia (5998 elia iy« Ki67 P53,

dadaill 3 (el aa sl CT AA dallaall il gually 45 jlie SO cladlal) o el & (alissl ellia (IS ¢
dalleall ASalllambda cyhalothrin

b pdall ape g aa (Ll ¢ gaia A (el COaS (S0 Al Ay yuad 3y sk e Sl Al @l i sy C

e ial) g ) i) oLiaiSll i) ale ¢ M 130 ¢ aali rguasi ) lall

E-cadherin «Ki67 P53



Glossaire

DL50 : La DL50 (dose létale 50%) correspond a la dose d’une substance pouvant causer la
mort de 50 % d’une population animale dans des conditions d’expérimentation précises lors de
I’administration d’un xénobiotique par voie orale. Elle s’exprime en milligrammes de maticre
active par kilogrammes du poids de I’animal, plus la dose létale est faible, plus la substance est

toxique et vice versa (Akashe et al, 2018).

Cryptorchidie : La cryptorchidie est une anomalie de la migration testiculaire qu’il ne faut pas
confondre avec le testicule ectopique, le testicule oscillant, le testicule évanescent ou
I’anorchidie. La physiopathologie de la cryptorchidie est mieux connue et reléve souvent d’un
hypogonadisme hypogonadotrophique durant la grossesse, probablement majoré comme le
montrent les études épidémiologiques récentes par des facteurs environnementaux toxiques au
premier rang desquels figurent les pesticides. Infertilité et cancérisation sont les deux risques

majeurs de la cryptorchidie (Averous et Lopez, 2004).

Nécrose : Mort d'une cellule ou d'un tissu organique. Une nécrose se traduit par des altérations
du noyau et du cytoplasme de la cellule, suivies, éventuellement, par des modifications des
éléments extracellulaires (fibres collagénes, vaisseaux sanguins). Dans la plupart des organes
vitaux (ceceur, cerveau), un tissu nécrosé cesse d'étre fonctionnel et n'est pas remplacé ; en

revanche, le tissu osseux et la peau peuvent se régénérer (LAROUSSE).

Toxicocinétique : Etude du sort d’’une substance toxique dans 1’organisme. La quantité de
substance qui agit avec I’organisme pour causer un effet néfaste dépend de quatre facteurs
biologiques principaux qui sont : I’absorption, la distribution, la biotransformation et
I’élimination. La concentration d’une substance toxique dans 1’organisme est influencée par
différents facteurs qui peuvent étre regroupés en trois catégories : les facteurs biologiques
(endogénes), les facteurs environnementaux (exogenes) et les caractéristiques physico-

chimiques.



Liste des abréviations

OMS : Organisation mondiale de la santé.

DL50 : La dose létale médiane.

T1/2 : Temps de demi-vie.

DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane.

CMR : Produits chimiques qui ont des effets cancérogénes, mutagenes ou reprotoxique.

CIRC : Centre international de recherche sur le cancer.

CS : Choréoatéatose-Salivation.

ERO : Especes réactives de I'oxygene.

LTC : Lambda cyhalothrine.

AA : Acide ascorbique.

SVCTL : Transporteur de vitamine C sodium-dépendant 1.

CAM : Molécules d’adhésions cellulaires.

GPx : Gluthation peroxydase .

GSK3p : Glycogene synthase kinase-3p.

APC : Polypose adénomateuse.

LRP5/6 : Low-density lipoprotein receptor-related protein.

MDMZ2 : Murine double minute 2.

NLS : Nuclear Localization Signal.

NES : Nuclear Export Sequences.



IHC : Immunohistochimie.
HE : Hématoxyline Eosine.
PAS : Réaction a I’acide périodique schiff.

NF- k B : Facteur nucléaire kappa B.

MAPK : Proteines kinases activées par les mitogenes.

TNFRL1/TNF- a : Récepteur 1 du facteur de nécrose tumorale.
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Introduction
Le foie est le siége principal de la détoxification du sang par biotransformation des
xénobiotiques, il protége 1’organisme en empéchant I’accumulation des substances toxiques
dans I’organisme tel que les pesticides(Adikwu et Deo, 2013).

Le développement de I'agriculture s'accompagne de I'utilisation des produits phytosanitaires
ou pesticides partout dans le monde. L'utilisation de ce pesticide indique que ses avantages,
notamment en éliminant ou réduire les prédateurs des cultures. Cependant, derriere ces
avantages se cachent les impacts potentiels, y compris les dangers pour I'environnement, la
qualité des produits agricoles et a propos de la santé de la population. Sur ce dernier point,
I’OMS estime a plus d’un million de personnes victimes annuellement d'empoisonnement dont
vingt mille en sont morts. L’utilisation des pesticides nécessitent certaines connaissances pour
assurer une production de qualité, compétitive sur le marché de la consommation (Mouden,
2010).

Les pyréthrinoides sont des insecticides largement utilisés dans la production agricole. Les
insecticides pyréthrinoides sont des analogues des pyréthrines naturelles et ont été développés
en tant que nouvelle génération des produits phytosanitaires. Ils sont répartis en deux groupes,
type I et Il (Muranli, 2013).

La lambda-cyhalothrine est un insecticide pyréthrinoide de synthese de type Il. Il s’agit d’une
molécule a large spectre contre les insectes ravageurs des cultures dont les utilisations en
agriculture sont de plus en plus importantes (Ansari et al., 2012; Fetoui et al., 2009).

Le stress oxydatif est généré par un déséquilibre entre la quantité excessive de radicaux libres
par rapport au nombre d’antioxydants. L'ERO a longtemps été considérée comme un
sousproduit toxique au métabolisme normal de I'oxygéne et implique de nombreuses
pathologies. Or, depuis plusieurs années, la production contrdlée de radicaux libres apparait
comme un mécanisme de base de la signalisation cellulaire. Cela aide a maintenir I'noméostasie
de la cellule (Migdal et Serres, 2011).

La vitamine C est trés soluble peu stockée dans 1’organisme et nécessite un apport régulier. Elle
joue un rdle actif dans I’activité biochimique d’une enzyme, la fabrication de collagéne, la
synthése de carnitine, elle a un rdle antioxydant puissant (avec un fonctionnement et un
métabolisme différents des autres antioxydants). Elle intervients dans les réactions radicalaires

en piégeant les radicaux libres. Des études récentes montrent que la supplémentation en
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vitamine C peut avoir un effet protecteur sur le foie, améliorant la fonction hépatique(Adikwu
et Deo, 2013).

Dans ce cas, les travaux en cours consistent d’une part a étudier les effets toxiques de lambda
cyhalothrine sur le foie des lapins males et I’effet protecteur de la vitamine C histologiquement
,d’autre part évaluer 1’expression des protéines cytoplasmiques E-cadhérine, de prolifération
Ki67 et de ’apoptose P53 au niveau du foie par une étude immunohistochimique.

Le présent mémoire comprend trois parties

Le premier chapitre est consacré a 1’étude bibliographiques qui commence par des
généralités sur les pesticides, les pyréthrinoides de synthése, Puis I'anatomie et I'histologie du
foie suivi de la description et de la fonction des trois marqueurs : E-cadherine protéine
d’adhésion cellulaire, de prolifération KI67 et d’apoptose P53 et se termine par des généralités
sue la vitamine C et le stress oxydatif.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel utilisé et le protocole suivi pendant I'expérience.

Enfin, le dernier chapitre est réserve a une discussion des résultats obtenus, aboutissant a

une conclusion et perspectives.
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1 Organe de détoxification

1.1  Anatomie
Le foie se forme au début de la quatrieme semaine, a partir d’une invagination de
1épithélium terminal du proentéron, le diverticule hépatique glandulaire de I’intestin primitif
(Si-Tayeb et al., 2010).

Le foie est la glande la plus volumineuse du corps humain et I’un des plus grands visceres
et organes, il est positionné chez I’homme dans sa plus grande partie du coté
infradiaphragmatique droit (hypochondre droit), et s’étend dans I’épigastre et I’hypochondre
gauche. Il est de forme ovoide a grand axe transversale effilé a gauche (Bessaguet et

Desmouliere, 2021).

Le foie est de 28 cm de long, 8 cm de haut et son épaisseur sagittale et de 15 cm, il
pese entre 1,6 et 2 kg (80 a 120 g chez le lapin : soit 3 a 4 % de son poids vif) (Lacour et
Belon, 2016 ; Garreau et al., 2015) il possede 2 faces (supérieur lisse et inférieur concave) 2
bords (antérieur et postérieur) et 2 extrémités (droite et gauche) et présente une couleur
brunrouge. Il est recouvert par le péritoine sauf en arriére (area nuda). Il est constitué de deux
lobes distincts (lobe gauche's et lobe droit plus gros %), séparés par le ligament falciforme, qui
permet également de le relier a la paroi abdominale antérieure. 1l est entouré par la capsule de
Glisson (capsule fibreuse du foie) et subdiviser en 8 segments (Dufour, 2018).

choledoch
duct

Y caudate
processus

papillary
process

cystic duct
Iateral part
of left lobe gallblader

medial part
of left lobe

quadrate
lobe

Figure 1 : Structure du foie de lapin montrant le caractére lobé de I'organe (Stamatova-
Yovcheva et al., 2012)
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Chez le lapin, le foie est situé dans la région épigastrique, entre les deux arcs costaux, atteignant
la 7eme cOte droite et la 9eme cOte gauche, il est composé de 5 lobes distincts ; lobe droit, lobe
gauche qui est séparé en partie latéral et partie médiane, lobe quadrate et lobe caudé (Stamatova-
Yovcheva et al., 2012).

1.2 1.2. Vascularisation

Le foie fait partie des organes les plus richement vascularisés car il regoit 25 a 30 % du
débit cardiaque. La vascularisation hépatique est particuliere du fait de la présence d’un double
réseau veinulaire : portal et cave. Le flux sanguin provient en majorité de la veine porte qui
contient du sang pauvre en O et riche en nutriments, mais provient également de 1’artére
hépatique qui contient du sang riche en O.. Le sang porte se mélange avec le sang artériel au
niveau des sinusoides hépatiques qui sont des capillaires en contact tres étroit avec les cellules
hépatiques constituant une importante zone d’échange, ces sinusoides se drainent par les veines
centro lobulaires pour former les trois veines sus-hépatiques qui se jettent dans la veine cave
inférieure (Bessaguet et Desmouliére, 2021).

Sinusoides

Ductule
biliaire

Branche de la
veine porte

Branche de
I’artére
hépatique

Hépatocytes

Figure 2 : Vascularisation du lobule hépatique (Martin et Vicari, 2004)
L’activité exocrine du foie est représentée par la synthése et la sécrétion en continu de la
bile par les hépatocytes , cette sécrétion est d'abord collectée dans les canalicules biliaires, puis
passe dans les ductules biliaires qui naissent au niveau des petits espaces portes et fusionnent
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pour donner les deux voies biliaires droite et gauche. La bile s’accumule dans la vésicule biliaire
ou elle se concentre (Bessaguet et Desmouliére, 2021).
1.3 Histologie hépatique

Le parenchyme hépatique est constitué d'unités fonctionnelles microscopiques : les
lobules hépatiques hexagonaux de Kiernan, constitués de trois éléments principaux : les
sinusoides, entourées par un cylindre d’hépatocytes, formant les travées hépatocytaires de
Remak, et les canicules biliaires, une branche de 1’artére hépatique et de la veine porte ainsi
qu’un canal biliaire forment la triade portale présente a I’extrémité de chaque lobule (Lacour et
Belon, 2016).

cenro-ilcbulire
(Dmanche de la vene
népasque )
Macrophages

népasques
{(celihdes de Kupfler)

Figure 3 : Coupe transversale d'un lobule hépatique (Waugh et al., 2011) Selon

(Lacour et Belon, 2016), le foie est constitué des cellules a savoir :

» Hépatocytes, ou cellules parenchymateuses (environ 65 % des cellules hépatiques) des
cellules de grande taille orientées avec un p6le sinusoidal (ou vasculaire) en contact
direct avec les cellules endothéliales vasculaires (qui ne possedent pas de lame basale)
au travers de I’espace de Disse et un péle canaliculaire (ou biliaire) définissant le
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canalicule biliaire qui ne possede pas de paroi propre, reliées entre elles par des jonctions
épithéliales. Chaque hépatocyte contient du glycogene stocké dans le cytoplasme, des
mitochondries et des peroxysomes et un REG et un REL abondants illustrant la fonction
de synthese de la cellule.

* Cellules endothéliales (20 % des cellules hépatiques) se trouvent & proximité des
hépatocytes, et assurent des échanges importants avec ces derniers.

Cellules de Kupffer (10 % des cellules hépatiques) sont des macrophages résidants, bordants
localisés dans I'espace de Disse. Ils phagocytent les hématies agées et les micro-organismes

parvenant au foie par la veine porte, jouant un réle central dans les mécanismes de défense de

0
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Figure 4 : Schéma illustratif montrant les différents constituants d'un hépatocyte (Lacour et
Belon, 2016)
» Les cellules de Ito : ou cellules étoilées du foie, (5% des cellules hépatiques), localisées

au niveau de I’espace de Disse. Elles sont spécialisées dans le stockage des graisses et

de la vitamine A dans le processus de fibrose hépatique.

1.4 Fonctions du foie : le foie joue plusieurs rdles métaboliques a savoir :
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* Hydrolyse des lipides en acide gras et glycérol pour produire de I’énergie sous forme
d’ATP ou de lipoprotéines libérées dans la circulation sanguine (Bessaguet et

Desmouliere, 2021).

» Synthese du cholestérol et des phospholipides, essentiels pour la synthése des sels
biliaires, des hormones stéroidiennes et des membranes cellulaires.(Nguyen et al., 2008)

» Synthese des lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, LDL et HDL) permettant le transport
des lipides.

» Digestion des lipides en sécrétant la bile qui est ensuite déversé dans le duodénum.

* Synthése des protéines plasmatiques (comme I’albumine, qui permet le transport de
multiples molécules et médicaments), les protéines de I’hémostase (fibrinogéne, facteurs
prothrombiniques), les protéines de [I’inflammation (systétme du complément)

(Bessaguet et Desmouliére, 2021) .

» Synthese des enzymes : aspartate amino-transférase, alanine amino-transférase, lactate
déshydrogénase, et la phosphatase alcaline, sont des marqueurs spécifiques de
différentes pathologies hépatiques comme la cytolyse hépatique ou la cholestase(Lacour
et Belon, 2016) .

* Maintien de la balance glycémique : libération du glucose hépatique dans 1’organisme
en cas d’hypoglycémie par glycogénolyse ou étre stocké en cas d’hyperglycémie par

glycogénogeneése (Silbernagl et Despopoulos, 2004).

» Détoxification du sang via les enzymes de phase | généralement des cytochromes P450
(CYP450) responsable de greffer des groupements hydrophiles sur les éléments toxiques
afin de les rendre plus hydrosolubles et favoriser leur élimination dans les urines

(Bessaguet et Desmouliére, 2021) .

« Activation de la vitamine D nécessaire a la minéralisation osseuse et a la contraction
musculaire et stockage des vitamines lipophiles de types A, D, E, K et les vitamines B

hydrophiles, notamment la vitamine B12 (Bessaguet et Desmouliére, 2021) .

1.5  Hépatotoxicité
La toxicité peut €tre a ’origine de plusieurs pathologies telles que la cirrhose hépatique

qui se manifeste par une atteinte grave et irréversible majoritairement induite par la
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consommation d’alcool, I’hépatite virale, la stéatose hépatique, les maladies rare désignée par
une désorganisation de l'architecture lobulaire, la nécrose cellulaire permettant le

développement d'une fibrose (Bessaguet et Desmouliére, 2021) .

2 Pesticides

2.1  Genéralités et définitions

Le mot pesticide s’est élaboré du mot anglais « Pest » signifiant « insecte nuisible ou
parasite » plus le suffixe « -Cide » tiré du verbe latin Caedere qui signifie « tuer, faire disparaitre
ou éliminer ».

Selon FAO (1992) , un pesticide est un terme genérique qui caractérise toute substance
ou association de substances, destinées a neutraliser, détruire ou combattre les ravageurs ,y
compris les vecteurs de maladies humaines ou animales. Ainsi que les especes indésirables de
plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la
production, la transformation, le stockage, le transport ou la commercialisation des denrées
alimentaires, des produits agricoles , du bois et des produits ligneux, ou des aliments pour
animaux, ou administrés a des animaux pour lutter contre les insectes ou autres parasites dans

ou sur leur corps.

2.2  Classification des pesticides
Les pesticides difféerent par leurs besoins et leurs propriétés physico-chimiques et sont
donc classés sur la base de différents critéres. La nouvelle classification désormais employé par

I’OMS et le systéme général harmonisé vise a mettre en avant la santé publique (Akashe et al.,
2018) .

2.2.1 Classification selon POMS
Les pesticides ont été regroupés en 5 catégories en fonction de I’estimation de la dose
létale 50 (DL50). Ce qui a permis d’obtenir un classement de la toxicité aigie la plus faible a

la plus élevée. (Tableau 1)

Tableau I : Classification des pesticides recommandée par I'OMS (OMS, 2018)
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Classe OMS DL pour les Exemples
sorats (Mg/kg de
poids corporel)
Oral Dermique
Ia Extrémement dangereux <5 <50 Parathion, Dieldrine,
Phorate
Io Hautement dangereux 5-50 50-200 Aldrine. Dichlorvos
I Modérément dangereux 50-2000 200-2000 DDT. Chlordane
I Légérement dangereux Plus de 2000 Plus de Malathion
2000
U Peu susceptible de présenter un 5000 ou plus Carbétamide.
danger aigu Cycloprothrine

2.2.2 Classification selon la nature de la cible visée

Les pesticides sont classés en fonction de 1’organisme nuisible qu’ils tuent. Des noms
spécifiques leur sont attribués pour refléter leur activité spécifique contre les ravageurs :
Insecticides, herbicides, fongicides, rodenticides, acaricides, nématicides...etc (Akashe et
al., 2018) .
2.2.3 Classification selon la nature chimique

Les pesticides sont aussi classés selon leurs natures chimiques

Tableau 11 : Classification selon la nature chimique (Akashe et al., 2018).

Familles des Classes selon la nature chimique
pesticides
Insecticides carbamates, organochlorés, organophosphorés,  pyréthrinoides,

néonicotinoides ...

Fongicides fongicides azotés, fongicides amides, fongicides aromatique, fongicides
décarboximides...

Herbicides herbicides anilides, herbicides phénoxyacétiques, des herbicides a base
d’ammonium quaternaire...

Rodenticides | Inorganique, organique (coumarinique)

2.3  Toxicitée des pesticides

Les pesticides sont des produits phytosanitaires toxiques pour 1’étre humain, et leur degré
de toxicité differe d’une classe a une autre sous I’influence de plusieurs facteurs : le type de
pesticide, la dose, les modalités de 1’exposition, le degré d’absorption, la nature des effets de la
matiére active et de ses métabolites et 1’accumulation et la persistance du produit dans
I’organisme (OMS, 1991) .



Chapitre | Rappels bibliographiques

2.3.1 Intoxication aigué des pesticides

Elle résulte d’une mauvaise utilisation ou d’un usage accidentel des pesticides qui se
manifeste immédiatement ou aprés un peu de temps (quelques minutes, heures ou jours) apres
une exposition unique ou de courte durée a un pesticide. Elle est observée surtout chez les
travailleurs responsables de la préparation ou de I’application de pesticides en milieu

professionnel (Cherin et al., 2012).

Ce type de toxicité concerne surtout la classe des organochlorés comme le DDT,
I’hexachlorobenzéne, la dialdrine, le lindane. . . et les pesticides de demi-vie plus courte dans
I’organisme, tels que les fongicides (Cherin et al., 2012) , ainsi que les organophosphorés et les
carbamates (insecticides neurotoxiques inhibiteurs des cholinestérases) plus rarement des

dérivés de la coumarine (anticoagulants rodenticides).(Yélamos et al., 1992 ; Aardema, 2008).

L’intoxication aigue par les pesticides est a I’origine de plusieurs effets locaux, elle provoque des
irritations de la peau, des muqueuses, des réactions allergiques cutanées ou oculaires, des
vomissements, la toux et le géne respiratoire. Elle peut générer ainsi des effets systémiques telle

I’atteinte d’un ou plusieurs organes ou systémes : foie, rein, systeme nerveux central

La toxicité induit plusieurs symptdmes, a savoir des maux de téte (Céphalées) ; des nausées, des
vomissements, la fatigue, la diarrhée, trouble de vision, des difficultés respiratoires, convulsions,

coma.

2.3.2 Intoxication chronique

Elle regroupe I’ensemble des effets déléteres qui touchent un organisme vivant suite a une
exposition répétée sur une longue période a un toxique a des doses multiples non létales pouvant
étre réversible ou irréversible (Jaeger et al., 2012). Elle peut causer de multiples effets
cancérigenes, mutagénes (tumeurs cérébrales et cancers hormonodépendants ; cancers de la
prostate, du sein, des testicules, de 1’ovaire) (Inserm, 2008), reprotoxiques ( atteinte de la
spermatogénese, cryptorchidie, cancer du testicule et altération de la fertilité masculine, effets
neurotoxiques) (Sharpe et Skakkebaek, 1993).

10
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Figure 5 : Structure chimique de quelques pyréthrinoides (Testud et Grillet, 2007)

2.4  Pyréthrinoides de synthese

Généralités

Les pyréthrinoides sont des analogues chimiques synthétiques des insecticides naturels
des pyréthrines produites et extraites a partir des fleurs des chrysanthemes Chrysanthéme
cinerariaefolium et Chrysantheme cineum. (He et al., 2008), employés en Chine dés le ler
siécle de notre ére, avant d’étre substitués premiérement par les composés organophosphorés au
début des années 1940 car les pyréthrines naturelles présentaient 1’inconvénient d’étre trés
rapidement inactivées par la lumiére, ce qui limite considérablement leur usage en extérieur.
(Testud et Grillet, 2007), puis par les carbamates et enfin les pyréthrinoides synthétiques qui
sont développes et introduits sur le marché dans les années 1960 et 1970 (Thatheyus et Gnana
Selvam, 2013) en remplacement des organophosphorés jugés plus toxiques.
Ce sont des insecticides polyvalents de nature lipophile, s’adsorbent sur les particules du sol ou
ils sont rapidement hydrolysés par les micro-organismes et ne laissent pas des résidus
significatifs.(Bradberry et al., 2005 ; Ashi, 2015)

2.4.1 Avantages d’utilisation des pyréthrinoides
Efficacité a des faibles doses , le peu de résistances développées par les insectes, la faible
toxicité chez les mammiferes et 1’absence de persistance dans 1’environnement, le cofit de

production réduit (Testud et al., 2001) .

2.4.2 Composition chimique des pyréthrinoides
Les pyréthrinoides sont des esters composes de 1’acide cyclopropane-carboxylique (acide

chrysanthémique) et un composant alcool On distingue deux groupes différents :

» Dérivés du groupe 1 : les premiers synthétisés par substitution d'alcool et qui avaient

I’inconvénient d’étre photo labiles (He et al., 2008) (par exemple 1’alléthrine, la

11
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resméthrine, la D-phénothrine et la perméthrine) et qui provoquent principalement des
tremblements (T-syndrome) .

» Dérivés du groupe 2 : ils sont beaucoup plus photo-stables, dont le carbone a est
substitué par un groupement cyané et par un radical phénoxyphényle (par exemple, la
deltaméthrine, la cyperméthrine, la cyfluthrine et le fenvalerate) et qui provoquent la
choréoathétose et la salivation (CS-syndrome) (Tordoir et al., 1994) .

Chaque molécule comprend au moins un centre d’asymétrie chirale, d’ou I’existence
d’énantiomeres (isomeéres optiques) R et S. De plus, la configuration cis ou trans au niveau du
carbone 3 est a I’origine de stéréo-isomeres

Tableau 111 : Types de pyréthrinoides synthétiques (Thatheyus et Gnana Selvam, 2013)

Type I Pyrethroids Type I1Pyrethroids
Cyfluthrin
Allethrin Cyhalothrin
i i Cypermethrin
Bifenthrin :
2 Deltamethrin
Permethrin
; Fenvalerate
Phenothrin .
i Fenpropathrin
Resmethrin .
: Flucythrinate
Tefluthrin _
T ethri Flumethrin
e o Fluvalinate
Tralomethrin

2.4.3 Toxicité des pyréthrinoides
IIs agissent comme des neuropoisons par contact et ingestion : ils entrainent une sidération
immeédiate (effet knock-down) puis la mort du ravageur ; certains dérivés possedent en outre une

activité inhibitrice de la ponte et de la prise de nourriture par les larves (Testud et al., 2001).

Dans les formulations commerciales, l'activité des pyréthrinoides est généralement
renforcée par I'ajout d'un synergiste tel que le butoxyde de pipéronyle. Cette molécule augmente
I’efficacité¢ et la durée d’action de I’insecticide en inhibant la dégradation métabolique de
I'ingrédient actif. 1l agit comme un substrat alternatif pour la famille d'enzymes monooxygénase
du cytochrome P450 (CYP) responsable de la dégradation métabolique de ces pesticides,
inhibant ainsi toute autre activité du CYP (Testud et al., 2001).

Les pyréthrinoides sont environ 2250 fois plus toxiques pour les insectes que pour les
mammiferes, car les insectes ont une sensibilité accrue des canaux sodiques, une taille plus petite

et une température corporelle plus basse, tandis que les mammiféres sont protégés par une

12
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absorption cutanée faible et un métabolisme rapide des composants toxiques en métabolites non

toxiques (Bradberry et al., 2005).

2.4.4 Voies d’expositions

Les pyréthrinoides peuvent pénétrer dans 1’organisme par plusieurs voies :

Voie cutanée : Constitue la principale voie d’exposition aux pyréthrinoides surtout en
milieu professionnel (Yélamos et al., 1992) et concerne notamment les formulations
liquides qui touche principalement le visage et provoque la paresthésie faciale due a
I'nyperactivité des fibres nerveuses sensorielles cutanées. L’intoxication par voie cutanée
varie selon : les propriétés physicochimiques du produit, ’absence de protection
individuelle, le port prolongé de vétements de travail contaminés et le délai entre deux

périodes d’exposition (Cherin et al., 2012).

Voie respiratoire : Elle est moins importante mais reste remarquable lorsque
I’utilisation des pyréthrinoides est dans des espaces confinés 1’absorption respiratoire
représentait moins de 1 % de la dose absorbée par la peau, étant donné que les
pyréthrinoides ne sont pas volatils et les gouttelettes d’aérosols générées par les

pulvérisateurs sont retenues au niveau des voies aériennes supérieures.

Voie gastro-intestinale : I’ingestion peut étre accidentelle ou volontaire (suicide)
(Yélamos et al., 1992). Aprés ingestion les pyréthrinoides subissent une hydrolyse par
des estérases non spécifiques du tube digestif, limitant I’absorption systémique. La
fraction absorbée se distribue rapidement dans tous les tissus, notamment le systéeme

nerveux central, riche en lipides, et le tissu graisseux (Bradberry et al., 2005).

2.4.5 Domaines d’application des pyréthrinoides

Les pyréthrinoides peuvent étre utilisés dans plusieurs domaines (Tableau 1V) :

Tableau 1V : Domaines d'application des insecticides pyréthrinoides (Hénault-Ethier, 2016).

Domain d’application

Utilisation des pyréthrinoides

En agriculture pommes de terre et légumes,

Cultures cibles : coton, céréales, houblon, plantes ornementales,

Applications : lutter contre les pucerons, les coléoptéres, les
Iépidoptéres, les hémiptéres et les diptéres

13
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Comme antiparasitaires externes par exemple dans les

En thérapeutique | shampooings anti-poux et lotions destinés au traitement topique de

la gale et des pédiculoses humaines

Utilisés par les services de santé publique pour controler les
Santé publique cafards, les moustiques, les tiques et les mouches, qui peuvent agir

(lutte anti-vectorielle) | comme vecteurs de maladies infectieuses

Les applications vétérinaires contre les tiques, les puces et autres

Vétérinaire ectoparasites animaux

2.5  Lambda cyhalothrine (LCT)

2.5.1 Généralités

La lambda cyhalothrine est un insecticide qui appartient au groupe des pyréthrinoides
de synthese de type I, utilisée pour lutter contre un large éventail d'insectes nuisibles dans le
but de protéger les diverses cultures (Awumbila et Bokuma, 1994).

Lambda cyhalothrine est utilisée en agriculture, pour la protection des plantes, la

protection des denrées alimentaires et la lutte contre les vecteurs de maladies (Anadoén et al.,

2006) car elle présente une action frénatrice sur les acariens phytophages ainsi qu’une action
ovicide sur les ceufs de Iépidoptéres (papillons).

2.5.2 Propriétés physico-chimiques de la lambda-cyhalothrine

La LCT, de formule moléculaire C23sH19CIFsNOset de poids moléculaire de 449 g/mol,
posséde une apparence solide, incolore a température ambiante et jaunatre en solution, d’une
odeur aromatique spécifique des solvants issus du pétrole, peu soluble dans 1’eau et soluble dans
la plupart des solvants organiques comme 1’acétone, le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle, le

toluene et le méthanol (Zoumenou et al., 2015).

AH

A

Figure 6 -: Structure chimique de la lambda cyhalothrine (Kanhér, 2017)
2.5.3 Toxicocinétique de lambda cyhalothrine

La lambda-cyhalothrine est active a une tres faible dose sur le systéme nerveux et provoque

la paralysie et la mort des insectes. Sa disparition du plasma et des tissus nerveux des rats a eté

14
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caractérisée par une phase initiale de distribution rapide suivie d'une phase d’¢élimination plus

lente (Hénault-Ethier, 2016).

La lambda-cyhalothrine pénétre plus précisément la cuticule de I'insecte, perturbe la conduction
nerveuse dans les minutes qui suivent, ce qui conduit a la cessation de I'alimentation, la perte de

contr6le musculaire, la paralysie et la mort éventuelle (He et al., 2008).

Elle interfére avec la propagation des signaux neuronaux en provoquant I’inhibition de la
fermeture des canaux sodiques voltage-dépendants de la membrane des cellules nerveuses ; les
pyréthrinoides sont donc connus pour étre des inhibiteurs de 1’inactivation du potentiel d’action
(Open Channel Blockers) (Testud et Grillet, 2007 ; Hénault-Ethier, 2016).
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Figure 7 : Mécanisme d'action de LCT (Hénault-Ethier, 2016)
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Celameéne a un etat d’hyperexcitabilité des cellules nerveuses perturbant ainsi la conduction
nerveuse qui conduit une sidération immédiate (effet knock-down), une perte de contrdle
musculaire, des tremblements, des mouvements involontaires et la salivation chez les animaux ,la

paralysie et la mort de I’animal éventuellement (Zoumenou et al., 2015).

3 Stress oxydatif
3.1 Généralités
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Il existe un équilibre dans I'organisme entre les espéces réactives d’oxygéne (ERO), qui sont
présentes en faible concentration & I'état basal, et le systeme antioxydant, qui comprend des
enzymes, des vitamines, des oligoéléments et le glutathion.

Ce mécanisme sert de protection contre une production excessive d'ERO. Par conséquent, le
stress oxydatif se caractérise par un déséquilibre entre la production des ERO et la création

d'antioxydants et les systemes de défense (Delattre et al., 2007).

Selon Favier (2003) ces radicaux libres sont produits avec modération par divers
mécanismes physiologiques vitales ; cependant, la production peut devenir excessive ou résulter
de phénomenes toxiques exogeénes, et I'organisme doit se protéger de ces exces grace a divers

systéemes antioxydants.

Les radicaux libres sont constamment formés en quantités modestes dans des conditions
quotidiennes typiques, comme les médiateurs tissulaires, les résidus énergétiques ou les
réactions de défense, et cette production physiologique est parfaitement contrblée par les

mécanismes de défense, qui s'adaptent également au niveau de radicaux présents.

Nous affirmons que I'équilibre antioxydant/pro-oxydant est typique dans ces conditions. Si
ce n'est pas le cas, soit a cause d'une carence en antioxydants, soit a cause d'une surproduction
massive de radicaux, I'excés de ces radicaux est appelé "stress oxydatif". Cet état de déséquilibre,
qui a de graves répercussions, peut étre causé par divers facteurs. Toute espece réactive
d'oxygene et d'azote, qu'elle soit radicale ou non, est qualifiée de prooxydant (Achach, 2006).

Un radical libre est une entité chimique, une molécule ou un atome qui possede un ou
plusieurs électrons célibataires et qui peut exister indépendamment. Le radical libre a pour
caractéristiques d'étre instable, hautement réactif et d'avoir une courte durée de vie. (Goudable
et Favier, 1997)

3.2  Lesespeéces réactives d’oxygenes (EROs)

Parmi toutes les especes radicalaires qui peuvent se développer dans les cellules, il est
important de distinguer un petit groupe de composés radicaux qui jouent un role spécifique dans
la physiologie, que nous appellerons radicaux primaires. D'autres radicaux libres, appelés
radicaux secondaires, se forment lorsque ces radicaux primaires réagissent avec les composants

biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygéne via des réductions
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d'électrons, comme I'anion superoxyde Oz et le radical hydroxyle OH", ou de l'azote via le
monoxyde d'azote NO™ (Yoshikawa et al., 2000).

D'autres especes derivees de l'oxygene, appelées especes actives de I'oxygene,
comprennent l'oxygene singulet 'Oz, le peroxyde d'hydrogéne (H202) et le nitroperoxyde
(ONOOH). Ce ne sont pas des radicaux libres, mais ils sont réactifs et peuvent servir de
précurseurs de radicaux. L'expression “especes réactives de I'oxygene™” désigne le groupe des

radicaux libres et de leurs précurseurs (Favier, 2003)

3.3 Les conséquences physiopathologiques

La génération excessive de radicaux libres provoque des lésions biologiques directes
(oxydation de I'ADN, oxydation des protéines, oxydation des lipides, oxydation des glucides),
ainsi que des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites
libérés, notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut également répondre a ces
composés anormaux en produisant des anticorps, qui peuvent toutefois aussi étre des
autoanticorps, ce qui entraine une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003). Le stress
oxydant provoque I'apparition de nombreux molécules biologiques anormales et la
surexpression de genes particuliers, ce qui en fait la cause premiere de diverses maladies, dont
le cancer, le syndrome de détresse respiratoire aigué, 1'eedéme pulmonaire et le vieillissement

accéléré (Bensaad et al., 2005).

4. VITAMINE C

La vitamine C est un nutriment essentiel qui joue un réle important dans la nutrition
humaine et le maintien de la santé. Elle a un impact significatif sur la croissance et la
différenciation des cellules, et elle est essentielle au bon fonctionnement du systeme immunitaire
(Wintergerst et al., 2006).

La vitamine C a également un rdle antioxydant bien connu dans la prévention de certaines
tumeurs malignes (Patil et al., 2009). Selon klenner, (1949) la vitamine C est un excellent
traitement contre les virus, les bactéries et autres agents pathogénes microbiens.

L'acide L-ascorbique est un type de vitamine C nécessaire au traitement du scorbut. En
general, I'expression désigne la forme oxydée de la vitamine, I'acide L-déhydroascorbique, qui

se transforme facilement en acide L-ascorbique dans le corps humain (Dosedél et al., 2021).
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4.1. Structure chimique
C'est un composé a six carbones de formule chimique générale CeHsOs structurellement
apparenté au glucose, constitué de deux composes interconvertibles : L’acide 1-ascorbique, qui
est un puissant agent réducteur, et son dérivé oxydé, I'acide L déhyd roascorbique. Elle est

composée d’une fonction cétone, d’un cycle lactone, d’une fonction éne-diol (Guilland et al.,
1998).

('.)H

OO« CH CHOH

=

HO OH

Acide ascorbique
Figure 8: Structure de la vitamine C (Roche et al., 2005)

L'acide ascorbique est stable a I'état solide, a I'abri de la lumiére et de I'humidité. En
solution aqueuse, en revanche, il se transforme rapidement au contact de I'oxygene. La présence
d'ions métalliques ou d'un environnement pauvre en oxygeéne accélére considérablement le
processus d'oxydation. (Roche et al., 2005).

4.2. Source et besoin
Contrairement a la plupart des vertébrés, les cobayes, les chauves-souris, les oiseaux
passériformes et les primates, y compris I'homme, sont dépourvus de L-gulcono-1,4-lactone
oxydase et ne peuvent donc pas synthétiser pour contenir environ 1,5 g de vitamine C (Dosedél
etal., 2021).

Les fruits et Iégumes, en particulier les agrumes notamment (citron, pamplemousse,
choufleur, pomme de terre ...etc.) sont riches en vitamine C (Liu et al., 2012). Un certain
nombre d'études rapportées ont conclu qu'un apport quotidien de 200 mg de vitamine C
maximiserait les avantages potentiels pour la santé de la majorité de la population adulte.
L'absorption jusqu'a 3 g/jour ne présente aucun risque de toxicité pour I'organisme (Frei et al.,
2012).

4.3.Carence
La carence en vitamine C est connue sous le nom de scorbut existé dans le cadre d'un

régime pauvre en fruits et Iégumes (Parreau et al., 2015). Une carence prolongée en vitamine
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C interfére avec la synthése normale des tissus, qui est le probléme sous-jacent aux symptomes

cliniques du scorbut.

4.4.Toxicité
A des doses quotidiennes inférieures a 1 g, la vitamine C n’entraine pratiquement jamais
d’effets indésirables. Lors de 1’administration de fortes doses, des effets déléteres peuvent
survenir : agitation, insomnie (la prendre le matin), diarrhée. La vitamine C augmente les
niveaux d'oxalate dans l'urine de maniere dose-dépendante et il existe des inquiétudes quant a la

possibilité de formation de calculs urinaires (Dosedél et al., 2021).

4.5. Fonction physiologique
La vitamine C joue un réle essentiel dans une variété de processus enzymatiques et
biologiques présents dans tout I'organisme, notamment le systeme nerveux, le systéme

immunitaire, la fonction cutanée et le métabolisme.

4.2.1. Vitamine C en tant que cofacteur enzymatique
Les fonctions enzymatiques de la vitamine C sont liées soit aux dioxygénases (synthese du

collagéne et de la carnitine, implication dans la transcription des genes, régulation de la
traduction par divers mécanismes et élimination de la tyrosine), soit aux monooxygénases
(synthese des hormones). Toutes ces oxygénases vitamine C-dépendantes ont un métal dans leur
site actif, comme le fer ou le cuivre. Le r6le de la vitamine C dans divers processus enzymatiques

a éte largement reconnu (Dosedél et al., 2021).

4.2.2. Vitamine C et le stress oxydatif

La vitamine C ou acide ascorbique est hydrosoluble et considérée comme étant I’antioxydant
naturel le plus puissant. Présente sous sa forme ascorbate, elle piege les radicaux peroxyles en
phase aqueuse avant qu’ils initient la réaction de peroxydation lipidique protégeant ainsi les
membranes et les lipoprotéines. La vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier
avec des ions métalliques dont Fe®* pour le réduire en Fe?" qui pourra ensuite catalyser

différentes réactions dont celle de Fenton :

H202 + Fe?*—OH+ Fe3** OH générant ainsi de nouvelles EROs (Gulcin, 2012)
La vitamine C élimine efficacement I'oxygene singulet, le superoxyde, I'hydroxyle, le radical

peroxyle hydrosoluble et I'acide hypochloreux. Elle est également considérée comme une
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excellente source d'électrons et peut donc donner des électrons aux radicaux libres tels que le

radical hydroxyle et superoxyde et éteindre leur activité.

4.2.3. Vitamine C et la synthése du collagéne
Le mécanisme d'hydroxylation de la vitamine C joue un réle dans une variété de réactions
biochimiques. Elle joue un rdle vital dans la synthese du collagene ; c'est un cofacteur essentiel
de la proline oxydase et de la lysine oxydase, qui interviennent dans la biosynthese du
procollagéne, ainsi qu'un cofacteur de la synthése des catécholamines (Bachmeyer, 2006).

4.2.4. Vitamine C et Pimmunité
La vitamine C semble avoir une variété d'effets bénéfiques sur les fonctions cellulaires du
systéeme immunitaire inné et adaptatif. C'est un puissant antioxydant qui protege I'organisme du
stress oxydatif endogéne et exogéne, mais elle stimule également la migration des neutrophiles
vers le site de l'infection, améliore la phagocytose et la synthése des oxydants, et a des effets
antimicrobiens. Tout en protégeant le tissu héte en augmentant I'apoptose et en diminuant la
nécrose des neutrophiles. Par conséquent, il est clair que la vitamine C est nécessaire au systeme
immunitaire pour mettre en place et maintenir une réponse appropriée aux agents pathogeénes,

ainsi que pour traiter les maladies respiratoires et systémiques (Carr et Maggini, 2017).

4.6. Pharmacocinétique de la vitamine C
4.6.1. Absorption
L'absorption de la vitamine C a lieu principalement dans I'iléon distal de I'intestin. Le
SVCTL1 facilite la translocation vers les entérocytes (sodium-dependent vitamin C transporter 1)
(Dosedél et al., 2021).

La vitamine C étant présente sous une forme non ionisée au niveau de I'estomac, une
certaine diffusion passive dans le tractus gastro-intestinal ne peut étre totalement exclue
(Lykkesfeldt et Tveden-Nyborg, 2019).

4.6.2. Distribution
Apres ingestion, la vitamine C pénétre rapidement dans la circulation sanguine, puis propage a
des degrés divers dans tous les tissus. Dans le sang au total, nous avons trouvé principalement

de I'acide ascorbique (80 a 95 %) ; I'acide déhydroascorbique n'est que de 5 a 20 % Vitamine C
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circulante. Faibles concentrations (5 a 15 mg/l) dans le plasma et les globules rouges, trés élevée
dans les plaquettes et les leucocytes (80 fois plus élevé). La concentration leucocytaire reflete la
concentration tissulaire (Djeffal, 2014).

4.6.3. Métabolisme et Excrétion
La vitamine C est réabsorbée a plus de 90% au niveau tubulaire rénal aprés filtration
postglomérulaire (Fain, 2004). Elle est métabolisée dans le foie et les reins, avec une série de
réactions. La vitamine C non métabolisée et les métabolites de la vitamine C, comme I'oxalate,
sont largement excrétés dans l'urine (Hellman et Burns, 1958). L’élimination urinaire se fait

sous forme native ou sous formes des métabolites (Dosedél et al., 2021).

5. Adhérence cellulaire

5.1. Jonctions cellule-cellule
Les jonctions intercellulaires sont importantes pour maintenir la polarité et 1’intégrité¢ des
cellules et des tissus. D’aprés Green et al (2010), les vertébrés possédent trois systéemes de

jonctions intercellulaires :

« Jonctions gap qui servent de canaux intercellulaires permettant le transfert direct d’ions et

de petites molécules entre les cellules.

» Jonctions serrée principal déterminant cellulaire de la fonction de la barriére épithéliales.

+ Jonction d’ancrage comprenant les desmosommes.

» Jonctions d’adhérence AJ qui s’associent au cytosquelette cortical pour réguler le

comportement des cellules et des tissus.

Parmi les molécules structurelle constitutives qui s’assemblent pour former les jonctions
d’adhérences, les jonctions d’ancrage basées sur cadhérine /cathénine organisent et attachent les
microfilaments pour maintenir les propriétés adhésives des cellules et intégrer la signalisation

intra et intercellulaires (Gumbiner, 2015).

5.2. Molécules d’adhésions cellulaires (CAM)

Les CAM sont des glycoprotéines intrinseques de la membrane cellulaire dont le domaine

NH2 —terminal déborde largement dans la matrice extracellulaire. Ce sont des molécules
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hémophiliques, c'est-a-dire qu'une CAM présente a la surface de la cellule adhére a une molécule
de méme type portée par une cellule adjacente. Selon leurs propriétés physicochimiques,

structurales et fonctionnelles, on distingue les CAM indépendantes du calcium et les CAM
dépendantes du calcium (Mége, 1991).

les quatres jonctions adhérentes
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Figure 9 : Schéma présentant les jonctions d'adhérence (Anonyme).
Les molécules d'adhérence cellulaire : molécules morphogénétiques elles sont composées
de quatre grandes familles regroupées selon leurs structures : les immunoglobulines, les
sélectines, les intégrines et les cadherine.

5.3. Super famille des cadherine

lame basale

Chagque membre de la famille est constitué d'un domaine extracellulaire, d'une séquence
transmembranaire et d'un domaine intracellulaire (Morton et al., 1995). Les molécules
d'adhésion cadhérine constituent une grande famille de protéines transmembranaires a passage
unique qui assurent la médiation de la formation des jonctions cellule-cellule, des sites

d'adhésion intercellulaire dépendants du Ca™ qui se développent entre des cellules épithéliales
polarisées (Green, 2005).

Dans cette superfamille les cadhérines ont été classées en plusieurs sous-familles sur la base

de propriétés communes et de propriétés partagées et des similarités de séquence.
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Figure 10 : La jonction d'adhérence et le classique complexe cadhérine-caténine (Gumbiner,
2005)

5.4. E-CADHERINE
L'E-cadhérine, est une glycoprotéine transmembranaire située sur le chromosome 16qg22.1.
Composée de cing répétitions et d'un domaine cytoplasmique, connus sous le nom de domaines
E-CAD (EC1-EC5).

Sa région extracellulaire a une fonction d'adhésion homophile dépendante du Ca?*. Elle
est liée au cytosquelette par association avec plusieurs caténines (o et B) cytoplasmiques
(Cavallaro et Christofori, 2004 ; Gumbiner 2005).

La partie intracellulaire juxtamembranaire de I'E-cadhérine se lie a la caténine p120, qui
est une protéine capable de moduler le regroupement de I'E-cadhérine essentielle a la stabilité
de la cadhérine et a la formation d'un systéme de défense (Baranwal et Alahari, 2009 ; Hirano
etal., 1992).

Le segment distal de domaine cytoplasmique de I’E-cadhérine peut interagir avec la
Beaténine ou la plakoglobine (gamma caténine), des protéines qui se lient a leur tour a la
acaténine. L'extrémité carboxyle de la a-caténine se lie directement a la F-actine. Par un
mécanisme direct, la a-caténine peut alors relier le complexe cadhérine-caténine lieé a la

membrane au cytosquelette d'actine (Hirano et al., 1992).
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Figure 21 : illustration schématique de I'E-cadhérine dans la formation de la jonction

d’adhérence (Baranwal et Alahari, 2009).
5.4.1. Voie de signalisation Wnt/p-caténine

Les molécules de B-caténine sont impliquées dans I'adhésion et la signalisation cellulaire.
En plus de leur implication structurelle dans la stabilisation des contacts intercellulaires, les
composants du complexe cadhérine-caténine jouent également un réle dans l'activation des

réseaux de transduction du signal.

La caténine est un régulateur clé de la signalisation Wnt canonique, avant d’étre
transloquée dans le noyau, ou elle s’associe aux facteurs de transcription de la famille TCF/LEF
pour activer la transcription de genes cible, conduisant a un sous-ensemble de réles cellulaires
tels que I'adhésion cellulaire, la morphogenése tissulaire et le développement tumoral (Clevers,
2006 ; Grigoryan, 2008).

En I'absence de signalisation Wnt, un complexe de destruction multiprotéique impliquant
les Axin, et la polypose adénomateuse (APC) et est continuellement phosphorylée par GSK-3§
qui a son tour favorise la phosphorylation des résidus sérine N-terminaux de la caténine
cytoplasmique, conduisant a son ubiquitination et a sa destruction protéasomique (Luo et lin
2004).

En interagissant avec les récepteurs Frizzled et en émettant des signaux par l'intermediaire

des protéines LRP5/6 liées aux lipoprotéines de basse densité qui les accompagnent, la
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signalisation Wnt bloque ce processus de dégradation, permettant a la caténine de s'accumuler
dans le cytosol et de pénétrer dans le noyau (Amit et al., 2002 ; Yanagawa et al., 2002 ).
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Figure 32 : Schéma récapitulatif de la voie de signalisation Wnt/B-caténine
(Tian et al., 2011).

L'endocytose de I'E-cadhérine, les niveaux d'ERC-caténine et les niveaux du substrat

12
1A
{

caténine disponibles en aval de la voie Wnt peuvent tous étre affectés par la dissociation de I'AJ

(Tian et al., 2011).

5.5. PROTEINE P53
Le suppresseur de tumeurs p53 est souvent décrit comme le "gardien du génome". La
protéine p53 est une phosphoprotéine de 393 acides aminés, de poids moléculaire de 55kDa et
qui est normalement exprimée a taux faible dans les cellules normales avec une courte demidurée

de vie.
la prolifération cellulaire. La forme sauvage de la protéine agit comme un suppresseur de tumeur

Elle fonctionne comme un régulateur de genes dont les produits contrélent négativement
; ainsi, la transfection du géne sauvage dans une lignée de cellules d'ostéosarcome dépourvues

de p53 endogene abroge le phénotype néoplasique des cellules (May et May, 1999).
Des études structurales de p53 ont révélé que la majorité des mutations de p53 trouveées

dans les cancers sont des mutations faux-sens qui sont principalement situées dans le domaine

central de liaison a I'ADN (Bai et Zhu, 2006).
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5.5.1. Structure
C’est une phosphoprotéine composes de 393 acides aminés répartis en 05 domaines majeurs :

« Domaine de transactivation qui joue deux roles majeurs : I'activation transcriptionnelle
de geénes cibles et la régulation et la stabilité de p53 par interaction avec une protéine
appelée Murine Double Minute 2 (MDMZ2) (Stavridi, 2005).

» Domaine riche en proline est nécessaire a la fois pour la fin du cycle cellulaire et le

déclenchement de I'apoptose.

» Domaine central qui interagit avec I'ADN est le domaine de liaison spécifique de I'ADN
qui permet l'activation transcriptionnelle nécessaire a la fonction onco-suppressive
(Okorokov, 2006)

» Domaine de tétramérsation qui aide a la fixation spécifique de P53 ; il est également
impliqué dans I'activité oncogene de certaines formes mutantes de P53) (Stavridi, 2005)

« Domaine qui joue un role & la fois dans la régulation de I'association P53-ADN et, par
conséquent, dans la reconnaissance de I'ADN endommagg, ainsi que dans la régulation

transcriptionnelle de P53 (Bourdon, 2005). Ce domaine comprend également trois

Mutation hot spots

R175, G245, R248 R249, R273, R282

- >

N-terminus Central core C-terminus
(142 [ | 61.94 | 102292 [ _1324-355 ] [ 363-393
NLS NES
transactivation  proline-rich tetramerization regulatory

DNA-binding domain

domain region domain domain

séquences de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localization Signal) qui permettent
la translocation de P53 dans le noyau et NES (Nuclear Export Sequences) qui permettent
I'exportation de P53 vers le noyau (Nuclear Export Signal) (Stavridi, 2005 ; Dang
,1989)

P53 est une protéine présente dans le cytoplasme, le noyau ou les mitochondries. Les séquences

NLS et NES assurent le transport nucléocytoplasmique de P53 (Dridi et al., 2006).

Figure 43: Structure de la p53 (Bai et Zhu, 2006).
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5.5.2. Activation
La p53 est une proteine a courte durée de vie, avec une demi-vie d'environ 20 minutes et
est souvent indétectable dans les cellules normales. Elle peut également exister sous une forme
inactive latente, qui peut étre activée par de faibles doses d'irradiation UV sans aucune

augmentation détectable des niveaux de la protéine p53 (Hupp, 1995).

On pense que la protéolyse médiée par I'ubiquitine joue un réle dans la rotation rapide de
la protéine p53 (Chowdary,1994). Des études in vitro suggerent que la protéine p53 peut
s'autoréguler de maniere négative en inhibant spécifiquement la traduction de son propre ARNm
(Mosner ,1995).

Plusieurs conditions stressantes agissent comme des événements en amont en signalant
p53, telque des dommages a I'ADN, I'hnypoxie, le choc thermique, le traitement des cellules avec

des produits chimiques radioactifs (Vonsdenet et Lu, 2002 ; Vogelsten, 2000).

5.5.3. Fonction
Le caractére fonctionnel de la protéine p53 a été déterminé par des expériences montrant
que la p53 contient un domaine d'activation transcriptionnel puissant au sein de sa structure et

qu'il s'agit d'une protéine de liaison a I'ADN tétramérique, spécifique a la séquence.

Bien que la protéine p53 agisse comme un activateur transcriptionnel des genes contenant
des sites de liaison p53, elle est également capable d'inhiber fortement la transcription de
nombreux génes dépourvus de sites de liaison p53. Plusieurs virus a ADN oncogénes expriment
des produits génétiques viraux ,qui s'associent a la fonction de trans-activation de p53 et
I'inhibent.

L'expression des niveaux élevés de p53 de type sauvage (mais pas de mutant) a deux
conséquences : l'arrét du cycle cellulaire ou l'apoptose, protégeant ainsi le génome d'une
accumulation de mutations excessives. Conformément a cette notion, les cellules p53 se sont

révélé plus instables génétiquement et donc plus sujettes aux tumeurs (Ko et Prives,1996).

5.5.4. P53 dans les cancers humains
Prés de 50 % des cancers humains ont une p53 mutée qui a perdu ses capacités

antiprolifératives et apoptotiques (HAINAUT, 1999), aussi I’altération de protéine régulant le
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gene P53 est impliquée dans 1’autre moitié des cancers, témoignant ainsi le role essentielle de

cette protéine dans la suppression tumorale (Toledo, 2007).

5.6.Marqueur de prolifération Ki67

Il est nommé en référence a I’'université de Kiel ou les études ont été réalisées par Gerdes
et al. (1983) et le numéro 67 correspond a la localisation du clone de I’anticorps capable de

détecter la protéine Ki-67 pour la premiére fois.

Elle est exprimée et détectée dans toutes les phases actives de la division cellulaire ; en
phase G1, S, G2 et en mitose chez les cellules en prolifération, tandis qu’elle est absente en phase
Go chez les cellules quiescente ou au repos.

L’antigéene Ki67 est un marqueur de prolifération trés important en pratique
anatomopathologique clinique de routine, il est utilis¢ dans I’identification d’une fraction de
croissance d’une population cellulaire donnée, ainsi que dans le diagnostic, la classification et
I’évaluation pronostique des cancers humains. Le taux d'expression de la protéine Ki-67 est

strictement associé a la prolifération cellulaire (Sun et Kaufman, 2018) .

5.6.1. Structure

Il s’agit d’une protéine nucléaire non-histone impliquée dans la régulation du cycle
cellulaire, codée par le géne MKI67 chez 1’étre humain dont le promoteur est régulé par le cycle
cellulaire (Ishida et al., 2001). Elle posséde deux isoformes de poids moléculaire de 320 et
350kDa.
D’aprés Schluter et al., (1993) la structure primaire de base de la protéine ki67 comprend :

» Domaine FHA (fork-head-associated) a I’extrémité N-terminale qui reconnait les épitopes
des protéines phosphorylées et qui permet a la Ki-67 d’interagir avec deux
phosphoprotéines au cours de la mitose : la protéine Hklp2/Kifl5 indispensable pour le
maintien de la bipolarité du fuseau mitotique, et la protéine nucléolaire NIFK ayant la

capacité de favoriser la proliféeration cellulaire et les métastases cancéreuses

» Domaine d’interaction PP1 (protéine phosphatase 1) souvent impliquée dans les réactions

de déphosphorylations chez les eucaryotes.

* Region centrale comprenant des repétitions en tandem.

28



Chapitre | Rappels bibliographiques

* Domaine de liaison a la chromatine LR (Leucine/arginine Rich) a I’extrémité Cterminale
qui se lie a la protéine hétéro-chromatinienne 1 HP1 qui interagit avec plusieurs protéines

impliquées dans la formation de 1’hétérochromatine.

a -
0§ 16 x Ki-67 repeat BX LR motif
Homo sapiens Ki-67 1 |__—{ PPI] 3256 aa
isoform |
16 x K67 repeat 6X LR motif
Homo sapiens K67 1 26% aa
isoform 1

Figure 14: Schéma illustratif représentant la structure des deux isoformes de la protéine ki67 (Sun
et Kaufman, 2018)

5.6.2 Fonctions

Le ki67 assure plusieurs roles au niveau cellulaire :
* Au début de la mitose le Ki67 est, tres mobile a la périphérie des chromosomes et se lie

moins a I’ADN et ce, dans le cas hyper phosphorylé tandis qu’a la fin de la mitose et dans
le cas dé-phosphorylé, il provoque la dissociation de la couche péri-chromosomique (Sun
et Kaufman, 2018).

» Le Ki67 est un composant fondamental a la couche périchromosomique qui couvre les
chromosomes mitotiques condensés, cette protéine possede une charge hautement élevée
du a sa forte densité d’acides aminés chargés positivement, donc elle sert de barriére
électrostatique a la surface des bras des chromosomes empéchant leur agrégation et
assurant leur dispersion

« Utilisation du ki67 comme marqueur de prolifération dans la catégorisation des tumeurs.
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Présentation de I’étude

Notre étude a été réalisee durant la période allant du mois de mars jusqu’au mois de juin

2022 au niveau :

+ Clapier de la station expérimentale ou nous avons assisté au sacrifice et au prélévement des
organes (foie et autres organes)

+ Laboratoire PFE de la faculté SNV de I’université de Blida 1, ou nous avons réalisé 1’étude
macroscopique

+ Service d’anatomie pathologie du CHU Bab El-Oued d’Alger ou nous avons recherchés
I’effet hépatotoxique de I’insecticide lambda cyhalothrine et 1’effet amélioratif possible de
1’acide ascorbique par :
v’ Etude histologique par deux colorations topographiques : H&E et Trichrome de Masson
v’ Etude histochimique par la coloration PAS (Periodic Acid Sciff)
v" Etude immunohistochimique : Recherche de 1’expression des marqueurs suivants : E-

cadhérine, Ki-67 et P53.
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1 MATERIEL

1.1 Matériel biologique
Le modéle animal choisi dans la présente étude est le lapin (Oryctolagus cuniculus), un

mammifere lagomorphe, phylogénétiquement plus proche de I’homme, sa manipulation est
aisée, sa taille permet d’obtenir facilement des échantillons tissulaires et sanguins, ainsi que son

taux de reproduction est élevé.

Notre étude expérimentale a débuté a partir des prélévements d’organes inclus dans le
formol a 10%. Cependant nous avons assisté au sacrifice et au prélévement des organes et a

I’étude macroscopique avec d’autres étudiants master.

o Taxonomie du lapin
Régne : Animale
Embranchement : Chordata
Sous-embr : Vertébrés
Classe : Mammifére
Ordre : Lagomorphe
Famille : Leporidae
Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cuniculus

1.2 Matériel non biologique

Pour cette expérience le matériel non biologique suivant a été utilisé :

4+ Insecticide de la famille des pyréthrinoides de synthese de type Il « lambda
cyhalothrine »
+ Vitamine C ou Acide ascorbique.

Matériel : verrerie, appareillage et reéactifs disponible dans le laboratoire d’anatomie

pathologique plus de donné sont détaillés dans I’Annexe 1.
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2 METHODES
2.1 Etude histologique du foie

Des coupes histologiques ont été réalisées a partir des blocs confectionnées dans de la
paraffine. La technique histologique de base comporte plusieurs étapes a savoir :

2.1.1 Fixation

Les foies prélevés a la fin de I’expérimentation ont été pesés puis coupés en petits
fragments et mis dans des piluliers remplis de formol & 10% pour leur fixation. La fixation est
I’étape critique de la préparation du tissu, elle permet sa préservation dans un état aussi proche
que possible de I’état vivant, et de résister a toutes les manipulations ultérieurs par inactivation
des protéinases responsables de la dénaturation des tissu par I’autolyse, et permet le
durcissement des tissus mous (Hould, 1984).

Figure 15 : Fixation des fragments tissulaires dans du formol a 10% (Photo originale)

2.1.2 Circulation

La circulation a pour but I’'imprégnation du tissu par une matiére rigide qui lui donnera la
résistance mécanique voulue. Toutes les étapes de la circulation sont réalisées par un circulateur
automatique (autotechnicon Leica) qui comporte 12 bains dont les derniers contenant de la

paraffine chauffés, et permettant une série de manipulations :
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= Post mordancage : qui consiste a déposer les cassettes dans des bains de formol afin de

*

compléter leur fixation.

Figure 16: Automate de circulation (Leica) (Photo originale).

Déshydratation : qui consiste a débarrasser les tissus de I’eau qu’ils contiennent en
utilisant un agent fixateur ayant une grande miscibilité a 1’eau et qui provoque un
durcissement important du tissu (4 bains d’éthanol a des concentrations croissantes : a
70°, 90°, 95° et 100° ou éthanol absolu).
Eclaircissement a ce niveau I’éthanol est remplacé dans le tissu par le xyléne (un solvant
de la paraffine).

Imprégnation des tissus dans des bains de paraffine liquide a 56° C pour rendre les

prélévements rigides afin de procéder a la coupe.

2.1.3 Inclusion et Enrobage

Elle permet de fournir un support externe pendant et aprés la coupe. Cette étape est
réalisée par un appareil refroidisseur de paraffine de type Leica, pour la mise en blocs on
utilise des moules d’inclusion métalliques chauffés 1égérement a 45° sur une plaque
chauffante :

La paraffine liquide est versée dans le moule, on dépose délicatement le prélévement a
inclure a I’aide de pinces chauffées.

le fragment de tissu est orienté de maniere que la surface de coupe permette de voir
simultanément toutes les structures que 1’on veut observer, puis on place sur le moule

une cassette.

w
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4+ On laisse la surface de la paraffine figer légérement et on remplit I’attache en plastique
de paraffine liquide lorsqu’elle durcie, on refroidit le moule rapidement en le déposant

sur une plaque réfrigérante au bout de quelques minutes le bloc durci et est prét a étre

Coupé.

Figure 17 : Inclusion des fragments tissulaires (Photo originale).

2.1.4 Microtomie

Ce processus est effectué¢ a I’aide d’un microtome rotatif permettant d’obtenir des rubans de

coupes d’épaisseur d’environ 1-2 microns selon les étapes suivantes :

< Installation du bloc.
<+ Rabotage : consiste a dégrossir le bloc en enlevant une mince couche de paraffine a 25

microns,
= Confection des coupes fines en forme de rubans.

Figure 18: Confection des coupes histologiques (Photo originale).

w
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2.1.5 Etalement

On dépose la coupe ou le ruban de paraffine sur une surface d’eau d’un bain marie, la
paraffine se ramollit brusquement et la coupe se décompresse sous 1’effet de la tension de

vapeur présente a la surface d‘eau enfin la coupe est collée sur une lame.

Figure 19 : Etalement du ruban sur la lame (Photos originales).

2.1.6 Coloration :

- Etape préparatoire de la coloration :

4+ Déparaffinage : cette étape sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants
puissent le pénétrer, pour cela on laisse les lames dans 1’étuve pendant 20 minutes
environ, et on le fait passer dans un bain de xyléne.

4+ Hydratation : elle a pour but de retirer le xyléne du tissu et le remplacer par I’eau en
utilisant des bains d’éthanol a des concentrations décroissante (éthanol absolu, 95°C,
80°C et 70°C 3 a 5 minutes chacun) et on termine par un traitement de quelques minutes
a I’eau courante.

+* Etude histologique : colorations topographiques

a) Méthode a ’Hématéine et a I’éosine (H&E)
Principe

Cette technique permet la distinction qui peut étre faite entre le cytoplasme et les noyaux ;

le cytoplasme apparait en rose, alors que les noyaux se colorent en bleu
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Figure 20 : Batterie de coloration H&E (Photo originale).

Mode opératoire

Rincer a I’eau distillée aprés hydratation a 1’alcool
Colorer avec de I’hématoxyline de Harris pendant 15min
Laver les coupes avec I’eau courante du robinet

Bleuir dans I’eau ammoniacale (une a deux plongées)
Laver a I’eau du robinet

Colorer dans la solution de 1’éosine (15 secondes & 2 minutes) (I’¢osine ne doit produire

qu’une coloration cytoplasmique franche et donner une gamme de roses plus ou moins vifs

; selon I’intensité de ’acidophilie des divers éléments)

b) Coloration Trichrome de Masson

Principe

Elle associe une coloration bleue nucléaire par I’hématoxyline, une coloration rose a

rouge cytoplasmique par un mélange de coloration acide (fuschine acide et ponceau de

xyline) qui colore I’hématine et kératine en rouge vif et 1’élastine en rose une coloration

verte du collagéne et le mucus par le vert lumiére (coloration acide).

Mode opératoire :

Colorer la coupe dans I’hématoxyline de Harris pendant 5min

Laver a I’eau courante

Placer dans une solution de fuschine-ponceau pendant 5min

Rincer & I’eau distillée

Plonger dans une solution aqueuse a 1% d’acide phosphomolybdique pendant 1 minute
Sans laver plonger la lame dans du vert lumiére ; pendant 1 a 4 minutes
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e Passer dans I’eau acétifiée a 1% pendant 5 minutes

e Plonger dans I’alcool absolu (100°)

& "rv’j

Figure 21 : Batterie de coloration Trichrome de Masson (Photo originale).

« Etude histochimique

c) PAS (Réaction aI’acide périodique Schiff)

e Principe

L’oxydation périodique des glycols libére des fonctions aldéhydes et permet leur visualisation
et leur mise en évidence par le réactif de Schiff, qui forme avec eux un produit de condensation

rouge.

Procédé opératoire

 Placer les lames dans une solution aqueuse d’acide périodique a 1 % (15min)
« Laver al’eau courante pendant 5 a 10 min

« Plonger dans le réactif de Schiff pendant 15 min

« Laver aI’eau courante pendant 15 min

« Coloration de fond : hématoxyline de Harris 3min

« Alcool

w
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Figure 22: Batterie de coloration PAS (Photo originale).

2.1.7 Montage

Consiste a mettre sur la préparation une lamelle (de taille adéquate) fixée a 1’aide d’une colle

appelée Eukitt et les lames doivent étre nettoyé afin d’éviter la formation des bulles d’air.

Figure 23 : Montage des lames histologiques (Photo originale).

2.1.8 Observation au microscope optique

2.2 Immunohistochimie

Principe : C’est une méthode qui rassemble a la fois les techniques d’histologie et
d’immunologie, elle comprend la détection in situ d'antigénes dans les cellules des coupes
tissulaires, via les interactions entre des anticorps mono et polyclonaux marqués et des épitopes
de la molécule cible observables au microscope. Ces anticorps sont conjugués d’une manicre

covalente a des molécules chromogénes ou des enzymes

w
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Substrate

+—— Secondary Antibody

\r +— Primary Antibody
!
Protein Sample —» A

Figure 24 : Schéma représentatif du principe de I’immunohistochimie (Anonyme).

e Protocole

Cette étape vise a mettre en évidence I’expression de trois immunomarqueurs dans le foie des
trois lots lapins de 1’¢tude traités, cette procédure est a la recherche du marqueur de prolifération
(ki67), d’apoptose (p53) et d’adhésion (E-cadhérine).

Les échantillons sont préalablement fixes au formol tamponné a 10%, ensuite ils sont inclus en
paraffine. Des coupes d’environ 3um sont confectionnées et étalées sur des lames chargées
positivement dite silanisées « X-tra Adhesive» pour une adhésion maximale du tissu, ces

derniéres sont séchées a I’étuve pendant une nuit a 40°C pour éliminer tout exces de paraffine.

i

2 L ol R R
TR S T T
i i

23705722 ultra 23705722 ultea

"l

23/95/22 ultrs

= [LOT] 40271 & 40271 = [LOT] 40271

igur5 : Coupe étalées sur les lames silanisées (Photo originale).

e Etapes
Toutes les étapes qui suivent sont réalisées a 1’aide du nouveau automate innovateur de
VENTANA-group : Le BenchMark ULTRA , qui est un systtme de coloration
entierement automatisé pour I'immunohistochimie et I'hybridation in situ qui présente de

w
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multiples fonctionnalités pour ameliorer la confiance diagnostique des laboratoires
d'histopathologie et optimiser le flux de travail avec ses tiroirs de lames indépendants.

s
E_’Jw,'L'\AL'ULTRA

ave |,
FaE VENTANA

[ITIIN

Figure 26 : Automate d’ITHC Benchmark ULTRA (VENTANA) (Photo originale).

2.2.1 Prétraitement

Déparaffinage : pour éliminer les traces restantes de la paraffine.

Restauration antigénique : c’est une étape clé qui consiste au démasquage des sites

antigéniques pour rompre les ponts méthyléne formé lors de la fixation sous I’effet de la chaleur.

Inhibition des molécules endogénes : pour bloguer les sites peroxydases et éviter une fausse

positivité (marquage non spécifique) pour réduire le signal de fond.

Figure 27 : Photo des lames & la fin de 1’étape du prétraitement (Photo originale).

2.2.2 Réaction immunohistochimique IHC

Elle comprend principalement :
e Incubation d’un AC primaire dirigé spécifiquement contre les sites antigéniques
recherchés, pour cette étude des AC : anti-E-cadhérine, anti-ki67 et anti-p53 ont été
mis en évidence (ce sont des préparations prétes a I’emploi).
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e Détection colorimétrique de I’AC primaire en utilisant un AC secondaire conjugué a
I’enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase) ou peroxydase de raifort qui est une
oxydoréductase qui catalyse la conversion du substrat chromogene DAB (3-3
diaminobenzidine) qui forme un précipité de couleur marron pouvant étre visualisé
au microscope optique .Cet AC secondaire est utilisé de fagon non spécifique car il se
lie a la partie constante des AC primaires ,et son temps d’incubation varie selon le
protocole élabore.

e Contre-coloration a I’Hématoxyline pour colorer les noyaux en bleu.

e Post contre-coloration par le Bleuing reagent pour bleuir les noyaux.

Figure 28 : Etape de la titration des AC spécifiques (Photo originale).

2.2.3 Montage lame / lamelle par ’Eukitt
2.2.4 Observation au microscope et prise des photos
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Figure 29 : Lames d’THC prétes a I’observation (Photo originale).
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RESULTATS

Dans ce travail nous avons réalisé deux colorations histologiques topographiques
hématoxyline éosine (H&E) et Trichrome de Masson et une coloration histochimique acide
périodique de Schiff (PAS) du parenchyme hépatique des lapins témoins, LCT et LCT+AA.

L’observation des coupes histologiques a différents grossissements nous a permis
d’examiner d’une part I’architecture du tissu hépatique et de détecter les Iésions causées par

LCT et d’autre part rechercher 1’effet remédiant probable de 1’acide ascorbique.

Etude histologique du parenchyme hépatique
1.1. Colorations topographiques
Dans la présente étude deux colorations topographiques ont été réalisés : la coloration de
routine adoptée en anatomie pathologie I’hématoxyline éosine et trichrome de Masson

Hématoxyline Eosine (H&E) et trichrome de Masson

% Histologie du foie des lapins témoins
L’étude histologique du foie des lapins témoins permet de décrire une architecture normale
compos¢ d’unités structurales du foie « le lobule hépatique » de forme hexagonale avec au
centre une veine centro lobulaire (VC) et de chaque c6té une triade ou espace porte (EP)
composé d’une artériole d’une veinule et d’un canalicule biliaire. Les travées hépatocytaires
séparés par des sinusoides(S) sont formés d’hépatocytes (H) mono et parfois binucléés (Cb) a
noyaux (N) arrondis (Planche 1) avec observation de peu de fibres de collagene autour de la
zone portale et de la veine centro-lobulaire (Planche 4).

% Histologie du foie des lapins traités par la LCT
L’examen histologique du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT a faible puis a fort
grossissement, révele une architecture des lobules hépatiques plus ou moins désorganiser avec
dilatation de la veine centro-lobulaire, de 1’espace porte. On remarque aussi une congestion
vasculaire et présence d’un infiltrat inflammatoire au niveau des espaces portes (Planche 2) et
une augmentation de dépdts de collagéne autour de I’espace porte (Planche 5).

¢+ Histologie du foie des lapins traités par la LCT et supplémentés par la

vitamine C

L’histologie du foie des lapins traités par la LCT et supplémentés par I’acide ascorbique montre
une architecture lobulaire hépatocytaires moins altérée avec absence de congestion et d’infiltrat

inflammatoire et des travées d’hépatocytes a noyaux arrondis et bien délimités indiquant une
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bonne activité nucléaire. Cependant, une légére dilatation de la veine centro-lobulaire persiste.
(Planche 3). Une absence de dép6ts de collagéne sur tout le parenchyme hépatique a été
observée (Planche 6).

Grossissement : A:Grx10 B : Grx40
H : Hépatocytes VC : Veine Centro lobulaire EP : Espace Porte
Cb : Cellule binucléés S : Sinusoides N : Noyau
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Grossissement :
H : Hépatocytes

A:Grx10

Infiltrat inflammatoire (3)

B : Gr x40
VC : Veine Centro lobulaire C : Congestion
S : Sinusoides N : Noyau

N



Chapitre 111

Grossissement :

H : Hépatocytes
Cb : Cellule binucléés

A Grx10

RESULTATS ET DISCUSSION

B : Gr x40

VC : Veine Centro lobulaire EP : Espace Porte

S : Sinusoides

N : Noyau
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Planche 4 : Hlstologledu foie témoin. Coloratlon Trichrome de Masson.

Grossissement : A : Gr x 10 B : Gr x40
H : Hépatocytes VC : Veine Centro lobulaire EP : Espace Porte
S : Sinusoides =) : Fibre de collagéne
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:

Planche 5 : Histologie‘du foie traité par LTC. Coloration Trichrome de Masson.

Grossissement : A:Grx10 B : Gr x40

SD : Sinusoides dilatés CV : congestion vasculaire  mmp Fibres de collagene
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Y

be <
N aCroav)
2

Planche 6 : Histologie du foie traité supplémenté (LTC+ Vit C). Coloration Trichrome.
Grossissement : A : Gr x10 B : Gr x40

H : Hépatocytes N : Noyaux VC

: Veine centro-lobulaire

(o))
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1.2 Coloration histochimique
Coloration PAS (Acide périodique de Schiff)

¢+ Histochimie du foie des lapins témoins :
L’examen des sections du foie des lapins témoins colorées avec de I'acide périodique de Schiff
(PAS) a montreé une architecture hépatique normale, avec des granules de mucopolysaccharides
dans le cytoplasme des hépatocytes colorés en rose foncé représentant le glycogene (Planche
7).

¢+ Histologie du foie des lapins traités par lambda cyhalothrine :
L’¢tude histochimique a montré une diminution marquée du contenu en glycogene dans les
hépatocytes. Les sinusoides dilatées sont remplis de globules rouges et la veine centrale et
également congestionneée et une infiltration de cellules inflammatoires a été observé ainsi que

des noyaux pycnotiques (Planche 8).

%+ Histochimie du foie des lapins traités par lambda cyhalothrine supplémentés par

la vitamine C :
L’examen histochimique du foie des lapins traités LCT et supplémentés révéle une
augmentation modérée de la teneur en mucopolysaccharides dans le cytoplasme des

hépatocytes indiquant une augmentation modérée du glycogéene (Planche 9).
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Planche 7 : histologie du foie témoin. Coloration PAS.

Grossissement : A : Gr x10

VC : Veine-centro-lobulaire

S : Sinusoides

B: Grx40

GM : Granules de Mucopolysaccharides
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Planche 8 : Histologie du foie traité par LTC. Coloration PAS.

Grossissement : A:Grx10 B : Gr x40

NP : Noyaux Pycnotiques (%) Infiltrat inflammatoire

(o)
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Grossissement : A Grx10
VC : Veine centro-lobulaire

S : Sinusoides

RESULTATS ET DISCUSSION

B : Gr x40
GM : Granules de Mucopolysaccharides
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Etude immunohistochimique du foie des lapins
2.1 IHC E-cadhérine
Les planches 10,11 et 12 montrent I’expression de de la protéine E-cadhérine chez les lapins
témoins, traités par LCT et traités par LCT et supplémenté par la Vit C (LCT+ Vit C).

% IHC du foie des lapins témoins
Faible grossissement : [I’observation a faible grossissement montre un signal

immunohistochimique positif membranaire.

Fort grossissement : on observe un marquage cytoplasmique négatif et membranaire positif

avec une absence de lésions.

% IHC du foie des lapins traités par LCT
Faible grossissement : [I’observation a faible grossissement montre un signal

immunohistochimique positif membranaire hétérogeéne.

Fort grossissement : 1’observation au fort grossissement montre un signal

immunohistochimique membranaire et cytoplasmique modérée.

% IHC du foie des lapins traités supplémentés (LCT+ Vit C)
Faible grossissement : [I’observation a faible grossissement montre un marquage
cytoplasmique intense autour de la veine centro-lobulaire et 1’espace porte et un marquage

modérée membranaire dans les hépatocytes composant le reste du parenchyme.

Fort grossissement : 1’observation montre au fort grossissement un immunomarquage a la fois

membranaire et cytoplasmique autour de la veine centro-lobulaire.
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2.2 IHC Ki67
Les planches 13,14 et 15 montrent I’expression de de Ki67 chez les lapins témoins, traités par
LCT et traités par LCT et supplémenteé par la Vit C (LCT+ Vit C).

¢ IHC du foie des lapins témoins (Planchel3) :
L’observation microscopique révele une structure histologique normale de la veine centro-
lobulaire et des hépatocytes environnants, le sujet témoin ne montre aucune altération

histopathologique.

Faible grossissement : un signal immunohistochimique négatif au niveau de 1’ensemble du

parenchyme hépatique, au tour de la veine centro-lobulaire et de 1’espace port.

Fort grossissement : montre un marquage immunohistochimique négatif au niveau nucléaire

et cytoplasmique.

¢ IHC du foie des lapins traités par LTC (Planchel4) :
Faible grossissement : on remarque un marquage fortement positif au niveau des cellules
situées au tour de la veine centro-lobulaire et un marquage moins intense par rapport au reste

des hépatocytes.

Fort grossissement : montre un marquage cytoplasmique et nucléaire positif au niveau des
cellules proche de la veine centro-lobulaire avec un marquage négatif des noyaux dont la

structure est arrondie et délimitée.

% IHC du foie des lapins traités supplémentés (LTC+ Vit C) (Planchelb) :
Faible grossissement : une immunoréactivitée positive modérée au niveau de 1’ensemble du
parenchyme hépatique plus précisément au niveau des hépatocytes entourant la veine centro-
lobulaire.

Fort grossissement : un fort marquage positif au niveau de la membrane cytoplasmique des

hépatocytes et un marquage moins intense au niveau de leur cytoplasme.
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2.3 IHC P53
Les planches 16,17 et 18 montrent I’expression de P53 chez les lapins témoins, traités par LCT
et traités par LCT et supplémenté par la Vit C (LCT+ Vit C).

% IHC du foie des lapins témoins (Planchel6) :
Faible grossissement : Expression de p53 et I’incidence des cellules hépatocytaires

apoptotiques trés faible.
Fort grossissement : immunomarquage négatif de la p53.

¢ IHC du foie des lapins Traités (Planchel7?) :
Faible grossissement : une augmentation visible de I’'immunomarquage cytoplasmique de p53

dans I’ensemble du parenchyme hépatique
Fort grossissement : marquage fortement positif de p53 cytoplasmique.

% IHC du foie des lapins traités supplémentés (Planchel8) :
Faible grossissement : diminution de I’intensité de I’immunomarquage par rapport au groupe

traité sauf en quelque région qui reste fortement marquées.

Fort grossissement : un marquage positif moins intense des cellules entourant la veine centro-

lobulaire a I’exception de quelque cellules.
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DISCUSSION

Notre étude, vise a étudier les modifications histologiques et immuno- histochimiques
du tissu hépatique aprés traitement par un insecticide « lambda cyhalothrine », et examiner
I'effet protecteur probable d'une vitamine antioxydante, 1’acide ascorbique, suite une toxicité

subaigué chez le lapin male Oryctolagus cunuculus.

L’¢tude immunohistochimique porte sur l'expression des marqueurs moléculaires :

d'adhésion cellulaire (E-cadhérine), de prolifération cellulaire (Ki67) et d’apoptose (P53).

Le choix du foie est principalement d0 a la sensibilité du tissu hépatique au stress
oxydatif induits par les pesticides étant donné que le foie est I’organe responsable de la

détoxification du sang (Banerjee, 2001).

Dans notre étude nous avons constaté que I’administration de lambda cyhalothrine a
provoquée plusieurs Iésions histologiques remarquables au niveau du parenchyme hépatique
notamment ; une architecture des lobules hépatiques plus ou moins désorganiser avec dilatation
de la veine centro-lobulaire et de la structure de I’espace porte. On remarque aussi une
congestion et des infiltrats inflammatoires importants ainsi qu’une quantité minime du dépot
de collagene autour de la veine centro-lobulaire et une diminution marquée du contenu en
glycogene dans le parenchyme hépatique des lapins traités en comparaison avec les témoins.

Cependant, on observe aprés co-supplémentation de la vitamine C et de lambda
cyhalothrine une restauration et une réorganisation tissulaire du parenchyme hépatique. Nos
résultats montrent une réduction de la dilatation sinusoidale, de la congestion vasculaire et de
I'infiltration des cellules inflammatoires et une diminution du dép6t de collagéne autour des
veines centro-lobulaire et des espaces porte et une augmentation modérée de la teneur en
mucopolysaccharides et en glycogéne.

Fetoui et al. (2009) ont montrés que les effets toxiques des pyréthrinoides et notamment
la lambda cyhalothrine sont probablement di a la génération des EROs causant des dommages

a divers composant de la cellule induisant un stress oxydatif.

Une caractéristique commune a 1’exposition aux pesticides est I’induction d’un stress
oxydatif qui provoque des déreglements au niveau du systéme antioxydant. Plusieurs recherches
scientifiques ont prouvées que la toxicité liée a I’exposition aux pesticides est étroitement

associée au stress oxydatif (Guney et al., 2007 ; Yavuz et al.,2004).
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Selon Sule et al. (2022), dans les conditions normales, les espéces réactives de I’oxygéne
sont produites au niveau cellulaire & de faibles quantités fonctionnant comme des régulateurs

physiologiques des voies de signalisation intracellulaires.

Cependant, 1’exposition aux pesticides provoque une augmentation significative de la
signalisation des ROS dans la cellule via I’augmentation des niveaux de NADPH oxydases
(NOX) et de superoxyde (02™), et induit ainsi un stress oxydatif, au-dela de ce que le systeme
antioxydant cellulaire intrinseque peut réduire. Cela peut conduire a des dommages des
biomolécules tel que I’oxydation protéique, la peroxydation des lipides et 1’oxydation de

I’ ADN. Ces facteurs de stress déclenchent les voies de signalisation TNFR1/TNF- a, des

MAPK, et de NF- x B. Ce qui favorise I'apoptose et I'inflammation des cellules (Sule et al.,
2022).

Al-Jassim et al. (2016) ont montré que la vitamine C peut moduler les biomarqueurs
hépatiques et prévenir les dommages histologiques du parenchyme hépatique du lapin traité par

un insecticide I’ivermectine signalant ainsi 1’effet protecteur de 1’acide ascorbique.

D'aprés nos résultats nous pouvons supposer que les dommages histologiques hépatiques
de lambda cyhalothrine sont principalement attribués a l'augmentation du stress oxydatif
puisque les effets ont été largement prévenus par la supplémentation en acide ascorbique
administré par gavage. Des études antérieures ont également montré I'efficacité curative des
antioxydants vitaminique y compris I'acide ascorbique (Omshi, 2018).

Selon Stoyanova et al. (2012) les résultats de 1’étude histochimique ont démontré que
I'intensité de la coloration de la réaction PAS est inversement proportionnelle a la concentration
croissante de I'insecticide.

Les résultats de 1’étude immunohistochimique ont révélés chez les sujets témoin, un
signal immunohistochimique positif membranaire intense et un marquage cytoplasmique
négatif avec une absence de Iésion. Ces résultats peuvent expliquer le bon déroulement des
activités cellulaires de 1’E-cadhérine qui assure cruciale dans le maintien et I'organisation des
cellules en tissus. Dans les cellules épithéliales, il existe plusieurs complexes protéiques
d'adhésion cellulaire, dont la protéine E-cadhérine, qui possede un domaine extracellulaire
responsable des contacts d'adhésion homotypique avec les molécules d’E-cadhérine d'autres

cellules voisines.
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L’étude immunohistochimique du parenchyme hépatique des lapins traités par lambda
cyhalothrine montre un signal immunohistochimique positif membranaire hétérogéne et
cytoplasmique modéré .Selon (Yoshino et al., 2002) cela peut étre expliqué par une perte
fonctionnelle d’adhésion cellule-cellule médiée par I'E-cadhérine et/ou une augmentation de la

motilité cellulaire.

Nos résultats corroborent les résultats de (Cabello et al., 2003) qui ont trouvés que
I’exposition au malathion, un pesticide organophosphoré, induit la déstabilisation des jonctions
cellule-cellule diminuant I'expression de la E-cadhérine a la surface latérale des cellules
épithéliales avec une perte graduelle de l'adhésion cellulaire ce qui peut indiquer une

translocation de cette protéine dans les cellules exposées au pesticide.

L’THC de I’E-cadhérine au niveau du tissu du foie chez les sujets co-administrés par la
vitamine C et lambda cyhalothrine montre une immunoréactivitée positive membranaire et

cytoplasmique des hépatocytes et un marquage moins intense au niveau de leur cytoplasme.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Khaldoun et al. (2017) ; Settar et al. (2021)
qui ont montré que la supplémentation de la vitamine C, chez les rats et les lapins intoxiques

par des insecticides, réduit les lésions engendrés au niveau du parenchyme hépatique.

La protéine Ki67 est une protéine utilisée comme marqueur de prolifération des cellules
cancéreuses, c’est une protéine associée a la prolifération cellulaire active et exprimée dans
toutes les phases du cycle cellulaire, a I'exception de la phase GO et I'expression la plus élevée
étant observée en phases G2 et M. (Baiomy et al., 2015). Nos résultats de I’étude
immunohistochimique du Ki67 ont montrés chez les témoins un marquage
immunohistochimique négatif au niveau nucléaire et cytoplasmique. Cependant, I’'THC du Ki67
des lapins traités a révélé un immunomarguage cytoplasmique et nucléaire positif au niveau des
cellules proche de la veine centro-lobulaire avec un marquage négatif des noyaux dont la
structure est arrondie et délimitée, nos résultats corroborent les résultats de (Baiomy et al.,
2015).

L’¢évaluation de la présence des protéines liées au cycle cellulaire tel que la Ki67 peut

fournir des informations importantes sur le comportement biologique des cellules.
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Selon Astiz et al. (2012) La surexpression cytoplasmique de la Ki67 dans 1’ensemble du
parenchyme hépatique peut étre expliqué par les dommages de I’ADN causé par les radicaux
libres suite a I’administration de 1’insecticide.

Nous avons remarqué aussi que la Co-administration de la vitamine C a diminué
I’expression cytoplasmique de la Ki67 probablement suite a une réduction de 1’accumulation

des radicaux libres.

Le large éventail de fonctions exercées par le foie sur le reste de I'organisme est maintenu
par des événements évolutifs qui ont conféré au foie une capacité phénoménale de régénération.
Ce processus permet au foie exposé aux xénobiotiques de récupeérer la masse perdue sans mettre
en danger la viabilité de I'organisme entier (Michalopoulos, 2007).

Selon Rabes. (1977) La prolifération des hépatocytes progresse des zones périportales
vers les zones péricentrales du lobule, sous forme d'une vague de mitoses. Il convient de
souligner que le remplacement de la masse hépatique perdue est médié par prolifération des
hépatocytes adultes matures et des autres types de cellules hépatiques (Michalopoulos, 2007).

L’immunohistochimie de P53 du foie des lapins témoins révéle une expression de p53 et
une incidence des cellules hépatocytaires apoptotiques tres faible. La p53 est une protéine
impliquée dans la suppression de tumeur la mieux étudié. Ses principales fonctions sont
l'induction de 1’apoptose, I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN et le controle des

voies métaboliques.

La p53 « gardien du genome » dont les principales fonctions sont l'induction de
I’apoptose, I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN et le contrdle des voies
métaboliques. L’ immunohistochimie de la protéine P53 du foie des lapins témoins révele une
faible expression de p53 montrant un niveau trés faible des cellules hépatocytaires apoptotiques.
Selon Kumar et al. (2015) les pyréthrinoides de synthése de type 11 peuvent induire I'apoptose
en activant les voies de signalisation p53 apoptotiques.

Le stress oxydatif joue un réle majeur dans les voies de signalisation apoptogénes induites par
les pyréthrinoides de synthése de type Il (Aydin, 2011). Ce qui permet d’expliquer nos résultats
qui montrent un immunomarquage cytoplasmique significative de p53 avec une augmentation
des hépatocytes apoptotiques.

Les liens entre le stress oxydatif et le cancer sont devenus tres forts, les radicaux libres
intervenant dans la conversion des pro-carcinogénes en carcinogénes, provoquant des lésions
de I'ADN, amplifiant les signaux prolifératifs et inhibant les génes suppresseurs de tumeurs
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comme p53. En cas de faible quantité d’EROs, p53 a une activité anti-oxydante en induisant
notamment la GPx, alors qu’en cas d’excés d’EROs, il aura un effet prooxydant (Bensaad et
al., 2005).

Les résultats du marquage immunohistochimique des lapins supplémentés par la vitamine C
réveéle une diminution de I’intensité de I’immunomarquage par rapport au groupe traité par

lambda cyhalothrine.

Nos résultats corroborent les résultats de Kalender et al. (2010) qui ont enregistré que
les vitamines C et E peuvent réduire I'népatotoxicité du malathion. L'ensemble des altérations
biochimiques de I'état d'oxydoréduction qui ont été induites par I'exposition au profenofos un
insecticide organophosphoré étaient presque ou au moins partiellement normalisées lorsque la
vitamine C a été administrée en méme temps que le profenofos (Dessouki et al, 2012).

De ce fait, notre étude montre clairement que la vitamine C a un effet améliorant et
protecteur cellulaire contre les dommages dégénératifs du tissu hépatique induits par lambda
cyhalothrine.

67



CONCLUSION
ET
PERSPECTIVE



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion

L’explosion démographique a augmenté amplement la demande aux différentes denrées
alimentaire ce qui a augmenté ainsi l’utilisation massive des pesticides pour protéger les
cultures maraichéres. Les pesticides sont neurotoxiques pour le développement, affectent le
comportement, 1’équilibre hormonal, et peuvent étre cancérogénes.

Au cours de notre étude ; nous avons mis en lumiere I’effet hépatotoxique d’un
insecticide pyréthrinoide type Il « lambda cyhalothrine » qui provoque un stress oxydatif par la
géneration des radicaux libre et par conséquence une perte de I’architecture tissulaire hépatique
a savoir une dilatation des sinusoides, dilatation de la veine centro-lobulaire et de I’espace porte,
des congestions vasculaires et des infiltrats inflammatoires.

Nous avons également constatés a partir des résultats obtenus que la supplémentation de
I’acide ascorbique a la capacité de restaurer les Iésions hépatique et de régénérer et réorganiser
I’ensemble du parenchyme hépatique.

Les données histopathologiques et immunohistochimiques confirment la toxicité de
« lambda cyhalothrine » dans le tissu hépatique. En conclusion la vitamine C possede des
propriétés thérapeutiques tres importantes qui peuvent réduire les effets néfastes provoqué par
les insecticides.

En perspectives il serait intéressant :

e De quantifier le marquage immunohistochimique

e FEtudier profondément I’effet toxique de « lambda cyhalothrine » sur d’autres fonctions
notamment le systeme nerveux central, le systeme endocrinien et la fonction
reproductrice.

e Tester d’autres molécules impliquées dans 1’effet protecteur, améliorant et antioxydant
telles que le zinc ou d’autres vitamines telles que les vitamines A et E.

e Comparer les résultats sur différents organes et systemes de 1’organisme.

e Exercer une ¢tude morphométrique et statistiques qui consistent a détailler, d’analyser
et de comparer les différentes forme des cellules dans 1’ensemble du parenchyme

hépatique de maniére objective et chiffrée.
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ANNEXES



Annexe 1 : Réactifs de la technique d’histologie et d’THC.

Annexe

Ethanol
Formule chimique : C,H;OH
Nom chimique : Alcool éthylique
Propriétés physico-chimiques :
- Apparence liquide incolore d'odeur caractéristique
- Facilement inflammable et volatil
- Miscible a I'eau et non miscible a la paraffine
- Provoque un fort durcissement du tissu

Xylene

Formule chimique : CgHy

Nom chimique : diméthylbenzene , un hydrocarbure
benzénique ( composé aromatique)

Propriétés physico-chimiques :
- Liquide incolore
- Miscible a la fois a I'eau et a la paraffine

- Inflammable, trés toxique et irritant pour les yeux
(manipulation avec prudence en assurant une bonne

ventilation "hotte speciale™)

Formule chimique : CH,O

Propriétés physico-chimiques :

-Liquide incolore

- Inflammable et provoque de graves brulures
- Cancerigene

- Irritant pour les yeux
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Annexe

Paraffine
Formule chimique :
Propriétés physico-chimiques :
- Point de fusion 45 a 60°C
- Non miscible a I'eau

- Soluble dans les hydrocarbures benzéiques (exemple : le
xyléne)

Coloration H&E :

Préparation des réactifs :

1. Alcool acide : - Alcool éthylique 8 70% : 1 L

- Acide chlorhydrique concentré : 5ml

2. Eau ammoniacale : - Eau distillée : 1 L

- Ammoniaque : 2ml
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3. Eosine : - Eosine ; solution aqueuse a 3% : 100 mL
- Alcool éthylique a 95% : 125 mL
- Eau distillée : 375 mL
- Acide acétique glacial : 2 gouttes
Réactifs des colorations spéciales

I.  Trichrome de Masson
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Annexe

Ponceau de xyline

C18H16N207SZ
:C37H34N2Na20983
colorant azoique rouge

soluble dans I'eau -Soluble dans I'eau

- 12M0O,4H5PO,

-Forme solide jaune-vert
-Soluble dans I'eau et I'éthanol

- Composé de : 12 molécules de tri-oxyde
molybdene MoO3 et d'acide phosphorique
H3PO4

- Irritable et corossif

Préparation des réactifs :

: CH3COOH
appelé ainsi acide éthanoique.

- Liquide incolore et inlammble

- Appartient a la famille des
carboxyliques

C20H20N3'HCI

colorant rouge violacé
aspect liquide
Inodore

Solution de Fuschine-ponceau : 50ml d’une solution aqueuse a 1 de fuschine acide + 100ml
d’une solution de 1 de ponceau de xyline dans I’eau acétique a 1% solution de vert lumiére :

vert lumiére 1g + eau distillée 100 ml + acide acétique 1ml.
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SIGMA

PCode 101437019 84655-1L

Lot # BCBKH

Schiff's reagent for aldehyde

for microscopy
Fuchsin sulfurous acid

Réactif de Schiff

‘H5104
Propriétés physico-chimiques:

-Apparence solide cristallin

-Inflammable en contact avec les
matiéres organiques ou combustibles
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Annexe 2 : Appareillage

Etuve (Binder)

Appareille d’inclusion (Leica)

Bain marie (Leica)
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Microtome (Leica)

Microscope optique

Automate d’THC Benchmark Leica
(VENTANA)
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av, 51
Tak VENT,/VENTAN

CONFIRM
SONFIRM 153 (DOT)!

Anticorps prét a I’emploi
(VENTANA)

Avantages de I'instrument BenchMark ULTRA

e Entiérement automatisé

e Marquages IHC et ISH standardisés

e Optimisation du flux de travail avec ses 35 positions de réactifs et 30 a lames
indépendants piece a piece (One-piece-flow) qui leur offre un accés continu. Il élimine
la nécessité de regrouper les échantillons et rend possible d'ajouter des lames dans
n'importe quel tiroir disponible tout au long de la journée, et ce, sans perturber les
processus de coloration en cours.

e Chauffage individuel des lames, le Liquid Coverslip LCS (barriere de protection du milieu
réactionnel liquide) et les Vortex Mix (mélangeurs a air) garantissent des conditions de
coloration optimales

e Acces a une variété de kits de détection sensibles et a un large éventail de tests préts a
I'emploi.
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ANNEXE 3 : Classification des vitamines

Il existe deux grands types de vitamines :
e |es vitamines liposolubles (A, D, E, K) sont stockées au niveau du tissu adipeux (D, E) et en
quantité importante dans le foie (A) ; elles peuvent donc s’accumuler dans I'organisme et
entrainer un risque potentiel en cas de surdosage.

* |es vitamines hydrosolubles des groupes B (B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8, B9 et B12) et C

peuvent étre stockées, mais les risques de surdosage sont moindres car elles sont éliminées

dans les urines.




