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RESUME

Le diabete type 2 fait partie du syndrome métabolique chronique, affecte tous les systemes
dans le corps, y compris le foie. Les effets toxiques de I'hyperglycémie chronique causés
principalement par I’insulinorésistance peuvent entrainer une stéatose hépatique non alcoolique, qui
peut évoluer vers la stéatohépatite, la cirrhose voir carcinomes hépatocellulaires. Cette étude vise a
mettre en évidence les changements métaboliques et les altérations cellulaires et moléculaires
hépatique impliquées dans le passage de la stéatose a la stéatohépatite non alcoolique, sur un
modele murin, Psammomys obesus durant le développement du diabéte type 2 induit par un régime
hypercalorique. Cette évolution pathologique a été induite pendant 9 mois et analysée au moyen
d’études biochimiques, histologique et immunohistochimique. Nous avons observé que
Psammomys obesus, soumis a un régime hypercaloriqgue montre une augmentation du poids
corporel, hyperglycémie, hyperinsulinémie et une dyslipidémie au début de I'étude. Au troisieme
mois, des hépatocytes chargés de vacuoles lipidiques sont détectable; & 6 mois, un infiltrat
inflammatoire lobulaire et portal se produise ; a 9 mois, une perte d’architecture cellulaire,
ballonisation et une fibrose portale se produisent. L’expression de CD3, CD163 et Bcl-2 était altéré
chez les Psammomys obesus expérimentaux. A la suite de ces observations, nous avons constaté que
le diabéte type 2 peut étre a I’origine d’affections hépatiques graves telles la stéatose hépatique non
alcoolique ; le Psammomys obesus développe les symptémes caractéristiques de la maladie
humaine du foie et, il apparait comme un excellent modéle bien adapté aux recherches

expérimentales dont le but d’améliorer la gestion thérapeutique.

Mots clés : Diabeéte type 2, Résistance a l'insuline, Hyperglycémie, Obésité, Inflammation, Foie,

Stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD), Psammomys Obesus.



ABSTRACT

Type 2 diabetes is one of the chronic metabolic syndromes, affecting all systems in the
body, including the liver. The toxic effects of chronic hyperglycemia caused mainly by insulin
resistance may result in non-alcoholic fatty liver disease, which can further progress to non-
alcoholic steatohepatitis, cirrhosis and, finally, hepatocellular carcinomas. This study aims to
highlight metabolic changes, cellular and molecular hepatic changes involved in the evolution of
simple steatosis to non-alcoholic steatohepatitis, on a murine model, Psammomys obesus of a high
energy diet-induced type 2 diabetes. This pathological evolution was induced during 9 months and
analyzed by means of metabolic, histological and immunohistochemical studies. We observed that
Psammomys obesus, subjected to hypercaloric diet showed increased body weight, hyperglycemia,
hyperinsulinemia and dyslipidemia at the beginning of the study. In the third month, hepatocytes
loaded with lipid vacuoles are detectable; at 6 months, a lobular and portal inflammatory infiltrate
occurs; at 9 months, a loss of cellular architecture, ballooning and portal fibrosis occur. CD3,
CD163 and Bcl-2 expression was altered in experimental Psammomys obesus. In conclusion, our
results suggest that type 2 diabetes can cause serious liver diseases such as non-alcoholic fatty liver
disease; fed a calorie-rich diet Psammomys obesus develops a syndrome, which shares
characteristics compatible with human non-alcoholic fatty liver disease and is a very well adapted

for experimental research, and could help improve the therapeutic management of patients.

Keywords: Type 2 Diabetes, Insulin Resistance, Hyperglycemia, Obesity, Inflammation, Liver,

Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), Psammomys Obesus.
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GLOSSAIRE

Acinus hépatique : est une unité de parenchyme hépatique, dont la forme évoque un grain de
raisin, centrée par un espace porte. Il est situe entre au moins deux veinules hépatiques terminales et

le sang coule de I’espace porte vers les veinules a travers les sinusoides (Young et al., 2015).

Diabete gestationnel: est une complication fréquente de la grossesse définie comme une
intolérance au glucose avec apparition de la premiére reconnaissance pendant la grossesse (Zheng
etal., 2017).

Diffusion facilitée: processus de transport du matériau par gradient de concentration a travers une

membrane via des transporteurs membranaires, qui ne nécessite pas d'énergie (Lodish et al., 2000).

Etape du prédiabéte : C'est une période pendant laquelle le sujet reste normoglycémique, mais
présente un certain nombre d'anomalies cliniques ou biologiques, connues comme des facteurs
prédisposant au diabéte de type 2, comme I’obésité, antécédents familiaux de diabéte de type 2

(DeFronzo et al., 2015).

Gluconéogenése: Une voie métabolique utilisant des substrats de carbone pour générer du glucose
(Rines et al., 2016).

Glucotoxicité: Les effets toxiques de I'nyperglycémie. Ces effets néfastes peuvent étre fonctionnels

et réversibles, ou peuvent conduire a la mort cellulaire (Donath et Shoelson, 2011).
Glycogénolyse: Une voie métabolique qui dégrade le glycogéne en glucose (Rines et al., 2016).
Hyperglycémie: glycémie élevée au-dessus des niveaux normaux (Rines et al., 2016).

Hyperinsulinémie: exces de taux d'insuline dans le sang, souvent causé par la résistance a l'insuline
(Rines et al., 2016).

Inflammasome: Complexe moléculaire de plusieurs protéines qui, lorsqu'il est activé, entraine la
production de caspase active 1, qui clive la pro-interleukine-1p (pro-IL-1B) et pro-1L-18 pour

produire les cytokines actives (Donath et Shoelson, 2011).

Lipotoxicité: Les effets toxiques de niveaux élevés d'acides gras libres. Ces effets néfastes peuvent
étre fonctionnels et réversibles, ou peuvent conduire a la mort cellulaire (Donath et Shoelson,
2011).



Macrophage de type M1: des macrophages pro-inflammatoires, classiquement activés par des
ligands du récepteur de type Toll (comme le lipopolysaccharide) et I'interféron-y, et qui exprime
I'oxyde nitrique synthase inductible, qui génére de I'oxyde nitrique (Donath et Shoelson, 2011).

Macrophage de type M2: des macrophages anti-inflammatoires, alternativement activé par IL-4 ou
IL-13 et exprimant l'arginase 1, le récepteur du mannose CD206 et la chaine a du récepteur de I'IL-
4 (Donath et Shoelson, 2011).

Maladie non transmissibles (MNT) : des maladies chroniques de longue durée, qui ne se
transmettent pas d'un individu a un autre. Les quatre principaux types de maladies non
transmissibles sont les maladies cardiovasculaires, les cancers, les maladies respiratoires chroniques
et le diabete. Touches toutes les tranches d’ages et toutes les régions et, représente 70% des déces

dans le monde (Organisation mondiale de la santé, 2017).

Polypeptide amyloide des filots : est I'un des principaux produits de sécrétion des cellules R des

Tlots pancréatiques. 1l inhibe la sécrétion d'insuline et de glucagon (Westermark et al., 2011).

Stress du réticulum endoplasmique (SRE) : une réponse du RE qui entraine la perturbation du
repliement des protéines et I'accumulation de protéines dépliées dans le RE (Donath et Shoelson,
2011).

Syndrome métabolique (MetS): Un groupe de facteurs de risque qui prédisposent au
développement de la maladie cardiovasculaire (MCV) et les maladies métaboliques compris le
diabéte de type 2 (DT2). Il nécessite la coincidence d’au moins 3 des critéres suivants: la présence
d'un tour de taille éleveé, I'nypertension, la dyslipidémie spécifiqguement hypertriglycéridémie et des
niveaux réduits de lipoprotéines de haute densité (HDL) et une glycémie a jeun élevée (Fanning et
O’Shea, 2018).

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) : des molécules hautement réactives, dont les niveaux
peuvent augmenter considérablement pendant différents types de stress, entrainant des dommages
aux structures cellulaires. Cela se cumule dans une situation définie comme un stress oxydatif
(Marra et al., 2008).
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Introduction

Le diabete sucré est un probléme majeur de santé publique qui touche I’ensemble de la
population mondiale. Ce syndrome métabolique chronique, liée aux changements de mode de vie et
d’habitudes alimentaires, voit en effet son incidence et prévalence croitre de maniére exponentielle
(FID, 2017); ce qui souligne 1’énorme ampleur de ce probléme, au point que 1’organisation

mondiale de la santé a déja lancé des alertes a plusieurs reprises (OMS, 2016).

Selon la Féderation Internationale du Diabéte (FID), 1’épidémie mondiale du diabete a
explosé pour toucher en 2017, 425 millions de personnes, soit 8,8 % de la population adulte. Plus de
90% d'entre eux avaient le diabéte de type 2. Si cette tendance se poursuit, 629 millions de
personnes environ, seront atteintes de diabéte d'ici 2045 (Chatterjee et al., 2017). En Algérie, et
selon différentes études épidémiologiques, 8 a 12 % de la population est atteinte de diabete; il y

représente, par ailleurs, la quatrieme cause de décés (Chami et al., 2015).

En effet, le diabéte de type 2 fait partie de syndrome métabolique, qui implique une
combinaison d’une altération de la sécrétion d'insuline, résistance a l'insuline et augmentation de la
production hépatique de glucose, tous conduisant a la voie commune finale de I'hyperglycémie
chronique, et I'importance relative de ces trois anomalies métaboliques communes dépendent des
facteurs génétiques, pathologiques ou environnementaux, notamment 1’obésité, la sédentarité et la

mauvaise alimentation, impliqués chez un patient particulier (Hupfeld et al., 2010).

L’hyperglycémie chronique liée au diabéte est associée a d’importantes complications, dont
la microangiopathie et la macroangiopathie (Raccah, 2004). D’autre part, le diabete induit des
modifications métaboliques qui contribuent a 1’apparition des altérations fonctionnelles et
structurales hépatique, bien de nombreux travaux ont trouvé que chez les patients atteints de diabete
type 2, il y avait une prévalence élevée d’une stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD); qui est
actuellement considéré comme une complication méconnue du diabéte type 2 (Bril et Cus, 2016).
La stéatose hépatique non alcoolique, constitue un spectre de lésions hépatiques allant d'une
stéatose hépatique relativement bénigne vers une stéatohépatite (NASH) a une cirrhose
potentiellement mortelle (Clark et Diehl, 2002).

Cependant, il n’est pas encore clair si I'une de ces conditions provoque 1'autre (Diabete type
2 <’ NAFLD), ou si les deux sont les conséquences d'un autre processus ; de plus, la nature
cellulaire de I’inflammation hépatique impliqué dans la progression vers la NASH est encore

inconnue. Pour cela, le recours a des modéles expérimentaux s’impose donc, pour étudier le



développement de ces complications hépatiques, telle la NAFLD. Dans ce contexte, nous nous

sommes posé la problématique suivante :

-Psammomys obesus, représente-il un modele bien établi du diabete de type 2 et d'obésite ;
partage-t-il les mémes caractéristiques du syndrome métabolique humaine, et les complications

hépatiques associées?
-L’hyperglycémie chronique, contribue-t-elle a I’apparition des complications hépatiques ?

-Existe-il une corrélation entre ces altérations hépatiques et I’expression de CD3
(lymphocytes T), CD163 (macrophages activés) caractéristique de I’activation du systéme

immunitaire, et la protéine anti-apoptotique Bcl-2 ?

Dans le but de répondre a nos questions, nous avons tracé les objectifs suivants : I’induction
d’un diabéte type 2 chez les rats de sable Psammomys obesus, par régime hypercalorique ; mettre en
évidence le dysfonctionnement métabolique par le dosage des paramétres biochimiques aux cours
de I’évolution et I’ancienneté du diabéte type2 ; définir par une étude histologique les degrés
d’altérations du parenchyme hépatique ; voir les différents degrés de la gravité de 1’atteinte
hépatique ; le marquage de certains molécules liés a la réaction inflammatoire et apoptotique. Pour
contribuer a la compréhension des mécanismes moléculaires du diabéte type 2 et les complications

hépatiques qui y sont lui associées.

Afin de répondre aux questions, nous étudierons dans un premier temps le diabete type 2,
ses caractéristiques et complications hépatiques. Puis, dans une seconde partie, nous verrons le
matériel utilisé et les méthodes appliqués dans cette étude afin d’atteindre nos objectifs. La
troisieme partie de ce mémoire sera consacrée aux résultats et discussion, ou nous avons abordé les
résultats expérimentaux obtenus lors de I’induction du diabéte par un régime hypercalorique et
I’application des différentes techniques avec leur interprétation et analyse. Enfin, une conclusion
récapitule les connaissances acquises lors de ce travail ; ainsi que les perspectives et les possibilités

de poursuivre des recherches dans le domaine étudié.
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1.1. Généralité

1.1.1. Qu’est-ce que le diabete ?

Le diabéte est un syndrome métabolique chronique d'étiologie multiple, caractérisée par des
niveaux ¢levés de glucose dans le sang, c’est I’hyperglycémie; en raison de défauts d'action ou de
sécrétion d'insuline, ou une combinaison des deux. Ce syndrome provoque ainsi des perturbations
au niveau du métabolisme des glucides, des protéines et des lipides (ADA, 2014; Puchulu, 2018).
Il est I’une des quatre principales maladies non transmissibles (MNT) (OMS, 2017). S’il n’est pas
controlé, il méne a la chronicité de I’hyperglycémie, responsable des atteintes graves, et a long
terme de nombreux organes, qui sont en grande partie responsable de la morbidité et de la mortalité
(ADA, 2014). En revanche, des mesures efficaces de surveillance, qualité des soins et prévention

permettront de retarder ou de prévenir la survenue du diabéte et de ses complications (OMS, 2016).

1.1.2. Classification du diabéte

La classification du diabéte a fait ’objet de nombreux débats et, continuera d'évoluer pour
comprendre pleinement sa pathogenése. Plusieurs schémas de classification ont été envisagés
(Thomas et Philipson, 2015), dont la premiére a été publiée par le comité d'experts de 'OMS en
1980, (Alberti et Zimmet, 1998). Actuellement, la classification est basée sur I'étiologie de la
maladie (Punthakee et al., 2018), dont les formes les plus répandues sont:

-Diabete de type 1 (DID): auto-immune, di a la destruction des cellules B, entrainant une carence
absolue en insuling;

-Diabete de type 2 (DNID): d0 a une anomalie progressive de sécrétion d'insuline ;

-Diabéte gestationnel (DG): est une forme d'intolérance au glucose, avec apparition ou premiére
reconnaissance pendant la grossesse;

-Types speécifiques de diabete moins courants dus a des maladies génétiques « syndromes

diabétiques monogéniques », aux complications d’autres maladies et la prise de médicaments.

Peu importe la forme de classification, soit pour la recherche, ou les soins aux patients,
I'objectif reste cependant le méme, entre autres de trouver des thérapies optimales (Thomas et
Philipson, 2015).

Ces breves descriptions de cette maladie n'expliquent que partiellement 1’intérét de notre étude dans
le domaine de la recherche. Durant la présentation suivante, nous nous sommes intéresses

uniquement au diabete de type 2 et de ces complications.
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I.2. Diabete de type 2 :

Autrefois appelé diabete de I'adulte (American Diabetes Association, 2017). Dans cette
forme de diabete, I'hyperglycémie chronique est causée par une combinaison de production
inadéquate d’insuline pancréatique et l'incapacité de l'organisme de ['utiliser efficacement; une

condition connue sous le nom d'insulino-résistance (Chatterjee et al., 2017).

Dans un premier temps et, chez les individus prédiabétiques, les cellules p pancréatiques
augmentent leur capacité de production de I’insuline, un état qualifié de I'hyperinsulinémie, afin de
diminuer I’hyperglycémie. Au fil du temps, I'hyperglycémie se développe alors avec une défaillance
progressive des cellules B pancréatiques, jusqu'a ce qu’ils ne parviennent plus a compenser le degré
de résistance a l'insuline. Dans ce cas, une déficience en insuline et, finalement, le diabete type 2
(DT2) se développent (Chatterjee et al., 2017; He et al., 2018; Khalkhal, 2012) (Figure 1). Les
patients atteints de DT2 peuvent ne pas avoir besoin de traitement a l'insuline pour survivre, au

moins au début, et souvent tout au long de leur vie (American Diabetes Association, 2017).

1.2.1. Epidémiologie du diabéte type 2

Au cours des trois derniéres décennies, la prévalence du diabéte a plus que doublé;
suggérant que les changements dans l'environnement et le style de vie sont les principaux
contributeurs (Rewers et Ludvigsson, 2016; Deepa et al., 2017). Selon la Fédération International
du Diabéte (FID), cette pandémie figure parmi les 10 premiéres causes de décés au monde, dont le
taux de mortalité est plus élevé chez les diabétiques de type 2 par rapport au type 1 (Reynolds et
al., 2018). En 2017, 1 adulte sur 2 (20-79 ans) n’est pas diagnostiqué, et 1 sur 11 vivait avec le
diabéte dans le monde (425 millions); soit 8,8 % de la population adulte, comparé a 108 millions en
1980. Si cette tendance se poursuit, 629 millions de personnes environ, seront atteintes d'ici 2045
(Cho et al., 2018; FID, 2017). Le DT2 est la forme la plus répandue, touchant environ 90% des
diabétiques, vivant principalement dans des pays a revenu faible ou intermédiaire. Ce type touche
généralement des adultes plus agés, mais est de plus en plus souvent observé chez des enfants, des

adolescents et des adultes plus jeunes (Chatterjee et al., 2017; Henson et al., 2018)

En Algérie, et selon différent études épidémiologiques, 8 a 12 % de la population est
atteinte de diabete; il représente la quatrieme cause de décés (Chami et al., 2015). Une étude
réalisée au niveau de la ville d’Oran, rapporte que la prévalence du diabéte de type 2 qui était de
7,1% en 1998, est passée a 10,5% entre 2007-2009 (Keddad, 2017). Une autre étude dans la région
de Sétif en 2001, annonce une prévalence de 8.2% (IC : 95% : 6.8% a 9.6 %) (Malek et al., 2001).
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1.2.2. Signes cliniques et diagnostic

Le diabéte type 2 présente des symptomes classiques, notamment une soif excessive
(polydipsie), des urines abondantes et fréquentes (polyurie), faim excessive (polyphagie) et perte de
poids inexpliquée, fatigue extréme (voir physiopathologie), des fourmillements des mains et pieds,
cicatrisation lente et Vision trouble (FID, 2017). Ces symptémes apparaissent habituellement plus
lentement, par conséquent, la maladie peut rester non diagnostiquée pendant plusieurs années,

jusqu’a ce que des complications existantes soient constatées (Pratley, 2013).

Le diagnostic clinique de diabéte chez les personnes présentant des symptémes classiques
ou des signes de sa complications repose sur I'un des quatre critéres résumés dans le tableau I
(Chaudhury et al., 2017; Punthakee et al., 2018; Vijan, 2015). Sachant que, La recommandation
actuelle consiste a mesurer les taux d'hémoglobine Alc (HbAlc) pour le diagnostic du DT2
(Chaudhury et al., 2017).

Diagnostic Glycémie a jeune mmol/l Glycémie a la 2éme HbA cl (3) Glycémie a un moment
(1) heure d’une HGPO (2) quelcongue de la journée
)

Pré-diabéte >56et<70 =7 8Bet<11.1 =5T7et <6 N est pas applicable

ieabass >7.0 (126 mg/dl) > 11.1 (200 mg/dl) >6.5 (4.8 mg/dl) >11.1 (200 mg/dl) avec
symptomes classiques

Tableau 1| critéres diagnostiques pour le diabéte et pré-diabéte (original). 1. absence d’apport
calorique depuis au moins 8 heures; 2. Hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) selon les
recommandations de I’OMS en utilisant une charge orale en glucose anhydre égale a 75g dissout dans de 1’eau; 3.
L’hémoglobine glyquée permet d’obtenir une estimation de la glycémie moyenne au cours des trois derniers mois
de suivi d’un patient. L’ADA le recommande pour le diagnostic du DT2 en raison de sa facilité d'utilisation (car
aucun je(ine n'est requis) et de sa fiabilité; 4. N’importe quel moment de la journée, sans tenir compte de
I'intervalle depuis le dernier repas.

Dans le cas asymptomatique, si un résultat est positif, le méme test soit répété un autre jour
pour la confirmation; chez ceux qui présentent de forts facteurs de risque tels que 1’obésité (IMC >
25 kg/ m2) devraient étre testés. Chez les personnes sans facteurs de risque, I'ADA recommande le
dépistage du prédiabete dés I'age de 45 ans (ADA, 2012; Chaudhury et al., 2017).

1.2.3. Etiologie et facteurs de risque du diabete type 2

Le diabéte de type 2 est multifactorielles, résulte d'une interaction complexe entre facteurs
génétiques, épigénétiques et environnementaux (Prasad et al., 2015) (Fig. 1). Ces facteurs peuvent
étre classés comme modifiables et non modifiables, parmi eux, nous avons ceux présentes dans le

tableau I (annexe).

Des études épidémiologiques ont montré que l'obésité est le facteur de risque le plus
important, qui peut influencer le développement de la résistance a l'insuline (Belkina et Denis,
2010), dont I’augmentation de son incidence est en corrélation avec la prévalence du DT2 (Zheng

5



Chapitre 1:Rappeles bibliographiques

et al., 2017). Cependant, toutes les personnes obeses ne développent pas le diabéte et les
antécédents familiaux positifs sont considérés comme un facteur de risque puissant (Prasad et
Groop, 2015; Tekola-Ayele et al., 2013). Les études sur les jumeaux ont montré une concordance
de 70% dans 1’apparition du DT2 chez les jumeaux monozygotes et de 20-30% chez les jumeaux

dizygotes (Prasad et Groop, 2015).
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Figure 1| Facteurs de risque et mécanismes d’apparition de diabéte type 2. (Original)

Au cours de la derniere décennie, les vagues successives d’étude d'association
pangénomique (GWAS) de DT2, ont identifié plus de 80 varients d'association (Fuchsberger et al.,
2016). La plupart des loci ont des effets sur le fonctionnement des cellules B (Zheng et al., 2017) et

certains sont associés a I'obésité et a la résistance a l'insuline.

Sur le plan des facteurs alimentaires, les études ont montré qu'une alimentation pauvre en
fibres avec un index glycémique éleveé, une teneur élevée en graisses saturées, une consommation
¢levée de boissons sucrées et I’inactivité physique sont positivement associée a un risque plus élevé

de DT2 (Kahnetal., 2014; Wu et al., 2014; Zheng et al., 2017).

D'autres facteurs ont été étudiés, comme le microbiote intestinal, la pollution de I'air, les
médicaments, la carence en vitamine D (Wu et al., 2014; Zheng et al., 2017) et I’interférence des

heures de travail avec le temps de sommeil (Vetter et al., 2015).

1.2.4. Physiologie normal et physiopathologie du diabete type 2
1.2.4.1. Bref apercu de la glucorégulation normale

Le maintien a long terme des taux de glucose sanguin dans les normes, appelée homéostasie

du glucose ; est une fonction physiologique clé (Henriksen et al., 2011). Ceci est accompli par un
6
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réseau trés sophistiqué ou le pancréas représente I’acteur clé, en sécrétant I'hormone
hypoglycémiante insuline et son glucagon adversaire (Goke, 2008), par une collections de cellules
appelées ilots de Langerhans (1 a 2 millions d’ilots), composé de cellules-o synthétisent le
glucagon, les cellules-p (60-70% des Tlots de Langerhans) produisent de I'insuline, les cellules-6 et
F des Tlots (Thomas et al., 2012) (Figure 2).

Tlotde
Langerhans

Cellules de
I"llot de
Langerhans

Figure 2| Cellules des Tlots de Langerhans provenant du pancréas. (Original)

Pendant le sommeil ou entre les repas, lorsque les taux de glucose sanguin sont bas, le
glucagon est libéré des cellules a pour favoriser la glycogénolyse hépatique et, la gluconéogenése
hépatique et rénale pendant un jeline prolongé. En revanche, la sécrétion d'insuline par les cellules B
est stimulée par des taux élevés de glucose exogene, comme ceux qui surviennent aprés un repas
(Roder et al., 2016) (Figure 1 annexe).

Pratiquement toutes les cellules de mammiferes possédent des récepteurs de I’insuline (RI)
(Haeusler et al.,, 2017). le récepteur, est une glycoprotéine composée d’un dimére des
hétérodimeres ((a B)2), la sous-unité a qui lie I'insuline est extracellulaire, tandis que la sous-unité
est transmembranaire avec un domaine intracellulaire tyrosine kinase (Scapin et al., 2018). Les
principaux tissus ciblés par I’insuline sont: le muscle, ou I'insuline favorise I'absorption du glucose
(glycogénogenese) et la synthése des protéines; le tissu adipeux, ou I'insuline favorise I'absorption
du glucose et des acides gras (lipogenese) et inhibe la lipolyse; le foie, ou l'insuline favorise
l'utilisation du glucose (glycogenogenése), supprime la production de glucose et favorise la
synthese des triglycérides (Haeusler et al., 2017; Rdder et al., 2016) (Figure 3). L'entrée du
glucose dans les cellules se fait par le processus de diffusion facilitée a lI'aide des transporteurs de
glucose, GLUT 1 a GLUT 7 (Thomas et al., 2012).

L'activation des récepteurs de I'insuline par son ligand initie une cascade d'événements de
phosphorylation (Boucher et al., 2014) (Figure 3); tout d’abord, une modification
conformationnelle et une autophosphorylation des récepteurs au niveau des résidus tyrosine,

conduisant au recrutement et a la phosphorylation des substrats de récepteurs tels que les protéines
7
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IRS et Shc. Shc active la voie Ras-MAPK qui contrdle la prolifération cellulaire et la transcription
génique (pas montré dans la figure 3), alors que les protéines IRS activent principalement la voie
PI3K-Akt en recrutant et en activant PI3K, conduisant a la génération du second messager PIP3
membranaire qui recrute et active PDK-1, cette derniere phosphoryle et active Akt. L'AKT activée
continue a phosphoryler un certain nombre de substrats au niveau des résidus sérine/thréonine
kinase qui intervient dans la plupart des effets métaboliques de l'insuline (Boucher et al., 2014;
Haeusler et al., 2017; Sah et al., 2016) (Figure 3).

a o &—Insulin b rLiver j Macrophage h
Insulin 1 Glucese production T Scavenger receptor A
|'e;e tor T Glucose utilization LER stress

"CEP . Plasma membrane T Fatty acid synthesis || Apoptosis )
— T Protein synthesis p N

l r—'_‘ \_T Glycogen synthesis ][ Endothelial

TNO synthesis
r Y
_’ Fat 1 Cell adhesion

‘l’ T Glucose uptake \l Inflammation )
@ TTG synthesis - il
_[ l L Lipolysis [Beell )

(FOXO) (TSCZ) (GSK3EXTBCIDD TCell mass

et et Satii et (Muscle ) L Apoptosis

1% T Glucose uptake 1 Dedifferentiation
DT Protein synthesis
(mTORCD Y
- .r _— — -}\ ) X L Muscle mass )
CSREBP1cO (56K) | Glucose uptake | (Brain
[ Glucose production ) 0 T Activity
| versus utilization | Glycogen SYIWIhGSISJ L Food intake
p . . Hepatic glucose production
Lipid synthesis | \_ Protein synthesis | | Lipoprotein production

Figure 3| Activation de la signalisation de I'insuline. a. Activation du récepteur de I'insuline par son
ligand; b. Effets de la signalisation de I'insuline dans divers tissus et types de cellules (Haeusler et al., 2017)

1.2.4.2. physiopathologie du diabéte type 2

La résistance a l'insuline est définie par la diminution de I’action de I’insuline au niveau des
tissus cibles, compris le foie, le muscle, le tissu adipeux, qui se traduise par des défauts de captation
du glucose au sein de ces tissus et un moindre frein de la production de glucose par le foie en
réponse a I’insuline, avec une diminution progressive de la fonction des cellules-p pancréatiques,
liée a la réduction de leur masse (Olokoba et al., 2012; Pratley, 2013), ce qui éventuellement méne

a I'nyperglycémie, la caractéristique de DT2 (Cornell, 2015).

La persistance de I'nyperglycémie conduire a la réabsorption incompléte du glucose dans le
rein, qui sera alors secrété dans l'urine, c’est la glycosurie. Cela augmente la pression osmotique de
I'urine, donc le glucose conduira l'eau avec lui, entrainant une recrudescence de la production
d'urine appelée polyurie. Cette derniere se manifeste le plus souvent la nuit, en créant des cycles de
sommeil perturbés, ce qui rend les personnes atteintes fatigué pendant la journée. La perte d'eau et
d'électrolytes conduit a une diminution du volume sanguin, qui est compensé par I'eau des cellules
du corps, entrainant une déshydratation également une augmentation de la soif appelée polydipsie.

La perte de poids est expliqué par la gluconéogenése musculaire qui est due a I'incapacité du corps

8
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du produire I'énergie. Quand le glucose ne peut pas pénétrer dans les cellules du centre de satiété,
créant ainsi un sentiment de vouloir manger appelé polyphagie (Adinortey, 2017).

Glucotoxicité, la lipotoxicité, Le stress oxydatif, le stress du réticulum endoplasmique (stress
ER), les depdts amyloides dans les flots, et les altérations du microbiote intestinal ont été les
principaux mécanismes d'explication de la résistance insulinique et du dysfonctionnement des flots.
Fait intéressant, tous ces mécanismes sont associés a la réponse inflammatoire (Donath et
Shoelson, 2011; Donath, 2014).

1.2.4.2.1. Le Diabéte type 2 : une maladie auto-inflammatoire ?

Des taux sanguin élevés des protéines de la phase aigie, cytokines pro-inflammatoires et
chimiokines ont été misent en évidence chez des patients atteints du DT2 (Pickup et al., 1997). En
outre, des niveaux élevés d'interleukine-1p (IL-1PB), IL-6, CRP et IL-1RA dans l'obésité et le
prédiabete ont été observé (Herder et al., 2009; Pradhan et al., 2001). La présence de ces

cytokines traduit 1’activation du systéme immunitaire chez ces patients.

Le tissu adipeux, le foie, les muscles et le pancréas sont des sites d'inflammation en
présence d'obésité et de DT2 (Esser et al., 2014), et les niveaux excessifs de nutriments, y compris
le glucose et les acides gras libres (AGL) stressent ces tissus, conduisant a la production local et a la
libération de cytokines et chimiokines (Donath et Shoelson, 2011). Ces cellules et molécules de
systtme immunitaire favorisent la résistance a 1’insuline en interférant avec la signalisation de
I’insuline par 1’activation des voies du facteur nucléaire-kappa B (NF-kB) et JUN N-terminal kinase
(JNK), dont le foie et le tissu adipeux (DeFronzo et al., 2015; Esser et al., 2014).

L'exposition prolongée des cellules f a des concentrations élevées de glucose et d’AGL
augmente l'activité métabolique de ces cellules, conduisant a une formation élevée d’especes
réactives de ’'oxygeéne (ROS), qui favorise I’activation de l'inflammasome NLRP3 et de la caspase
1, permettant ainsi la production de I’IL-1p (Figure 4) (Maedler et al., 2002). L’inflammasome
peut aussi €tre activé par un stress de RE qui est dii & I’augmentation de la demande et de la
production d’insuline. En outre, les AGL activent le récepteur Toll-like 2 et 4 (TLR2/4), ce qui
conduit a I'expression des molécules pro-inflammatoires via NF-xB et I'activation de I'IL-1pB; ce
dernier peut étre amplifiés par un cycle d’autostimulation, ceci est probablement une conséquence
de I'expression abondante de I'IlL-1R1 par les cellules B (Figure 4) (Donath et Shoelson, 2011;
Donath, 2014).
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Figure 4| L'inflammation des flots dans le diabéte de type 2. (Donath, 2014)

L’activation de I’IL-1B induit la production d’une large gamme de cytokines et chimiokines
telles que IL-6, IL-8, TNF, CCL2, CCL3 et CXCL8 qui conduisent au recrutement des
macrophages et autres cellules immunitaires (Butcher et al., 2014; Ehses et al., 2007). Les
macrophages recrutés peuvent ensuite étre activés par le polypeptide amyloide des lots humains,
pour favoriser la synthése de I'lL-1p (Figure 4) (Donath, 2014). Cette inflammation locale peut
réduire la sécrétion d'insuline et déclencher 1'apoptose des cellules f conduisant & une diminution de

la masse des Tlots, tous des événements critiques dans la progression du DT2 (Esser et al., 2014).

L'inflammation a également été détectée dans les tissus adipeux. Le stockage de nutriments
excessifs et I'accumulation de lipides intracellulaires est traduit par une hypertrophie, qui provogue
une réponse pro-inflammatoire et une résistance a l'insuline par I'hypoxie et le stress du RE,
entrainant finalement I'apoptose. En outre, comme dans les flots et les tissus sensibles a I'insuline,
les AGL peuvent activer le TLR2/4 conduisant ainsi a la libération médiée par NF-kB de cytokines
et de chimiokines qui favorisent alors I'accumulation de diverses cellules immunitaires, dont les

macrophages, les mastocytes et les cellules T (Donath et Shoelson, 2011; Donath, 2014).

Le recrutement des macrophages du tissu adipeux (MTA) est corrélé avec le degré d'obésité
et est lié a I'inflammation systémique, a la résistance a I'insuline et au syndrome métabolique (Esser
et al., 2014), ou ils subit un switch de phénotype M2 anti-inflammatoires a un phénotype M1 pro-
inflammatoires, ces derniers contribuent au développement de la résistance a l'insuline (Figure 5)
(Donath et Shoelson, 2011).Un nombre accru des cellules T CD8 effectrices, été mise en évidence,
qui recrute et active les MTA et promouvoir les cascades pro-inflammatoires (Osborn, et Olefsky,
2012). L'obésite induit egalement un déséquilibre entre les sous-ensembles pro-inflammatoires Th 1
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et Th 17 et anti-inflammatoires Th 2 et Trég, (Figure 5) (Esser et al., 2014). En outre, Le réle des
cellules NKT dans le DT2 et I’insulino-résitance reste tres controversé (Tard, 2015).
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Figure 5| Les cellules immunitaires médient I'inflammation dans le tissu adipeux.
(Osborn et al., 2012)

D'autres types de cellules peuvent également participer au processus inflammatoire. Les

o

cellules endothéliales du tissu adipeux qui augmenter I'expression des protéines d'adhésion en
réponse a l'augmentation de l'adiposité, par exemple, ICAM-1 et VCAM-1 se lient aux intégrines
des monocytes pour les recruter dans les tissus (Figure 5) (Shoelson et al., 2006). Des altérations
similaires ont été observées dans d'autres tissus sensibles a I'insuline, en particulier le foie (Donath,
2014).

1.3. les complications du diabéte type 2

Diabéte type 2, s’il demeure non diagnostiqué pendant une période prolongée, des
complications liées a I’hyperglycémie chronique peuvent se développer (FID, 2017). Au niveau des
vaisseaux sanguins, I’hyperglycémie chronique conduit a un stress oxydatif puis a un
dysfonctionnement de 1’endothélium, qui se caractérise par une vasoconstriction, thrombose,
inflammation et Iésions (Giacchetti et al., 2005). Sur I’organisme, ces défauts vont conduire a des
complications chroniques microvasculaires en raison de dommages aux petits vaisseaux sanguins
(compris la rétinopathie, néphropathie, neuropathie); et macrovasculaires en raison de dommages
causés aux gros vaisseaux sanguins (athérosclérose et maladies cardiovasculaires). Leur présence

contribue a la mortalité et a la perte de qualité de vie (Chawla et al., 2016; Yamazaki et al., 2018).

L’obésité, I’insulino-résistance et I’hyperglycémie chronique, toutes situations rencontrées
dans le DT2, entraine des agressions métaboliques, et en particulier I’accumulation massive dans le

foie d’acides gras libres connus pour étre hépato-toxiques. Aujourd’hui le DT2 est un cause
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d’atteinte hépatique grave tell la stéatose hépatique non alcoolique, dont sa prévalence augmente
parallélement a celle du DT2 (Esser et al., 2014 ; Hu et al., 2017).

1.3.1. Le foie, une autre victime du diabete de type 2

1.3.1.1. Organisation, structure et fonctions du foie
1.3.1.1.1. Anatomie du foie

Le foie est un organe volumineux, pesant environ 1,0-1,5 kg chez les adultes humains.
Présente une forme générale d’un prisme, avec sa base vers la droite et son sommet vers la gauche.
Il est de couleur brune rosée, de consistance molle, trés vasculaire (Gray et Lewis, 2000). Il se situe
sous le diaphragme, dans la partie supérieure droite de la cavité abdominale et est presque
entierement protégé par la cage thoracique, avec des ligaments aident a lui maintenir en place.
Classiquement, le foie est divisé en deux grands lobes, droit et gauche, séparés par un ligament
falciforme et deux petits lobes centraux, carré et caudés. La vesicule biliaire est attachée au foie a la
limite du lobe carré et du lobe hépatique droit (Figure 6. A). Il est entouré d'une capsule lisse de
tissu conjonctif appelée capsule de Glisson (Cotoi et Quaglia, 2016; Sparks, 2017). En 1957,
Claude a proposé une subdivision du foie en huit segments, basée sur la distribution intrahépatique
des veines porte et hépatique, dont les segments V, VI, VII et VIII forment le lobe droit, II, Il et IV
le lobe gauche, tandis que le segment | forme le lobe dorsal Ces divisions anatomiques sont

importantes pour les interventions chirurgicales (Couinaud,1957).

lobe droit lobe gauche @ systeme portail
3 @D artéeres hépatiques

.\'eines hépatiques
. Systéeme biliair

ligament falciforme

vésicule biliaire

Figure 6| anatomie du foie humain. A : anatomie commune du foie ; B : vascularisation du foie.
(Jodi crossingham, 2008)

Le foie est fortement vascularise (Figure 6. B). Il recoit un flux sanguin d'environ 1,5-2,0
I/m pour un adulte. Ce flux sanguin provient de deux vaisseaux majeurs: l'artére hépatique, qui

fournit au foie un sang riche en oxygéne provenant du cceur et la veine porte, qui draine le sang
12
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provenant de 1’cesophage, de I’estomac et des intestins, il s’agit d’un sang pauvre en oxygéne mais
riche en nutriments (Oriana et Denis, 2015). Ces deux vaisseaux, entrent dans le foie au niveau du
hile, et se divisent en plusieurs branches pour alimenter les différentes parties (Sparks, 2017).
Aprés avoir irrigué I’ensemble des cellules du foie, le sang artériel et portal se mélange finalement
dans les sinusoides hépatiques avant de se drainer dans la circulation systémique via le systeme
veineux sus-hépatique qui se jette dans la veine cave inférieure (Abdel-Misih et Bloomston, 2010).

1.3.1.1.2. Histologie

L'unité structurale classique du foie est le lobule de Kiernan hépatique, qui posséde une
forme grossierement hexagonale (Kiernan, 1833) et est centré par une veinule hépatique terminale
(veine centrolobulaire VCL) dont la périphérie est délimitée par des espaces portes (EP), chacun est
formé par une triade portale. Celle-ci est composée de I'artére hépatique, d’une voie biliaire et de la
veine porte (Figure 7). Dans certaines especes (mais pas humain), comme le porc le lobule est
délimité par de fins septa de tissu conjonctif mettant bien en évidence une unité structurale. Le
parenchyme hépatique est composé principalement d'hépatocytes, qui s’organisent sous forme des
travées (cordes) hépatocytaires, séparées par des capillaires sinusoidaux qui s’organisent sous forme
de réseaux anastomosées, ou le sang circule lentement vers la VCL. Celles-ci se rejoignent pour
former la veine sus-hépatique qui se jette dans la veine cave inférieure. Plus récemment, 1’acinus

hépatique est considérer comme l'unité fonctionnelle du foie (Sparks, 2017; Young et al.; 2017).

Portal triad components:
Pre-terminal

portal vein (branch) -\ tic artery (branch)

Portal tract \\\

XX _
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¢

\/O

Central vein : \\

Hepatic sinusoids 4:? ________________ l\\
& &

Location of
terminal portal veins
{branches)

Figure 7| Ingénierie des tissus hépatiques. (Sparks, 2017)

Le foie est composé de plusieurs types cellulaires, chacune ayant un rdle bien particulier,
compris : les hépatocytes, responsables de nombreuses fonctions métaboliques et synthétiques du
foie (Blouin et al., 1977). Sont de grandes cellules épithéliales avec un noyau arrondi et central,

dont la taille est variable en fonction de 1’état de la cellule et un cytoplasme trés abondant et
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granulaire, sa richesse en organites cytoplasmiques témoigne d’une grande activité métabolique

(Young et al.; 2017).

Les cellules bordant les sinusoides. Ces cellules appartiennent & au moins trois types cellulaires
celle qui tapissent les parois des sinusoides hépatiques, sont des cellules endothéliales plates, se
distinguent facilement des hépatocytes par leurs noyaux aplatis, condensés, et leur cytoplasme de
taille réduite, peu coloré. Parmi ces cellules, se trouvent de grosses cellules renflées, phagocytaires,
avec des noyaux ovalaires, les cellules de Kupffer, appartiennent au systeme de défense monocyte-
macrophage. Le troisiéme type cellulaires correspond a des cellules difficilement identifiables au
microscope optique, appelées cellules étoilées (cellules de ito, Stellate). Elles possédent deux
fonctions, le stockage de la vitamine A et la production de la matrice extracellulaire et de collagéne,
qui en cas de lésion hépatique, produisent de trés importantes quantités de collagéne responsable de
la fibrose, caractéristique de la cirrhose hépatique (Grisham, 2009; Young et al.; 2017). On trouve

aussi les lymphocytes et les cellules dendritiques (Fig.2 annx) (Racanelli et Rehermann, 2006).
1.3.1.2. Fonctions hépatique

Les nutriments sont absorbés au niveau de l'intestin gréle et, apres passage par la veine
porte, vont se heurter a une premiere barriére, le foie. Il va les stocker, éventuellement les
transformer, avant de les redistribuer dans la circulation générale. Son activité métabolique est

étroitement contrdlée par I'insuline et d'autres hormones métaboliques (Rui, 2014).

Métabolisme glucidique : A I'état de jeun, le foie sécréte du glucose a la fois par dégradation du
glycogéne (glycogénolyse) et par synthése de novo (gluconéogenese) a partir de précurseurs non
glucidiques tels que le lactate, les acides aminés et le glycérol. A 1’état nourri, le foie peut stocker le
glucose sous forme de glycogene par ’activation de la voie de la glycogéneése et / ou le converti en

acides gras ou en acides aminés (Postic et al., 2004; Rui, 2014 ; Rines et al., 2016).

Métabolisme protéique : Le foie synthétise également des protéines plasmatiques essentielles pour
I’organisme comme 1’albumine et des facteurs de coagulations, la synthese des acides aminés (AA)
non essentiels et la détoxification des déchets métaboliques (désamination des AA et production
d’urée) (Young et al.; 2017).

Métabolisme lipidique : Le foie est I'organe principal qui convertit les glucides en acides gras grace
a la lipogenése de novo. Les hépatocytes obtiennent également des acides gras de la circulation
sanguine, qui sont estérifies soit pour étre stockes dans des gouttelettes lipidiques dans les

hépatocytes, soit sécrétés dans la circulation sous forme de particules de lipoprotéines de densité

14



Chapitre 1:Rappeles bibliographiques

trés faible (VLDL). Les acides gras sont également incorporés dans les phospholipides, qui sont un
composant essentiel des membranes cellulaires. Le jelne favorise également la lipolyse, ou les

acides gras sont oxydés principalement dans les mitochondries pour générer de 1'énergie via la

oxydation (Rui, 2014).

Phagocytose / immunité: Parce que le foie est constamment exposé aux antigénes de I'intestin ainsi
qu'aux faibles taux d'endotoxines bactériennes, de nombreux mécanismes suppriment une activation
«accidentelle» du systeme immunitaire. Les cellules de Kupffer des macrophages jouent un réle
majeur dans la phagocytose des antigenes, le maintien de la tolérance immunologique dans le foie et
dans la fourniture d'un micromilieu anti-inflammatoire pendant I'homéostasie (Ju et Tacke, 2016).
La phagocytose des cellules apoptotiques aussi jouant un rdle majeur dans I'noméostasie tissulaire

générale dans des conditions physiologiques et pathologiques (Dini et al., 2002).

D’autres fonction, compris la détoxification des médicaments et des toxiques, ainsi que la

synthése et sécrétion de la bile sont 1’une des principaux fonctions du foie (Young et al.; 2017).

1.3.1.3. Stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)

La stéatose hépatique non alcoolique est définie par une accumulation de vacuoles lipidiques
dans le cytoplasme d’au moins 5-10% d’hépatocytes, ceux-ci n’en contenant normalement que des
traces non observables en microscopie optique (Burt et al.; 1998). La stéatose, englobe un large
éventail de maladies hépatiques, elle est généralement considérée comme une lésion bénigne, qui se
progresse vers un stéato-hépatite (NASH) avec inflammation, et peut éventuellement évoluer vers
une cirrhose du foie et le carcinome hépatocellulaire (CHC) (Figure 3, A.B annexe) (Hu, 2017;
Ismail, 2011).

La stéatose peut ainsi se présenter sous deux formes : macrovacuolaire, la plus fréquente, ou
les gouttelettes de stéatose refoulent le noyau en périphérie de la cellule, et peuvent a I’extréme
provoquer une rupture des membranes cellulaires ; microvacuolaire, rare, ou le noyau reste central

et ou les vacuoles, trés petites, peuvent étre difficiles a voir (Gluchowski et al., 2017).

La NAFLD n'est pas causée par l'abus d'alcool, mais elle est considérée comme la
manifestation hépatique de I'insulino-résistance, 1’obésité, diabéte de type 2, dyslipidémie et
hypertension. Le stress oxydatif également joue un réle important dans le développement et la

progression de la maladie (Giorda et al., 2017; Petta et al., 2009).
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1.3.1.3.1.. Physiopathologie de la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD)

La pathogenese de la NAFLD reste basée sur I’hypothése «two hits» proposée en 1998
(Figure 8) (Day et James 1998) et récemment réactualisée comme une hypothése «multi-hits»
(Lewis et Mohanty 2010). Dans ce modele, I’insulino-résistance et un métabolisme dérégulé des
acides gras libres («first hit») induit une accumulation de lipides dans le foie (steatose) favorise la
lipotoxicité et rendre le foie plus sensible aux blessures potentielles. Des médiateurs
inflammatoires, des espéces réactives de 1’oxygeéne et une altération de I’apoptose constituent des
«second hits» caractérisés par la survenue d’une inflammation : la stéatohépatite (NASH) (Lewis et
Mohanty, 2010).

Les sujets avec NAFLD sont hautement résistants a I'insuline au niveau de muscles parce
qu'ils présentent une absorption réduite de glucose ; foie parce gu'ils présentent une altération de la
suppression de production de glucose endogene hépatique ; et le tissu adipeux, car ils présentent des
taux lipolytiques élevés et des AGL circulants accrus (Marra et al., 2008).

Plusieurs mécanismes peuvent entrainer une stéatose, notamment: une augmentation de
I'apport de graisses en raison d'un régime riche en graisses ou d'une libération accrue d'acides gras a
partir des adipocytes (lipolyse excessive); ou d'une augmentation de la lipogenése de novo dans le
foie, d'une altération de I'oxydation hépatique des acides gras et / ou d'une altération de la synthese
ou de la sécrétion des lipoprotéines de tres basse densité (VLDL) et une augmentation de la
lipogenése de novo (production des TG). Certaines cytokines inflammatoires, en particulier celles
dérivées de tissus adipeux extra-hépatiques, et la résistance a 1'insuline sont 1’'une des mécanismes
moléculaires responsables de I'accumulation de graisse dans le foie et notamment 1’apparition de la

NAFLD (Mezale et al., 2017).
.

Oxidative stress :‘ﬁiva::":. °"\
ER stress almmaro

{ pathways
Q
‘ 'y

/AGlucose

m Insulin
FFAs

Adipocytokines

Chemokine

&adl onectin

|| peroxidation
Lipotoxicity

N
Lipid I
accumulationf’

Excessive fat . @ ..“
’ 5
2 . .

intake/
Obesity

Figure 8| les mécanismes pathogénes pendant la progression vers la stéatohépatite NASH.
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1.3.1.3.2. Steatohepatite non alcoolique (NASH) et inflammation

La NASH, cause de cirrhose et de carcinome hépatocellulaire, se caractérise par une
infiltration graisseuse du foie (stéatose), une inflammation, une atteinte hépatocellulaire et une
fibrose (Mezale et al., 2017). La dérégulation métabolique, l'altération mitochondriale et le stress
oxydatif, I’insulino-résistance jouent un réle important dans la détermination des dommages
hépatocytaires et entrainent de profonds changements dans I'expression des génes, menant

finalement a I'apoptose et contribuant au processus inflammatoire (Mezale et al., 2017).

Les dommages aux hépatocytes conduisent a l'activation des voies de signalisation
intracellulaires, ce qui conduit & I'expression de plusieurs cytokines responsables du recrutement des
cellules inflammatoires (neutrophiles, cellules mononucléaires). Les lésions hépatiques affectent
également la biologie d'autres cellules hépatiques, telles que les cellules de Kupffer, qui deviennent
activées et contribuent a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (TNFa, IL-6). Enfin, les
cellules endothéliales sinusoidales sont importantes pour l'interaction avec les leucocytes circulants,
a travers I'expression de molécules d'adhésion. La plupart des cellules résidentes du foie sont ciblées
par des adipokines sécrétées par le tissu adipeux viscéral. Ces événements menent a un cercle
vicieux qui aggrave les dommages au foie, aggrave l'inflammation, maintient la stéatose, la

progression de la maladie et la résistance a I'insuline (Marra et al., 2008).

La mort des hépatocytes par apoptose ou nécroptose est augmentée dans la NASH par
rapport a la stéatose simple et conduit a la libération des fragments de cytokératine 18. La stéatose
hépatique dans ce contexte est associée a l'activation du NF«xB qui fonctionne comme un
interrupteur principal pro-inflammatoire au cours de l'inflammation. Il régule a la hausse la
transcription d'un large éventail de médiateurs inflammatoires, y compris TNFa, IL6, IL1B, CRP,
IL-8 et CXCL10 (Cotoi et Quaglia, 2016; Wong et al., 2018).

1.3.1.3.3. Fibrose

Les cellules activées de Kupffer sécretent non seulement des cytokines pro-inflammatoires
telles que TNFa et I’IL-6 pour stimuler les réponses inflammatoires, mais favorisent également
I'activation des cellules stellaires hépatiques, productrices de collagene conduisant a la formation de
tissu cicatriciel et a la fibrose subséquente (Hu et al., 2017). La fibrose survient en premier lieu
dans les régions ou la lésion est la plus grave sur plusieurs mois ou plusieurs années. Ce processus

implique le dép6t de la matrice extracellulaire dans le parenchyme (Cotoi et Quaglia, 2016).
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1.3.1.3.4. Cirrhose

La cirrhose, le stade terminal du processus fibrotique, est une maladie hépatique chronique
irréversible, caractérisée par la formation de septum et de nodules (Cotoi et Quaglia, 2016) qui
alterent peu a peu la fonction hépatique par I'obstruction de la circulation sanguine). et préviennent
le déroulement normal des fonctions de métabolisme et de régulation de l'organe. Les septa
contiennent des cellules inflammatoires, de nombreux canaux vasculaires et des structures
ductulaires (Brunt, 2010). Une fois que la cirrhose s'installe, un patient est a risque de développer

une hypertension portale et un carcinomme hépatocellulaire CHC (Wong et al., 2018).
I.4. Diabéte type 2 expérimental

En raison de l'interaction complexe entre les facteurs génétiques et environnementaux, les
mécanismes physiopathologiques et la complexité des altérations du systéme immunitaire mal
comprise chez les humains, le nombre des questions non encore résolus, le besoin urgent de
traitements et de schémas thérapeutiques plus efficaces (Skovsg, 2014) ainsi que les limites
éthiques dans la réalisation d'études in vivo chez I'nomme, de nombreux modéles animaux qui
miment la maladie humaine sur une échelle de temps plus courte ont été établis. Ces modéles
fournissent I'opportunité d'évaluer I'apparition, le développement et la progression de la maladie, de
contribuer & la compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents au DT2 et d’offrir des
nouvelles perspectives dans les études biomédicales et pour mieux évaluer les complications

associees au diabéte (Franconi et al., 2008).

Cependant, pour qu'un modele animal soit pertinent, les caractéristiques du modele
devraient refléter la physiopathologie et I'histoire naturelle du diabéte et il devrait développer des
complications du diabete avec une étiologie similaire a celle de la condition humaine (Cefalu,
2006). Sur cette base, les modeles animaux doivent étre soigneusement sélectionnés (Al-Awar et
al., 2016).

Un large éventail de modeles animaux de DT2 existe, ayant une causalité spontanée,
génetique, expérimentale ou nutritionnelle. Chacune a ses propres avantages et inconvenients (Sah,
2016 ; Srinivasan et Ramarao, 2007). Ces modeles animaux ont tendance a inclure des modeles
de résistance a I'insuline et / ou des modeéles d'insuffisance de cellules . D'autre part, plusieurs
modeles de DT2 sont obéses, reflétant la condition humaine ou I'obésité est étroitement liée au
développement du DT2 (Al-Awar et al.2016 ; King, 2012). La capacité d'un modele animal a
développer d'abord I'obésité, pour finalement développer le diabéte, est I'un des plus importants

critéres de sélection d'un modele (Chatzigeorgiou et al., 2009).
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Cette ¢étude a pour objectifs de mettre en évidence ’effet du régime hypercalorique sur
I’induction du diabéte type 2 chez un modele murin, Psammomys obesus, de faire la corrélation
cause a effet entre 1’évolution du diabéte type 2 et I’apparition des altérations cellulaires et
moléculaires hépatiques ; de Vérifier leur susceptibilité vis-a-vis la stéatose hépatiqgue non
alcoolique et de son évolution a la stéatohépatite non alcoolique et fibrose. Notre étude était réalisée
au niveau de laboratoire de biochimie et modalisation moléculaire & I’Université des Sciences et de
la Technologie Houari Boumediene (USTHB), et au laboratoire d’ Anatomie Pathologique du centre
hospitalo-universitaire Djilali Bounaama, Douéra ou nous avons effectué la partie histologique et

immunohistochimique qui a durer deux mois.
11.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Les rats : Psammomys obesus et son biotope

Notre étude a porté sur des rats des sables Psammomys Obesus (Figure 9). Psammomys est
un rongeur herbivore, diurne de la famille des Muridaes, sous famille des gerbillidaes. 1l a été décrit
pour la premiére fois par CRETZSCHMAN en 1828 (Psammomys obesus cretzschman).

Dans son milieu naturel, les régions semi-désertiques du nord de 1’ Afrique, cette gerbille se
nourrit des halophiles de la famille des chénopodiacées pauvres en calories (0,4 Kcal/g pour Salsola

foetida par exemple) et riches en sels minéraux (chlorure de sodium notamment).

Classification phylogénique des Psammomys Obesus : Régne: Animalia

Sous-famille: Gerhillinae

Genre: Psammomys

Espéce : Psammomys obesus
Embranchement: Chordata
Classe: Mammalia
Sous-classe: Theria

Infra-classe: Eutheria

Ordre: Rodentia

Figure 9] Psammomys obesus au laboratoire (originale). Sous-ordre: Myomorpha

Famille: Muridae
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11.1.1.1.1. Ecophysiologie de ’animal

Le Psammomys est le seul Gerbillidé diurne qui vit seul ou en petits groupes. Il pése a 1’état
adulte, entre 80 et 200gr ; avec une petite taille (130-160mm), un pelage fauve, de petites oreilles
(10-12 mm), une queue aussi longue que le reste du corps (115-140mm). Il atteint une longévité de
trois ans.

Psammomys est un rongeur actif, intelligent, calme et familier et tres organisé, il vit seul ou
en petits groupes, dans des terriers trés profonds qu’il creuse (jusqu’a un meétre), ces terriers le
protégent de la température extérieure ou 1’humidité est importante (50 a 80%) et communique a
I’intérieur par des galeries a plusieurs étages et avec plusieurs sorties (moyen de fuite aux
prédateurs). Ses terriers se trouvent sous les masses de buissons de plantes halophiles dont il se
nourrit en découpant leurs tiges en petits rameaux qu’il emmagasine dans son terrier, la température

de ses terriers varie entre 20 et 22°c sur toute 1’année.

Les males et les femelles vivent séparément sauf en périodes de reproduction (Octobre-
Mai), ou les conditions climatiques deviennent favorables. La gestation dure 25 jours, le
développement post-natal est rapide bien que 1’allaitement continu jusqu’a la 4eme semaine. Le rat

des sables diminue des déperditions hydriques en produisant une urine tres concentrée.

Le métabolisme du Psammomys obesus est bien adapté a une alimentation hypocalorique.
Cela, lui permet une accumulation constante de graisses dans le tissu adipeux pour couvrir ses
besoins en période de pénurie. Ce métabolisme, connu sous le nom «Métabolisme économe » est
activé lorsque I'apport en nutriments est élevé. Ces animaux vivent dans des conditions climatiques
drastiques, avec des aliments restreints, c'est pourquoi ils ont développé une stratégie alimentaire et
des mécanismes d'adaptation comportementaux et physiologiques, leur permettant de vivre
normalement dans un tel biotope et de ne développer aucune maladie métabolique (El-aoufi et al.,
2007; Zoltowska et al., 2004).

On peut également noter que cet animal, est un héte intermédiaire du parasite Leishmania

tropica qui est transmis a I'nomme par le phlébotome Phlebotomos sp. (Kalman et al., 2012).

11.1.1.2. Prélévements

% Des prélévements sanguins.

% Des prélévements d’organes : notre organe d’intérét est le foie des psammomys obesus.
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11.1.1.3. les anticorps

Dans la présente étude nous avons utilisé différents anticorps, dans le but d’évaluer le statu
immunitaire, et la nature de I’infiltrat inflammatoire et le statu apoptotique des cellules de notre

tissu d’intérét (le foic). Cela est réalisé par le biais des anticorps primaires suivants:

% Anticorps monoclonal anti-CD3, dirigé contre 1’antigéne membranaire CD3, représente le
marqueur de lignage des lymphocytes T le plus spécifique et le plus sensible, y compris NK
et NKT

% Anticorps monoclonal anti-CD163, pour la détection des macrophages de tissu hépatique
(les cellules du Kupffer) qui exprime I’antigéne CD163 a la surface. I'expression régulée a la
hausse de ce récepteur est I'un des changements majeurs dans le passage des macrophages
de phénotype M2 a d'autres phénotypes activés M1 dans l'inflammation.

L)

» Anticorps monoclonal anti-BCL2, pour la détection des cellules contenant 1’antigéne BCL2,
qui est une protéine membranaire mitochondriale qui blogue la mort apoptotique (anti-

apoptotique).

11.1.2. Matériel non biologiques

La réalisation de notre étude nécessite 1’utilisation d’une variété d’appareillages et de

réactifs. L’ensemble du matériel est illustré dans le tableau |l de ’annexe.

11.2. Méthodes
11.2.1. Mise en ceuvre expérimentale (Figure 4. Annexe)

11.2.1.1. Capture des animaux

Notre étude a porté sur 25 psmmomys obesus dont le poids corporel varie entre 120 et 160g,

capturés dans la région de M’Sila-Biskra.

La chasse commence a 8h du matin jusqu’a midi. Les différentes étapes de la chasse sont
résumées dans la Figure 10.
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SN € S

Les rongeurs sont attrapeés a la sortie j| Psammomys obesus est récupéré dans

des terriers a lamain 3 des cages 4

Figure 10| Les différentes étapes de la chasse du Psammomys obesus (original, 2017)

La capture des animaux consiste a inonder les terriers a partir du trou le plus élevé a I’aide
d’un camion-citerne. Les animaux sont saisis a la main gantée a la sortie des autres orifices. Cette
méthode est tres rentable car nos rongeurs creusent leurs terriers sur des terrains argileux et les
galeries sont treés profondes. On récupere les Psammomys obesus dans des grandes cages ou les

plantes leurs sont données « ad libitum » jusqu’a leur arrivée a I’animalerie de ’'USTHB.
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11.2.1.2. Conditionnement de I’animal au laboratoire

Avant toute expérimentation, les animaux sont soumis a une période d’acclimatation aux
conditions de température et d’hygrométrie du laboratoire.
Deés leur arrivée a 1’animalerie, les animaux sont placés dans des cages individuelles en
plastique équipées d’ :
¢+ Une litiere en sciure renouvelée trois fois par semaine.
% Une petite cage en bois (18cmx18cmx11lcm) munie de deux ouvertures qui permettent a
I’animal d’entrer et de sortir et de recréer les conditions naturelles de son terrier.

%+ Des morceaux de bois pour aiguiser ses incisives dont la croissance est trop rapide.

Dans ’animalerie la température est réglée 24 a 26°c et le degré hygrométrique 60 a 80%.

11.2.1.3. Répartition des lots
Aprés 2 semaines qui caractérise la période d’adaptation ; les animaux ont été divises en 2 lots :

A. lot témoin : 1l comporte 10 Psammomys qui continuent a recevoir le régime naturel jusqu’au

moment du sacrifice. La prise journaliére de 1’animal est de 50g/j ce qui correspond a 20-22 cal/j.

B. Lot expérimental : Il est constitué de 15 Psammomys soumis au régime hypercalorique
sous forme de cookies pendant une période de 9 mois avec une prise journaliere de 10g ce qui
correspond a 32,5 cal/j ; Les animaux ont regu de I’eau salée NaCl a 0.9%,« ad libitum », nécessaire
pour ajuster sa balance hydrique en particulier pour la réabsorption rénale de lI'eau métabolique

contre I'élimination du sodium.

11.2.1.4. Le régime alimentaire

Le régime naturel (RN) de Psammomys est constitué de plantes halophiles de la famille des

chénopodiacées de différentes especes :

-Traganum nudatum, salsola foetidia et ;

-suaedia mollis.

Les photographies de la figure 11 montrent les différentes plantes halophiles, de la famille

des chénopodiacées et I’aspect du biotope de ces plantes.
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< Suaedia mollis >
Qaganum nudatum >

Figure 11| Les différentes plantes halophiles, de la famille des chénopodiacées (original, 2017)

A leur arrivée au laboratoire, nous avons continué de nourrir les Psammomys de plantes
halophiles de leur milieu pendant une semaine, que nous avons remplacé progressivement par

d’autres plantes de la méme famille qui poussent en bordure de mer (Anse de Kouali a Tipaza).

Le régime naturel est caractérisé par une teneur en eau de 80,8% et en sels de 6,9%. La
valeur énergétique des plantes fraiches est estimée a 450 calories/kg, avec une prise journaliére de
50g/j ce qui correspond a 20-22 cal/j. Par contre, la valeur énergétique du régime hypercalorique
(RHC) de laboratoire est estimée a 325 cal/ 100g de tout aliment.

Le tableau Il donne la composition en nutriments du régime naturel (RN), hypocalorique et
de laboratoire standard, hypercalorique (RHC).

Composition Valeurs (%) (RN) Valeurs (%) (RHC)
Eau 80.79 9
Matiére minérale 6.86 7.1
Matiére grasse 0.40 7.5
Matiere proteique 3.53 25
Hydrate de carbone 8.42
Sucres totaux 0.18 47.4
Hémicellulose 2.62
Cellulose 2.23 4
Lignine 1.12
Indéterminé 2.27

Tableau 11| La composition alimentaire pour 100g de régime naturel et hypercalorique.
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11.2.1.5. Contro6le du poids corporel

Afin de contrdler I’évolution du poids corporel, les animaux sont pesés régulierement de

facon hebdomadaire.

11.2.1.6. Prélevement sanguin

Pour I’analyse des parametres biochimiques, des prélévements sanguins sont effectués
mensuellement sur 1’animal vigile par des ponctions au niveau du plexus rétro-orbital de I’ceil
(Figure 12), a I’aide d’une pipette pasteur préalablement héparinée. Le sang est prélevé sur des
tubes héparinés pour 1’évaluation des différents paramétres biochimiques (Glucose, Cholestérol,
Triglycérides et insuline). Apreés centrifugation, les sérums et plasmas sont récupérés et conservés a
-80°c. Afin d'éviter l'influence du nycthemére, les piqlres de sang ont été pratiquées

systématiquement a jeun entre 8h et 10h, chez les animaux ayant je(iné pendant 18h.

Figure 12| Prélévements sanguins au niveau du sinus rétro orbital de I’ceil du
Psammomys obesus. (Original, 2017)

11.2.1.7. Prélevement des organes

Aprés une durée de 9 mois et au terme de I’expérimentation, les animaux sont sacrifiés
chaque trois mois apres anesthésie par une injection intra péritonéale d’uréthane 25%, a raison de
0,4 ml/100g du poids corporel. Pour 1’étude de I’apparition des altérations cellulaires et
moléculaires hépatique dus a 1’évolution du diabéte, le foie de psammomys est prélevé et
rapidement rincé a ’eau physiologique, puis fixés dans le formol 10%, pour la réalisation des

coupes histologiques et la réalisation de 1’étude immunhistochimique.
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11.2.2. Techniques analytiques
11.2.2.1. Dosage du glucose

Principe du dosage : Le taux de glucose a été mesuré par la méthode enzymatique oxydase-
peroxydase (GOD-POD). Aprés oxydation enzymatique en présence de glucose oxydase, le
peroxyde d’hydrogéne formé réagit avec le phénol et le 4-aminoantipyrine pour former la
quinonéimine, indicateur de couleur rouge violette, est proportionnel a la quantité de glucose,
mesurable en spectrophotométrie a 500 nm. selon les réactions suivantes :

Glucose + Op+ H,0 Glucose oxydase acide gluconique + H,0,

v

Peroxydase

2H,0, + Phénol+ 4-aminoantipyrine » quinonéimine + 4H,0

Solution réactionnelle : Le réactif et I’étalon utilisé doivent étre conservés a 2-8°C. Les réactifs

préparés en solutions sont fournis préts a 1’emploi

Mode opératoire : Dans des tubes a hémolyse jetable, on applique le protocole de dosage indiqué

dans le tableau suivant :

Tubes Blanc Etalon Echantillon
Réactif
Etalon E— 10 pl -
Echantillon - - 10 pl
Réactif 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

Tableau I11]| Protocole de dosage des solutions réactionnelles, dosage de glucose

%+ Agitation et incubation des tubes pendant 5 minutes a 37°C au bain marie.
% La lecture est effectuée au spectrophotomeétre, a une longueur d’onde A = 500 nm :
- Réglage du zéro de I’appareil avec de I’eau distillée

- Lire I’absorbance (A) de 1’étalon puis de 1’échantillon

Méthodes de calcul : La concentration C de glucose dans le sérum est obtenue & partir de la
relation suivante :

A = absorbance
n = concentration de I’’étalon

C glucose = (A Echantillon / A Etalon) x n

n = 100mg/di
n=1g/l
n =5,56 mmol
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11.2.2.2. Dosage des triglycerides

Principe du dosage: Les triglycérides plasmatiques sont dosés par la méthode enzymatique a la
lipoprotéine lipase. Le glycérol libéré lors de 1’hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéine lipase
est dosé aprés phosphorylation par le glycérol kinase et oxydation par le glycérol 3 phospho-
oxydase. La quinonéimine, produit de la réaction de la 4-aminoantipyrie et le chlorophénol avec les

molécules de H,0O, est révélé a 500 nm, selon les réactions suivantes :

Lipase

Triglycérides + H,0O » Glycérol + Acides gras

Glycérol + ATP — CWYCerolkinase e 01.3-p + ADP

Glycérol-3-P + O, G-3-P-oxydase Dihydroxyacétone-P + H,0,

Péroxydase » Quinonéimine+4 H20

2H,0,+ 4-Aminoantipyrine+4-chlorophénol

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en triglycérides dans le sérum.

Solution réactionnelle : Le réactif et 1’étalon de triglycérides doivent étre conservés a 2-8°C.

Réactif (A) et étalon (S) sont préts a I’emploi.

Mode opératoire : Dans des tubes a hémolyse jetable, on applique le protocole de dosage indiqué

dans le tableau suivant :

Tubes Blanc Etalon Echantillon
Réactif
Etalon de triglycérides (S) — 10 pl S
Echantillon - - 10 pl
Réactif (A) 1,0 mi 1,0 ml 1,0 ml

Tableau V| Protocole de dosage des solutions réactionnelles, dosage des triglycérides.

++ Agitation et incubation des tubes pendant 5 minutes a 37°C au bain marie.
¢ La lecture est effectuée au spectrophotométre, a une longueur d’onde A = 500 nm :
- Réglage du zéro de I’appareil avec de I’eau distillée

- Lire I’absorbance (A) de I’étalon puis de 1’échantillon

Meéthodes de calcul : La concentration C dans le sérum est obtenue a partir de la relation suivante :

A= absorbance
C triglycérides = (A Echantillon / A Etalon) x n n= concentration de 1’étalon

n=2g/l
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11.2.2.3. Dosage du cholestérol

Principe du dosage: Le principe du dosage du cholestérol total (estérifié+ libre) est enzymatique.
Le cholestérol est libéré par le cholestérol estérase a partir des esters de cholestérol, puis oxydé par
le cholestérol oxydase en cholesténe-4one-3, paralléelement a la libération des molécules H,O,. Les
taux de quinonéimine produite par I’action de la peroxydase sont définis par la mesure de la densité
optique a 500 nm. Le cholestérol actuel dans I’échantillon lance un complexe coloré selon les

réactions suivantes :

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H,0 Cholestérol + acide gras

v

Cholestérol oxydase

Cholesterol + O, Cholesténe-4-one-3 + H,0,

v

Peroxydase
—

2H,0, + phénol + 4 aminophenaxone Quinonéimine + 4H,0

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration du cholestérol total dans le sérum.

Solution réactionnelle : Le réactif (R1 amortiseur + R2 enzyme) et 1’étalon doivent étre conservés
a 2-8°C, L’étalon est prét a I’emploi.

Réactif de travail : mélanger des volumes égaux de réactif R1 et R2 et bien agiter.

Mode opératoire : Dans des tubes a hémolyse jetable, on applique le protocole de dosage indiqué

dans le tableau suivant :

Tubes Blanc Etalon Echantillon
Réactif
Etalon E— 10 pl —
Echantillon - - 10 pl
Réactif de travail 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml

Tableau V| Protocole de dosage des solutions réactionnelles, dosage du cholestérol.

0,

% Agitation et incubation des tubes pendant 5 min & 37°C au bain marie

*

% La lecture est effectuée au spectrophotometre, a une longueur d’onde A = 500 nm :
- Réglage du zéro de I’appareil avec de 1’eau distillée

- Lire I’absorbance (A) de I’étalon puis de I’échantillon

Meéthodes de calcul : La concentration C du cholestérol dans le sérum est obtenue a partir de la
relation suivante :
n = concentration de 1’étalon

C cholestérol = (A Echantillon / A Etalon) x n n= goer]g/dl
n=29g

28



Chapitre 11: Matériel et Méthodes

11.2.2.4. Dosage de P’insuline

Le dosage repose sur la compétition entre I’insuline marquée a 1’iode 125 et 1’insuline
contenue dans les standards ou les échantillons a mesurer, vis-a-vis d’un nombre donné et limité de
sites d’anticorps anti insuline fixés sur la phase solide des tubes. A la fin de la période d’incubation,
I’excés de tracteur est aisément éliminé par une étape de lavage. La quantité d’insuline marquée liée
a ’anticorps est inversement proportionnelle a la quantité d’insuline non marquée présente dans

I’essai.
11.2.3. Etude statistique

Le test utilisé dans le cadre de notre travail est le test de Student. Pour chaque série
d’analyse, la moyenne et 1’écart type sont calculés. Les paramétres statistiques sont donnés par les

relations suivantes :

Moyenne =3 xi

N xi : est la valeur individuelle

N : effectif

La variance 6 : est la moyenne des carrés des écarts types entre les valeurs de 1’échantillon et la

moyenne arithmétique.

&62=Y (xi-m)?
N-1

Ecart type V2

Erreur standard ala moyenne

ESM = écart type
VN

T=_ml-m2 m : moyenne
52 V1/N1+1/N2

Pour une ddl de (N1+N2)-2 et a 5% d’erreur, la valeur de T pour la comparaison entre 2 moyennes

nous donne le degré de signification P lu sur la table de Student, la différence entre deux moyenne :

Peu significative si P<0,05 (*)

Significative si P<0,01 (**)

Trés significative si P<0,001 (***)

Tres hautement significative si P<0,0001 (****)

o O O ©O

Cette analyse statistique a été appliquee aux poids corporels et aux parametres biochimiques.
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11.2.4. La technique histologique
(Martoja, 1967 ; Gabe, 1968 ; Reive, 1984)

Aprés avoir prélevé I’organe (Foie), nous avons réalisé une étude histologique, qui a pour
but de visualiser in situ des tissus et de mettre en évidence la localisation, configuration et structure
de leurs organites et molécules, permettant de comprendre leur fonctionnement, afin de découvrir
éventuellement certaines anomalies. Cette technique comprend différents étapes (Figure 5. annexe),
principalement:

La fixation

La fixation est une étape primordiale, qui a pour but de maintenir les différentes structures
cellulaires et tissulaires dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant, leur durcissement et
de prévenir D’autolyse et la putréfaction des tissus. Elle doit se faire immédiatement aprés le
prélévement, par immersion du matériel dans du fixateur.

Dans notre étude, les organes prélevés apres sacrifice sont rapidement fixés dans le formol 10%,

pendant 6 heures.

La réception

Chaque prélevement doit étre identifié puis enregistré sous un numéro de référence qui

I’accompagne dans les différentes étapes de la technique.

La décalcification

Les préléevements calcifiés (contiennent des sels de calcium) ne peuvent étre coupés au
microtome a cause de leur rigidité, ils nécessitent donc une décalcification. La durée de cette étape
varie selon I’épaisseur de la piece (2 a 24 heures). A la suite de cette étape les prélévements sont

soigneusement rincés a 1’eau courante.

La circulation

Le but de cette technique est de durcir beaucoup plus le tissu, pour pouvoir confectionner
des coupes histologiques minces d’environ 2um. Elle consiste a faire séjourner les piéces dans une
série de liquides intermeédiaires, également pour préparer le tissu a I’inclusion en paraffine de nature

hydrophobe, le prélévement alors, doit d’abord subir une:

Déshydratation : Elle consiste a placer les cassettes contenant le prélévement dans un panier et leur
faire subir 6 bains d’alcool (éthanol) a concentration croissante (de 75% a 100%) pendant 12 h (2h

pour chaque bain).
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Eclaircissement : Consiste & remplacer 1’alcool présent dans le tissu par un solvant qui est le
xylene. Elle se fait pendant 8h, dans 4 bains de xyléne (2h pour chaque bain).

Imprégnation : C’est la derniére étape de la circulation qui consiste a faire pénétrer la paraffine
dans le tissu afin de le rendre plus rigide. Elle s’effectue a chaud dans 2 cuves en acier inoxydables
et thermo-statées contenant de la paraffine liquéfiée. Les tissus sont tous portés dans des casettes

pérorées individuellement.

L’inclusion et enrobage

Elle consiste a la confection de blocs de paraffine destinés a la coupe au microtome.
L’inclusion ne se fait de fagon satisfaisante que si la pieéce ne contient ni eau, ni solvant apres
I’imprégnation.

Nos échantillons ont été délicatement retirés des cassettes avec une pince puis mis dans des
moules recouverts d’une petite quantité de paraffine, avant de les remplir complétement de
paraffine fondue a une température allant de 55 a 65 C°. La cassette est ensuite déposee sur le
moule. Aprés cela, les moules sont déposés sur une plaque refroidissante afin de solidifier la
paraffine, et sont par la suite démoulés. Cette étape a pour but de faciliter la réalisation des coupes,
mais aussi de conserver 1’échantillon a long terme, permettant ainsi de conserver les rapports
architecturaux des structures les unes par rapport aux autres et de lui fournir un support externe a la

fois pendant et aprés la coupe.

Confection des coupes

Les blocs sont coupés a 1’aide d’un microtome afin d’obtenir des rubans trés fins (de 3 a 5
um). Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du microscope de traverser la préparation et

d’éviter la superposition tissulaire.

Etalement des coupes

Le ruban est déposé dans un bain marie de 37 a 40 C°, dans le but d’éviter la formation des
plis et pour détendre le ruban. La lame est ensuite plongée perpendiculairement au ruban pour faciliter
son adhésion. La lame sera mise sur une plaque chauffante a une température de 65C°, puis mise

dans une étuve a 37C °pour faire fondre la paraffine et éliminer les résidus d’eau.
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La coloration a I’ Hématéine-éosine (HE)

Il s’agit d’une coloration histologique topographique de routine permettant 1’obtention
d’une topographie générale de I’échantillon, donc la mise en évidence des noyaux et du cytoplasme.
Elle se compose d’un colorant nucléaire, I’hématoxyline de Harris et d’un colorant cytoplasmique,

I’éosine.

L’hématoxyline de Harris est un colorant basique, qui a une affinité pour les éléments
cellulaire acides dits basophiles. Il colore notamment les noyaux en bleu violet, en se fixant sur les
acides nucléiques. Par contre, I’éosine est un colorant acide, qui a une affinité pour les éléments
cellulaires basiques dits éosinophiles. Il colore le cytoplasme en rose et les autres éléments

cellulaires basiques en rose rouge plus ou moins vif selon leur acidophilie.
A cause de la nature hydrophile des colorants, il est nécessaire de passé par les étapes suivantes:

Déparaffinage: passage des lames dans 3 bains de xyléne, 5 minutes chacun.
Réhydratation: passage des lames dans 3 bains d’éthanol de concentration décroissante (100 %,
90%, 70%), 3 minutes chacun. Dans le but de retirer le xyléne et de le remplacer par de I’cau.
Ringage: passage des lames dans 1’eau courante pour éliminer 1I’exces d’éthanol, pour préparer le
tissu a accepter le colorant (affinité tinctoriale).
Coloration a I’hématoxyline de Harris: passage des lames dans un bain de I’hématoxyline de
Harris pendant 5 minutes, pour colorer les noyaux, puis rincées a 1’eau courante pour enlever
I’exces d’hématoxyline. Par la suite, effectuer un passage rapide des lames dans un bain d’alcool
acide a 0.5% (Différentiation), suivi par un ringage a 1’eau courante, puis dans I’eau ammoniacale a
0.2%, pendant 30 secondes a une minute jusqu’a I’obtention d’une couleur bleu (Bleuitement), suivi
par un ringage a I’eau courante.
Coloration a I’éosine: passage des lames dans 1’éosine alcoolique pendant une minute pour colorer
le cytoplasme en rose.
Ringage: lavage des lames a 1’eau courante.
Déshydratation: passage des lames dans 3 bains d’éthanol de concentration croissante (80%,90% et
100%) d’une minute chacun.
Eclaircissement: passage des lames dans 3 bains de xyléne pour éclaircir les tissus.
Montage des lames: il est effectué en milieu hydrophile avec une goutte de résine synthétique
Eukitt, sur la lame et la recouvrir par une lamelle en évitant toutes formation de bulles d’air qui
pourrait géner la lecture. Le montage permet une protection mécanique des coupes, ainsi qu’une
protection chimique des colorants.
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Observation microscopique

Une fois le protocole est terminé, la préparation tissulaire est maintenant préte a étre
examinée et visualisée a l'aide d'un microscope photonique a différents grossissements (X100,
X200, et X400). Les images obtenues sont prises en photos, enregistrées, analysées et interprétées

afin d’en tirer les conclusions de notre étude.

Calcul du grossissement final

Le grossissement est calculé en prenant compte du grossissement de 1’objectif et
de I’indice du microscope selon la formule :
Gf=G.oc x G.ob
Gf = grossissement final ; G.oc = grossissement de ’oculaire ; G.ob = grossisement
de I’objectif.

11.2.5. Etude immunohistochimique

L’examen immunohistochimique consiste a mettre en évidence la localisation de protéines
tissulaires, cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type ou une fonction
tissulaire in situ et 1’évaluation de leur expression. Elle se fait par une réaction antigéne-anticorps
qui est absolument spécifique. Le complexe formé étant rendu visible, donc localisable par une
substance fluorescente ou une enzyme conjuguée a I’anticorps mono ou polyclonal, en donnant une
coloration facile a voir au microscope optique.

Dans notre étude, I’intérét de I’immunohistochimie est de chercher la présence ou 1’absence
des protéines CD3, CD163 et la Bcl-2 dans le parenchyme hépatique de Psammomys Obesus de
groupe témoin et expérimental; pour mettre en évidence les altérations moléculaires impliquées lord
de I’induction du diabéte par un régime hypercalorique. La méthode employée est LSAB (Labelled
Streptavidin-Biotine) (Figure 6, annexe), basée sur la haute affinité de la streptavidine pour la
biotine. Un anticorps primaire se fixe spécifiquement sur 1’antigéne cible est révélé par un anticorps
secondaire couplé a la biotine (biotynilé). La streptavidine est couplée a une enzyme, péroxydase
de Raifort (HRP); celle-ci, va se fixer sur l'anticorps secondaire biotynilé. L'activité de la
péroxydase induira la coloration d’un chromogéne.

un grand nombre de molécules de biotine peut étre fixé sur I’anticorps et donc de
nombreuses molécules de streptavidine-enzyme pourront se fixer et amplifier le signal.

Apres coupe des blocs déja confectionnés, les rubans sont étalées sur des lames silanisées

chargées positivement pour assurer 1’adhésion des tissus et réduire le risque de décollement des
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coupes hors de la manipulation; les lames sont ensuite déposées sur la plague chauffante a 75C°,

puis placées dans 1’étuve a 37C°.

1. Procédure de prétraitement

Déparaffinage, réhydratation et démasquage antigénique: Afin de réaliser le déparaffinage, la
réhydratation et le démasquage, les lames sont prétraitées dans le PT Link pendant 1h afin d’inhiber
les effets secondaires de la fixation, pour cela :
-Diluer la solution de démasquage des cibles au 1/50°™ dans de 1’eau distillée ou déionisée.
-Remplir les cuves du PT link avec une quantité de solution de travail suffisante (1.5 litres) pour
recouvrir les coupes de tissus.
-Régler le PT link, afin de préchauffer la solution a 65C°.
-Immerger les coupes de tissus dans la solution de demasquage des cibles,
-Incuber a 97°C, pendant 20 minutes.
-Laisser les coupes dans le PT link jusqu’a atteindre 65C°.
-Retirer les lames de la cuve du PT link et les plonger immédiatement dans un récipient contenant
une solution de tampon de lavage (20x) dilué, a une température ambiante pendant 1 a 5 minutes.
Blocage des peroxydases endogénes: Avant de réaliser cette étape, le fragment doit étre délimité, a
I’aide d’un stylo hydrophobe et insoluble dans I’alcool (DAKO pen), pour indiquer le siége et
empécher la diffusion des anticorps sur la lame. Afin de bloquer les peroxydases endogenes, on
dépose une solution de blocage a base d’H,0, (Peroxydase Blocking Reagent) pendant 15 min sur
la lame. Celle-ci est ensuite mise dans une chambre humide et obscure a température ambiante
pendant 15 minutes.

L’addition de H,O, permet le blocage des peroxydases endogénes qui ont les mémes
récepteurs que le DAB (3.3’ Diaminobenzydine). Cette étape est suivie par un ringage dans 3 bacs
géme

de tampon de lavage dilué au 1/20"™, pendant 5 minutes chacun.

2. Traitement:

Application de I’AC primaire spécifique: 200 pl de I’AC primaire sont déposés sur la partie
encerclée du tissu sur la lame qui est incubée pendant 30 minutes dans une chambre obscure et
humide, puis rincée dans 3 bains de tampon de lavage (TBS) pendant 5 minutes chacun. Dans notre
cas, trois anticorps sont utilisés : CD3, CD163 et Bcl-2.

Application de I’AC secondaire non spécifique: 200uL de 1I’AC secondaire conjugué a ’enzyme

HRP (Horse Radish peroxydase) sont déposés sur la lame, ¢’est une étape d’amplification du signal;
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une deuxiéme incubation est effectuée pendant 20 minutes puis la lame est rincée dans 3 bains de
tampon de lavage pendant 5 minutes chacun, pour éliminer I’excés de I’HRP.

Révélation: se fait par 200 ul d’un révélateur, le chromogéne de la peroxydase d’une couleur
marron le DAB (3-3 diaminobenzidine) sont appliqués sur les coupes lesquelles sont incubées
pendant 5 a 10 minutes, puis rincées a I’eau distillée pour éliminer I’excés de DAB.

L’enzyme (HRP) dégrade le substrat chromogene DAB, le produit qui en résulte donne une
coloration marron détectable par microscopie optique.

Contre coloration: Dans le but de colorer le noyau en bleu, Les lames sont émergées dans
I’hématoxyline de Mayer pendant 5 minutes puis rincées a 1’eau courante pour enlever 1’exces
d’hématoxyline. Par la suite, effectuer un passage des lames dans un bain de I’eau ammoniacale
pour ¢éliminer I’exces du colorant (Bleuitement), suivi par un ringage a I’eau courante.
Déshydratation et éclaircissement: On met les lames dans 3 bacs d’éthanol d’ordre croissant
(70, 90 et 100%) de 2 minutes chacun, puis dans 3 bacs de xyléne, d’une minute chacun.

Montage: Une goutte de résine (Eukitt) est déposee sur la lame puis recouverte par la lamelle.
Observation: L’observation au microscope photonique est réalisées a différents grossissements, et

les photos sont prises, enregistrées, analysées et interprétés.

11.2.6. Le score histologique de la stéatose hépatique non alcoolique
Les Iésions hépatiques ont été évaluées par le score d'activité NAFLD (SAF) :

La stéatose (0-3) 0:<5%
1:5-33 %
2: 34-66 %
3

:67-100 %

La ballonisation (0-2) 0 : absence

1:peu

2 : beaucoup
L’inflammation Grade 0 : aucun foyer inflammatoire ;
lobulaire (0-2) Grade 1 <2 foyers/lobule ;

Grade 2 > 2 foyers par lobule.

La fibrose (0-4) Stade O : absence de fibrose;

Stade 1 : fibrose périsinusoidale ou portale [1a: fibrose légeére la
zone3, 1b: fibrose modérée zone 3, 1c: fibrose portale seulement];
Stade 2 : fibrose périsinusoidale et portale / périportale;

Stade 3 : septum ou fibrose de pontage;
Stade 4 : cirrhose.
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Stéatose = ——————» Ballonisation ———— Inflammation lobulaire : diagnostic

0 ———p»  STEATOSE
0 1 —————p  STEATOSE

2 ———»  STEATOSE

STEATOSE
1,23 1 NASH
2 —» NASH

0 ——p  STEATOSE

2 1 —»  NASH

|

2 — » NASH

Figure 13| score histologique des Iésions hépatique selon la SAF (Pariente, 2015)
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I11.1. Résultats

Notre étude a pour objectif I’instalation d’un diabéte type 2 chez les rats de sable
Psammomys obesus, par régime hypercalorique, de mettre en évidence les altérations cellulaires et
moléculaires hépatiques et d’étudier la susceptibilité de ces rats a la stéatose hépatique non
alcoolique, et de son évolution a la stéatohépatite voir la cirrhose en évaluant le poids corporelles de
ces derniers et, en effectuant des dosages biochimiques plasmatiques dont la glycémie, la
cholestérolémie, la triglycéridémie, ainsi que I’insulinémie. Une étude histologique et un

immunomarquage du parenchyme hépatique des rats témoins et expérimentaux est réalisee.

Les résultats analytiques sont réunis sous forme de tableaux et de graphiques, chaque
tableau récapitulatif présentant la totalité des données individuelles est consigné dans les annexes.
Les valeurs moyennes de chaque parameétre sont affectées de I’erreur standard a la moyenne (Test

de Student). Ces derniers ainsi que les graphiques correspondants sont insérés dans le texte.

111.1.1. Evaluation du poids corporels des Psammomys obesus

Le poids corporel dans les deux groupes, témoin nourris au régime naturel et expérimental soumis a
un régime hypercalorique, était régulierement évaluer tous les trois mois. Le poids corporel au

sacrifice est représenté sur le tableau VI

Poids corporel (g)

Période/mois Témoin (n = 10) Expérimental (n = 15)
0 mois 68,80+ 1,13 77,40+ 0,78

3 mois 78,70+ 1,51 104,40+ 0,97****

6 mois 89,80+ 1,51 116,67+ 0,84****

9 mois 97,30+ 1,44 121,33+ 0,81****

Tableau VI| Poids corporel de groupe témoin et expérimental de Psammomys obesus au moment du
sacrifice. Chaqgue valeur représente la moyenne £ ESM. **** (P < 0,0001).

Les rats de sables psammomys obesus soumis au RN pendant 9 mois présentent une
évolution pondérale a faible amplitude avec une moyenne qui varie entre 68.80+1.33 g et
97.30+1.44 g en fin d’expérimentation. Contrairement aux psammomys obesus soumis au RHC
pendant la méme période qui developpent au bout de 3 mois de régime hypercalorique une
augmentation ponderale progressive et importante, allant de 77.40+0.78 g a 121.33 + 0.81 g en fin

d’expérimentation (Figure 14) ; (Tableaux Il et IV annexe).

Les animaux du groupe expérimental, nourris avec un régime hypercalorique, ont atteint un

taux de croissance plus rapide que le groupe témoin, cette augmentation du poids corporel est
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considérée comme un indicateur de l'utilisation de I'énergie. En effet la moyenne de calorie

consommeée par jour suite au régime hypercalorique était de 32 cal, qui est 2 fois la moyenne de

calories consommeé par les rats témoins nourris avec un régime naturel (22 cal).

Poids en gramme
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PO soumis au régime
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Figure 14 : Graphique linéaire de 1’évolution pondérale dans les groupes témoins et
expérimentaux de Psammomys obesus.

111.1.2. Parameétres métaboliques et biochimiques

Tout au long de I'expérience (9 mois), des paramétres métaboliques, dont la glycémie, les

triglycérides, la cholestérolémie et I'insulinémie ont été évalués chez les Psammomys témoins et

expérimentaux. Les résultats obtenus sont représenté dans le tableau V1I

Période / Glucose (mg/100mL) Triglycérides (mg/100mL) Cholestérol (mg/100mL) Insuline (LUI1/ml)
mois T Exp T Exp T Exp T Exp

0 Mois 64,7+1,12 63,13+0,65 67,70+0,85  76,67+0,95 54,9+0,78 52,60+0,56 26,2+0,48 22,07+0,42

3 Mois 63,7+1,18 183,2+4,82 64,50+0,91  197,845,35 64,8+0,88 133,1+4,51 24,4+0,45 265,6+6,31

6 Mois  67,00+0,97  198,3+5,08 68,30+0,99  234,4+7,15 60,3+1,03 135,8+3,70 25,3+0,38 280,4+6,13

9 Mois  73,10+1,02 201,13+7,12 73,80+0,98 243,53+6,92 58,0+1,10 137,20+3,80 27,5+0,44  364,07+7,30

Tableau VII| Valeurs moyennes de glucose sanguin (mg/ 100ml), d*'insuline plasmatique (LUl / mL), de
triglycérides plasmatiques (mg /100m 1) et de cholestérol total plasmatique (mg /100m I) chez des Psammomys

obesus témoins et expérimentaux.
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111.1.2.1. La glycémie

Nous avons observé gque les animaux du groupe témoin sont restés normoglycémiques, alors
que, ceux du groupe expérimental sont devenus hyperglycémiques au cours de I'étude comme

indiqué sur la figure 15

Sur le plan biochimique, la glycémie des rats des sables soumis au RN est de 1’ordre de 64.70
+ 1.12 mg/100ml de plasma et ne subit pas de variations significatives pendant toute la durée du

régime. En fin d’expérimentation elle arrive a une valeur de 73.10 = 1.02 mg/100ml.

Contrairement aux rats soumis au RHC ou les valeurs glycémiques subissent une
augmentation importante des le troisieme mois du RHC pour la plupart des Psammomys, pour
arriver a une moyenne de 201.33 mg/100ml a la fin de I’expérimentation (Figure 15) ; (Tableaux Il

et IV annexe).

250

§ =—4=—Glycémie en mg/100ml|
= 200 //'* = des PO soumis au régime
>
£ naturel
= 150
2 / == Glycémie en mg/100ml|
E 100 / des PO soumis au régime
[&] e .
> - > © hypercalorique
O 50

O T T T 1

Durée en mois

Figure 15 : Graphique linéaire de 1’évolution de la glycémie plasmatique dans les groupes
témoins et expérimentaux de Psammomys obesus au cours de 9 mois de 1’étude.
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111.1.2.2. La triglyceridimié

Comme c’est le cas de la glycémie, les résultats concernant le triglycéride plasmatique et au
début de I’expérimentation, ne montrent aucune différence significative du triglycéride entre les
deux groupes. Par ailleurs, ils ont montré une augmentation tres hautement significative (P<0,0001)
chez les Psammomys nourris avec un régime hypercalorique en comparaison avec le groupe témoin

nourris avec un régime naturel a partie de troisieme mois.

Pour les Psammomys témoins soumis a un RN pendant 9 mois, les valeurs des triglycérides
passent d’'une moyenne de 67.70 mg/100ml pour arriver & une moyenne de 73.80 mg/100ml a la fin
de I’expérimentation, soit une évolution de triglycéridémie peu importante, donc ils ont maintenu

une normotriglycéridémie

Contrairement aux PO soumis au RHC ou la triglycéridémie passe de 76.67 = 0.95
mg/100ml au début de I’expérimentation pour atteindre une valeur de 243.53 + 6.92 mg/100ml a la
fin de I’expérimentation (Figure 16) ; (Tableaux Il et IV annexe).
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S
—
> 250 —o—Triglycéridémie en
£ 200 mg/100ml des PO soumis au
S régime naturel
.2 150 . L
o / == Triglycéridémie en
3 100 mg/100ml des PO soumis au
S ¢ * & — régime hypercalorique
o 50
=
.g) 0 T T T 1
= 0 3 6 9
Durée en mois

Figure 16 : Graphique linéaire de 1’évolution de la triglycéridémie plasmatique dans les groupes
témoins et expérimentaux de Psammomys obesus au cours de 9 mois de 1’étude.
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111.1.2.3. La cholestérolémie

Les taux de cholestérol ne différaient pas significativement entre Psammomys nourris au

régime hypercalorique et ceux nourris au régime naturel au début de 1’expérimentation (0 mois).

Pour les Psammomys témoins soumis au RN la cholestérolémie fluctue légérement, la valeur passe
de 54.90 + 0.78 mg/100ml a 58.00 + 1.10 mg/100ml de plasma. Ils ont donc maintenu une

normocholestérolémie tout au long de la période de I’expérimentation

Alors que pour les rats des sables soumis au RHC, le cholestérol total passe d’une moyenne
de 52.60 mg/100ml & 137.20 mg/100ml aprés 9 mois de régime hypercalorique (Figure 17);

(Tableaux Il et IV annexe).
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Figure 17 : Graphique linéaire de 1’évolution de la cholestérolémie plasmatique dans les
groupes témoins et expérimentaux de Psammomys obesus au cours de 9 mois de 1’étude.
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111.1.2.4. L'insulinémie

L’insuline immunoréactive plasmatique chez les animaux nourris aux plantes halophiles est
de I’ordre de 26.20 + 0.48 pUI/ml de plasma. Une 1égére variation de ce paramétre est observée a la
fin de I’expérimentation et 1’on enregistre une valeur de 27.50 + 0.44 pUl/ml de plasma. Ont

présenté donc une maintenance d’une normoinsulinémie du début a la fin de l'expérience.

L'administration d’une alimentation hypercalorique au Psammomys a entrainé une
hyperinsulinémie qui a été observée a partir de troisieme mois (265,60+6,31pUl/ml vs
24,40£0,45uUl1/ml chez les témoins) L'hyperinsulinémie est devenue encore plus évidente apres le
sixieme mois de régime hypercalorique et continuent d’augmenter et atteignent des valeurs jusqu’a
364.07 £ 7.30 pUI/ml de plasma (Figure 18) ; (Tableau Il et IV annexe).
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Figure 18 : Graphique linéaire de 1’évolution du I’insuline plasmatique dans les groupes
témoins et expérimentaux de Psammomys obesus au cours de 9 mois de 1’étude.

En effet, le régime hypercalorique chez les Psammomys obesus révele leur résistance sous-jacente a
Iinsuline, qui conduit tres rapidement a une hyperglycémie. Ce fait est démontré par le
développement concomitant et rapide de I'nyperinsulinémie et de I'hnyperglycémie, tandis que le
poids et I'hypertriglycéridémie sont relativement lents. La résistance a l'insuline innée dans les
conditions désertiques contribue a épargner l'utilisation du glucose dans les muscles pour le
bénéfice de I'apport d'énergie au cerveau (Neel, 1962). En présence d'un exces alimentaire relatif,
cela provoque une hyperglycémie et une stimulation compensatoire de la sécrétion d'insuline

pancréatique.
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111.1.3. Etude histologique du foie de Psammomys Obesus

Les coupes histologiques des foies colorés a I’hématoxyline éosine (H&E), des Psammomys
Obesus du groupe témoin nourri au régime naturel et ceux de groupe expérimental soumis a un
régime hypercalorique ont été observés, dans le but de mettre en évidence les éventuelles altérations
cellulaires et tissulaires provoquées par ce régime hyppercalorique.

111.1.3.1. Etude architecturale et structurale de tissu hépatique des rats témoins

L’analyse des coupes histologiques du foie de Psamomys témoin a différents grossissement
permet de comprendre D’architecture hépatique. La micrographie de la figure 19, et avec le
grossissement X100 par une coloration HE nous a permis d’observer une structure d’un
parenchyme hépatique, constitu¢ des lobules hépatiques, 1’unité structural du foie. Ce lobule
possede une forme hexagonale limité par des espaces portes EP (aux angles de 1’hexagone) et centré
par une veinule Centro lobulaire VCL plein d’hématies. On observe aussi des travées de cellules,
les hépatocytes de coloration rose, entre ces travées des hépatocytes s’installe les sinusoides sous

forme d’espace peu coloré, converger vers la veinule Centro lobulaire.

Figure 19| Parenchyme hépatique, chez Psammomys obesus témoin; Coloration Hématoxyline-
éosine, X 100 ; micrographie originale. EP : espace porte, H : Hépatocyte, Hm : Hématie, S :
Sinusoide, VCL : Veine Centro lobulaire.
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Avec le grossissement X400, nous observons dans la figure 20.A la veine Centro lobulaire
VCL, bien délimité et plaine d’hématies. On observe aussi les hépatocytes, des cellules épithéliales
avec cytoplasme abondant et granuleux et un noyau arrondi (ovoide) et claire délimité par une
enveloppe nucléaire bien visible dont la chromatine est observable, Des hépatocytes binucléaires
s’observent également (ce qui signifie la régénération du foie par division cellulaire karyocinétique
et directe, si le nombre des hépatocytes binucléaires augmente en nombre cela reflete un
dysfonctionnement du foie). Entre ces hépatocytes nous observons I’installation des capillaires
sinusoides (espace peu colorés), de diametre normal qui s’organisent sous forme de réseaux
anastomose. On observe un type de cellules parmi les cellules bordant les sinusoides, les cellules de
Kupffer K qui sont de volumineux amas de cellules phagocytaires appartiennent au systéme de
défense monocytes- macrophages. Ces capillaires sont débouchés dans la VCL. La Figure 20.B au
grossissement X400 nous permet d’observé les hépatocytes avec un noyau aplati qui sont proche a
I’espace porte et 1’entoure, entre les quelles se trouve les sinusoides. Cette couche d’hépatocytes

bordant 1’espace porte est appelée lame limitante.
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Figure 20| Parenchyme hépatique, chez Psammomys obesus témoin; Coloration Hématoxyline-
éosine, X 400 ; micrographie originale. La coupe histologique montre la VVeine Centro lobulaire A;
et I’Espace porte B. EP : espace porte, H : Hépatocyte, Hm : Hématie, H.b : Hépatocyte binucléé,
K : cellule du Kupffer, n : noyau, S : Sinusoide, VCL : Veine Centro lobulaire.
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111.1.3.2. Etude architecturale et structurale de tissu hépatique des rats expérimentaux

Chez I’animal diabétique, le métabolisme glucidique, protéique et lipidique est perturbg, et
I’accumulation de graisses dans le foie par suite de I’insulinorésistance, est la premiére étape du

développement de la stéatose hépatique non alcoolique

Chez les Psammomys soumis a un régime hypercalorique et au 3°™ mois, (Figure 21. A Gr
X100), nous observons la présence d’une stéatose diffuse importante, de score 3 (3 : > 66-100%).
Avec le grossissement X400, (Figure 21.B) Infiltration dans le cytoplasme des hépatocytes
graisseuse macrovacuolaire ou les vacuoles ont une taille supérieure a celle du noyau cellulaire et il
est déplacé vers la périphérie cellulaire et infiltration microvacuolaire ou les vacuoles ont une taille
inférieure a celle du noyau cellulaire et ne le déplacent pas en périphérie, étaient les résultats les
plus frappants alors qu'il était presque absent dans le groupe témoin. Ces résultats sont reflétés dans
le score de foie gras. (La technique histologique a provoqué la dissolution des lipides, qui sont

apparus tels que des zones vides dans les hépatocytes.).

La dilatation des sinusoides, le ballonnement, la fibrose cellulaire ou la nécrose ainsi que les
cellules inflammatoires n'ont pas été observés. Ainsi, a ce stade, le rat de sable Psammomys, est un

modeéle de stéatose.

Selon le score d'activité NAFLD (SAF) et selon les résultats histologiques hépatiques qu’on

a obtenus dans le 3°™ mois chez les Psammomys obesus expérimentaux :
La stéatose (0-3) = 3: 67-100 %
La ballonisation (0-2) = 0 : absence
L’inflammation lobulaire (0-2) = Grade 0 : aucun foyer inflammatoire
La fibrose (0-4) = Stade O : absence de fibrose;

Ainsi, a ce stade, le rat de sable Psammomys, est un modele de stéatose.
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Figure 21| Parenchyme hépatique, chez Psammomys obesus expérimentaux (3" mois); Coloration
Hématoxyline-éosine, X100 (A) X 400 (B) ; micrographie originale. Fléche blanche : Macrovacuole ;
Fleche jaune : Microvacuole.
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Apres six mois, nous observons une stéatose a prédominance macrovaculaire, et une stéatose
microvaculaire avec quelques hépatocytes hypertrophiées (balonnisés) ou le cytoplasme s’éclaircit.
Nous pourrions également observer la présence d’un infiltrat inflammatoire lobulaire au sein des
travées hépatocytaires (Figure 22.A). La figure 22. B, montre la présence d’un infiltrat
inflammatoire portal, on observe des clusters qui comporte les mémes cellules que l'infiltrat

lobulaire (neutrophiles, lymphocytes).

La figure 22.C et D nous permet de mettre en évidence la présence d’un infiltrat
lymphocytaire au niveau de la lame bordante hépatocytaire (hépatocytes au contact d’un espace
porte ou d’une travée de fibrose). On observe également un début de formation d’un tissu cicatriciel
qui remplace les cellules hépatiques endommagées autour de I’espace porte, c'est la fibrose. La

fibrose observer s’agit d’une fibrose 1égére périportal de stage C1

Selon le score d'activité NAFLD (SAF) et selon les résultats histologiques hépatiques qu’on

a obtenus dans le 6™ mois chez les Psammomys obesus expérimentaux :
La stéatose (0-3) = 3: 67-100 %
La ballonisation (0-2) = 1 : peu
L’inflammation lobulaire (0-2) = Grade 1 < 2 foyers/lobule
La fibrose (0-4) = Stade 1 : 1c: fibrose portale seulement; (Iéger)

Ainsi, a ce stade, le rat de sable Psammomys, est un modéle de NASH.
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Si de plus on lui rende vulnérable aux complications du diabete, les hépatocytes perdre leur
architecture structural. C’est exactement ce que 1’on observe au neuviéme mois de régime
hypercalorique dans ce groupe de Psammomys. On observe dans la figure 23.A que les hépatocytes
on perdue leur architecture structural et la membrane qu'ils étaient entourés par est devenue
invisible. Nous voyons que les noyaux sont devenus fortement condensé, un signe qu’ils ont perdu
leur activité, ce qui finit par engendrer la mort des hépatocytes. Ce phénomeéne est associé a la

clarification des hépatocytes.

Ce processus de lésions des cellules hépatocytaires, commence au tour de la veine Centro
lobulaire et I’espace porte, c’est ce que la figure 23.B le montre. On observe que la stéatoses
macrovaculaire commence a disparaitre au tour de la veine Centro lobulaire, et est remplacer par
des hépatocytes altérés. Nous observons également la présence de fibrose, qui remplace les cellules
hépatiques endommagées autour de 1’espace porte des psammomys expérimentaux, qui au contraire
aux témoins, I’espace porte est entouré par des hépatocytes d’une architecture structural normal

(Figure 23.C).
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geme

Figure 23| Parenchyme hépatique, chez Psammomys obesus expérimentaux (9™ mois);
Coloration Hématoxyline-éosine, X100 (C) X 400 (A, B) ; micrographie originale.
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111.1.4. Immunmarquage de molécules du foie de Psammomys témoins et expérimentaux

Dans notre étude, nous avons évalué 1’expression immunohistochimique de différents
anticorps, au cours de développement de diabéte vers une stéatose hépatique non alcoolique et son
progression vers la stéatohepatite et fibrose chez des psammomys témoins et expérimentaux, dans le
but d’évaluer le statu immunitaire, apoptotique et le comportement des cellules de notre tissu
d’intérét, le foie par le biais des anticorps primaires monoclonaux d’ériger contre : CD3, CD163 et

le Bcl-2. Les résultats obtenus sont les suivants :
11.1.4.1. Expression de Bcl-2

Bcl-2 est une protéine cellulaire anti-apoptose. Apres marquage des coupes histologiques
des deux groupes, nous avons observé que 1’expression de Bcl-2 dans le groupe expérimental
étaient aussi faibles ou totalement absente que dans les tissus normaux de groupe témoin (Figure
24).

Figure 24| Expression immunhistochimique de la protéine Bcl-2 dans le parenchyme hépatique, chez
Psammomys obesus témoin et expérimentaux; X 400 (A, B); micrographie originale. Expression
immunohistochiique de Bcl-2 chez le groupe témoin A ; expression immunohistochimique de Bcl-2 chez le

aroupe expérimental (3°™ mois). Fléche noir : expression de Bcl-2, VCL ; veine Centro lobulaire.
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111.1.4.2. Expression de CD3

L’expression de CD3 qui aide a activer a la fois la cellule T cytotoxique et aussi les cellules
T auxiliaires été différente dans les deux groupes (Figure 25). Dans le groupe témoin nous avons
observé I’expression de CD3 au niveau des cellules endothéliales qui tapisse la sinusoide hépatique.
Tandis que dans le groupe expérimental et avec la progression de la stéatose hépatique non
alcoolique, nous avons observé une diminution de I’expression de CD3 par rapport de ce que nous
avons trouvé dans le groupe témoin. Cette faible expression est corrélée avec 1’activité histologique

sévere.

Figure 25| Expression immunhistochimique de la protéine CD3 dans le parenchyme hépatique, chez
Psammomys obesus témoin et experimentaux; X100 (A) X 400 (B, C) ; micrographie originale.
Expression immunohistochiique de CD3 chez le groupe témoin A, B ; expression immunohistochimique de

CD3 chez le groupe expérimental (9°™ mois) C.
53



Chapitre 111: Résultats et discussion

111.1.4.3. Expression de CD163

le CD163 qui joue le rdle de récepteur scavenger est exprimé presque exclusivement sur les
macrophages de type M2, y compris les cellules de Kupffer hépatiques et dans les macrophages
infiltrés dans les sites inflammatoires. L immunmarquage de ce récepteur nous a révélé que la
population des macrophages CD163-positifs était exprimée avec un taux faible au niveau des
sinusoides hépatique chez les témoins. Ainsi que ceux des expérimentaux de 3 mois. Cependant
chez les rats expérimentaux de 6°™ et 9°™ mois, en plus des macrophages CD163-positifs
exprimées dans les sinusoides du foie, nous avons observé l'agrégation de quelque cellule autour
des hépatocytes stéatosiques. Le nombre des cellules CD163 positive chez les expérimentaux n’a

pas été augmenté (Figure 26).

Figure 26| Expression immunhistochimique de la protéine CD163 dans le parenchyme hépatique, chez
Psammomys obesus témoin et expérimentaux; X 400 ; micrographie originale. Expression
immunohistochiique de CD163 chez le groupe témoin A.1, A.2 ; expression immunohistochimique de
CD163 chez le groupe expérimental (3 et 9°™ mois) B, C. Circle : expression de CD163.
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I11.2. Discussion

Des modeles animaux de résistance a l'insuline et de diabéte de type 2 sont nécessaires pour
I'étude du mécanisme de ces phénomenes et pour une meilleure compréhension des complications
du diabéte dans les populations humaines. Le but de cette étude était d'examiner les effets a long
terme d'un régime de laboratoire qui représente un régime hypercalorique pour les rats de sable
Psammomys obesus, sur le schéma métabolique du syndrome diabétique et sur le développement
des lésions hépatiques chez ces rats. Cette étude nous a permis d'analyser, dans un ordre
chronologique, I’apparition du diabéte type 2 et les altérations métaboliques et histopathologies

hépatiques associees au passage NAFLD / NASH chez P. obesus.

Notre étude montre que lorsque le P.obesus se met dans des conditions proches de son
biotope naturel ne développe aucune pathologie, par contre lorsqu’il est soumis a un régime riche en
calories, il développe une obésité associée a une hyperglycémie des le troisieme mois du régime
hypercalorique (RHC). De plus, les animaux obéses présentaient une hyperinsulinémie et une
dyslipidémie, tous des composantes du syndrome métabolique humain. L’hyperglycémie est
devenue encore plus significative apreés le neuvieme mois de RHC. Ces perturbations métaboliques
indiquent un stress diabétique au niveau de son organisme. En effet, le changement brutal du régime
alimentaire a bouleversé trés rapidement son équilibre métabolique. Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Kahn et al. (2000) et Donath et al (1999) qui ont montré que, lorsque la
gerbille P.obesus est soumis a un RHC, développe rapidement une hyperglycémie associée a une
hyperinsulinémie. La concentration plasmatique du glucose a augmenté de 2.01 g / I, au neuvieme
mois de notre étude, ce qui est supérieur au niveau glycémique requis pour considérer P. obesus
comme un animal diabétique, niveau qui s'établit a 1,4g / | (Leibowitz et al., 2001) et sont
considérés comme hyperinsulinémiques lorsque les taux plasmatiques d'insuline non a jeun
dépassent 150 pU / ml. (Kalderon et al., 1986) qui dans notre étude a augmenté vers 265,6 U / ml

au troisieme mois.

Selon Schwarz et al. (2014), le diabéte de types 2 ou non insulinodépendants survient
lorsque 1’organisme développe une résistance a l'insuline au niveau des tissus périphériques
(muscle, tissu adipeux et foie) et perd sa capacité a absorber et a métaboliser le glucose. Par
conséquent, et dans un premier temps et, chez les individus prédiabétiques pour compenser le
manque du glucose, les cellules B pancréatiques sécretent d’avantage d’insuline, un état qualifié¢ de
I'hyperinsulinémie, afin de diminuer 1’hyperglycémie sanguin. Donc cela explique 1’augmentation

de la glycémie et I’insuline plasmatique de nos rats psammomys expérimentaux.
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En 1964, Schmidt-Nielsen de I'Université Duke et sont collaborateurs ont été les premiers a
rapporter que le diabete survient chez la plupart des Psammomys qui suivent un régime
hypercalorique de laboratoire, mais pas sur un régime végétal. L'évolution du diabete chez
Psammomys est progressive, telle que définie par Kalderon et al. (1986) et suit plusieurs étapes
définies: Le stade A est normoglycémique et normoinsulinémique, le stade B est normoglycémique
et hyperinsulinémique, le stade C est hyperglycémique et hyperinsulinémique (insulino-résistance),
et enfin le stade D est hyperglycémique de longue durée, au diabéte déecompensé seveére, a la perte
de cellules béta et a I'nypoinsulinémie. La progression du stade A vers le stade C est réversible et
peut étre evitée en limitant le régime alimentaire, mais le stade D est irréversible, caractérisé par la

distruction des cellules béta et est irréversible (Shafrir et al., 2006).

Dans notre étude, les psammomys soumis a un régime hypercalorique ont maintenus une

hyperglycémie et une hyperinsulinémie du 3°™

mois jusqu’a la fin de I’étude (9 mois), donc c’est
le stade C, et selon Kalman et al., (2012), La vitesse de progression du stade A vers les autres

stades dépend de la quantité d'énergie digestible dans I'alimentation.

Afin de déterminer si la carence d'insuline bioactif est une cause possible de
I'nyperglycémie, un groupe de chercheurs Ziv et al. (1986) et (1996) ont administré des implants
sous-cutanés fournissant de l'insuline bovine exogéne. lls ont conclu que ce n'est pas la carence en
insuline qui provoque I'nyperglycémie chez les Psammomys. En outre, I'nyperinsulinémie induite
par l'insuline bioactive exogene n'a pas entrainé d'hypoglycémie méme chez les Psammomys
normoglycémiques nourris avec le régime pauvre en énergie. Ces mémes auteurs ont supposé
I'existence possible d'une résistance primaire a I'insuline chez Psammomys obesus. Cependant, afin
de mieux définir la nature de la résistance, une pince hyperinsulinémique, euglycémique a été
réalisée. En conséquence, Psammomysobesus a développé une résistance a l'insuline prononcée a la
fois au niveau du muscle et du foie lorsqu'il est maintenu a un régime de laboratoire hyper calorique
par rapport au régime alimentaire naturel. Ceci est évident a cause de la diminution de I'absorption
du glucose musculaire et de [D’activation de la gluconéogenese hépatique en présence
d'hyperinsulinémie (Ziv et al., 1986). L'activation du récepteur induite par l'insuline, condition
préalable a la transduction du signal intracellulaire, est inhibée dans le stade hyperinsulinémique-
hyperglycémique C, ce qui indique que la résistance est localisée au site de récepteur de I'insuline
(Kanety et al.,1994; Ziv et al., 1996). Il a été démontré par Kanety et al.(1994) que la résistance a
I'insuline chez Psammomys peut étre une caractéristique inhérente méme chez les animaux de stade
A normoglycémiques-normoinsulinémiques du régime faible en énergie. De méme, la capacité de

Psammomys a résister a I'effet hypoglycémiant des implants d'insuline ne pouvait pas étre expliquée
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par une augmentation massive de la glycogénolyse pendant le sommeil ou entre les repas ou de la
gluconéogenese hépatique pendant un jelne prolongé. Cependant, la phosphoénol pyruvate carboxy
kinase hépatique (PEPCK), I'enzyme gluconéogénique limitant la vitesse, a eté réduite seulement en
partie par I'hyperinsulinémie, ceci indique que la gluconéogenese était en cours et pourrait
compenser I'absorption de glucose périphérique induite par I'insuline. Il est également concevable
que la rareté des récepteurs de I'insuline hépatique et musculaire chez cette espece animale et leur
fonction compromise en présence d'hyperinsulinémie n'ont pas entrainé une élimination excessive

du glucose plasmatique.

Il a été noté par Adam et al., (2017), que P. obesus était prédispose au diabéte par
I'existence de traits génétiques. Cette suggestion était basée sur le fait que ces animaux sont devenus
diabétiques lorsque leur régime végétal naturel a été remplacé par des aliments de laboratoire
standard, en supposant que les plantes trouvées dans la nature étaient suffisantes pour prévenir le
diabete. Le PDX1 est un facteur de transcription présent dans les cellules pancréatiques qui régule
la production et la fonction de I'insuline. Ce facteur n'a pas encore été identifié chez le rat de sable
ou chez d'autres membres de la sous-famille des gerbilles. Les chercheurs ont donc supposé que la
sous-famille des gerbilles pourrait avoir perdu le PDX1 durant I'évolution et devenir vulnérable a

I'acquisition du DT2.

D’autre part, des travaux ultérieurs ont montré que le métabolisme glucidique du P.obesus
se distingue par sa glycémie treés basse (la moiti¢ de celle du rat Wistar) et un taux d’insuline
naturellement élevé. Cette particularité lui permet d’activer le processus de lipogenése de novo et de
limiter I’oxydation du glucose, fourni par la synthese endogene, aux tissus insulinodépendants. Le
changement du régime alimentaire bouleverse trés rapidement 1’équilibre métabolique des P.obesus
(El-Aoufi et al., 2007). Les AG a longue chaine, substrats énergétique des cellules B du pancréas,
sont lipotoxiques a concentration chroniquement élevée pour ces cellules comme le sont également
des concentrations éleves de glucose, la part relative de la glucotoxicité et de la lipotoxicité dans la
destruction des cellules B n’a pas été établie mais ces deux mécanismes sont impliqués de la

survenue du diabete de type 2 (Poitont et Robertson, 2002).

Toutefois, (Johan et al., 2007) par 1’étude de la nature de I’insuline circulante a montré que
I’insuline est en grande partie constituée de pro-insuline et de ses dérivés. De ce fait, ces mémes
auteurs ont démontré, que lorsque les ilots de langerhans sont exposés a des concentrations élevées
du glucose et la présence dans la circulation sanguine d’acide gras a longue chaine, 1’insuline est
sécrétée en abondance en réponse au surplus du glucose. En outre, Magnan (2006), a mentionné

que cette insulino-résistance entraine d’une part un dysfonctionnement du métabolisme glucidique
57



Chapitre 111: Résultats et discussion

par une diminution de la capture du glucose par les cellules normalement insulino-sensible, une
augmentation de la glycogénolyse et de la néoglucogenese hépatique, et d’autre part un
dysfonctionnement du métabolisme lipidique par I’inhibition de la lipogenése et 1’augmentation de
la lipolyse intracellulaire. Par conséquent, ces perturbations métaboliques conduisent a une baisse
de I’utilisation intracellulaire du glucose compensée par une augmentation de 1’utilisation des AG,
de ce fait, une hyperglycémie et une hyperlipidémie chronique s’installent ce qui constitue des
facteurs d’aggravation de I’insulinorésistance (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003). De plus,
selon ces mémes auteurs, I’hyperlipidémie chronique provoque une hypertrophie et une hyperplasie
du tissu adipeux qui entretien et aggrave ce phénomene. Dans ce méme contexte, nos résultats ont
montré une perturbation du métabolisme lipidique, le taux de cholestérol a augmenté dés le 3éme
mois du RHC, ceci est probablement dii au faite que I’insuline module I’activité de plusieurs
enzymes clés du métabolisme lipidique. Pour cela, il est admis que toute situation au cours de
laquelle I’action de I’insuline est altérée, telle I’insulinerésistance, s’accompagne d’anomalies
lipidiques souvent importantes contribuant a accroitre les complications hépatiques (Verges, 2001).
Nos résultats ont montré également une augmentation significative de TG. Ce dernier est considéré

comme un parameétre clé dans la gravité de 1’atteinte du métabolisme lipidique.

D’autre part, le diabéte est un stress métabolique qui peut développer des affections et des
atteintes différentes du foie selon I’état d’aggravation, pour établir la corrélation entre ces différents
facteurs, nous avons réalisé une étude histologique pour mieux comprendre ces changements et ces
altérations. L’étude de Scherzer et al, (2000) ont montré que, aprés une alimentation riche en
énergie, le P.obesus devient hyperglycémique et hyperinsulinémique et développe le diabete. Selon
Jaafar et al, (2014), le diabéte est notamment associé a 1’obésité et la dyslipidémie, participe au
développement de la stéatose hépatique et dans un deuxiéme temps, a la stéatose hépatite non
alcoolique qui peut progresser vers la cirrhose voir un carcinome hépatocellulaire. D’apres nos
résultats, les études histologiques en microscope photonique, du foie des P.obesus témoins ont
montré une importante similitude entre son parenchyme hépatique et celui de I’homme sain. Le foie
apparait sous forme de lobules hépatiques, au centre des lobules se trouvent la veine centrolobulaire
qui collecte le sang. Le parenchyme hépatique est compose de divers types de cellules adjacentes
aux hépatocytes, elles montrent des noyaux arrondis bien visible en microscopie photonique, elles
sont organisées de fagon complexe pour assurer d’une part la production et I’écoulement de la bile
ou, les canalicules biliaires sont positionnés du coté apicale des hépatocytes, et d’autres part les
échanges avec le sang. La circulation sanguine intrahépatique se fait a travers les espaces sinusoides

formés par les cellules endothéliales et a travers des quelles s’invaginent les cellules de Kupffer et
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les cellules Pit (analogue aux cellules tueuses NK). Les cellules de I1to sont localisées dans 1’espace

perisinusoidal de Disse dans la région periportale (Valentin et al., 2011).

Les perturbations métaboliques dans notre étude ont apparus au 3éme mois de
I’expérimentation, au méme période, P. obesus présentaient des lésions pathologiques hépatiques.
Ceci peut s'expliquer par une adaptation du métabolisme du glucose conduisant a un remodelage du
parenchyme hépatique. Nos observations histologiques étaient parfaitement corrélées avec les
résultats de I'analyse biochimique, se traduisaient par une accumulation de gouttelettes lipidiques
dans les hépatocytes. Etaient également similaires aux études utilisant le rat israélien Psammomys
(Shafrir et Ziv, 1998).

Smith et al. (2011) et Jornayvaz et al. (2010) ont admis que I’accumulation de lipides au
niveau des hépatocytes est due a un déséquilibre entre un afflux important d’acides gras par
I’alimentation, la lipolyse des tissus graisseux et la lipogenése hépatique, et une diminution de

I’¢élimination et de I’oxydation des AG.

La résistance a I’insuline est considérée une étape clé dans I’accumulation des lipides au
niveau hépatique et dans I’initiation de la NAFLD. Dans des conditions d’insulino-résistance, le
tissu adipeux et le muscle oxydent de préférence les lipides, ce qui a pour conséquence d’augmenter
la quantité d’acides gras libres dans la circulation sanguine (Leclerq et Sempoux, 2006 ; Lewis et
Mohanty, 2010). Le tissu adipeux joue un réle important dans I’homéostasie systémique des lipides
et du glucose. Dés que sa capacité a estérifier les acides gras provenant de la circulation sanguine et
a les stocker au sein des adipocytes est dépassée (ce qui se produit en cas d’exces alimentaire riche
en graisses et sucres et en cas d’insulinorésistance), les acides gras libres sont délivrés au foie,

responsable d’une lipotoxicité provoquant une stéatose (Lewis et al., 2002).

La disponibilite hepatique des lipides depend aussi de I’expression des certains transporteurs
d’acides gras. L’activation des facteurs de transcription, ou certains récepteurs nucléaires induit la
synthése hépatique d’acides gras (Canbay et al., 2007). Il a été démontré que la quantité d’acides
gras libérés dans la circulation sanguine est proportionnelle a la masse grasse tant chez 1’homme
que chez la femme (Mittendorfer et al., 2009). D’autres études, ont montré, une expression
augmentée de certaines protéines chez les sujets obéses avec une NAFLD, comme les lipases
hépatiques ou bien le transporteur FAT/CD36, permettant 1’absorption des acides gras du plasma

tant au niveau hépatique que musculaire (Greco et al., 2008 ; Fabbrini et al., 2009).

Shimomura et al. (1999) ont suggéré que, chez le rat, I'nyperinsulinémie seule stimule

I'accumulation de graisses dans le foie, activant de novo la synthése des acides gras (lipogenése) via
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le facteur de transcription, protéine de liaison aux €léments de réponse au stérol-1c (SREBP-1c), qui
active la plupart des génes impliqués dans la lipogenése. Il est intéressant de noter que la
contribution de la lipogenése a la production de triglycérides (TG) intrahépatiques est limitée chez
les sujets normaux, tandis que elle est beaucoup plus importante chez les sujets atteints de NAFLD
(Fabbrini et al., 2010).

De facon intéressante, Fabbrini et al., (2008) rapportent que la sécrétion de VLDL
augmente linéairement avec la concentration de TG intrahépatiques chez les sujets sans NAFLD,
tandis que cette sécrétion atteint un pic chez les sujets avec NAFLD. Les mécanismes responsables
de ce phénoméne ne sont pas connus, mais ils peuvent étre dus a la taille de VLDL excédant le
diametre de sinusoides qui empécherait leur libération par les hépatocytes (Horton et al., 1999).
Quant a ’oxydation hépatique des acides gras, bien que des données issues des modeéles animaux
montrent que son augmentation diminue 1’accumulation de lipides dans le foie et, vice-versa, son
inhibition induit une stéatose hépatique (Zhang et al., 2007, Stefanovic-Radic et al., 2008). La f3-
oxydation des acides gras se produit au niveau mitochondrial, des altérations structurelles et
fonctionnelles des mitochondries sont souvent rencontrées dans les foies stéatosiques (Fabbrini et
al., 2010).

Des biopsies hépatiques ont été réalisées pour la premiéere fois en 1980 par Ludwig et al.,
(1980) sur des patients avec une maladie hépatique alcoolique; montrant que la stéatose pourrait
évoluer vers une stéato-hépatite. Le fait que l'inflammation puisse contribuer a ce processus a été
soutenu, d'une part, par la présence de cellules immunitaires importantes infiltrant les sinusoides, et,
d'autre part, par l'apparition de lésions inflammatoires qui accompagnaient l'intense activité

phagocytaire médiée par le Cellules de Kupffer.

Dans notre étude, a partir du sixieme mois de RHC, en plus de la persistante du
métabolisme perturbé, 1'examen microscopique du tissu hépatique nous a permis d’observer un
infiltrat inflammatoire avec clarification de certains cellules hépatiques, et au neuviéme mois,
Iinfiltrat inflammatoire été associée a la destruction du parenchyme hépatique et une
désorganisation de I’architecteur histologique du tissu avec une expansion de la fibrose. D’apres
Jaafar et al,. (2014), les cellules du foie perdent leurs délimitations cytoplasmiques ce qui induit
leurs dégénérescence. En effet, Deugnier (2005), a montré que la fibrose constitue un obstacle a la
circulation sanguine a I’intérieur du foie, le sang provenant de la veine porte, dont le débit est
important, trouve un obstacle au niveau du foie, ce qui induit une sur-pression ce qui cause un

risque d’hémorragie.
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La NASH est définie par la présence de stéatose et d'inflammation, avec ou sans
développement de fibrose. Actuellement, la théorie la plus largement acceptée pour la progression
de la NAFLD vers la NASH est la «Hypothése 2-Hit» proposée en 1998 (Day et James 1998)
dérivée des grandes réponses immunitaires adaptatives induites par des lésions cellulaires

provoquées par des AG libre hépatiques excessifs.

Les réponses de réparation intra-hépatiques seront déclenchées par ['activation des
macrophages résidents dans le foie, a savoir les cellules de Kupffer, par une exposition excessive
aux lipides toxiques tels que DAG et céramides, conduisant & un changement de phénotype vers
I'état M1 pro-inflammatoire. Les cellules activées de Kupffer sécretent non seulement des cytokines
pro-inflammatoires excessives telles que le TNFa et l'interleukine-6 (IL-6) pour stimuler les
réponses inflammatoires, mais favorisent également I'activation des cellules stellaires hépatiques,
productrices de collagéne, conduisant a la formation de tissu cicatriciel et a la fibrose subséquente.
Par conséquent, une inflammation soutenue due a des réponses cicatricielles a la lipotoxicité

favorise I'évolution de la stéatose vers une stéato-hépatite progressive (Hu et al., 2017).

Selon Julien, (2010), les atteintes morphologiques et fonctionnels du foie évoluent en deux
phases, une étape initiale et réversible caractérisée par une hypertrophie des lobules et des cellules
hépatiques associée a un hyperfonctionnement et une augmentation de volume tant chez I’humain
que dans différents modeles expérimentaux. Plus tard, le développement d’une fibrose hépatique,
caractérisable par une accumulation des fibres de collagénes occupant le tissu hépatique définit le
stade de lésions organiques peu ou pas réversibles. Les principales protéines de la MEC qui
s’accumulent, sont notamment les collagenes de type 1, III et IV, ainsi que la fibronectine. Cette
accumulation résulte a la fois d’une augmentation de synthése des fibres mais aussi d’une

diminution de leur dégradation par les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire.

De plus de la lipotoxicité intrahépatique, la NASH promue par DT2 peut également dériver
de crosstalk avec les tissus périphériques. Sous des états résistants a l'insuline, la lipolyse induite
par le tissu adipeux blanc favorise la libération d’AG libre, entrainant le recrutement et l'activation
des macrophages dans le tissu adipeux. Les macrophages M1 activés secretent a leur tour de
grandes quantités de cytokines, notamment la protéine chimiotactique monocytaire 1, le TNFa et
I'IlL-1B, qui induisent non seulement le cercle vicieux de la résistance locale a l'insuline, mais
favorisent également l'infiltration de cytokines pro-inflammatoires. Dans le foie. En effet, des
études cliniques ont montre que les individus atteints de NASH présentaient des taux sériques de

TNFa et IL-6 significativement plus elevés que les individus stéatosiques simples, et que le taux de
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TNFa était également augmenté chez les NASH, tant dans le foie que dans le tissu adipeux (Hu et
al., 2017).

Au cours des dernieres années, il a été montré que le tissu adipeux n’est pas simplement un
organe de stockage des lipides, mais un tissu ayant une activité endocrine et des fonctions
immunitaires importantes. En effet, les adipokines (adiponectine et leptine), libérées par les
adipocytes, modulent également 1’état inflammatoire lors de I’installation de cette pathologie

(Khan, 2006).

Le stress oxydantse produit dans la stéatose ou elle est considérée comme centrale dans la
pathogenése de la NASH et dans sa progression vers la fibrose/cirrhose. Parmi les voies de
signalisation dans lesquelles les ROS jouent un rdle crucial et qui sont impliquées dans
lapathogenese de la NAFLD, on peut citer la réponse cellulaire a 1’hypoxie, la régulation de
I’activité des phosphatases, et la mort cellulaire induite par TNF-a (Videla et al., 2004 ;Seki et al.,
2002).

Dans notre étude, I’inflammation et I’infiltration de macrophages été¢ détectée par marquage

du CD3 et CD163 au moyen d'études immunohistochimiques.

Des études sur des modeles animaux de NAFLD / NASH ont montré que l'activité des
macrophages du foie (cellule de Kupffer) joue un r6le déclencheur important dans le
développement de la maladie (Svendsen et al., 2017) et que I'activation des cellules de Kupffer est
un facteur causal de lésions hépatiques dans la NASH. De plus, des études récentes indiquent que
I'expression hépatique des cellules CD163 + est augmentée dans un modéle de NAFLD induit par le
régime chez les rongeurs (De Vito et al., 2012). Cependant, Bauer et al. (2011) Ils ne rapportaient
aucune différence entre le CD163 dans la stéatose hépatique par rapport aux contrdles sains. Cette
similitude des niveaux de CD163 pourrait s'expliquer par le nombre limité d'échantillons de foie.
Dans notre étude, le marquage de CD163 n’a pas augmentait parallélement a la sévérité de la
NAFLD, ce qui été en accord avec les résultats de Bauer et al. Nous supposons que ceci a été dd au

nombre réduit des échantillons.

D’autre part, De Vito et al. (2012), ont signalé une diminution du nombre de cellules
inflammatoires CD3 + chez les enfants avec NASH. Ces observations sont en accord avec nos
résultats. Ces mémes auteurs ont mentionne que la stéatose peut étre associée a une réduction des
cellules NKT hépatiques, déterminant une altération de I'noméostasie des cytokines avec une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires qui rendent le foie plus sensible aux agressions

nocives.
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Des études sur des modéles animaux par Guebre-Xabier et al. (2000) et Kremer et al.
(2006) ont montré une corrélation inversé entre la sévérité de la stéatose et le nombre de cellules
NKT, ainsi que d’autre études chez I’humain avec NAFLD menées par Xu CF et al., 2007, ont
signalé une diminution du nombre des NKT périphérique. Selon, Eberl et MacDonald, (1998) cette
diminution du nombre des cellules NKT associée a des altérations hépatiques, étaient en corrélation
avec une augmentation de la production hépatique des cytokines de la voie Thl (telles que
Tumornecrosis factor-a, 1L-12 et interféron-y) et une diminution des cytokines de la voie Th2 telle
que I’IL-4. Kremer et al. (2010) ont suggéré que cette réduction des NKT dans la NAFLD été due

a une activation anormal des cellules de Kupffer, avec une augmentation de 1’IL-12

La relation fonctionnelle entre l'apoptose (self-killing) et Il'autophagie (self-eating) est
complexe dans le sens ou, dans certaines circonstances, l'autophagie constitue une adaptation au
stress qui évite la mort cellulaire et supprime l'apoptose, alors que dans d'autres parameétres
cellulaires, il constitue une voie alternative de mort cellulaire. L'autophagie et I'apoptose peuvent
étre déclenchées par des signaux communs en amont, ce qui entraine parfois une autophagie et une
apoptose combinées (Maiuri et al., 2007). Dans ce contexte et afin d’évaluer le mécanisme
impliqué dans la mort cellulaire au cours de la NAFLD, un immunomarquage de la protéine
régulatrice de 1’apoptose, Bcl-2 a été réalisé. Les résultats ont montré une expression aussi faible
ou totalement absente chez les témoins ainsi que chez les rats diabétiques. Nos résultats sont en
corrélation avec une étude réalisée sur 84 patients a divers stades de la stéatose hépatique non
alcooliqgue (NAFLD) par Panasiuk et al., (2006). Ces derniers, ont remarqué une diminution de
L'expression de la Bcl-2 avec la progression de la stéatose hépatique, en particulier dans les
hépatocytes non stéatosés et une augmentation de I'expression des protéines pro-apoptotiques,
principalement p53. Toutefois, 1l a été démontré que les AG a longue chaine suppriment les facteurs
anti-apoptotiques tels que Bcl-2 dans les modéles de rongeurs et les cellules humaines isolées
(Shimabukuro et al., 1998 ; Lupi et al., 2002). Ces AG peuvent également jouer un réle crucial
dans le renforcement de la stéatose et dans les processus nécrotiques-inflammatoires et la
dégradation de l'intégrité du lysosome, qui entraine la libération de catepsine B et de TNF-alpha
(Feldstein et al., 2004).
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Conclusion et perspectives

Le diabéte est un syndrome métabolique chronique d'étiologie multiple, caractérisée par des
niveaux ¢levés de glucose dans le sang, c’est I’hyperglycémie; en raison de défauts d'action ou de
sécretion d'insuline, ou une combinaison des deux. En effet, les résultats de notre étude rejoignent
ceux de la littérature concernant les changements métaboliques, les modifications histologiques
hépatiques et I’expression des cellules inflammatoires activées lors du développement du diabete

type 2 chez un animal modéle, Psammomys obesus soumis a un régime hypercalorigue.

Les rats de sable ont manifesté de nombreuses caractéristiques du syndrome métabolique
humain. Une augmentation du poids corporel, été observé au début de I'étude. De plus, les animaux
obeses présentaient des perturbations au niveau du métabolisme des glucides, des protéines et des
lipides, dont une hyperglycémie, une hyperinsulinémie et une dyslipidémie, tous des composants du

syndrome métabolique humain.

De plus, alors que les animaux témoins présentaient une histologie hépatique
essentiellement normale, le groupe expérimental a montré une infiltration graisseuse macro-
vacuolaire qui, dépassait le seuil de 50% au 3°™ mois, a partir du 6°™ mois, un infiltrat
inflammatoire lobulaire et portal se manifeste et a 9 mois, une perte d’architecture cellulaire,

ballonisation et une fibrose portale se produisent.

De plus, une étude immunhistochimique par les anticorps CD3, CD163 qui permis d’évalué
la nature cellulaire de I'inflammation hépatique, et I’anticorps de la protéine anti-apoptotique Bcl-2
a montré une altération au niveau de leur expression en corrélation avec la sévérité de la stéatose
hépatique non alcoolique. De plus, une diminution des cellules CD3 + pourrait étre impliquée dans
la pathogenése des lésions hépatiques.

Tous les résultats ci-dessus indiquent que le métabolisme de Psammomys connu sous le
nom de métabolisme économe est bien adapté a la vie dans un environnement a faible énergie, mais
il devient compromis a un apport nutritionnel élevé, en raison de l'incapacité des Psammomys a
faire face a un apport énergétique excessif ; une exposition prolongée au régime hyppercalorique
conduira a des signes histologiques d'inflammation et de fibrose dans ce modéle animal, I'évaluation
de la structure des cellules inflammatoires infiltrantes et hepatiques peut contribuer non seulement
au diagnostic de NASH ou a la prédiction de sa progression potentielle vers la fibrose, mais aussi a
I'identification de nouvelles voies impliquées dans la progression de la maladie. En outre, notre
étude suggere clairement que Psammomys obesus est un excellent modele animal qui reproduit

parfaitement la stéatose hépatique non alcoolique humaine et est adapté a la recherche scientifique.
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Les expériences sur ce modeéle murin pourraient ouvrir la possibilit¢ d’améliorer la gestion
thérapeutique précoce des patients et de développer une thérapie capable d’atténuer ou empécher la

progression de la NAFLD.

En perspective, nous pouvons proposer 1’extension de 1’étude a une plus grande cohorte des
rats témoins ainsi que expérimentaux. L'évaluation de lI'implication possible d'autres populations de
cellules inflammatoires et celle de la mort cellulaire plus spécifiques par l'utilisation de marqueurs

complémentaires, sont certainement nécessaires.
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Figure 4| le protocole expérimental (Original)
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Figure 5| Schéma des différentes étapes de I’étude histologiques. (Original)
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Figure 6] Méthode de marquage a la streptavidine-biotine (LSAB) (Thermo Fisher Scientific)
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Tableau I| Facteurs de risque du diabéte type 2 (original).

Modifiables Non modifiables

Facteurs Références Facteurs Références
Surpoids et Obesite Belkina et Denis, 2010 Age Chang et Halter, 2003
Tabagisme Willz et al., 2007 Antécedents familiaux Tekola-Ayele ef al., 2013
La consommation d'alcool Baliunas ¢t al., 2009 Facteurs genctiques Fuchsberger etal., 2016
mauvaise alimentation/nufrition Kaln et al., 2014 Dyslipidemie Nelson et Nicholls, 2018
iactivité physique/sedentarite Henson et al., 2018 Diabete gestationnel Bellamy et al., 2009
stress psychologique/dépression Hackett et Steptoe 2017
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Tableau Il: Appareillages et réactifs utilisés dans I’étude. (Original)

consommables Appareillages Materle_l = Réactifs et solutions
verreries
. Formol (formaldehyde
Seringues Balance Cages 2 10%)
Biberons & embouts
Pipette pasteur Centrifugeuse métalliques Ethanol
Tubes a essai Congélateur Micropipettes Xylene
Sciure de bois Automate de Paire de ciseaux Paraffine

circulation (Leica)

Appareil d’enrobage
(Leica)

Pinces

Hématoxyline de
Harris

Plaque refroidissante | Cassette en plastique | Eosine
Eukitt (Résine
Microtome (Leica) Moule en métal synthétique de
montage)
Bain marie Pinceau Eau distillé
Plaque chauffante Panier port lame Eau salée

(Leica)

Etuve (Nuve)

Lame en verre
ordinaire

Eau physiologique

Hotte aspirante pour le
montage (Labopur)

lames silanisées

Eau ammoniaquée

PT LINK (DAKO)

Lamelle en verre

Anesthésiés par le
chloroforme

Appareil de

. . .. Solution de
I’immunohistochimie Erlenmeyer démasquade
automatique (DAKO) quag
Microscope optique Stylo hydrophobe Iﬁgg)ogn(ﬁ;ﬁ)v:.?&
(Leica) (DAKO pen)

FLEX

Appareil photo
numérique

PBR (Peroxydase
Blocking Reagent)

Chromogeéne de la
peroxydase (DAB)

Alcool acide
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Tableaux 111 : Valeurs des poids et de certains parameétres biochimiques des Psammomys
obesus soumis au RN pendant 9 mois.

Temps 0 avant le régime naturel
Rats Poids en g Glycémie en Triglycérides en | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/mi
1 67 64 75 56 25
2 60 54 64 49 24
3 70 49 50 43 22
4 72 56 62 47 23
5 74 63 71 53 26
6 80 85 79 62 32
7 59 74 71 68 20
8 55 73 67 60 28
9 61 67 72 55 27
10 90 62 66 56 53
MOYENNE 68,80 64,70 67,70 54,90 26,20
Ecart type 10,21 10,10 7,64 7,02 4,33
ESM 1,13 1,12 0,85 0,78 0,48
3 mois de régime naturel
Rats Poids en g Glycémie en Triglycérides en | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/ml
1 70 56 70 64 22
2 80 69 65 50 20
3 77 52 47 41 21
4 68 45 60 45 25
5 82 66 57 56 24
6 92 75 76 65 28
7 62 71 70 69 18
8 67 70 64 58 26
9 78 54 74 64 28
10 111 79 62 56 32
MOYENNE 78,70 63,70 64,50 64,80 24,40
Ecart type 13,57 10,62 8,20 7,93 4,05
ESM 1,51 1,18 0,91 0,88 0,45
6 mois de régime naturel
Rats Poidsen g Glycémie en Triglycérides en | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/mli
1 84 60 72 56 24
2 88 72 67 49 21
3 83 56 50 45 23
4 75 52 66 50 24
5 90 67 56 60 25
6 101 74 78 66 27
7 77 76 79 69 21
8 89 73 77 70 26
9 86 61 70 72 30
10 125 79 68 66 32
MOYENNE 89,80 67,00 68,30 60,30 25,30
Ecart type 13,59 8,75 8,91 9,26 3,41
ESM 1,51 0,97 0,99 1,03 0,38
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9 mois de régime naturel

Rats Poidsen g Glycémie en Triglycérides en | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/mli
1 90 65 80 54 25
2 95 77 70 40 23
3 89 60 54 47 26
4 86 58 73 47 24
5 102 71 67 62 23
6 112 78 77 64 30
7 87 82 88 71 26
8 93 86 82 65 31
9 90 72 76 69 33
10 129 82 71 61 34
MOYENNE 97,30 73,10 73,80 58,00 27,50
Ecart type 12,95 9,14 8,85 9,91 3,93
ESM 1,44 1,02 0,98 1,10 0,44

Tableaux IV : Valeurs des poids et de certains parameétres biochimiques des Psammomys

obesus soumis au RHC pendant 9 mois.

Temps 0 avant le régime hypercaloriq

ue

Rats Poidsen g Glycémie en Triglycérides | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml en mg/100ml mg/100ml pUl/mi

11 75 46 61 61 26
12 77 74 90 39 20
13 81 76 75 59 30
14 85 50 75 60 25
15 93 56 80 62 27
16 82 59 76 49 30
17 65 69 57 43 18
18 58 72 59 59 20
19 73 71 70 55 17
20 70 61 65 53 12
21 99 62 78 59 18
22 63 62 90 40 15
23 84 58 77 49 27
24 76 73 99 45 17
25 80 58 98 56 29

moyenne 77,40 63,13 76,67 52,60 22,07

Ecart type 10,93 9,06 13,24 7,90 5,92

ESM 0,78 0,65 0,95 0,56 0,42

0,06480 0,69641 0,06851 0,47222 0,07513
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3 mois de régime hypercalorique
Rats Poidsen g Glycémie en Triglycérides en | Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/mli
11 95 74 105 70 154
12 99 80 149 97 119
13 102 215 180 230 318
14 109 219 213 238 352
15 105 196 217 93 340
16 106 229 270 110 320
17 137 235 287 240 380
18 130 228 252 217 318
19 103 218 265 115 314
20 97 229 170 117 288
21 111 247 347 100 331
22 98 232 178 120 250
23 96 190 117 82 210
24 91 85 119 90 120
25 87 72 98 77 170
Moyenne 104,40 183,27 197,80 133,07 265,60
Ecart type 13,52 67,42 74,96 63,11 88,35
ESM 0,97 4,82 5,35 4,51 6,31
0,00014 0,00001 0,00001 0,00077 0,00000
*kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
6 mois de régime hypercalorique
Rats Poids en g Glycémie en Triglycérides en Cholestérol en Insuline en
mg/100ml mg/100ml mg/100ml pUl/ml
11 115 80 135 75 160
12 119 219 115 188 250
13 106 97 137 199 136
14 111 248 339 98 363
15 118 215 340 100 299
16 112 102 179 97 165
17 140 250 380 225 382
18 132 219 320 229 319
19 125 187 112 102 240
20 117 263 235 137 329
21 123 290 351 99 439
22 120 273 310 123 332
23 118 219 270 112 252
24 103 90 114 89 240
25 91 223 180 165 300
Moyenne 116,67 198,33 234,47 135,87 280,40
Ecart type 11,73 71,15 100,12 51,79 85,86
ESM 0,84 5,08 7,15 3,70 6,13
3,30169 E-05 7,16298 E-06 2,87098 E-05 0,00015 2,82071 E-09
*k*k*k *k*k*k *kk%k *kk%k *k*k*k




9 mois de régime hypercalorique

Rats Poidsen g Glycémieen | Triglycérides | Cholestérol en Insuline en

mg/100ml en mg/100ml mg/100ml pUl/mi
11 127 75 140 97 260
12 120 340 270 114 563
13 108 280 250 100 412
14 114 89 366 235 310
15 123 74 233 259 280
16 117 256 145 103 443
17 145 270 285 150 465
18 135 245 375 135 380
19 127 190 378 128 401
20 123 83 150 179 210
21 129 319 380 176 375
22 122 293 122 94 438
23 119 280 240 102 401
24 115 130 129 87 178
25 96 93 190 99 345

Moyenne 121,33 201,13 243,53 137,20 364,07

Ecart type 11,39 99,72 96,92 53,25 102,26
ESM 0,81 7,12 6,92 3,80 7,30

8,09514 E-05 0,00054 1,42204 E-05 0,00012 4,14437 E-10

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk
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