REPUBLIQUE ALGERIENNE DIMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université BLIDA 1
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département de Biologie et Physiologie Cellulaire
.b
Mémoire de fin d’études
En vue de I’obtention du Diplome
MASTER
Option : Génétique
Théme

Expression de quelques Marqueurs de Prolifération Cellulaire (p53, Bcl-2), au

Niveau de Dintestin de lapin traité par un Insecticide Avermectine et Co-

supplémenté  par les vitamines C et E Etude immunohistochimique et

Bioinformatique.

Présenté par
MERADI Abdellah Hamza et FLICI Linda
Date de soutenance : 17 juillet 2019
Devant le jury compose de :

Mme CHAKHMA A. MAA Présidente.
Mme BENAZOUZ F. MAA Examinatrice.
Mme KHALDOUN H. MCA Promotrice.
Mme OUJIDA F. MCA Co-promotrice.
Mme ABDUL-HUSEIN A. MCB Co-promotrice.

Promotion : 2018-2019




REMERCIEMENTS

Avant tout, Nous remercions Dieu le tout puissant, qui nous a donné I’envie et la force pour mener a

terme ce travail.

Nous tenons a exprimer nos plus vifs remerciements a Notre promotrice Mme « KHALDOUN H. »
Maitre de conférence A, qui a bien voulu diriger ce travail, nous la remercions aussi d’en avoir

partagé ses connaissances et pour sa disponibilité tout au long de la réalisation de ce travail.

Nous tenons a remercier Notre Co-promotrice Mme « OUDJIDA F. » Maitre de conférences A,
du laboratoire d’anatomopathologie CHU de BENI-MESSOUS. Pour sa patience, ses conseils, et
sa disponibiliteé.

Nous remercions egalement notre Co-promotrice Mme «<ABDEL HOSSEIN A. » Maitre de

conférence, B Pour son aide ainsi que ses encouragements et son optimisme.

Nous tenons également a remercier tous les membres de notre jury d’avoir acceptées d’évaluer
notre travail. Nous remercions également Mme « CHAKHMA A. » Maitre assistante A, d’avoir

acceptée de présider notre jury de soutenance.

Nous remercions également Mme « BENAZOUZ F. » Maitre assistant A, d'avoir acceptée

d’examiner ce travail.

Nous exprimons notre profonde gratitude a tous les membres du laboratoire d’anatomopathologie
de CHU BENI-MESSOUS, Nous pensons spécialement 8 Mme HANANE. Et tous ceux qui ont

contribué & la réalisation de la partie expérimentale.

Nos remerciements vont également 8 Mme responsable de laboratoire d’immunohistochimie CHU

BENI MESSOUS, pour son aide, sa patience et ses encouragements.

On souhaiterait aussi adresser nos gratitudes a tous nos enseignants pour I’accompagnement et le

savoir transmis tout au long de notre parcours universitaire.

Nous tenons également a remercier tous ceux et celle que nous ont aidé dans la réalisation de ce

travail et qui nous ont soutenu dans les moments difficiles.



Dédicace

Je tiens tout d’abord d dédier ce modeste travail a mes chers parents, qui
m'ont donne tout ce dont javais besoin afin de parvenir a ce stade :
amour persévérance et bonne éducation et a qui revient le mérite de ce
que je suis aujourd hui.

A mes fréres « Abdeslam », « Mohamed ».

Mes sceurs « Meriems, « Ikvam », « Zohra ».

A mes meilleures amies pour leurs incessants encouragements et leur
soutien durant les épreuves difficiles que nous avons traversées.

A ma chére binome Linda

Je te remevrcier pour ta volonté de travail, hamdoullah, on est arrivé a
notre objectif.

Abdellah



Dédicaces
Je dedie ce modeste travail:

A mes chers parents, pour leur amour, leur soutien et

leurs sacrifices.
A ma chére sceur djazia.

A mes cousins et mes cousines. A Tous les membres de

ma famille qui méritent étre aimes.

A toutes les étudiants de la promotion génétique

2018/2019 .
A mon cher binome abdelah.

A mes amies Meviem, Sabrina, Nour el Houda roufaida,

Fatima.

A tous ceux que jaurais oublié de citer mais qui

existent au fond de mn cceur.

FLICT



Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet amélioratif des vitamines C et E suite a une
toxicité subaigué par un insecticide avermectine sur l’intestin (duodénum) des lapins males de
souche local Oryctolagus cuniculus. Pour cela vingt lapins males ont été répartis en quatre lots :
témoin (T), traité par les vitamines C et E (CE), traité par ’avermectine (AV), traité par
I’avermectine et coadministré par les vitamines C et E (AV+CE). Une étude histopathologique et
immunohistochimique (expression de la P53 et la bcl-2) du parenchyme duodénal ainsi qu’une
étude bioinformatique du géne P53 par des logiciels d’analyse de génome NCBI et COSMIC ont
été¢ réalisés. L’observation microscopique du parenchyme duodénal des lapins traités par
I’avermectine en comparaison avec les trois autres lots révéle des lésions a savoir un infiltrat
inflammatoire au niveau de 1’axe conjonctif des villosités intestinales ; une hyperplasie des glandes
de Brunner et un aplatissement de 1’épithélium des villosités. Cependant, I’examen
immunohistochimique montre un immun marquage cytoplasmique et /ou nucléaire positive de
I’expression des protéines P53 et bcl-2, chez les animaux témoins et coadministrés (AV + CE) au
niveau des cellules inflammatoires et des cellules des villosités en anoikis. Bien que, une expression
cytoplasmique modeérée des protéines P53 et bcl-2 a été constatée chez le lot traité par AV en
comparaison avec les autres lots, cepondent malgré 1’hyperplasie observée chez les traités par
avermectine les cellules des glande des Brunner ne montrent aucune immuno reactivité ni par la
P53 ni bcl-2 chez les quatre lots d’animaux. L’étude bioinformatique montre que les codons 175,
248 et 273 sont les trois points chauds de mutation retrouvés dans de nombreux cancers et se situent
au niveau du domaine central du gene p53 ou au niveau du site de liaison spécifique avec I’ADN.
Nous constatons aussi 1’existence d’une casseur de séquence d’ADN entre la séquence p53 de
référence et les 2 isomeéres chez le lapin. En conclusion, la supplémentation par les vitamines C et

E a permis de restaurer les Iésions duodénales provoquées par I’avermectine chez les lapins males.

Mots clés : Avermectine, vitamine C et E, lapin, duodénum, Histologie, Immunohistochimie,

P53, bcl2, bioinformatique.



Abstract

The aim of this work is to evaluate the improving effect of vitamins C and E following
subacute toxicity by an avermectin insecticide on the intestine (duodenum) of male rabbits of local
strain Oryctolagus cuniculus. For this purpose, twenty male rabbits were divided into four batches:
control (T), treated with vitamins C and E (CE), treated with avermectin (AV), treated with
avermectin and co-administered with vitamins C and E (AV+CE). A histopathological and
immunohistochemical study (expression of P53 and bcl-2) of duodenal parenchyma and a
bioinformatics study of the P53 gene using NCBI and COSMIC genome analysis software were
performed. Microscopic observation of the duodenal parenchyma of avermectin-treated rabbits
compared to the other three batches reveals lesions in the mucosa and duodenal sub mucosa,
including an inflammatory infiltration in the connective axis of the intestinal villi; hyperplasia of
Brunner's glands; and flattening of the epithelium of the villosities. However, immunohistochemical
examination shows positive cytoplasmic and/or nuclear immunolabelling of the expression of the
proteins P53 and bcl-2 in control and co-administered animals (AV + EC) in inflammatory cells and
anoikis villus cells. Although, moderate cytoplasmic expression of the proteins P53 and bcl-2 was
observed in the batch treated with AV compared to other batches. The bioinformatics study shows
that codons 175, 248 and 273 are the three mutation hot spots found in many cancers and are
located at the central domain of the p53 gene or at the specific DNA binding site. We also note the
existence of a DNA sequence breaker between the reference p53 sequence and the 2 isomers in
rabbits. In conclusion, vitamin C and E supplementation has restored avermectin-induced duodenal

lesions in male rabbits.
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INTRODUCTION

Les pesticides constituent un groupe trés hétérogene de substances chimiques adaptées a la
lutte contre les plantes et les animaux indésirables (Cherin et al., 2012). Au cours de la derniére
décennie, les pratiques agricoles en Algérie ont connu une croissance significative en termes de
production, de rendement et d’emploi des pesticides. Cependant, 1’utilisation intensive de ces
xénobiotiques a des effets néfastes sur la santé humaine et 1’environnement et peut méme
déclencher des processus génotoxiques et mutagénes de différentes maniéres (Benedetti et al.,
2017).

Les pesticides regroupent un grand nombre de spécialités de toxicité variable pour ’homme
(Cherin et al., 2012). Les lactons macrocycliques (ML) comprennent deux familles chimiques: les
avermectines et les milbémycines. L’avermectine est le produit de fermentation de la bactérie du sol

Streptomyces avermitilis (Khaldoun Oularbi et al., 2013).

Les avermectines ont été largement utilisés pour lutter contre les parasites et les ravageurs de
I'nomme, des animaux et des cultures, et occupent une place importante sur le marché des pesticides
en raison de leur large spectre d’action et leur grande efficacité (Li et al., 2016). L’abamectine
(ABM) a été largement utilisé partout dans le monde et est 1’un des insecticides les plus utilisés en
Algérie (Khaldoun Oularbi et al., 2013).

L’exposition aux pesticides provoque des altérations séveres biochimiques et histologiques
des organes cibles (Khaldoun et al., 2014). L'intestin gréle des mammiferes, site de digestion et
d’absorption des nutriments et de 1’eau, permet le passage des xénobiotiques nocifs dans
I’organisme (Kaminsky, 2003). Des études récentes ont montré que 1’intoxication par les pesticides
engendre un stress oxydatif par la genération des radicaux libre (Saxena et Garg, 2010).
Parallélement, 1’utilisation des antioxydants, réducteurs ou capteurs de radicaux libres, en tant que
stratégie a été récemment porté a la prévention des dommages oxydatifs causé par les insecticides
(Magdy et al., 2016).

Nous nous sommes intéresses dans la présente étude aux vitamines C et E qui sont utilisés
comme suppléments nutritionnels et éléments essentiels dans presque tous les systemes biologiques
(Guilland., 2011).

Un stress génotoxique modéré provoque 1’arrét transitoire du cycle cellulaire par la protéine
p53, ce qui limite les lésions et permet leur réparation. Si le stress est plus intense ou prolongé, p53

inhibe la prolifération par un mécanisme généralement irréversible (sénescence) ou déclenche



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27213156

I’apoptose impliquant la protéine Bcl2 (Albagli, 2015). P53 est un facteur de transcription qui agit
comme un gardien du génome en réponse a divers stress cellulaires (Toledo et al., 2007).

De plus, suite a un stress cellulaire, la protéine p53 induit la transcription des génes cible
codant pour les protéines pro-apoptotiques Bax, PUMA, Noxa, Bak et Bid et réprime la
transcription de genes codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl- 1 (Homologs,
2009).

Lors de sa création, la bioinformatique correspondait a 1’utilisation de I’informatique pour
stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. Cette définition originale a maintenant
été étendue et le terme bioinformatique est souvent associ¢ a 1’utilisation de I’informatique pour
résoudre les problémes scientifiques posés par la biologie dans son ensemble. Il s’agit dans tous les
cas d’un champ de recherche multidisciplinaire qui associe informaticiens, mathématiciens,

physiciens et biologistes.

Dans ce contexte, le présent travail consiste d’une part a démontrer les effets toxiques d’une
formulation d’insecticide avermectine sur ’intestin gréle des lapins et l’effet protecteur des
vitamines C et E, et d’autre part complété notre étude par une recherche bioinformatique de la

structure et I’expression du gene et de la protéine P53.
Ce document est devisé en trois chapitres essentiels :

Le premier chapitre présent une synthése bibliographique qui commence par des généralités
sur les pesticides, le stress oxydative et la prolifération cellulaire, ainsi que les fonctions du gene
suppresseur de tumeur P53 et le gene anti apoptotique Bcl-2, et des généralités sur les vitamines C
et E et se termine par des généralités sur 1’organisation morphologique et histologique de I’intestin
gréle. Le deuxiéme chapitre ou la partie expérimentale comporte une description du matériel utilisé
et le protocole suivie durant 1’expérience. Le dernier chapitre est consacré a la discussion des

résultats obtenus suivi d’une conclusion et des perspectives.

.
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1. PESTICIDES
1.1.Définition

Le terme pesticide se compose de deux parties: le suffixe "cide™ qui a pour origine le verbe
latin “caedo, cadere™ qui signifie " tuer”. On lui a adjoint la racine anglaise "Pest" qui signifie
animal ou plante ou insecte nuisible a la culture provenant du latin pestis (peste) qui désignait le
fléau en général (Lopez et al., 2005).

Les pesticides sont des composes chimiques dotés de propriétés toxicologiques couvrant une
large gamme de produits utilises dans le contr6le des ravageurs et comprend insecticides :
herbicides, fongicides rodenticides , produits biologique , régulateurs de croissance des plantes ou
des insectes , nematicides et les biocides non spécifiques (Aktar et al., 2009).

1.2. Classification des pesticides

D’une maniére générale, les substances actives peuvent étre classées soit en fonction de la
nature de I’espéce a lutter (1 systéme de classification) soit en fonction de la nature chimique de la
oeme

principale substance active qui le compose ( systeme de classification).

1.2.1. Selon les organismes vivants ciblés on distingue

e Insecticides : Les insecticides sont des substances qui tuent les insectes, empéchent I'éclosion des
ceufs, altérent le développement normal des larves ou la maturation sexuelle (Faurie et al., 2003).
C'est le plus important groupe de pesticides qui englobe plusieurs familles : les insecticides
organophosphorés, organochlorés, neonicotinoides de synthése, avermectines et autres produits
(Belmonte et al., 2005).

e Fongicides : servent a combattre la prolifération des champignons pathogénes. Ils permettent de
lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent de graves dommages aux végétaux cultivées
(Cairns et Shermaj., 1996).

e Herbicides : IIs permettent d’éliminer les mauvaises herbes. Ce sont des phénoxydes, des triazines,
des amides, des dinitro-anilines dérivés d’urée, des sulfonylurées et uraciles (Benziane, 2014).

1.2.2.  Selon la nature chimique
Selon (Calvet et al., 2005), il existe trois catégories de pesticides:

- Pesticides inorganiques, qui sont peu nombreux, sont des pesticides trés anciens dont I'emploi
est apparu bien avant les débuts de la chimie organique de synthése.
- Pesticides organométalliques, ce sont des fongicides dont la molécule est constitue par un

complexe d’'un métal et d’un anion organique exemple:  dithiocarbamat.
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- Pesticides organiques, qui sont tres nombreux et appartiennent a diverses familles chimiques
dont il existe actuellement pus de 80 familles ou classes chimiques.
1.3. Insecticides

Les insecticides sont utilisés pour la protection des plantes contre les insectes. lls interviennent
en les éliminant ou en empéchant leur reproduction. différents types existent : les neurotoxiques, les
régulateurs de croissance et ceux agissent sur la respiration (Calvet et al., 2005). Dans la présente
étude un intérét particulier est porté a un insecticide de la famille des avermectines, décrit ci-apres.

1.4. Avermectines

Les avermectines sont des composés organiques macrocycliques dotés de puissantes
propriétés anthelminthiques et insecticides ; Les avermectines sont issues de la culture
de Streptomyces avermitilis.

Huit composés naturels ont été isolés: Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2aet B2b, Les
composés a possédent un substituant butyle en position 25 alors qu'il s'agit d'un isopropyle dans le
cas des composes b, Les homologues a et b ont une activité presque identique. Leur séparation au
cours de la fermentation a grande échelle est difficile et sans intérét, de sorte que, dans la littérature,
on considere quelques fois que quatre types d'avermectines : Al, A2, Blet B2 (Pitterna et al.,
2009).

Parmi les molécules avermectines issue de la fermentation S. avermitilis on cite :

- L'ivermectine (22,23-dihydro-avermectine B1) A été la premiere avermectine commercialisée.

- L'abamectine (avermectine B1) ¢’est un mélange d’avermectine Bla et B1b

- La doramectine (25-cyclohexyl-avermectine B1) : est trés lipophile et sa demi-vie tissulaire est
beaucoup plus longue.

- L'éprinomectine [4'-(épiacétylamino)-4'-désoxy-avermectine B1] (Siddique et al., 2014).

Figure 1: Structure chimique des deux isomeéres de 1’avermectine le Bla et B1b (Deng., 2019).
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1.4.1. Mode d’action
Les avermectines agissent en interférant avec la fonction des synapses neuromusculaires. Les

effets antiparasitaires connus des avermectines sont :
- la paralysie des muscles pharyngiens.
-la paralysie des muscles somatiques.

En présence d'avermectines, l'acide 4-aminobutanoique est libéré, se lie aux membranes
musculaires, et comme résultat, les canaux de chlorure demeurent ouverts. Cette charge négative est
maintenue au motoneurone, et la membrane devient hyperpolarisée, bloquant les signaux pour une

réaction excitatrice ou Inhibitrice (Dourmishev et al., 2005).
1.4.2. Toxicité des avermectines

Divers impacts Iétaux et sublétaux ont été observés sur des organismes non visés exposés
aux avermectines. Le risque principal est celui de la neurotoxicité, qui chez la plupart des
especes de mammiféeres peut se manifester par une dépression du systeme nerveux central

(SNC), avec pour conséquence une ataxie.

En général on utilise les pesticides sous forme de spécialités contenant plusieurs
substances, ces préparations sont classées par I'Agence de Protection de I'Environnement (EPA)
comme toxiques de catégorie 1V, c'est-a-dire trés faiblement toxiques. Ceci signifie que bien
que fortement toxiques pour les insectes, Les préparations de pesticides contenant de
I'avermectine ne devraient généralement pas avoir d'effet nuisible pour les mammiferes en mode

normal d'utilisation.

Par exemple, on peut déterminer pour une telle préparation une DL50 par voie orale de
650 mg/kg chez le rat (toxicité classée en catégorie Il : basse toxicité) ; Extrapolé a I'hnomme
pour un poids de 80 kilogrammes, la DL50 est de 52 g correspondant a une faible toxicité
(Rajasekharan et al., 2019).
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2. STRESS OXYDANT

Le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre de la balance « pro-oxydants / antioxydants » en
faveur des oxydants (Almasiova et al., 2012), ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de
I’ensemble des constituants cellulaires.

- Lipides avec perturbations des membranes cellulaires,

- Protéines avec I’altération des récepteurs et des enzymes,

- Acides nucléiques avec un risque de mutation et de canceérisation.
Un stress oxydatif peut donc se développer suite a une surproduction des oxydants comme les
especes activées de I'oxygeéne et/ou a une diminution des systemes de défense antioxydants
(Djellouli, 2013).

1.2. Especes réactives oxydantes (ERO)

L’oxygene, en tant que récepteur final d’électrons dans 1’organisme, se transforme en
molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est importante
puisqu’elle est associée a la production de 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut
potentiel énergétique a partir d’'une molécule de glucose (contre 2 seulement dans un processus
anaérobie). Mais tous les organismes aérobies paient le prix de ces avantages métaboliques. En
effet, les cellules convertissent 3 % de la quantité totale d’oxygéne consommée en espéces réactives

de ’oxygene (notées ERO) (Camille et Mireille, 2011).

Un radical libre (RL) est une entité chimique (atome, molécule ou fragment de molécule)
capable d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron célibataire ou non
apparié sur sa couche électronique externe (ou contenant deux électrons de méme spin dans une
case quantique), ce qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec
un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénoméne d’oxydation (Lobo et al., 2010) .
Sa durée de vie est trés courte (quelques millisecondes voir quelque nanosecondes).

Les radicaux libres peuvent étres formés par trois procédés :

1. Addition d’un électron libre a un non radical (NR + e- — R").
2. Perte d’un électron par un non radical (NR —e- — R").
3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A:B — A'+B’) (Bonnefont-Rousselot et
al., 2003).
Les xénobiotiques, les pesticides, les Insecticides sont seulement quelques exemples de toxines
qui peuvent pénétrer au corps humain et induire la formation de radicaux libres (EI-Demerdash et
al., 2013).
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1.3.Cibles du stress oxydatif

Les ERO réagissent avec les premiéres molécules qu’elles rencontrent. Elles ont comme cible les
lipides, les protéines, les glucides et les acides nucléiques (Gamet et Payrastre, 2011).

4 Les lipides: Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont les cibles privilégiées des ERO
radicalaires en raison de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydable. Plus I’acide gras est
insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé.

+ Les protéines: a cause de leur abondance dans 1’organisme, les protéines sont une cible
importante des ERO. Les modifications oxydatives des protéines provoquent 1’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine (formation de protéines carbonylées « PC »), Ces
modifications conduisent généralement a une perte de fonction catalytique ou structurale des
protéines affectées (Fetoui et al., 2010).

+ Les acides nucléiques : Les ADN nucléaires et mitochondriales constituent une cible cellulaire
importante. Les bases qui composent I’ADN sont sensibles a I’oxydation. Ces attaques sont
essentiellement causées par le HOe. Des modifications de base azotée, en particulier la guanine qui
peut étre transformée en 8- hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHdG) ou encore la thymine en thymine
glycol (Grandjean, 2005) entraine un non-appariement des bases, ou un mauvais appariement, ou
encore un blocage de la réplication de I’ADN. Ainsi nous constatons que ces dommages peuvent
participer & une mutagénese, & un arrét des divisions cellulaires par blocage des mécanismes de
réplication, a un arrét de la synthése protéique par blocage des mécanismes de transcription /
traduction, et enfin a une mort cellulaire. De ce fait, les ERO participent a la mise en place des

caractéristiques du cancer (Figure 2).
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Figure 2 : Participation des ERO dans la mise en place des caractéristiques du cancer (Bonnefont-

Rousselot et al., 2003).
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3. PROLIFERATION CELLULAIRE / Apoptose P53 et Bcl2

L’entrée dans le cycle de division représente 1’exécution du programme de prolifération
cellulaire, en réponse aux messages apportés par des facteurs de croissance. La transduction de ces
messages aboutit a la transcription de génes nécessaires a 1’initiation du cycle cellulaire. (Robertt,
2011).

Un cycle de division cellulaire, est constitué de 4 phases : G1, S, G2, et la mitose M. Les phases
S et M sont séparées 1’une de I’autre par deux périodes intermédiaires (phases Glet G2) permettent
la vérification de I’intégrité du matériel génétique et de la réparation d’erreurs éventuelles risquant
d’étre ensuite transmises aux cellules filles. Le passage d’une phase a la suivante passe par des
points de contrdle a hauteur desquels le cycle s’interrompt en présence d’'un ADN endommagé
(Lallmann, 2008).

Le contrdle du cycle cellulaire est d’une importance capitale dans 1’oncogenese, qui
s’accompagne d’une perturbation de la régulation normale du cycle (Robert, 2011). Les machines
centrales qui contrdlent la progression du cycle cellulaire sont les Kinases dépendantes des
cyclines (CDK). Les Cdk sont activées par la phosphorylation d’une thréonine (160 pour Cdk2 et
172 pour Cdk4) par les kinases CAK (Pommier et Kohn, 2003).

Facteurs de croissance
Nutriments

\ !

[ CycB cakass
Cdkl
PRb
e EB
Cdk2
| cycA |
Cdk2 y» PP
pRb
Omm,

Transcription

‘ Cycline E/A
. eee—

Figure 3: Régulation moléculaire du cycle cellulaire (Lagarrigue et al., 2011).

3.1. Marqueur de prolifération la protéine P53
La protéine p53 est le produit d’un gene suppresseur de tumeur qui est la cible la plus commune
pour la modification génétique dans le cancer humain. Le type p53 non mute est souvent trouvé
dans les cellules dans un état latent, elle est active par réponse a des signaux intracellulaire et
extracellulaire, I’activation implique 1’augmentation des niveaux de protéine p53 totaux aussi bien

des changements qualitative dans la protéine (Oren et Rotter, 1999).
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3.1.1Structure de la protéine P53

Le géne codant la protéine p53 humaine est localisé sur le bras court du chromosome 17,

plus précisément sur la bande chromosomique 17p13.1 (Soussi, 2000). Il est composé de 11 exons

et s’étend sur une longueur de 20 kb (Figure 4).

Il dispose d’une séquence intronique de 10 kb située entre la premicre et la deuxiéme

séquence exonique. Cinq régions hautement conservées au cours de I’évolution sont localisées entre

le second et le huitieme exon. Il est généralement admis que le domaine central de la protéine p53

est codé par les exons 5, 6, 7, 8. (Dridi et al., 2006).

A Structure du géne p53
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Figure 4: Structure du gene p53 et représentation schématique de la protéine P53 et du
monomere de la protéine P53 (Dridi et al., 2006).

La protéine p53 est une phosphoprotéine de 393 acides aminés. Les principaux domaines de la

protéine p53 sont :

<+ Domaine amino-terminal (résidus 1-42) nécessaire a I’interaction avec les composantes de

I’appareil transcriptionnel.
#+ Région riche en résidus proline (63-97) intervenant au cours de I’apoptose.

+ Domaine central hydrophobe (102-292) dont la structure tridimensionnelle permet la fixation
spécifique a ’ADN au sein duquel convergent la majorit¢ des mutations inactivatrices en cause

dans divers cancers humains.
<+ Domaine de tétramérisation (323-356).

<+ Domaine carboxyterminal (363-393) intervenant dans la régulation négative de p53 (Dridi et

al., 2006).
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La protéine p53 peut étre localisée dans le cytosol, le noyau ou les mitochondries. Le trafic
nucléo-cytoplasmique de p53 est assuré par ses sequences NLS (signal de localisation nucléaire) et
NES (signal d’exportation nucléaire) (Dridi et al., 2006).

3.1.2. Fonction de p53

Le facteur de transcription P53 a été décrit pour la premiére fois en 1979. Depuis, cette protéine
a fait I'objet de nombreuses études a cause de son implication dans divers processus biologiques tels
que:

+ Blocages des cellules dans le cycle cellulaire,

4+ Réparations des lésions de I'ADN.

+ Mise en place de I'apoptose.

+ Différenciation cellulaire.

La protéine p53 est activée par phosphorylation, déphosphorylation et acétylation, et elle
devient un puissant facteur de transcription spécifique d’une séquence de I’ADN (Leblanc et May.,
2002).

3.1.3.P53 : Régulation du cycle cellulaire et réparation de ’ADN
Les deux points de contr6le du cycle cellulaire sont essentiels au maintien de la stabilité
génomique. Le gene suppresseur de tumeur p53 assure le bon déroulement du cycle cellulaire

et le maintien de ’intégrité du génome.

@
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Figure 5 : Implication de la protéine p53 dans I’arrét du cycle cellulaire (FPD, 2014).
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En effet, suite & des dommages a I’ADN la phosphoprotéine p53 déclenche I’arrét du cycle
cellulaire. Ce controle négative peut se faire par 1’activation de la protéine p21 (Figure 5), qui
inhibe I’activité des complexes cyclines A/CDK2 et cycline E/ CDK2 au cours des phases G1-S et
celle de la complexe cycline B1/CDK 2 au cours de la phase G2 (Barboza et al., 2006).

L'arrét du cycle cellulaire induit par le TP53 est nécessaire pour permettre aux processus
appropriés de réparation de I'ADN de se produire (Barboza et al., 2006).

3.1.4.P53 et apoptose

Il a été montré que la protéine p53 peut étre localisée au niveau de la mitochondrie. La, elle peut
interagir, indépendamment de ses activités transcriptionnelles, avec des membres pro-apoptotiques
de la famille Bcl-2 comme Bak, dont elle favorise 1’oligomérisation et donc 1’activation ou Bad,
participant ainsi a 1’apoptose (Leu et al., 2004).

P53 participe également a 1’inhibition des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 : il a été
montré que ’interaction entre p53 et les protéines Bcl-2 et Bcl-XL favorise la perméabilisation des
membranes mitochondriales et la libération dans le cytosol de protéines pro-apoptotiques comme le
cytochrome ¢ (Bilim et al., 2008).

P53 régule également la transcription de genes codant pour des récepteurs a domaines de mort.
Ces récepteurs membranaires, une fois activés par leurs ligands, induisent la voie extrinseque de
I’apoptose (Takimoto et El-Deiry, 2000). La protéine p53 est donc un régulateur majeur de
I’apoptose, de facon dépendante ou non de ses activites transcriptionnelles.

3.1.5.P53 et MDM2

La régulation par Mdm2 est un mécanisme clé dans le contréle du taux intracellulaire de P53.
Mdmz2 se fixe sur la protéine P53 au niveau des résidus 17 a 22, situés dans le domaine de trans-
activation en N-terminal. Mdm2 inhibe ainsi la transcription induite par P53 et induit I'exportation
de P53 du noyau vers le cytoplasme. De plus, mdm2 agit comme une E3-ubiquitine ligase sur P53

qui devient alors une cible de dégradation par le protéasome 26S (Moll et Petrenko, 2003).

3.2.Apoptose et Bcl2
La protéine Bcl-2 a été identifiée en 1984. Quelques années plus tard, sa fonction anti-
apoptotiques a été mise en évidence. Actuellement, une vingtaine de membres de la famille Bcl-2
ont été identifiés. Les membres de la famille Bcl2 possédent des activités pro- ou anti-apoptotiques :

la balance entre les différents membres de cette famille protéique régule 1’apoptose. (Reed, 2008).
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3.2.1.Structure des protéines de la famille Bcl2
Les protéines de la famille Bcl-2 possédent entre 1 et 4 domaines BH (Bcl-2 Homology) et
sont répartis en 3 sous-familles.

Les protéines anti-apoptotiques « Bcl-2 like » : elles possédent entre 2 et 4 domaines BH et
peuvent présenter un domaine TM (Transmembranaire) permettant [’insertion dans les
membranes cellulaires.
Les protéines pro-apoptotiques « Bax like » : elles possedent entre 2 et 3 domaines BH, ainsi
qu’un domaine TM.
Les protéines pro-apoptotiques « BH3-only » : elles possédent seulement le domaine BH3 et
peuvent présenter un domaine TM (Karnak et Xu, 2010).
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Figure 6 : Structure des membres de la famille Bcl-2 (Kelly et Strasser, 2011).

La plupart des membres de la famille Bcl-2 peuvent interagir entre eux via leurs domaines BH,
ce qui participe a la régulation de leurs activités. Un grand nombre de protéines appartenant a la
famille Bcl-2 sont régulées transcriptionnellement par la protéine p53.

Suite a un stress cellulaire, la protéine p53 induit la transcription des genes cible codant pour les
protéines pro-apoptotiques Bax, PUMA, Noxa, Bak et Bid et réprime la transcription de génes
codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl- 1 (Homologs, 2009).

3.3 anoikis et voies de signalisation
I’anoikis qui ne concerne que les cellules adhérentes, car c’est une apoptose induite par le
détachement cellulaire de la matrice extracellulaire. (Cabon et al., 2013), Les intégrines régulent la

viabilité cellulaire par leur interaction avec I'ECM, détection des forces mécaniquesrésultant de
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contacts et les convertissant en signaux intracellulaires. (Taddei et al., 2011). Le détachement de
cellules épithéliales de la matrice extracellulaire sous-jacente déclenche leur élimination par une
forme d’apoptose appelée anoikis (Mailleux, 2008). Elle implique une perte de I’attachement des
intégrines B1, la diminution de I’expression de I’EGFR, I’inhibition de la signalisation ERK1 et la
surexpression de BIM, un membre de la famille Bcl-2. L’étude moléculaire de 1’anoikis présente un
intérét en raison de la propriété des cellules cancéreuses épithéliales invasives et métastatiques a
résister a ce type de mort. (Cabon et al., 2013).

Les cellules cancéreuses sont généralement résistantes a la mort induite par anoikis. Cette résistance
leur conférerait potentiellement la capacité de survivre au voyage en dehors de la tumeur primaire et
de former ainsi des métastases. (Mailleux, 2008).
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2. VITAMINES Cet E

Les vitamines, E ou a-tocophérol et C ou acide ascorbique, semblent étre des plus importants et

puissants antioxydants dans la lutte contre le stress oxydant ( Jane et al., 2000 ).

2.1. Définition des vitamines
Les vitamines sont des substances organiques sans valeurs énergétique propre, nécessaire a
I’organisme et que 1’animale (ou ’homme) ne peut pas synthétiser. Elles sont donc fournies a
I’animale soit par sa flore digestive pour quelques-uns, soit plus généralement par 1’alimentation
(Limbach et Guilland, 2007) On considere communément 13 substances ou groupes de substances
comme des vitamines .les principales molécules ayant une activité vitaminique sont listées dans le
tableau | (LEBAS, 2000).

Tableau I : Liste des principales substances a activité vitaminique.

Nom Nom chimique

Vitamine A Rétinol - rétinal - rétinyl ester - acide rétinoique -(béta-carotene =

provitamine A)

Vitamine D Ergocalciférol (D2) - Cholécalciférol (D3)

Vitamine E alpha-Tocophérol - béta-Tocophérol - gamma-Tocophérol - etc.

Vitamine K Phylloguinone (K1) - Ménaquinone (K2) - Ménadione (K3)

Vitamine B1 Thiamine

Vitamine B2 Riboflavine

Vitamine B3 Acide nicotinique - Nicotinamide — Niacine

Vitamine B5 Acide Pantothénique

Vitamine B6 Pyridoxine - Pyridoxal — Pyridoxamine

Vitamine B8 Biotine

Vitamine B9 Acide Folique - acide ptéroylglutamique - famille des acides
ptéroiques

Vitamine B12 Cyanocobalamine - Aquocobalamine — Hydroxocobalamine

Vitamine C Acide ascorbique - Acide déhydroascorbique

(LEBAS, 2000).
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2.2.Vitamines C ou acide ascorbique

2.2.1. Structure biochimique

La structure de 1’acide ascorbique est apparentée a celle de sucre a 6 atomes de carbones,
ayant un poids moléculaires 176,13 KA et une formule brute C6H806. L’AA (ou 2-0xo-I-threo-
hexono-4-lactones -2.3-enediol) comporte une fonction lactone ,2 carbone asymétrique (les cabrons
4 et 5) deux fonctions alcool et une fonction enediol (HO —C=C-OH) sur les carbones 2 et 3
(Chambial et al., 2013).
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Figure 7: les différents états de I’acide ascorbique (Figueroa et Rivas, 2015).

La vitamine c existe essentiellement sous deux formes: 1’acide L-ascorbique forme réduite et
I’acide L dehydroascorbique (ADHA) forme oxydée, en équilibre réversible dans les tissus. Le

couple agit alors comme un puissant catalyseur de réactions d’oxydoréduction dans I’organisme

(Lykkesfeldt et al., 2014).

2.2.2. Besoins
La vitamine C n’est pas produite par le corps humain, elle nécessite donc un apport exogéne
dans certaines situations pathologiques (stress, inflammation et infection) les besoins en vitamine C
peuvent étre accrues (Czyzowska, 2016).
2.2.3. Action antioxydant
Du fait de sa capacité a donner des électrons, 1’ascorbate est un antioxydant puissant. Il piége
les espéces réactives dérivées de 1’oxygéne (ERO) tels le radical hydroxyle (OH), I’anion
superoxyde (02) et les espéces réactives dérivées de 1’azote (ERN). L ascorbate proteége le plasma et
les lipoprotéines de faible densité (LDL) en piégeant les ERO présentes dans la phase aqueuse
avant qu’elles initialisent la peroxydation lipidique .II joue aussi ce role antioxydant indirectement

en régénérent d’autre antioxydants tels que le glutathion et la vitamine E (Guilland et al., 2007).
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2.2.4. Toxicité de la vitamine C
La toxicité potentielle des doses excessive de supplément en vitamine C se relie aux
événements intra-intestinaux et aux effets des métabolites dans le systéme urinaire les prises de 2 ou
3 g/jour produisent une diarrhée désagréable par les effets osmotique de la vitamine non absorbée
en lumiere intestinal dans la plupart des personnes. Les perturbations gastro-intestinales peuvent se
produire aprés I’ingestion de moins de 1g parce que approximativement la moitie de cette dose ne
serait pas absorbée. (Chepda et al., 1999 ).
2.3.Vitamine E ou a tocophérol
La vitamine E, de formule brute : C29H5002, a une masse molaire de 431 son synonyme est
I’a tocophérol (Bourgois, 2003).
2.3.1. Structure chimique
L’alpha tocophérol est le compose naturel dont 1’activité vitaminique est la plus élevée, elle
peut étre synthétisée chimigquement ou isolée des huiles végétales. On considere aussi les
tocotrienols (a, B, Y, 6...) qui se distinguent des tocophérols correspondants par la présence de
doubles liaisons dans la chaine latérale en 3’ ,7°, et 11°. Ces composes sont moins actifs que les
tocophérols correspondants. Ce sont des molécules trés oxydables, d’ou leur role d’antioxydants

naturels (Wang et Quinn, 1999).

r3
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Figure 8 : Structure chimique des vitamines E (Wang et Quinn., 1999).
2.3.2. Besoins
Les apports nutritionnels conseilles (ANS) en vitamine E sont variable en fonction de I’age et
de I’état physiologique. Ainsi les besoins en vitamine E des adultes sont estimes a 12 mg par jour

tandis que chez les enfants, ils sont compris entre 4 et 11 mg (Dharancy, 2006).
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2.3.3. ROdle antioxydant
La vitamine E est un antioxydant majeur des structures lipidiques, sa réactive réside dans sa
capacité a capter les radicaux peroxyde formés lors du phénoméne de peroxydation lipidique et
donc a interrompe la chaine de propagation de ce processus. L’oxydation de 1’a-tocophérol conduit
a un radical tocopherol relativement stable du fait du noyau chromanol. (Delattre et al., 1999).
La vitamine E peut étre secondairement régénérée en présence de la vitamine C ou
d’autres réducteurs. Il existe donc un effet de synergie amplificateur antioxydant entre la

vitamine E et la vitamine C et des systemes enzymatique. (Guilland, 2011).

ANTIOXYDANTS l GSH (paracétamol)

UV, rad. ionisantes Vit E, Vit C

Xénobiotiques

Inflammation I PROOXYDANTS Se, Cu

oxydation C/ I ~ D oxydation

LIPIDES ADN PROTEINES
Figure 9 : Effet de synergie amplificateur antioxydant (DERAI, 2016).

2.4.Synergie entre la vitamine E et C

Du fait que les antioxydants agissent en synergie et de fagon a éviter un éventuel déséquilibre
de la balance pro-oxydants/antioxydants, il est souvent souhaitable de les administrer en
association. Ainsi I’a-tocophérol et 1’acide ascorbique améliorent 1’utilisation du glucose par les
tissus périphériques du diabétique, principalement le muscle squelettique, et ils inhibent de facon
synergique I’oxydation des LDL.

De plus, 1’acide ascorbique est indispensable & la régénération de 1’a-tocophérol, en
transférant un électron et un proton sur le radical tocophérol mentionne en régénérant le tocophérol

et en s’oxydant mono électronique en acide radical monohydroascorbique (Buettner, 1993).
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Figure 10 : Régénération d’a-tocophérol par I’acide ascorbique (DERAI, 2016).
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3. TUBE DIGESTIF ET INTESTIN GRELE

La digestion est un processus biologique complexe qui permet a I’individu de tirer des

aliments les nutriments indispensables a sa vie (Ménard et Dupont, 2014).

3.1. Appareil digestif du lapin

L’appareil digestif est composé d’une succession de compartiments : la bouche, 1’cesophage,
I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le caecum, le colon (proximal et distal), puis le rectum
abouchant a 1’anus. L’intestin gréle représente une faible part du tractus digestif (56% de la
longueur et 12% du volume de I'ensemble intestin gréle-ceecum-célon), alors que le ceecum est tres
développé (Martignon, 2010). Lieu de passage et de séjour obligé pour les aliments ; le caecum
héberge une microflore trés dense, constituée essentiellement des bactéries cellulolytiques ( Delteil

et al.,2012) (Figure 11).
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Figure 11: Schéma du tube digestif de lapin agé de 12 semaines (Gidenne et Lebas, 2005).
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3.20rganisation anatomique de ’intestin gréle :

L’intestin gréle commence au niveau du sphincter pylorique de 1’estomac, puis serpente dans la
partie centrale et inferieure de la cavité abdominale pour s’aboucher dans le gros intestin (Tortora
et Derrickson, 2018).

L’intestin gréle est composé de trois parties distinctes (Fromont et Tanguy, 2001).

e Duodénum : c’est I’endroit ou se déverse le suc pancréatique et la bile qui va permettre la
dégradation des aliments en nutriments

e Jéjunum et iléon : ce sont deux lieux d’absorption des nutriments vers le systéme sanguin.

3.2. Structure histologique de I’intestin gréle

Histologiquement, la paroi intestinale est formée de quatre tuniques concentriques :

+ Muqueuse

+ Sous muqueuse

+ Musculeuse

+ Séreuse ou péritoine

Il existe des variations histologiques au niveau de la muqueuse et la sous muqueuse :

La musculeuse et la séreuse sont identiques (Kierszenbaum, 2006) (figure 12).

3.2.1. Muqueuse intestinale : Elle forme la tunique interne (figure 12), elle est composée
par :
- D’épithélium des villosités.
- des glandes (ou cryptes) de Lieberkiihn.
- le chorion (lamina propria).

- la musculaire mugueuse.
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Villosité Crypte Dome folliculaire Crypte Villosité

[ [ i |

Lymphocyte
intra-épithélial

Lamina propria
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Muscularis
mucosae

Cellule souche

Région parafolliculaire

Sous-muqueuse

Centre germinal

Corona

Couches musculaires
Séreuse

Figure 12 : Organisation de la paroi digestive (LEBAS, 2006).

Dans le chorion, on trouve des cellules immunocompétentes (lymphocytes, plasmocytes et
macrophages), le chorion de l’intestin gréle est un site important de réactions immunitaires
(Kierszenbaum, 2006).

La musculaire muqueuse est une mince lamelle de cellules musculaires lisses ; elle est constituée
de deux couches I’une interne circulaire d’ou se détachent de gréles faisceaux destinés aux villosités
et se terminant a leur partie apicale sur la lame basale 1’autre longitudinale externe participe a la
structure des valvules conniventes (Coujard et al., 1980).

3.2.2.  Sous muqueuse :

La sous muqueuse est une couche épaisse de tissu conjonctif responsable de 1’insensibilité
et de I’¢lasticité du tube digestif. Elle contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques qui envoient
des branches vers la muqueuse et la musculeuse.

3.2.3. Musculeuse :
La couche profonde est circulaire, la couche externe longitudinale elles sont réunies par des
faisceaux musculaires s communs (Coujard et al., 1980).
3.2.4. Séreuse :
Mince couche de tissu conjonctif, est recouverte du péritoine viscéral, couche séreuse revétue
d’un épithélium pavimenteux simple, ou mésothélium .le péritoine pariétal recouvre la face interne

de la paroi abdominal (KIERSZENBAUM, 2006).
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3.3.Epithélium intestinal :

Chez les mammiféres 1’épithélium est largement pourvu de plis qui forment les villosités
intestinales. La muqueuse et la sous muqueuse sont encore plissées, essentiellement au niveau du
jéjunum, trés peu au niveau du duodénum et de I’iléon (Gilles et al., 2006).

Chaque villosité est formée de lamina propria, a I’intérieure de ces villosités le tissu conjonctif
contient, une artériole, une veinule, un réseau de capillaires sanguins, et un vaisseau chylifére, qui
est un capillaire lymphatique (Tortora et Derrickson, 2018) et des cellules libres de défense
(Lallmann, 2008) (Figure 06).

L’épithélium intestinal associé aux follicules est spécialisé dans le transfert des pathogénes dans
le tissu lymphoide, les plaques de Peyer sont situées dans la partie base de I’iléon ( Male et al.,
2007).

Chaque cellule épithéliale présente des replis a son p6le apical (bordure en brosse). L'ensemble
de ces structures plissées fait que la surface de contact de l'intestin avec le contenu digestif a été
estimee equivalente a celle de deux courts de tennis ou d'un terrain de football (Fioramonti, 2014).

3.3.1. Prolifération et différentiation de I’épithélium intestinale :
Le compartiment de prolifération (figure 13) est localisé dans la crypte, alors que le
compartiment de différentiation se situe dans la villosité. Plus les cellules sont spécialisées, plus

elles migrent depuis le fond de la crypte vers la lumiére de I’intestin (Arrighi, 2018).

Villosité
Compartiment
différencié

Crypte
Compartiment
de prolifération

_ Cellule .

de Paneth

Figure 13 : Organisation anatomique de I’intestin gréle d’apres (Andreu et al., 2006).
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3.3.2. Types cellulaires de I’épithélium intestinal

L’épithélium intestinal provient de la différenciation des cellules souches retrouvés a la base de
la crypte, localisées au niveau des villosités de 'intestin gréle et dans la partie supérieure des
cryptes du célon.

Selon leurs caractéristiques fonctionnelles, ces cellules appartiennent au :

- Lignage absorbant (entérocytes, cellules M et cellules en coupe) ou

- Lignage sécréteur (cellules de Paneth, cellules caliciformes, cellules entéro-endocrines, et
cellules en houppes) (Balbinot, 2017).
e Les entérocytes : L’entérocyte est une cellule prismatique, qui a une fonction d’absorption ; le
noyau ovoide est allongé selon 1’axe de la cellule est 1égerement rejeté vers la base cellulaire. La
membrane apicale différencié en plateau strié (bordure en brosse) est revétue par le glycocalyx qui
s’insinue entre les microvillosités jusqu’a leur base (Coujard et al., 1980) (figure 06).

De tres nombreuses enzymes hydrolytiques (peptidases, amino-peptidases, disaccharidases,
phosphatases alcalines, etc.) sont présentes au niveau du plateau strié des entérocytes. Ces diverses
enzymes assurent les derniéres étapes de I’hydrolyse des protides et des glucides alimentaires et
livrent ainsi aux« transporteurs » de la membrane plasmique les acides aminés et le glucose qu’ils
ont pour role de faire pénétrer a I’intérieur des entérocytes qui les déverseront dans les capillaires
sanguins (André et poirier, 2003).

e Les cellules caliciformes : Sont des cellules a mucus, elles sont moins nombreuses et secrétent
en continu un mucus dont le réle premier est de faciliter le glissement et la protection face aux
ingesta progressant dans la lumiere (André et poirier, 2003) (Figure 14).

o Les cellules entéro-endocrines représentent une minorité des cellules de 1’épithélium intestinal.
Elles sont responsables de la production d’une trentaine d’hormones régulant la satiété, la motilité,
I’immunité, et D’inflammation. Les cellules entérochromaffines, sécrétant principalement la
sérotonine, sont les cellules entéro-endocrines les plus représentées de la muqueuse intestinale
(Noah et al., 2011).

e Les cellules de Paneth : Le fond des glandes de Lieberkuhn est tapissé par des cellules dites de
Paneth (Gilles et al., 2006). Elles font une partie de la voie sécrétrice et produisent des molécules
visant @ maintenir la crypte dans un environnement stérile (lysozyme, TNF-a, defensines)
(Ouellette, 2004).

e Les cellules M, ou cellules a microplis, sont principalement retrouvées dans 1’épithélium
recouvrant les plaques de Peyer, et, dans une moindre mesure, entre les autres types cellulaires
differenciés des villosités (Balbinot, 2017).
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Figure 14 : Vue de détail d’une villosité illustrant les différents types de cellules (Crosnier et

al., 2006).

5.5 Glandes de Brunner
La tunique conjonctive de la sous-muqueuse au niveau du duodénum contient des « glandes de

Brunner ». Les glandes de Brunner (figure 4) sont des glandes muqueuses tubulo-acineuses
produisant une sécrétion alcaline qui neutralise le chyme acide provenant de 1’estomac
(Kierszenbaum, 2006). Par un canal excréteur, le mucus s’évacue au fond des cryptes de
Lieberkiihn aprés traversée de la musculaire-muqueuse (Catala et al., 2007).

Les glandes sont constituées de grandes cellules en colonne avec cytoplasme abondant, transparent
a mucineux avec des noyaux situés a la base. Dans le duodénum proximal, il peut s'étendre a travers
la muqueuse musculaire et dans les cryptes sus-jacentes. Il est théorisé que le chyme dans le
duodénum stimule les glandes pour sécréter un mucus alcalin qui aide a neutraliser l'acide de
I'estomac (Steinbach et Kane, 2012). Les glandes de Brunner sécrétent aussi du lysozyme, facteur
de croissance (Steinbach et kane, 2012); et produisent de l'urogastrone, qui inhibe la sécrétion
acide gastrique (Itaba et al., 2006).

3.3.3. Hyperplasie des glandes de Brunner

L’hyperplasie des glandes de Brunner, également connue sous le nom de Brunneroma ou
hématome polyploide, est une lésion rare, bénigne et proliférative, se développant a partir des
glandes de Brunner du duodénum (Kume et al., 2009), caracterisée par des lobules des glandes de

Brunner qui sont augmentés en taille et en nombre (Dhouha et al., 2017).
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Représente 10,6% des tumeurs bénignes du duodénum. Plusieurs cas d'hyperplasie de la glande
de Brunner causant une hémorragie, une obstruction ou une invagination intestinale. (Kume et al.,
2009).

&
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6.ETUDE BIOINFORMATIQUE

Lors de sa création, la bioinformatique correspondait a 'utilisation de 1’informatique pour
stocker et analyser les données de la biologie moléculaire. Cette définition originale a maintenant
été étendue et le terme bioinformatique est souvent associé a 1’utilisation de 1’informatique pour
résoudre les problémes scientifiques posés par la biologie dans son ensemble. Il s’agit dans tous les
cas d’un champ de recherche multidisciplinaire qui associe informaticiens, mathématiciens,

physiciens et biologistes.

Pour aboutir a la formulation de ces modeles et a ces prédictions, il est indispensable de tout
d’abord collecter et organiser les données a travers la création de bases de données (Dardel et

Képes, 2002).
6.1 Les bases de données

Une base de données est un ensemble structuré et organisé permettant le stockage de grandes
quantités d’informations afin d’en faciliter leur utilisation, L’un des mode¢les les plus utilisés

aujourd’hui est le modéle de bases de données relationnelles qui a été inventé un 1970 par Edgar

Frank Codd.
6.1.1 Banques de données utile dans le domaine de la génétique

. "GENOME BROWSERS"™ : lls correspondent a différentes bases de données qui
permettent d’accéder aux données du génome humain (et de celui d’autres espéces) a I’aide d’une
interface graphique. En plus des données de séquence, ces navigateurs permettent d’accéder a de
nombreuses données d’annotation (génes avec exons et introns, sites de fixation, régions

d’homologie) ,Les plus populaires sont :
e Ensembl (European Bioinformatics Institute / Wellcome Trust Sanger Institute).
e NCBI (National Cancer for Biology Information).
e UCSC (University of California Santa Cruz).

Si ’ensemble des "Genome Browsers" permet d’accéder a de trés nombreuses données, aucun
d’entre eux ne génere ces données. Ils sont donc dépendants d’autres centres ou laboratoires de
recherche qui eux les produisent. Ceci explique pourquoi les mémes données sont partagées par ces
différents navigateurs et c’est souvent ’interface qui oriente vers 1’un plutét que I’autre ou la

richesse des outils d’analyse associés.(Gibas et Jambeck, 2002).
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Figure 15 : Repreésentation des liens entre les "*Génome Browsers' et les fournisseurs de

données (Deléage et Gouy, 2013).

o Structure des protéines : Parmi les différents outils d’annotation fonctionnelle, attachons

nous a ceux en relation avec la structure des protéines puisque cette connaissance sera d’un apport
primordial pour I’interprétation des mutations responsables de maladies génétiques.

Les plus populaires sont :

e Uniprot/Swiss Prot/Expasy (Uniprot Consortium).

e Protein Data Bank (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics).

e Topspan (Open Protein Structure Annotation Network).

e NCBI (National Cancer for Biology Information).

e PDBsum (European Bioinformatics Institute) (Deléage et Gouy, 2013).

6.2 utilisation de la bioinformatique
-Prédiction des changement de stabilités des protéines .
-Prédiction de 1’agrégation des protéines .
-Prédiction des régions désordonnes .
-Prédiction du caractere pathogéne de mutation faux-sens .

-Prédiction du caractere pathogéne de mutation intronique (Deléage et Gouy, 2013).
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PRESENTATION ET LIEU DE L’ETUDE

Lobjectif de I’étude est la recherche des effets toxiques d’une formulation insecticide de la
famille des avermectines dont la matiére active est I’abamectine (ABM), et 1‘effet d’une
supplémentation vitaminique (vitamines C et E) apres exposition subaigué€ (21 jours) sur I’intestin

(plus précisément le duodénum) des lapins males de souche local « Oryctolagus cuniculus ».

Le présent travail a été réalis¢ durant la période allant du mois de février jusqu’au mois de
juin 2019 au sein du laboratoire d’anatomopathologie de 1’hopital de Beni Messous ou nous avons

recherché les effets génotoxiques de 1’abamectine par :

+ Une étude histologique de I’intestin (coloration H&E)
+ Une étude immunohistochimique (IHC) : Marqueurs de prolifération P53 et d’apoptose Bcl2
au niveau du duodénum de quatre lots d’animaux.

+ Ce travail a été complété par une étude bioinformatique sur la P53.
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1. Matériel
1.1.  Matériel biologique : Notre travail vient compléter une étude de toxicité subaigué par
I’abamectine et 1’effet amélioratif probable d’une Co-administration des vitamines Cet E, dont le
protocole suivi est détaillé par Abid et Koob (2016). Notre expérimentation débute a partir des
organes inclus dans de la paraffine (blocs de paraffine).

1.2.  Matériel non biologique : les produits utilisés dans 1’étude sont : 1’insecticide abamectine,
les vitamines C et E.

Le matériel non biologique utilisé dans la présente étude est constitué de verrerie classique et
appareillages et reactifs chimiques du laboratoire d’anatomopathologie (Annexe 1 ).

2. Meéthode
2.1. Taxonomie du lapin :

L’étude a porté sur 20 lapins males de souche locale Algérienne (Figure 16). La position
taxonomique du lapin (Oryctolagus cuniculus) est la suivante (Lebas et al., 1984).
Regne : Animale

Embranchement : Vertébrés

Classe : Mammiferes

Super ordre : Glires

Ordre : Lagomorphes

Famille : Léporides (lievre et lapin)
Sous-famille : Leporinae

Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cuniculus . . .
Figure 16: lapin male Oryctolagus cuniculus

E
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2.2.Répartition des lots: vingt lapins male ont été repartis en quatre lots comme suit :

LOT 1% Lot : Témoin | 2°™ Lot : VitCE | 3*™Lot: ABM | 4°™ABM+Vit CE

Nombre 5 5 5 5

Traitement | H,O Distillée 200 mg/kg/p.c. de 10mg/kg/p.c. 10 mg/kg/p.c. ABM
vitamine C et de ABM + 200 mg/kg/p.c
vitamine E Vit CE

-1*" lot control négatif : lot témoin recevant de 1’eau distillée.
-2°™ ot control positif : lapin traite par les deux vitamines C et E.
-3*™ ot ABM : lapin traité par I’abamectine.

-4*™ ot ABM + VitC + VitE : lapin traité par la vitamine C E et ’abamectine.

A la fin de I'expérience (21jours), les lapins ont été euthanasiés par décapitation cervicale et leurs
organes ont été prélevés, 'intestin rapidement retirés et lavé a ’eau puis fixer pour I’étude
histologique et immunohistochimiques.

2.3 Etude histologique

L’intestin a ¢té coupé en petit fragments et déposé dans des cassettes en plastique, puis
soumis aux étapes de 1’étude histopathologique. La confection des blocs et les coupes histologiques
ont été réalisées au niveau du service d’anatomie pathologique (CHU Beni-Messous), La technique
comporte les étapes suivantes :

2.3.1. Fixation des échantillons

La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération des
enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. Elle permet de préserver les structures tissulaires
dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant. La rapidité de 1’opérateur ne suffit pas a
assurer la qualité de la fixation: il faut encore que le fixateur pénetre le plus vite possible a
I’intérieur des tissus.

La fixation a pour but donc d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique histologique.
Elle doit étre réalisée rapidement apres sacrifice des animaux et prélevement des organes. Des
fragments de I’intestin ont été alors mis dans le formol a 10% le fixateur classique le plus utilisé. 1l
permet de durcir 1’échantillon sans I’abimer. Les échantillons sont placés dans des cassettes
spéciales a parois trouées afin de permettre le passage des liquides au cours des manipulations qui

suivent.
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2.3.2. Circulation

Etape consistant & faire pénétrer la paraffine au sein du tissu, comme la paraffine n’est pas
miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors complétement déshydratés avant 1’inclusion
dans la paraffine. Cette derniere n'est pas non plus soluble dans l'alcool utilisé pour la

déshydratation, on assiste donc & une substitution par le xyléne.

2.3.1.1. Déshydratation : La déshydratation se fait par immersion des casettes (contenant
les fragments de I’intestin) dans des bains d’alcool de degré croissant (70°, 90°, 100°) pendant Y2
heure par bain pour éliminer I’eau des tissus.
2.3.1.2.  Eclaircissement : Les casettes sont ensuite émergés dans du xyléne. Quatre bains
de xyléne a raison de 30 minutes par bain ont été effectués qui servent a remplacer 1’alcool dans les
tissus afin que celui-ci soit miscible dans la paraffine.
2.3.1.3. Imprégnation dans la paraffine: C’est la derniére étape de la circulation. La
paraffine doit étre chauffée pour se liquéfier, dans deux bain successifs de paraffine pure fondue a
60°C, a fin d’éliminer I’xyléne. L’ensemble des opérations sont effectuées dans un automate de
type Leica pendant une durée de 12 heures.
2.3.3. Enrobage (inclusion)
A pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres. Le milieu d’inclusion le

plus utilisé est la paraffine ; 1’inclusion a été réalisée selon les étapes suivantes :

e Ecoulement de la paraffine chauffé a 60° C dans les moules métalliques.

e Orientation des fragments dans la paraffine (les fragments sont placés dans le moule selon un
certain angle ou une certaine position afin de voir toutes les structures désirées lors de I’examen
microscopique).

e Placer les cassettes au dessus des moules. Apres refroidissement, on se trouve en présence d’un
bloc de paraffine dur, a 'intérieur duquel le fragment prélevé est inclus.

e Les blocs sont ensuite demoulés.

Cette étape se fait grace a ’automate d’inclusion. La partie froide de 1’automate a inclusion permet
de refroidir les blocs rapidement.

2.3.4. Réalisation des coupes

Les cassettes de paraffine contenant les prélevements sont fixés sur un microtome de type
Leica pour réaliser des ruban de coupes d’organe a une épaisseur de 2 a 4 um. Les rubans de

paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis déplissés (identifier les lames a I’aide
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d’un diamant spéciale). Les lames portant les coupes de 1’organe sont ensuite séchées dans une

étuve a 100 °C afin de permettre un déparaffinage.
2.3.5. coloration histologique H&E
Une coloration histologique nécessite les étapes suivantes

2.3.5.1. déparaffinage : a pour but d’enlever la paraffine du tissu pour permettre au
colorant de pénétrer, on fait passer les lames dans 4 bains de xyléne pendant 3 a 5 minutes par bain.
2.3.5.2. Hydratation : sert a retirer le xyléne du tissu et le faire remplacer par de 1’eau.
L’agent utilisé est 1’alcool (3 bains de 2 minutes chacun a concentrations décroissants 100°,

90°,70°). Suivi d’un ringage de 3 a 5 minutes a I’eau courant et enfin on passe a la coloration.

2.3.6. Coloration Hématoxyline —Eosine (HE)

La coloration d’hématoxyline —eosine est la coloration usuelle adoptée en anatomie

pathologique. La coloration passe par les étapes suivantes :

+  Un bain d’hématoxyline de Harris (un colorant basique nucléaire) pour la coloration des
noyaux en bleu pendant 6 minutes.

+ Ringage a ’eau courant pour le lavage des lames.

£ La coloration avec 1’éosine (un colorant acide cytoplasmique) pour la coloration de
cytoplasme en rose pendant 1 minute.

+  Ringage a ’eau courant pour le lavage des lames.

%+  Aprés la coloration, On procéde a un séchage dans I’étuve

2.3.7. Montage des lames

Le montage est la derniere étape de la préparation des lames pour la lecture en microscopie.
La protection des coupes colorées est réalisée grace a des lamelles en utilisant I’Eukitt qui favorise
le collage de la lamelle sur la lame. Il a pour but la protection des coupes contre la dégradation
chimique des colorants qui s’oxyde facilement a I’air. Aprés montage, les lames sont séchées sur

papier absorbant et nettoyées au xylene. Elles sont alors prétes a I’observation microscopique.

2.3.8. Etude microscopique
L’observation des lames a été faite a 1’aide d’un microscope photonique de type Leica. Le
grossissement 4 nous permis de voir la forme générale de 1’organe, et les grossissement 10, 40 et

100 nous ont permis de faire 1’é¢tude structurelle et I’agencement des différents tissus dans 1’organe.
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2.4. Etude immunohistochimique (IHC)
2.4.1. principe

C’est une méthode de détection d’une protéine sur coupe tissulaire ou sur un étalement
cytologique, a 1’aide d’un anticorps (AC) révélé par une réaction colorimétrique enzymatique.
L’immunohistochimie (IHC) est maintenant utilisée en routine et constitue un grand apport pour le
diagnostic en oncologie , pour aider a classer une tumeur , pour identifier 1’origine d’une métastase

et dans certains cas pour aider a établir la malignité d’une Iésion .
2.4.2. Mode opératoire

Il existe différentes techniques plus ou moins complexes visant a amplifier le signal sans
augmenter le bruit de fond : nous avons utilisé la technique peroxydase anti-peroxydase (PAP) . ce
systtme d’amplification utilise un seconde AC qui sert de liaison entre I’AC primaire et le
complexe PAP. On procede en 4 étapes : les 3 premiers mettent en cause des liaisons antigene-
4éme

anticorps, la est une reaction enzymatique.

2.4.3. Réalisation des coupes

Pour une bonne technique d’IHC la coupe doit étre extra fine de 2 a 3 um, et ceci pour éviter
le dépot des marqueurs et des colorants ce qui donne un faux résultat. L’étalement des coupes se
fait sur des lames sélanisées thermo résistantes a 98°C, elles ne se cassent pas et retiennent les
fragments ce qui évite le décollement des coupes, sans donner de bruit de fond. On seche les lames

pendant une nuit pour I’adhésion des coupes sur les lames.
2.4.4. Déparaffinage et réhydratation

Pendant le déparaffinage des lames on prépare le bain marie automatique a 98°C. Le
déparaffinage et la réhydratation se font successivement dans 3 bacs de xyléne pendant 5 minutes
chacun, suivie d’une réhydratation par passage des sections dans des bacs d’alcools décroissants

(100°, 90°, 70°) pendant 5 min chacun puis rincer avec I’eau distillé (Smin).
2.4.5. Démasquage antigénique par la chaleur au bain marie

Son but et de remédier aux effets secondaires de fixation formolée et ceci par la chaleur, dans

un bain marie a 98°C pendant 35 min.

Ensuite, la solution de démasquage (TRS) est préparée (elle va étre diluée a 1/10 dans I’eau
distillée), pour démasquer les sites Antigéniques Les bacs qui contiennent la solution de
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démasquage sont mis dans le bain marie (10 min). Les lames sont mises ensuite dans les bacs a

solution de démasquage et remises dans le bain marie (40 min).

> Sortir le bac du bain —marie et laisser refroidir sur la paillasse (20 min).

» Transférer le portoir dans un bac d’eau distillée (5 min) pour le rincage.

» Lavage en TBS (tampon de lavage) pendant 5 min

» Préparation de la chambre humide (par une compresse mouillée), 1’incubation doit se faire en
obscurité et humidité, la lumicre absorbe la positivité et la chaleur inhibe 1’action des enzymes.

» Encerclement des prélevements par DAKO-PEN (colle) pour éviter le déversement des
marqueurs.

2.4.6. Blocage des peroxydases endogénes

Addition d’eau oxygénée (H,0,) a 3 % pendant 10 min ,pour éviter I’effet électrostatique
positive et négative ainsi que les réactions chimique , également pour libérer les sites antigéniques,
puis on rince a 1’eau distillée (5 min) pour éliminer les débris des épitopes et les Ag soient nets

Placer les lames dans 3 bains de TBS propre 5 minutes pour chacun.

2.4.7. Application de I’Ac primaire

» L’incubation des prélévements avec une goutte de marqueur AC (anti p53 ou anti Bcl2)
pendant 30 min dans la chambre humide.

» Ringage par I’eau distillée ensuite dans le tampon TBS pendant 5 min.

2.4.8. Application de I’Ac secondaire

Dépot de I’AC secondaire couplé a la peroxydase (01 goutte de ’HRP rabbit/ mouse
(peroxydase de raifort) (15-30 min) puis ringage au tampon TBS.

2.4.9. Révélation
> Préparer de la solution DAB : en mettant (01 ml du diluant « Substrat Buffer ») avec (20ul
du concentré (Chromogéne DAB). ajout d’une goutte du chromogéne de la peroxydase
(DAB) sur chaque lame (05-10min), donnant ainsi une coloration brunatre donc positivité
» puis ringage a I’eau distillée.
2.4.10. Contre coloration
Contre coloration : avec I’hématoxyline qui va colorer le noyau (1-2 min). Puis ringage avec
de I’eau distillée. Pour le montage, I’Eukitt (01 goutte) est utilisé sur la lame, cette derniére est

couverte ensuite avec une lamelle (Observation microscopique).
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2.5. Etude bioinformatique de la P53

le but de cette étude et d’établir un arbre phylogénétique de la p53 humain et les différentes especes

ainsi d’aligner la séquence p53 avec les différents isoformes chez le lapin .
2.5.1. NCBI

Le NCBI conduit des recherches dans la biologie informatique, développe des logiciels pour
analyser des données de génome et fournir des informations biomédicales. Le NCBI n'est pas une

base de données, mais il développe aussi des bases de données publiques.

e Refseq : fournit un ensemble complet, intégré, non redondant et bien annoté de séquences, y
compris I'ADN génomique, les transcrits et les protéines. Les séquences RefSeq constituent une
base pour les études médicales, fonctionnelles et de diversité. Ils fournissent une référence stable
pour I'annotation génomique, l'identification et la caractérisation des génes, I'analyse des mutations

et du polymorphisme . https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/.

la séquence de gene p53 qu’on a utilise dans cette étude a été fourni par refseq .
¢ BLAST : trouve les régions de similarité locale entre les séquences. Le programme compare
les séquences de nucléotides ou de protéines aux bases de données de séquencage et calcule la
signification statistique des correspondances. BLAST peut étre utilisé pour déduire les relations
fonctionnelles et évolutives entre les séquences ainsi que pour aider a identifier les membres des
familles de genes.
2.5.2. COSMIC

Le Catalogue des mutations somatiques dans le cancer, est la ressource la plus importante et la plus

compléte au monde pour explorer I'impact des mutations somatiques dans le cancer humain.

On a utilise COSMIC pour trouvé les déférents mutation qui touche le géne p53 , ainsi les régions

les plus mutés et le type de cancer qui résulte de ces mutations https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic# .

e Uniprot : on a utilise Uniprot pour avoir la structure tridimensionnelle de la proteine p53
ainsi pour trouver les régions les plus touchés par les mutations sur la protéine. Et de trouve et

d’aligner les isoformes de la p53 chez le lapin avec la pS3humain . https://www.uniprot.org/align/
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail s’intéresse aux variations histologiques et immunohistochimiques de 1’expression
de la protéine P53 et de la protéine Bcl2 au niveau du parenchyme duodénal chez le lapin de souche
local traité par un insecticide de la famille des avermectines et dont la matiere actif est

I’abamectine ; toute en démontrant 1’effet amélioratif d’une supplémentation des vitamines C et E.
Nos résultats ci-dessous regroupent une :

- Etude histologique du parenchyme duodénal chez le lapin témoin en comparaison avec le
traité par I’avermectine et celui traité par avermectine et co-administré a la vitamine C et E;

- Etude immunohistochimique (IHC) de I’expression de la protéine P53 et BCL2 chez les
quatre lots.

- Etude bioinformatique du gene P53.
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1. RESULTATS

1.1. Etude histologique du parenchyme duodénal

Dans le présent travail nous avons réalisé une coloration histologique topographique
Hématoxyline Eosine (H&E) qui associe une coloration nucléaire par I’hématoxyline de Harris a

une coloration des cytoplasmes et du collagéne par 1’€osine.

1.1.1. Histologie du duodénum des lapins témoins

L’observation d’une coupe histologique au fort grossissement montre la présence de quatre
tuniques une mugueuse constitué d’un épithélium a cellules caliciformes suivi d’une sous muqueuse
(SM) caractérisée par la présence de glandes de Brunner (GB) ; une musculeuse constituée d’une
couche circulaire interne (CMC) et d’une couche longitudinale externe (CML) I’ensemble est
recouvert d’un tissu conjonctif I’adventice (A). Au fort grossissement on observe une muqueuse
normale, avec des villosités (V) et des cryptes (C) peu profondes (Planche 1).

1.1.2. Histologie du duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.

L’observation d’une coupe histologique au fort grossissement montre une structure normale
de la paroi intestinale ressemblant a celle des témoins composée d’une muqueuse, une sous
muqueuse, une musculeuse constituée une couche circulaire interne (CMC) et d’une couche
longitudinale externe (CML) et un adventice (A). Au faible grossissement on constate la présence
d’un épithélium a cellules caliciformes suivi d’une sous muqueuse (SM) caractérisée par la
présence de glandes de Brunner (GB) (Planche 2).

1.1.3. Histologie du duodénum des lapins traités par I’avermectine

L’observation d’une coupe histologique au fort grossissement montre plusieurs lésions au
niveau de la muqueuse et de la sous muqueuse intestinale duodénale (SM) principalement une
hyperplasie des glandes de Brunner (HGB) un aplatissement de [’épithélium avec une
désorganisation des villosités (AVI) ainsi qu’une inflammation (IF) au niveau de I’axe de la
villosité et dans la sous muqueuse (Planche 3).

1.1.4. Histologie du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés

par les vitamines C et E.

Le parenchyme duodénal montre au fort grossissement une structure moins altérée au niveau
de la muqueuse et de la sous muqueuse intestinale (SM) avec absence d’hyperplasie des glandes de
Brunner (HGB). Cependant nous avons enregistré la présence d’un infiltrat inflammatoire

lymphoplasmocytaire (IF) au niveau de 1’axe de la villosité et dans la sous muqueuse (Planche 4).
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Histologie du duodénum des lapins témoins

Planche 1 : Histologie du parenchyme duodénale chez le lapin témoin coloration H&E
A:GrX10 B:GrX40

VI : Villosités intestinales, GB : Glandes de Brunner, LI :lumiére intestinale, A :adventice,
CMC :couche circulaire interne , SM : sous muqueuse, CML : couche longitudinale externe

E
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Histologie du duodénum des lapins supplémenteés par les vitamines C et E

Planche 2 : Histologie du parenchyme duodénale chez le lapin supplementé par vitamines C et E
coloration H&E.

A:GrX10 B:GrX40

V : Villosités intestinales, GB : Glandes de Brunner, LI : lumiére intestinale SM : Sous Muqueuse,
CM : Couche Musculaire

E
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Histologie du duodénum des lapins traités par I’avermectine

Planche 3 : Histologie du parenchyme duodénale chez le lapin traité par 1’avermectine coloration
H&E

A:GrX10 B:GrX40

HGB: hyperplasie des glandes de Brunner, IF : infiltrat inflammatoire, D : désorganisation des
villosités LI : lumiére intestinale

E
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Histologie du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les
vitamines C et E

Planche 4 : Histologie du parenchyme duodénale chez le lapin traité par I’avermectine et
supplémenté par les vitamines C et E coloration H&E

A :Grx 10/ B : Grx 40V : Villosités intestinales, GB : Glandes de Brunner, LI : lumiére intestinale

E
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2. ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE (IHC)
2.1. IHC P53 : les planches 5, 6, 7 et 8 montrent I’expression de la protéine P53 chez les
animaux témoins ; supplémentés par les vitamines C et E ; traités par I’avermectine et traités
par I’avermectine et supplémentés en vitamines C et E.

2.1.1. IHC P53 duodénum des lapins témoins

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au
niveau des cellules apicales en régénerescence. De méme au niveau de I’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort grossissement, un
faible marquage de la p53 des entérocytes (cytoplasmique et du plateau strié) et des cellules

inflammatoires est observé (Planche 5).

2.1.2. IHC P53 duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau
des cellules apicales en régénérescence. De méme au niveau de 1’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, un faible marquage de la p53 des entérocytes (cytoplasmique et du plateau strié)

et des cellules inflammatoires est observé. (Planche 6).

2.1.3. IHC P53 duodénum des lapins traités par ’avermectine

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau
des cellules apicales en régénérescence . De méme au niveau de 1’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, une expression cytoplasmique modérée de la p53 des cellules inflammatoires et
une expression cytoplasmique légére au niveau des entérocytes (cytoplasmique et du plateau
strié) et est observé et une absence de immunomarquage au niveau de 1’hyperplasie des glandes
de Brunner (Planche 7).

2.1.4. THC P53 du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés
par les vitamines C et E.
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau
des cellules apicales en régénérescence. De méme au niveau de 1’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. . Au fort

grossissement, une expression cytoplasmique légere de la p53 des cellules inflammatoires et
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une expression cytoplasmique trés légere au niveau des entérocytes (cytoplasmique et du

plateau strié) et est observeé. (Planche 8).
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IHC P53 duodénum des lapins témoins

Planche 5 : IHC P53 duodénum des lapins témoins

A:GrX10 et B: Gr X 40

LI : Lumier intestinal , EN : entyrocyte, CD : cellules en régénérescence

E
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IHC P53 duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.

Planche 6: IHC P53 duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.
A:GrX10 et B:Gr X40

EN : enthérocyte , LI : lumiére intestestinale , AV : axe de villosité

E
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IHC P53 duodénum des lapins traités par I’avermectine

Planche 7 : IHC P53 duodénum des lapins traités par I’avermectine

A:GrX10etB:Gr X40

AV : axe des villosités , HGB :hyperplasie des glandes de brunner
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IHC P53 du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les
vitamines C et E.

Planche 8 : IHC P53 du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par
les vitamines C et E.

A:GrX10 et B: Gr X 40

EN :enthérocyte , AV : axe de villosité ,LI : lumiere intestinale

E
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1.1.IHC BCL2
1.1.1. IHC BCL2 duodénum des lapins témoins
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau

des cellules apicales en dégénérescence. De méme au niveau de 1’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, un faible marquage de la bcl-2 des entérocytes (cytoplasmique et du plateau

strié) et des cellules inflammatoires est observé (Planche 9).

1.1.2. IHC BCL2 duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau

des cellules apicales en dégénérescence. De méme au niveau de I’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, un faible marquage de la bcl-2 des entérocytes (cytoplasmique et du plateau

strié) et des cellules inflammatoires est observé (Planche 10).

1.1.3. THC BCL2 duodénum des lapins traités par I’avermectine
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau

des cellules apicales en dégénérescence. De méme au niveau de I’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisément les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, une expression cytoplasmique modérée de la bcl-2 au niveau des cellules
inflammatoires et expression cytoplasmique forte de la bcl-2 au niveau des entérocytes est
observé et une absence de I’immunomarquage de bcl-2 au niveau de I’hyperplasie des glandes

de brunner. (Planche 11).

1.1.4. THC BCL2 du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés
par les vitamines C et E.
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif au niveau

des cellules apicales en dégénérescence. De méme au niveau de I’axe conjonctif, les cellules
inflammatoires plus précisement les lymphocytes sont immuno-réactives. Au fort
grossissement, une expression cytoplasmique légere de la bcl-2 au niveau des cellules
inflammatoires et expression cytoplasmique légere de la bcl-2 au niveau des entérocytes est

observée. (Planche 12).
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IHC BCL2 duodénum des lapins témoins
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Planche 9 :
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IHC BCL2 duodénum des lapins témoins

A:GrX10etC-B:Gr X40
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IHC BCL2 duodénum des lapins supplémentés par les vitamines C et E.

Planche 10 :

IHC BCL2 duodénum des lapins supplémen'tés par les vitamines C et E.
A:GrX10 et B:GrX40
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IHC BCL2 duodénum des lapins traités par I’avermectine

Planche 11 : IHC BCL2 duodénum des lapins traités par I’avermectine

A:GrX10 et B:GrX40
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IHC BCL2 du duodénum des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les
vitamines C et E.

.
o

Planche 12 : IHC BCL2 du duodénum des lapins traités par ’avermectine et
supplémentés par les vitaminesCetE. A:Gr X 10 et B:Gr X 40
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3. RESULTATS BIOINFORMATIQUE

3.1. Structure et mutations de la p53

Residues selected:

Residue 96-120 : blus

Residue 121-150 : cyan
Residue 151-180 : yellow
Residue 181-230 : green
Residue 231-260 : pink
Residue 261-289 : red
Loops Strands
all Loops All Strands
L1 (graer Sl)" yell
L2 (blus) S2(green)
3 (orange 52"(cyan)
53 (orange
Helices S4(pink)
All Helices 55 (red)
H1 (orange S6 (blue
H2 (red) 57 (dark green)
S8 (purple)
Zinc 59 (dark grey)
51

[=]

(hight pink)

Planchel3 : Liaison de la p53 a I’ADN (http://p53.iarc.fr/MakeJMol.aspx)

2605 1 80 100 150 200 280 200 350 max: 2805
w7 2600
Subestitutions
0 i ) . ol .| L. |.lJ| 1 S I |
Amino acid
Pram D D W

Planche 14 : Le nombre de mutation de géne p53 et les differentes domaines de géne p53.
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?In=TP53
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Protein | Cellular tumor antigen p53

Cofactor:
Gene TP33 -
Organism | Homo sapiens (Human) Note: Binds 1 zinc ion per subunit,

Metal binding 176 Zinc 1

Metal binding* 179 Zinc | 1

Metal binding? 238 Zinc | 1

Metal binding* 242 Zinc | 1
Regions
T T
DNA binding? 102 - 292 B Add % BLAST 191

Planchel5 : Sites de liaison au zinc

Colour Mutation Number of
samples (%)
B 394 (1.45%)
2469 (9.09%)
m B oo 922 (3.39%)
B o 829 (3.05%)
Colour Mutation type Numhlerof I ] 6949(25'58%)
_ samples (%) B oo 1145 (4.21%)
. Nonsense substitution 4092 (9.84%)
Missense substitution 25478 (61.26%) I G2A 7908 (29.11%)
B synonymous substitution 735 (1.77%) I 65C 1269 (4.67%)
B Inframe insertion 100 (0.24%) —
B Fameshiftinsertion 802 (1.93%) I 6T 4174 (15.36%)
B Inframe deletion 534 (1.28%) I A 774 (2.85%)
B Frameshift deletion 2291 (5.51%)
B complex mutation 176 (0.42%) I I 1017 (3.74%)
B other 6936 (16.68%) I T>G 885 (3.26%)

Total Unique samples. 4188 Total unique samples 27170

Planche 16 : Type des mutations sur la p53.
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3.2 Alignement des séquences :

RESULTATS ET DISCUSSION

3.2.1 Comparaison entre la p53 de réf et I’isoforme X1

Range 1: 22 to 412 Graphics

¥ next Match

Score Expect Method
810 bits{2091) 0.0

Compositional matrix adjust. 390/391(99%:)

Identities Positives Gaps

301/391({100%) 0/391(0%)

Range 2: 3 to 16 Graphics

Query 1 MEESQSDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENNLLTTSLNPPVDDLLSAEDWVANWLNEDPEEG 6@
MEESQSDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENNLLTTSLNPPVDDLLSAEDWVANLWLMNEDPEEG
sbjct 22 MEESQSDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENNLLTTSLNPPVDDLLSAEDWVANWLMNEDPEEG 81
Query &1 LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWPLSSSWPSQKTYHGNYGFRLGFLHSGTAKSNT 12@
LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWRLSSSVPSQKTYHGNYGFRLGFLHSGTAKSVT
sbjct 82 LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWPLSSSWPSQKTYHONYGFRLGFLHSGTAKSNT 141
Query 121 CTYSPCLMKLFCQLAKTCPYVQLWVYDSTPPPGTRVRAMATIYKKSQHMTEVVRRCPHHERCS 18@
CTYSPCLNKLFCQLAKTCPVQLNUDSTPPPGERVRAHAIYKKSQHHTEVVRRCPHHERCS
Sbjct 142 CTYSPCLMKLFCQLAKTCPVQLWWDSTPPPGSRVRAMAIYKKSQHMTEVVRRCPHHERCS 201
Query 181 DSDGLAPPOQHLIRVEGNLRAEYLDDRNTFRHSVWYPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCHSSCHM 24@
DSDGLAPPOHLIRVEGHNLRAEYLDDRNT FRHSVVWPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCHM
Sbjct 202 DSDGLAPPQHLIRVEGNLRAEYLDDRMTFRHSVWWPYEPPEVGSDCTTIHYMNYMCMSSCM 261
Query 241 GGMNRRPILTIITLEDSSGHNLLGRMNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFREKGEPCPELPPGS 0@
GGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKGEPCPELPPGS
Sbjct 262 GGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEWVRVCACPGRDRRTEEEMFRKKGEPCPELPPGS 321
Query 321 SKRALPTTTTDSSPQTEKKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELMEALELKDAQAEKEPGGS 36@
SKRALPTTTTDSSPOTEKKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAEKEPGGS
Sbjct 322 SKRALPTTTTDSSPOTKKKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELMEALELKDAQAEKEPGGS 381
Query 3261 RAHSSYLKAKKGQSTSRHEKPMFEREGPDSD 391
RAHSSYLKAKKGQSTSRHEKPMFKREGPDSD
Sbjct 3B2 RAHSSYLKAKKGQSTSRHKKPMFKREGPDSD 412

A Previous Match 4 First Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
16.2 bits(30} 2.1 Compositional matrix adjust. 7/14(50%) 9/14(64%) 0/14(0%)
Query 351 AQAEKEPGGSRAHS 364

A A+ PGEGES+ 5
sbjct 2 ATAQAGPGGSQEAS 16

Planche 17: Alignement de séquence de référence p53 et I’isoforme x1

Plot of lcl|Query_68019 vs lcl|Query_68021 &)

]

1

|

1

200 250 :QD s #12

kel |Query_B68021

lel|Query_68019

1
391

Planche 18: courbe d’alignement de sequence de reference p53 et I’isoforme x1
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3.2.2 Comparaison entre la p53 de référence et I’isoforme x2

RESULTATS ET DISCUSSION

unnamed protein product
Sequence ID: Query_180099 Length: 412 Number of Matches: 2

Range 1: 22 to 412 Graphics W Next Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps
810 bits{2091) 0.0 Compositional matrix adjust. 390/391(99%) 391/391{100%) 0/391(0%)

Query 1 MEESQSDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENMLLTTSLNPPVDDLLSAEDVANWLNEDPEEG B8
MEESQSDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENMLLTTSLNPPVDDLLSAEDWVANWLNEDPEEG
sbjct 22 MEESQEDLSLEPPLSQETFSDLWKLLPENNLLTTSLNPPVDDLLSAEDVANWLNEDPEEG 81

Query 61 LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWPLSSSVPSQKTYHGHNYGFRLGFLHSGTAKSVT 128
LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWPLSSSVPSQKTYHGNYGFRLGF LHSGTAKSYT
sbject 82 LRVPAAPAPEAPAPAAPALAAPAPATSWPLSSSWPSOKTYHGNYGFRLGFLHSGTAKSYT 141

Query 121 CTYSPCLMNKLFCQLAKTCPVQLWVYDSTPPPGTRVRAMAIYKKSQHMTEVVRRCPHHERCS: 188
CTYSPCLNKLFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPG+HRVRAMATYKKSQHMT EVVRRCPHHERCS
Sbjct 142 CTYSPCLMNKLFCQLAKTCPVOLWVDSTPPPGSRVRAMAIYKKSQHMTEVVRRCPHHERCS 281

Query 181 DSDGLAPPOQHLIRVEGNLRAEYLDDRNTFRHSVWWPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCH 24@
DEDGLAPPOHLIRVEGNLRAEYLDDRNTFRHSVWVVPYEPPEVGSDCTTIHYMNYMCNSSCM
Sbjct 202 DSDGLAPPQHLIRVEGMNLRAEYLDDRNTFRHSWVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCMSSCM 261

Query 241 GGMMRRPILTIITLEDSSGNLLGRMNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFREKKGEPCPELPPGE 308
GGMMRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKGEPCPELPPGS
sbject 262 GEMMRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKGEPCPELPPGS 321

Query 3281 SKRALPTTTTDSSPQTKEKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELMEALELKDAQAEKEPGGS 368
SKRALPTTTTDESPQTKKKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELMNEALELKDAQAEKERPGGS
Sbjct 322 SKRALPTTTTDSSPQTKKKPLDGEYFILKIRGRERFEMFRELMEALELKDAQAEKEPGGS 381

Query 361 RAHSS5YLKAKKGQSTSRHKKPMFKREGPDSD 391
RAHSSYLKAKKGOSTSRHKKPMFKREGPDSD
Sbjct 382 RAHSSYLKAKKGQSTSRHKKPMFKREGPDSD 412

Range 2: 3 to 16 Graphics A Previous Match & First Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps
16.2 bits(30) 2.1 Compositional matrix adjust. 7/14(50%:) 9/14(64%) 0/14(0%)

Query 351 AQAEKEPGGSRAHS 364
A A+ PGGS+ 5
Sbjct 3 ATAQAGPGGSQEAS 16

Planche 19 : Alignement de la séquence p53 de référence et 1’isoforme x2

Plot of Icl|Query_180097 vs IcljQuery_180099 &

]

1

L

1

200 250 3(20 »’0 42

kel Query_ 180099

P PN I P P I N I A N I P P I N O I A I I I P I I P P |
T T T T T I 1

kcl|Query_180097 100 150 200 250 300 350 391

Planche 20 :courbe d’alignement de la sequence p53 de reference et I’isomere x2
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3.2.3 comparaison de la séquence p53 entre les différentes espéces

PS3_HUMAN
P33 RABIT
P53 MOUSE

P53 HUMAN
P33 RABIT
B33 H"USE

HUMAN
“RABIT
3

HCL E

P53 HUMAN
P33 _RARBIT
P53_MOUSE

Identite ou Match ( | ou * ou C )
Substitution non conservative ou Mismatch ( néant )
Substitution conservative ( +ou: ou.)

Iru:'lﬂl_m.lﬂan ( —ow.)

1
1
1

---MEEFQ D_SVEP__qQEFFQDLW{LLPEﬂhILSPLPQQLHJD_HLQPD:::QJFT—D 57
---MEESQSDLSLEP QETFSDLWELLPENNLLITSLNFPVDDL-LEREDVANWLNE 26
MIAMEESQSDISLELEFLSQETFSGLWELLFFEDILESP--HCHMDD-LLLEQLVEEF 35
HRE kA Rk kEEAREEE AREERE paid rEE F 1Er oaaa
SOQHTYQGSYGFRLGFLHSG 117
LLPR SOETYHGNYGFRLG e] 114
TanthQdPJTE PUP:nPhR VESOQRTYCQGNYGFHLGFLOSGE 114
. LEEERE kAR EE kARERAR iR kR ihhiEad
CEVQLWVDSTPPEGIRVERMATYHQSQHMTE 177
$ CEVQLWVDSTPPEGTIRVERMA T YR SQHMTE 174
KSVMCTY SEPLNELFCOLAR T CEVO LWV SATPPRAGERVRAMAT YRE SOHMTE c 174
HEEEE REEAA RAE L REARAFAEARAAAE 1 RER R ARARERRRE . ERRAEEEEEEER
HHERCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEY 'EFFEVGSDCTTIHYNY 237
SDSDGLAEPPQHLIRVEG R ; GSDCTTIHYN 234
HHERCSDGDGLAPPQHLIRVEGNLYPEYLEDRQTFRHS YEPPEAGSEYTTIHYE 234
HEEERHR HAAAEREAREABAERE RER AR R RRAERRARERAEE Eh. REEAE
CHNSSCMGEMNRRPILTIITLEDS SGNLLGRNSFEVRVCACEGRIRRTEEENLEFKGEPHE 257
CHNSSCMGEMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRORRTEEENFREEGEPCE 254
CHNSSCMGEMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRDSFEVRVCACPGRORRTEEENFREEEVLCE 254
B L L
ELPPGSTRRALPNNT-555 POQPERKEFLDGEYFTLOIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAG 156
ELPPGSSHRALPTITIDSS POTERKFLDGEYF ILKEIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAE 354
ELPPGSAKRATPTCTS-ASPEQRRKPLDGEYFTLEIRGRERFEMFRELNEALELEDRHAT 353
HEEERH I EEAAE | K AR REAERARRRAR K AARR L ARERRRREEARAEEEEE LR
KEPGGSRAHS SHLESKEKGQSTSRHEKLMFKTEGPDSD 383
KEPGGSRAHSSYLER Q RHEKFMFEREGPDSD 3581
EESGDSRAHSSYLETEEGQSTSREHEKTMVEEVGEDSD 350
LR A RRERAAL AR AREANKRERER R K EAEAAE

Planche 21 : Alignement de la séquence p53 (humain, lapin, souris).

Tree

P02340 P53 MOUSE

P04637 P53 HUMAN

#/Highlight Taxonomy

I Eukaryota

(95330 P53_RABIT

Planche 22 : Arbre phylogénétique de la p53 (humain, lapin, souris).
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2. DISCUSSION

Dans la présente étude nous nous sommes intéresses d’une part a I’étude des altérations
histologiques et immunohistochimiques de la muqueuse intestinale duodénale, aprés un traitement
par un insecticide avermectine et d’autre part I’effet amélioratif possible d’une supplémentation
vitaminique antioxydant a savoir les vitamines C et E suite a une toxicité subaigle chez le lapin

male de souche locale « Oryctolagus cunuculus ».

Par une étude immunohistochimique de I’expression des marqueurs de prolifération
cellulaire, les protéines p53 (gardien du génome) et bcl2 (protéine pro-apoptotique) nous avons
prospecté ’effet de ’insecticide et la supplémentation en antioxydants (vitamines C et E) sur
I’expression des deux génes P53 et BCL2 dans le stress causé par ’insecticide. Nos résultats ont été

soutenus par une étude bioinformatique de 1’expression de la protéine P53.

Le choix de 1’épithélium intestinal est principalement da a sa délicate fonction d’absorber
les nutriments tout en étant une ligne de défense vis-a-vis des agressions potentielles de
I’environnement. Cette barri¢re est a la fois physique et chimique. La composante chimique est
constituée principalement de molécules antimicrobiennes qui sont synthétisées essentiellement par
les cellules épithéliales et qui détruisent ou inhibent la croissance des bactéries et/ou levures
(Haton, 2005).

La composante physique est constituée de deux éléments principaux : les jonctions serrées
qui empéchant la diffusion de molécules et de pathogenes, et la couche de mucus qui est fabriquée
par les cellules caliciformes et par les glandes de Brunner du duodénum. Cependant, le
renouvellement rapide des cellules épithéliales participe aussi au maintien physique de la barriere
intestinale. De plus, I’épaisseur de la couche de mucus varie le long du tube digestif et est maximale

dans I’iléon terminal et surtout le cOlon permettant une plus large protection (FDP, 2014).

Dans notre étude nous avons remarqué que I’administration de 1’avermectine a provoquee
plusieurs lésions histologiques au niveau de la muqueuse et de la sous muqueuse duodénale
principalement un infiltrat inflammation au niveau de 1’axe conjonctif des villosités intestinales; une

hyperplasie des glandes du Brunner et un aplatissement de 1’épithélium des villosités.

Initialement, 1’observation microscopique de la muqueuse duodénale a révélé une
inflammation au niveau de 1’axe conjonctif des villosités de la muqueuse intestinale chez les
animaux traités par ’insecticide. En effet, I’infiltration inflammatoire au niveau de I’intestin gréle a

déja été observée par plusieurs auteurs suite a une toxicité par des pesticides de la famille des
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carbamates le bendiocarbe chez la souris (Apaydin et al., 2019) et le Lindane chez le poisson
Channa punctata (Bhattacharjee et Das, 2015).

Tellemo et al., (2003) ont montré que I’inflammation au niveau 1’intestin est principalement
due a sa richesse en cellules lymphocytaires, cellules de Paneth, les neutrophiles, les macrophages

les plaques de Peyer et les follicules lymphoides.

Plusieurs études expérimentales ont montrées que 1’exposition aux pesticides peut avoir des
effets néfastes sur le systtme immunitaire car les cellules immunocompétentes secrétent des
médiateurs inflammatoire telle que des cytokines, des chimiokines et des espéces réactive de
I’oxygene (ROS) et des especes réactive de 1’azote (Gangemi et al., 2016). Nos résultats sont en
accord avec ceux de Vismaya et Rajini, (2014) qui ont montrés que chez le rat traité par un
insecticide organochloré le Monocrotophos un dysfonctionnement de I’intestin gréle avec

hyperplasie des cellules caliciformes est observé.

Donc, les pesticides génerent des espéces réactives oxygénées et/ou azotées (ROS / RNS)
qui affecte le niveaux d’antioxydant dans les cellules et provoque un épuisement des antioxydants
et la production de ROS / RNS cette condition peut conduit a une inflammation des organes cibles
(Astiz et al., 2012).

La vitamine E est un antioxydant liposoluble elle se fixe aux membranes et peut ainsi
séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique. La
vitamine C est un antioxydant, hydrosoluble, se trouve dans les cytosols et les fluides
extracellulaires ; elle réduire le radical a- tocophérol et permet une meilleure efficacité de la
vitamine E. Les vitamines E et C semblent étre les plus puissant et importants antioxydants dans la
lutte contre le stress oxydant (Lobo et al., 2010).

Ceci permet d’expliquer nos résultats histologiques chez les lapins traités par I’insecticide et
Co supplémenté par les vitamines C et E ou I’inflammation n’a pas intéressée 1’ensemble des

animaux.

Encore que, I’étude immunohistochimique a révélé un immunomarquage cytoplasmique
et/ou nucléaire positive de I’expression des protéines P53 et BCL2 aussi bien chez les témoins que
chez les animaux traités. Ce résultat peut-étre explique par le faite qu’au niveau intestinal, il existe
une activation des lymphocytes T de maniere basale, méme en I’absence d’infection. Cette
activation est en grande partie sous la dépendance de bactéries du microbiote intestinal et jouerait

un role dans le maintien de I’homéostasie intestinale (FPD, 2014).
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La protéine P53 est responsable du contréle du cycle cellulaire, en inhibant la prolifération
permettant 1’arrét du cycle cellulaire ou apoptose. Elle favorise le processus de réparation des
structures cellulaires endommagées, comme I’ADN. L’épithélium intestinal a une capacité
permanente de renouvellement par anoikis est remplacé tous les 4 a 5 jours chez I’homme
(Zouiten-Mekki et al., 2013).

L’anoikis c’est une apoptose induite par le détachement cellulaire de la matrice
extracellulaire (Cabion et al., 2013). L'absence de contact avec la MEC ou I'engagement dans une
MEC inappropriée conduit a I'activation d'anoikis a partir de récepteurs de mort (voie extrinseéque
impliquant la P53 et la BCL2) et de mitochondries (voie intrinseque) (paoli et al., 2013). L'impact
de ces deux voies apoptotiques peut étre renforcé lorsqu'elles convergent vers Bid, qui est une cible
de la protéine p53 (Haupt et al., 2003) ceci peut-étre expliqué par I’expression cytoplasmique
Iégere de la P53 dans les cellules épithéliales de I’intestin gréle chez les lapins témoins chez les Co-

supplémenté avec la vitamine C et E.

Au niveau intestinal, la capacité de I’épithélium a maintenir un équilibre entre prolifération,
apoptose et différenciation est en partie due au dialogue entre 1’épithélium et son environnement.
Plusieurs facteurs de transcription maintenant 1’état de prolifération des cryptes ont €t¢ mis en
évidence par leur réle oncogénique (Schonhoff et al., 2004). Ce qui permet d’expliquer I’'THC
positive chez les animaux témoins des deux protéines P53 et BCL2 au niveau apical des villosités

intestinales qui témoigne la régénération des entérocytes par anoikis.

Les principales fonctions des glandes des Brunner est de fournir une protection a la premiére
partie du duodénum des dommages causés par 1’acidité du chyme gastrique (kume et al., 2009).
Nos résultats histologiques révelent une hyperplasie des glandes de Brunner qui serait probablement
due & une stimulation chronique des sécrétions acides de 1’estomac ou une diminution de la

fonction exocrine du pancréas (Shruthi et al., 2018).

(Noda et al., 2001), supposent que I'hyperplasie et I'hnypertrophie de l'intestin gréle
observées chez des rats diabétiques induits expérimentalement sont dues a la suppression de
I'apoptose. Notre observation microscopique révele une IHC positive de la P53 chez les lapins
traités par I’insecticide. (Sen et al., 2001) attribuent I'hyperplasie de la muqueuse intestinale a
I'nyperphagie et a la régulation positive de la prolifération cellulaire et a I'inhibition de la mort
cellulaire par apoptose. Ces interprétations expliquent clairement 1’absence de I’immunomarquage

par la P53 et BCL2 des glandes de Brunner.
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De plus, plusieurs auteurs ont montré que la Co administration des vitamines C et/ou E, chez
les rats intoxiqué par des avermectines, permet de réduire les altérations tissulaires (hépatique,
rénal, testiculaire...etc.) (Magdy et al., 2016 ; Khaldoun Oularbi et al., 2017).

Dans notre étude nous avons remarqué que 1’administration de 1’avermectine a provoqué
une surexpression cytoplasmique de la P53 dans les cellules inflammatoires et épithéliales. Ceci
pourrait étre expliquer par les dommages de I’ADN causé¢ par les radicaux libres suite a
I’administration de I’insecticide. Des résultats similaires ont été reportés par (Astiz et al., 2012)
dans leur synthese sur I’effet moléculaire des pesticides.

Nous avons remarqué aussi que la Co-administration des vitamines C et E a diminué
I’expression cytoplasmique de la P53 probablement suite a une réduction de 1’accumulation des
radicaux libres.

L’étude bioinformatique consiste a construire un arbre phylogénétique de gene P53 entre les
différentes especes et d’aligner la séquence de P53 humain et de lapin pour trouver les différents
isoforme.

Cette étude de géne P53 a montré que Les différentes mutations de la protéine P 53 recensées
sur les différentes bases de données nous montre son implication dans I’apparition des différents
cancers .

le domaine centrale de géne p53 ou le domaine de liaison a I’ADN est le plus touché par les
mutation, les 3 codon les plus muté sont le codon 175 ou on trouvel907 mutations., 248 on trouve
2451 mutations , 273 on trouve 2605 mutations ( planche 14 ), ainsi , selon la( planche 16) , qui
présentes les différents mutation qui peuvent touche le géne p53 , nos résultats montre que les
mutations faux sens sont les plus retrouvés dans les différent mutation ( 61, 26 %) , cependant la
substitution des nucléotides G par A (29,11% ), Cpar T (2558 % ) G par T (15,36% ) sont les
plus présents au sain des différents base de donnes ce qui confirme que les ilots CpG sont les points
le plus muté au niveau de I’ADN ,ainsi ,on a trouvé qu’il Ya 2568 substitutions pour lesquelles les
changements nucléotidiques sont inconnus .

I’étude structurale de la protéine p53 dans UNIPROT montre que I’activation de la p53 exige
la liaison au zinc qui est un cofacteur, a la position 176, 179, 238, 242 ainsi que le domaine
centrale de I’ADN a une longueur de 192 résidus.

L’alignements de la séquence p53 de réference et I’isomére x1 et ’isoforme x2 chez le lapin
montre une cassure de 13 Pb entre les 2 séquences. Ainsi que, 1’arbre phylogénétique de la séquence
p53 chez I’humain, le lapin et la souris montre qu’il ya plus de similarité entre la séquence humain

et lapin que chez les souris.
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CONCLUSION

L’exposition chronique aux pesticides peut avoir un impact sur la santé humaine et animal et
provoqué un stress oxydatif par la génération des radicaux libre. Cependant, I’administration de
molécules antioxydantes permet de renforcé les enzymes de detoxification cellulaires pour éliminé
ces radicaux libres. A travers cette étude, nous avons montré les effets toxiques de I’avermectine
ainsi que l’effet protecteur d’une supplémentation vitaminique (acide ascorbique et alpha-

tocophérol) sur I’histologie du duodénum des lapins.

A la lumiére de nos résultats, on constate que 1’avermectine entraine une perte de
I’organisation structurale de la paroi duodénale, des Iésions au niveau de la muqueuse et de la sous
muqueuse duodénale particulierement un infiltrat inflammatoire au niveau de I’axe conjonctif des
villosités intestinales; une hyperplasie des glandes de Brunner et un aplatissement de 1’épithélium

des villosités.

Nous avons également remarqués que la supplémentation en vitamines C et E a restaurée les
Iésions en réorganisant le parenchyme duodénal avec réduction de I’inflammation et absence de
I’hyperplasie. Cependant malgré I’hyperplasie observée chez les animaux traités par 1’avermectine

les cellules des glandes de Brunner ne montrent aucune immunoréactivité ni par la P53 ni la bcl-2.

Les données histopathologique et immunohistochimique confirment la toxicité et la
génotoxicité de I’avermectine. En conclusion les vitamines C et E possédent des propriétés

thérapeutique qui peuvent empécher les effets néfastes provoqué par I’avermectine.

Nous avons identifiés a travers notre étude bioinformatique les différents mutations qui
peuvent toucher le géne p53 et d’aprés I’alignement des séquences nous avons constaté une casseur

au niveau de I’ADN entre la séquence de références et les deux isoformes chez le lapin.
En perspectives il serait intéressant :

- Dr’utilis¢ d’autres anticorps comme la KI67, les caspaces en immunohistochimie pour
confirmé la prolifération des glandes de Brunner.

- Etudier la génotoxicité causé par ce xénobiotiques par d’autres méthodes plus performantes
de biologie moléculaire méthode (western blot, southern blot) et la méthode de micronoyau
pour pouvoir confirme des cibles thérapeutiques

- Réaliser une étude bioinformatique de la Bcl-2.

-
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xyléne
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—Hématoxyline

Eosine
-Eukitt

Annexe Il : matériels utilisé pour I’étude immunohistochemique

Matériel et
réactifs

image

-Bec a
alcool et a
xyléne.
-xyléne

la solution
de
démasquage
(TRS) (
diluée a
1/10 dans
I’eau
distillée).

-Eau
distillée
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-Bain marie

-TBS
(tampon de
lavage)
-Da kopéne

-AC anti P53 :
monoclonal
mouse anti
human P53
Protein clone
DO-7

- AC anti Bcl-2
: monoclonal
mouse anti
human Bcl-2
Oncoprotein
clone 124
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-peroxidase-
BL OCKING
REAGENT
-Substrat
Buffer
-DAB
chromogéne

-HRP rabbit/
Mmouse.

Hématoxylin
e




