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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’effet amélioratif des vitamines C et E suite
a ure toxicité par un insecticide avermectine sur I’iléon des lapins males 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 I’avermectine (AV), traité par I’avermectine et
coadministré par les vitamines C et E (AV+CE). Une étude histopathologique et
immunohistochimique (expression de la protéine E-cadhérine) du parenchyme iléonal
ainsi qu’une étude bioinformatique du gene CDHI par des logiciels d’analyse du
génome NCBI et COSMIC ont été réalisés. L’observation microscopique du
parenchyme iléonal des lapins traités par I’avermectine en comparaison avec les trois
autres lots révéle des lésions a savoir un infiltrat inflammatoire au niveau de ’axe
conjonctif des villosités intestinales ; une hyperplasie des plaques de Peyer et un
aplatissement de 1’épithélium avec une désorganisation des villosités ainsi qu’une
inflammation au niveau de 1’axe de la villosité et dans la sous muqueuse. Cependant,
I’examen immunohistochimique montre un immunomarquage membranaire et
cytoplasmique modérée positive de 1’expression de la protéine E-cadhérine chez les
animaux témoins et coadministrés (AV + CE) au niveau des cellules inflammatoires et
des cellules des villosités en anoikis. Bien qu’une expression cytoplasmique importante
de la protéine E-cadhérine ait été constatée chez le lot traité par AV en comparaison
avec les autres lots, I'hyperplasie observée chez les lapins traités par 'avermectine les

cellules des plaques de Peyer ne montrent aucune immunoréactivité par la E-cadhérine

chez les quatre lots d’animaux. L'étude bioinformatique montre que les codons 244,

487 ; 832 situés dans le géne CDH1 de la protéine E-cadhérine sont les trois points

chauds de mutation impliquant des modifications dans la séquence protéique
provoquant ainsi 1’apparition de nombreux cancers. La supplémentation par les
vitamines C et E a permis de restaurer les lésions iléonale provoquées par

I’avermectine chez les lapins males.

Mots clés : Avermectine, Vitamines C et E, 1léon, Histologie, Immunohistochimie,
E-cadhérine, bioinformatique.



Abstract

The objective of this work is to evaluate the ameliorative effect of vitamins C and E following
toxicity by an insecticide avermectin on the ileum of male rabbits Oryctolagus cuniculus. For
this, twenty male rabbits were divided into four batches: control (T), treated with vitamins C
and E (EC), treated with avermectin (AV), treated with avermectin and co-administered with
vitamins C and E (AV + CE). A histopathological and immunohistochemical study
(expression of the E-cadherin protein) of the ileonal parenchyma as well as a bioinformatic
study of the CDH1 gene by NCBI and COSMIC genome analysis software were performed.
Microscopic observation of the ileal parenchyma of rabbits treated with avermectin in
comparison with the other three batches reveals lesions, namely an inflammatory infiltrate at
the level of the connective axis of the intestinal villi; Peyer's patch hyperplasia and flattening
of the epithelium with disorganization of the villi as well as inflammation in the villus axis
and in the submucosa. However, immunohistochemical examination shows moderate positive
membrane and cytoplasmic immunostaining of E-cadherin protein expression in control and
co-administered (VA + CE) animals in inflammatory cells and villus cells in anoikis.
Although significant cytoplasmic expression of the E-cadherin protein was observed in the
AV-treated batch compared to the other batches, the hyperplasia observed in avermectin-
treated rabbits, Peyer's patch cells showed no E-cadherin immunoreactivity in the four groups
of animals. The bioinformatics study shows that codons 244, 487; 832 located in the CDH1
gene of the E-cadherin protein are the three mutation hot spots involving changes in the
protein sequence causing the emergence of many cancers. Supplementation with vitamins C

and E restored ileal lesions caused by avermectin in male rabbits.

Keywords: Avermectin, Vitamins C and E, lleum, Histology, Immunohistochemistry, E-

cadherin, bioinformatics
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INTRODUCTION

Pour la plupart, les pesticides sont des produits chimiques utilisés en agriculture pour détruire
les ravageurs, les plantes adventices et les agents phytopathogenes. Cette utilisation des
pesticides a montré ses avantages notamment dans l'augmentation des rendements de
production par I'élimination ou la réduction des prédateurs des cultures. Toutefois, derriere
ces bienfaits, se cachent des effets insidieux dont les méfaits sur I'environnement, sur la

qualité des produits agricoles, et sur la santé des populations (Benedetti et al., 2017).

Selon le rapport de I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), le nombre annuel
d’intoxications par pesticides est estimé entre 1 et 5 millions de personne, dont plusieurs
milliers de cas mortels; d’autres études ont confirmées cette lourde mortalité liée aux
pesticides en estimant le nombre annuel de décés a environ 300 000 cas. Il est estimé que 99
% de ces intoxications mortelles sont enregistrées dans les pays en développement qui sont
particuliérement touchés par ce fléau en raison d’un manque de réglementation (Achour et
al., 2011). L’Algérie n’est pas loin de ce risque en utilisant environ 6000 a 10 000 tonnes de

pesticides par ans (Moussaoui, 2015).

Les avermectines sont des insecticides employés dans les produits phytosanitaires et
dans les médicaments antiparasitaires. L’exposition aux pesticides est 1’un des facteurs de
risque qui favorise 1’augmentation du stress oxydatif en produisant des radicaux libres
oxygénés. Ce risque est largement considéré comme étant un composant critique de la plupart

des voies pathologiques (Bonnefont et al., 1997).

Les especes réactives de 1’oxygéne (ROS) sont des radicaux libres résultant du
métabolisme de l'oxygéne. Les ERO peuvent endommager la structure des macromolécules
(acides nucléiques, protéines, lipides, hydrates de carbone), générer de nouveaux produits
oxydants, provoquer une la toxicité cellulaire et des mutations génétiques (Moussart., 2011).
De plus, le stress oxydatifs modérée provoque la perte du contact cellule-cellule qui est
assurer par la protéine E —cadherine . Les E-cadhérines pourraient, par I’activation du
récepteur de 1’epidermal growth factor (EGF), augmenter 1’expression de Bcl-2. La perte de
telles interactions participerait au déclenchement du phénoméne d’anoikis (Shen et Kramer,

2004).

Cependant, les vitamines C et E sont des antioxydants hydrosolubles considérés comme
les plus efficaces des antioxydants pour la lutte contre le stress oxydatifs (Friedman et al.,
2000).



Lors de sa création, La bioinformatique est un champ de recherche multidisciplinaire ou
travaillent de concerts biologistes, informaticiens, mathématiciens et physiciens pour stocker,
traiter, comparer et analyser de grandes quantités de données afin de mieux comprendre les
processus biologiques. A leur tour, ces connaissances peuvent mener a des découvertes
permettant d’améliorer la qualité de vie — par exemple, concevoir des traitements médicaux

plus efficaces. Et pour comprendre I'évolution des séquences génetiques.

Notre travail s’intéresse aux variations histologiques de I'iléon et immuno-histochimiques
de I’expression de la protéine inter-jonctionnelle E-cadhérine au niveau de I’iléon chez le
lapin traité par un insecticide de la famille des avermectines dont la matiére actif est
I’abamectine. L’objectif de notre travail est d’étudier la toxicité subaigué causée par
I’abamectine et I’effet amélioratif des vitamines E et C coadministrés, dont le protocole est
détaillé par Kara et Rahmani (2016), suivie d’une étude bioinformatique de la proteine E-
cadhérine. Notre expérimentation débute a partir des organes inclus dans de la paraffine
(blocs de paraffine) répartis en 04 lots témoin : (T), traité par les vitamines C et E (CE),
traité par I’avermectine (AV), traité par I’avermectine et coadministré par les vitamines C
et E (AV+CE). L’observation microscopique du parenchyme iléonal des lapins traités par
I’avermectine en comparaison avec les trois autres lots révele des lésions a savoir un
infiltrat inflammatoire au niveau de 1’axe conjonctif des villosités intestinales ; une
hyperplasie des plagues de Peyer et un aplatissement de 1’épithélium avec une
désorganisation des villosités ainsi qu’une inflammation au niveau de I’axe de la villosité et
dans la sous muqueuse. Cependant, I’examen immunohistochimique montre un
immunomarquage membranaire et cytoplasmique modérée positive de I’expression de la
protéine E-cadhérine chez les animaux témoins et coadministrés (AV + CE) au niveau des
cellules inflammatoires et des cellules des villosités en anoikis. Bien qu’une expression
cytoplasmique importante de la protéine E-cadhérine ait été constatée chez le lot traité par
AV en comparaison avec les autres lots, I'nyperplasie observée chez les lapins traités par
I’avermectine les cellules des plaques de Peyer ne montrent aucune immunoréactivité par
la E-cadhérine chez les quatre lots d’animaux. L'étude bioinformatique montre que les
codons 244, 487 ; 832 situés dans le géne CDH1 de la protéine E-cadhérine sont les
trois points chauds de mutation impliquant des modifications dans la séquence protéique
provoquant ainsi I’apparition de nombreux cancers. La supplémentation par les vitamines C

et E a permis de restaurer les Iésions iléonale provoquées par 1I’avermectine chez les lapins

males.
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1 PESTICIDES
1.1 Définition
Etymologie : pesticide dérive du mot anglais ‘pest’ qui désigne tout animal ou plante
susceptibles d’étre nuisible pour I’homme et a son environnement et de ‘cide’, du latin caeder
signifiant tuer, abattre (Gatignol et Etienne, 2010).
Les pesticides sont des produits chimiques utilisés dans 1’agriculture pour protéger les récoltes
des insectes, des champignons, des mauvaises herbes et d’autres nuisibles. En plus de leur
utilisation dans 1’agriculture, on les emploie également pour protéger la santé publique dans la
lutte contre les vecteurs de maladies tropicales, comme les moustiques (OMS, 2016).
1.2  Classification
Selon Calvet (2005), les pesticides sont classés en fonction de :

- Lanature chimique de la principale substance active.

- Lanature de la cible visée.
1.2.1 Classification selon la nature chimique
Les pesticides peuvent étre classes en fonction de la famille chimique a laquelle appartiennent
les substances actives.

+ Pesticides organiques : Sont les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates,
les triazines, les urées substituées et les pyréthrénoides.

+ Pesticides inorganiques : sont des pesticides trés anciens dont I'emploi est apparu bien
avant les debuts de la chimie organique de synthese.

+ Biopesticides : Ce sont des substances dérivées de plantes et d’animaux. Elles peuvent
étre constituées d’organismes tels que les moisissures, les bactéries, les virus, les
nématodes, composés chimiques drivés de plantes et phéromones d’insectes (Boland et
al., 2004).

1.2.2 Classification selon la nature de la cible visée

Il existe plusieurs catégories de pesticides dont les principales sont :

+ Herbicides : lls sont destinés a éliminer les végétaux rentrant en concurrence avec les
plantes a protéger en ralentissant leur croissance.

+ Fongicides : Permettent de combattre la prolifération des maladies des plantes provoquées
par des champignons ou encore des bacteéries.

+ Insecticides : Forment le groupe de pesticides qui représente le plus de risque pour

I’homme (El-Bakouri, 2006). lls sont utilisés pour la protection des plantes contre les
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insectes, ils interviennent en les éliminant ou en empéchant leur reproduction. Dans notre
étude on porte un intérét particulier & un insecticide, lactone macrocyclique, de la famille
des avermectines décrit ci-dessous.
1.3 Lactones macrocyclyques et avermectines
Les lactones macrocycliques endectocides sont des produits de fermentation d’actinomycétes
du genre Streptomyces, qui génerent au cours de leur croissance de nombreux composes qui
se répartissent en deux familles : les avermectines et les milbémycines.
Le nom des AVERMECTINES (A : anti, Verm : ver, Ect : ectoparasite, IN : produit
pharmaceutique) dérive de I’ensemble des propriétés acaricides, inseticides et nématodicides.
L’innovation découle de la capacité de ce produit a traiter et a ¢liminer les endoparasites
(nématodes) et ectoparasites (arthropodes) ; d’ou le concept d’endectocides (Figure 1).
Les avermectines sont issus de la culture de Streptomyces avermitilis a partir de laquelle huit
composes naturels ont été isolés : Ala, Al, bA2a, A2b, Bla, B1lb, B2a, B2b. Les composés A
et B différent par la présence respective d’un groupement méthoxyl et hydroxyl sur le carbone
C5.
L’indice 1 et 2 permet de signaler la présence ou I’absence de la double liaison sur les
carbones C 22 et C 23, enfin I’indice a et b permet d’indiquer la nature du substituant butyl ou
isoproyl en position C 25. Les homologues a et b ont une activité identique, leur séparation est
difficile et sans intérét au cours de la fermentation a grande échelle si bien que certains
auteurs simplifient la nomenclature a quatre types au lieu de huit Al, A2, B1, B2 (Shoop et
al., 1995) .

vermectinB,, X=-CHCH- R,=CHCHJ)CHCH, R,=OH
AbamectinB,, X=-CH=CH R,=CH(CH,)CHCH, R,=OH
Doramectin X =-CH=CH R, = cyclohexyl R,=OH

Figure 1 : Structure chimiques des isoméres de 1’avermectine
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1.3.1 Mode d'action des avermectines
Les avermectines agissent en interférant avec la fonction des synapses neuromusculaires. Les
effets antiparasitaires connus des avermectines sont :

e La paralysie des muscles pharyngiens.

e La paralysie des muscles somatiques.
Les effets paralysants sur les muscles pharyngiens sont associés a linteraction des
avermectines et des récepteurs des canaux de chlorure dépendants du glutamate (CIGIu), le
role physiologique du CIGlu dans le pharynx est de régulariser I'action du glutamate libéré par
les motoneurones pharyngiens, le glutamate exogéne inhibe le pompage du pharynx, qui est
imité par l'ivermectine.
Par contre, la paralysie des muscles somatiques est associée aux récepteurs des canaux de
chlorure dépendants de l'acide 4-aminobutanoique, l'action des avermectines est qu'elles
accroissent la perméabilité des muscles aux ions chlorure, ce qui a son tour réduit le potentiel
excitateur et la résistance a la pénétration des tissus.
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).
1.3.2 Toxicité des avermectines
Divers impacts Iétaux et sublétaux ont été observés sur des organismes non visés exposes aux
avermectines. Le risque principal est celui de la neurotoxicité, qui chez la plupart des espéces
de mammiféres peut se manifester par une dépression du systéeme nerveux central (SNC),
avec pour conséquence une ataxie (Rajasekharan et al., 2019).
2 STRESS OXYDATIF
2.1  Définition
Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la capacité des
mécanismes protecteurs de 1’organisme a neutraliser ces composés toxiques avant qu’ils
occasionnent des dégats aux différents constituants de nos cellules: ADN, protéines,
lipides... et peuvent provoquer a long terme le vieillissement des cellules et conduire a des
maladies (cancer, Alzheimer, Parkinson...) (Favier, 2003).
2.2 Radicaux libres
Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possedent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leur couche externe. La présence d’un électron célibataire confére aux

radicaux libres une grande instabilité, lls retrouveront leurs stabilités en participant a des

6
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réactions chimiques dont la conséquence est I'oxydation des lipides membranaires, I'oxydation
des acides aminés composant les protéines et I'oxydation des glucides composant les acides
nucléiques (Tremellen, 2008). De facon générale, les radicaux libres contribuent au stress
oxydatif par une série de réactions en chaine. Ils peuvent étre dérivés de I’oxygene (especes
réactives de I’oxygene ERO ou ROS) ou d’autres atomes comme 1’azote (especes réactives
d’azote ERA).

2.2.1 Sources des dérivés réactifs de I’oxygeéne

Nos cellules sont continuellement agressées par des radicaux libres, essentiellement des
especes réactives de 1’oxygene, dont la formation est liée aussi bien a des facteurs exogenes
qu’endogenes (Castronovo, 2003). Les sources exogenes peuvent étre représentées par des
facteurs environnementaux, pollutions diverses, produits chimiques ainsi que des
contaminations par des métaux lourds ou certaines carences nutritionnelles (Castronovo,
2003). Dans I’organisme il y a de nombreuses sources de ROS dont I’importance varie selon
les tissus et les organites, que ce soit au niveau des mitochondries, des membranes, du
réticulum endoplasmique, ou tout simplement dans le cytosol. D’une manicre générale, toute
réaction biochimique faisant intervenir de 1’oxygéne moléculaire est susceptible d’étre a
’origine d’une production des radicaux libres oxygénés (Thannickal et Fanburg, 2000).

2.3 Dommages oxydatifs

2.3.1 Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des especes oxygénées activées
(EOA) en raison de leurs hydrogenes facilement oxydables. Il s’agit d’un enchainement de
réactions radicalaires organisées en trois phases successives : initiation, propagation et

terminaison (Halliwell and gutteridge, 1999) (Figure 2).

TERMINAISON
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Figure 2: Etapes de la peroxydation lipidique (Michel et al., 2008).
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2.3.2 Oxydation des protéines
En présence d’EOA, les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou perdre leurs
structures primaires et secondaires. Les modifications oxydatives des protéines par les ERO
provoquent 1’introduction d’un groupement carbonyl dans la protéine (Levine, 2002).
2.3.3 L’oxydation de ’ADN

L’ ADN nucléaire et mitochondrial constitue une cible cellulaire importante. Les bases qui
composent I'ADN, et particulierement la guanine, sont sensibles a lI'oxydation. L'attaque
radicalaire peut étre directe et entraine I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de
bases modifiees. Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de
chaine simple brin (Cadet et al., 2002).
3  VITAMINES
3.1 Définition

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre,
chimiquement trés hétérogenes, de faible poids moléculaire, nécessaires a I’organisme, ce
dernier ne peut pas les synthétisés en quantité suffisante. Elles doivent étre fournies par
I’alimentation.
3.2 Vitamine E
3.2.1 Déefinition et caractéristiques

La vitamine E ou tocophérol est une vitamine lipophile, elle est tres répandue dans la
nature, on la trouve aussi bien dans les aliments d’origine animale (viandes, ceufs, foie, lait et
ces dérivés) que dans les aliments d’origine végétale(huiles d’origine végétale ainsi que dans
les fruits secs tels que noisettes, arachides et amandes) (Cristina et al., 2003), elle regroupe
deux grandes familles, la famille des tocophérols qui comprend 4 substances: I’a-tocophérol,
qui est la vitamine E proprement dite, le B tocophérol, le y-tocophérol et le 3-tocophérol
(Moralesband et al., 2009) .
La fonction naturelle de la vitamine E est d'étre antioxydante. Grace a ce role, elle assure la
protection des membranes cellulaires et prévient le durcissement et vieillissement des cellules.
Elle aide également a maintenir la santé du systeme immunitaire en protégeant la vie des

globules rouges dans la circulation sanguine .

3.2.2 Métabolisme
La vitamine E est absorbée depuis la lumiére intestinale vers I’entérocyte au niveau duquel

elle est incorporée au sein des chylomicrons (CM) (Sokol et al., 1987). A partir de I’intestin
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gréle, les CM chargés de vitamine E, sont transportés par la voie lymphatique et déversés
dans la circulation sanguine. lls sont ensuite transformes en CM rémanents, ou CM résiduels,
par la lipoprotéine lipase (LPL), une enzyme attachée a la surface de I’endothélium capillaire
des tissus extra-hépatiques, ceci permet 1’incorporation par les tissus sous-jacents de 1’a-
tocophérol transportés dans ces lipoprotéines. Une partie des tocophérols est transférée aux
lipoprotéines de haute densité (HDL) pendant le catabolisme des CM. Ces tocophérols sont
ensuite directement incorporés aux lipoprotéines de densité faible (LDL) et aux lipoprotéines
de densité tres faible (VLDL) (Yoshida et al., 1992).

Aucun organe ne peut étre considéré comme un lieu de stockage de la vitamine E, avec une
libération sur demande de celle-ci. La vitamine E est excrétée soit dans les feces (30-70%) via
la bile aprés conjugaison avec 1’acide glucuronique, soit, aprés biotransformation en acide

tocophéronique et ses métabolites dans les urines (Flatland, 2003).

3.2.3 Rodles biologiques
La vitamine E possede des propriétés anti-inflammatoires. Elle stimule le systeme
immunitaire et aide les cellules a combattre l'infection. Mais c’est surtout pour son activité
antioxydante que la vitamine E est utile & notre organisme. En raison de son caractere
liposoluble, elle est capable de réduire rapidement les radicaux lipidiques avant que ceux-ci
n’attaquent les acides gras (Bourgeois, 2003).
3.3  Vitamine C
3.3.1 Définition et caractéristiques

La vitamine C, encore appelée acide ascorbique (AA) est une vitamine hydrosoluble. Chez
I’homme il n’existe pas de systeme de stockage ou de biosynthese, I’alimentation constitue la
seule source d’apport de cette vitamine. Sa formule chimique CeHgO2 a été décrite en 1927
par Albert SzentGyorgyi, scientifique hongrois, sous le nom d’acide hexuronique (Khonsari
H et al., 2005). Il s’agit d’un réducteur naturel. Par définition, il a un pouvoir antioxydant
lorsqu’il est sous sa forme réduite : 1’acide ascorbique. Son nom chimique est 2,3-didehydro-
L-threohexano-1,4-lactone. Sa forme oxydée est 1’acide déhydroascorbique, de formule
chimique CsHeOs (Henri, 1992).
3.3.2 Métabolisme

L’acide ascorbique est absorbé principalement au niveau de I’iléon grace a un mécanisme
de transport actif Na*-dépendant. Ensuite, ’acide ascorbique passe rapidement dans le sang et

pénetre dans tous les tissus. Dans le sang, la majeure partie de 1’acide ascorbique est sous sa
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forme réduite (environ 85%). Au pH physiologique, la forme majoritaire est 1’anion ascorbate
(85%). La forme oxydée (déhydroascorbique) ne représente que 15 %.
3.3.3 Role biologique

La fonction biologique de la vitamine C est reliée a son efficacité comme un agent
réducteur ou un donneur d’électron ; elle intervient en particulier comme un cofacteur
d’enzymes dans différentes synthéses (du collagéne, de la carnitine, et hormonales), un
stimulateur du systéme immunitaire, et preésente un réle dans la detoxification des
xénobiotiques (Padayatty et al., 2003).

L’acide ascorbique neutralise les radicaux en cédant un électron suivi d’un proton afin de
conduire a une réduction chimique, aboutissant a la formation d’un produit non radicalaire et
le radical ascorbyle, ce dernier est relativement stable. A des concentrations physiologiques,
la vitamine C est un puissant antioxydant, et un capteur des radicaux libres dans le plasma
d’ou, une protection de la cellule contre les dommages oxydatifs (Buettner, 1993).

3.3.4 Synergie entre la vitamine E et la vitamine C

Du fait que les antioxydants agissent en synergie et de facon a éviter un éventuel désequilibre
de la balance pro-oxydants /antioxydants, il est souvent souhaitable de les administrer en
association. En effet, il existe des interrelations métaboliques entre les différents nutriments
antioxydants, avec des effets complémentaires et synergiques pour certains d'entre eux. Ainsi
l'a-tocophérol et l'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 (Paolisso et al., 1993 ; Paolisso et al., 1995).

De plus, I’acide ascorbique est indispensable a la régénération de 1’a-tocophérol, en
transférant un électron et un proton sur le radical tocophérol mentionné en régénérant le
tocophérol et en s’oxydant mono électroniquement en acide radical monohydroascorbique
(Figure 3) (Buettner, 1993). Les voies d’élimination de la vitamine C sont principalement les

urines, la sueur. Pour des apports en vitamine C de 100 mg/jour, 25 % sont excrétés.
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Figure 3: Régénération d’a-tocophérol par I’acide ascorbique (Derai, 2016).
4 INTESTIN GRELE

Le lapin est un herbivore monogastrique, son tube digestif est adapté a la digestion
d'une grande quantité de fourrage. Il est composé d'une succession de compartiments,
présentant deux réservoirs digestifs : I'estomac et le caecum, relié par l'intestin gréle. Leur
contenu représente 70 a 80 % du contenu total du tube digestif et 10% du poids de I'animal
(Gidenne et Lebas, 2005).

L’intestin gréle s’étend du pylore au colon et comprend le duodénum, le jéjunum et
I’iléon, il exerce deux fonctions : il achéve d’une part la digestion du chyme provenant de
I’estomac et absorbe d’autre part les produits de cette digestion au niveau de ses replis
(Michel, 1999).

4.1.1 Duodénum

Mesure environ 40 cm de long. Sa muqueuse renferme de nombreuses glandes de Briinner qui
secretent du mucus. Celui-ci permet de protéger 1’épithélium duodénal de I’acidité du chyme
provenant de 1’estomac.

4.1.2 Jéjunum

Segment intermédiaire de 1’intestin gréle, mesurant un peu plus de deux metres de long. Le
jéjunum transporte rapidement les aliments digérés a travers I’intestin gréle, par conséquent, il
ne contient que rarement des matiéres alimentaires. 1l est relié a la paroi abdominale par le
mésentere.

4.1.3 lléon

Court (15 a 20 cm). Sa partie terminale s’élargit avant son abouchement au caecum pour
former une ampoule plus ou moins sphérique : le « sacculus rotundus ». Celui-ci est situé
dans le quadrant abdominal caudal gauche. Il est tapissé intérieurement par de nombreux
follicules lymphoides = plaques de peyer. Il communique avec le gros intestin par la valvule

iléo-caecale qui permet au chyme de passer dans le caecum (Sherwood, 2015).

11
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4.2  Structure histologique de I’intestin gréle

Comprend 4 couches observées a tous les étages du tube digestif :

4 La muqueuse qui repose sur la muscularis mucosae et comprend 1’épithélium et la lamina
propria

4+ La sous mugueuse, conjonctivo-vasculaire. : Cette couche est occupée par les glandes de
Brunner dans les premiers segments duodénaux.

4 La musculeuse, couche épaisse, comporte comme la muscularis mucosae, un plan interne
circulaire et un plan externe longitudinal de fibres musculaires lisses (Balas et Philip, 2003).
4+ La séreuse, est une mince couche conjonctive dans laquelle circulent les vaisseaux et les

nerfs qui vont pénétrer dans des couches plus internes de la paroi (Vacher , 1999) (Figure 4).

Artére et
veine de i o3
Villosités  la sous- 22‘::;?;:’:“3’"‘9’9
R lymphatique)
Couches de 4 -
Pintestin gréle “ . !

Muqueuse — . .
a glandes intestinales

Muscularis mucosae

> Nodule lymphoide
Sous-muqueuse —
Plexus sous-muqueux

Ml Couche circulaire de muscle lisse
Musculeuse — =

Séreuse—{ 5 T @

Couche longitudinale de muscle lisse

Plexus myentérique

Vaisseau lymphatique

Figure 4 : schéma représentant les couches de I’intestin gréle du lapin (Tortora et
Derrickson, 2018).

4.3 Renouvellement de I’épithélium intestinal

L’¢épithélium intestinal des mammiféres est renouvelé tous les 4 a 5 jours. Il est
constitu¢ d’une monocouche de cellules épithéliales polarisées présentant une bordure en
brosse a leur extremité apicale et qui reposent sur la lamina propria.

L’ensemble des CEI (cellules épithéliales intestinales) provient de cellules souches
pluripotentes résidentes au fond des cryptes (Wong et al., 2010). Les cellules souches, lors de

leur division, donnent naissance a une nouvelle cellule souche, permettant le maintien du pool

12
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de cellules souches, et a une cellule fille possédant une grande capacité de prolifération,
donnant ainsi naissance a un pool de cellules “transitoires” prolifératives.

Aprés expression de différents facteurs de transcription et de régulation, les cellules
transitoires prolifératives migrent progressivement vers le haut des cryptes et se différencient
soit en

e Cellules absorptives: Les cellules absorbantes sont également appelées entérocytes au
niveau de [’intestin gréle. Ils sont responsables de l'acquisition de marqueurs
structuraux avec des molécules de jonction et le cytosquelette et fonctionnels par
I'expression d'enzymes et transporteurs spécifiques. La mise en place de jonctions
intercellulaires fortement cohésives (jonctions adhérentes, serrées et desmosomes) leur
donne une forme cylindrique polarisée, avec le noyau au p6le basal, de nombreux
organites et une membrane plasmique hautement spécialisée au pdle apicale (Figure
5). Ce scellement des contacts intercellulaires permet d’établir une compartimentation
de la membrane plasmique dont la composition des lipides et des protéines est
différente au p6Ole baso-latéral et au p6le apical (Brazier et al., 2002).

e Cellules sécrétoires : les cellules caliciformes, cellules sécrétrices de mucus
(goblet) : Ces cellules sont des glandes exocrines unicellulaires qui produisent et
sécrétent un mucus tapissant la face luminale de 1’épithélium intestinal (Figure 5).

e Cellules entéroendocrines : Elles sont plus petites que les autres cellules épithéliales,
de forme allongée, enchassées entre les entérocytes et réparties sur 1’axe crypto-
villositaire (Figure 5).

e Cellules de Paneth qui sont retrouvées au fond des cryptes intercalées avec les
cellules souches. Ces cellules se différencient en redescendant a la base des cryptes
dans I’intestin gréle et ne sont pas retrouvées au niveau du colon (Garabedian et al.,
1997) (Figure 5). Comme les neutrophiles, elles assurent un rdle anti-bactérien et
participent a la réponse immunitaire innée. Ces cellules ont une durée de vie de 30
jours environ et sont régulierement éliminées par les macrophages de la lamina
propria.

Enfin, les cellules caliciformes, entéroendocrines et les entérocytes atteignent le haut des
villosités en quelques jours et sont exfoliés aprés apoptose dans la lumiére intestinale (Van
der Flier et al., 2009).

13



Chapitre | Rappel bibliographique

Callules sécrétrices

Cellules absorbantes

Progéniteurs

Figure 5 : Vue de détail d’une villosité illustrant les différents types de cellules (Crosnier et
al., 2006).

4.4 Homeostasie de I’épithélium intestinale

L’homéostasie assure le renouvellement de 1’épithélium, L homéostasie de 1’épithélium
intestinal est maintenue par 1’équilibre entre prolifération, apoptose et différenciation.
L’épithélium est en continuel renouvellement. Le fort taux de renouvellement est da au
contact direct qu’il exerce avec le milieu extérieur, la lumiere intestinale. La forte
prolifération est donc contrebalancée par un phénomene d’apoptose afin de maintenir la
structure et la fonction de 1’épithélium.

En condition physiologique, au niveau de la muqueuse intestinale, 1’apoptose est
majoritairement représentée a 1’apex des villosités par I’anoikis (Moss et Holt, 1996).
Lors de ce processus de prolifération et de migration, les quatre lignées de cellules
épithéliales doivent se différencier tout en maintenant 1’intégrité de la barriére et
I’homéostasie intestinale.

45 L’anoikis

L’anoikis, du grec ancien « sans domicile fixe», représente un mode d’élimination
physiologique des cellules par un mécanisme d’apoptose consécutif a une rupture des

communications entre une cellule épithéliale et son environnement (Frisch et Francis,
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1994). Elle constitue un moyen pour l'organisme d'éviter que les cellules qui seraient
détachées accidentellement de la MEC puissent migrer vers un site tissulaire ectopique
(Gilmore, 2005) (Figure 7).

Cellules souches (4) =
Cellules de Paneth (0—4)

Figure 6 : Polyclonalité des villosités intestinales (Mills et Gordon, 2001).

Ainsi, la résistance a 1’anoikis ou des altérations perturbant son controle contribuent

grandement au développement et a la dissémination dans 1’organisme de cellules

tumorales métastatiques (Shanmugathasan and Jothy, 2000).

En revanche, les cellules épithéliales sont protégées de 1’anoikis dans plusieurs situations,

(lors de la mobilité ou de la division cellulaire) (Thompson et al., 2005; Zanotti et al.,

2011).

4.5.1 Spécialisation de la muqueuse intestinale

e Les cellules M (microfold cells) de I’iléon : situées dans 1’épithélium intestinal au niveau
des plaques de Peyer, incorporent par endocytose les antigénes endoluminaux puis les
transféerent aux cellules dendritiques qui les présentent aux lymphocytes B, Ces cellules M
délimitent des poches formées d’invaginations de leurs espaces basolatéraux contenant des
lymphocytes T et B, des cellules dendritiques et des macrophages (Molkhou, 2002).

e Lesglandes de Brunner : sont des glandes muqueuses tubulo-acineuses produisant une
sécretion alcaline qui neutralise le chyme acide provenant de I’estomac (Kierszenbaum,
2006).
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e lléon et plagues de Peyer La muqueuse digestive contient d’autre part un tissu
lymphoide associé a I’intestin, le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) qui est a
I’origine des défenses immunitaires spécifiques (Fortun-Lamothe et Boullier, 2007).
Le lapin est cependant caractérisé par deux structures originales ayant un role
important dans le systéme immunitaire digestif : le sacculus rotundus situé a la
jonction iléo-caecale et I’appendice vermiforme localisé a I’extrémité du caecum
(Figure 12). Ces deux formations contiennent chacune plusieurs centaines de
follicules lymphoides (Kierszenbaum, 2006). Par un canal excréteur, le mucus s’évacue

au fond des cryptes de Lieberkiihn apres traversée de la musculaire-muqueuse .

4.5.2 Fonctions majeurs de I’épithélium intestinal
a- Barriere intestinale : Cette barriére est composée d’une monocouche de cellules
épithéliales dont la cohésion est maintenue par des jonctions serrées et adhérentes entre les

cellules .

b- Absorption des nutriments, de I’eau : L’intestin permet la dégradation des aliments
en nutriments et I’absorption de ces nutriments de la lumiére intestinale vers le compartiment

sanguin (MacDonald et al., 2011).

4.5.3 Role immunitaire de ’intestin gréle
Le tube digestif constitue une porte d’entrée pour les micro-organismes extérieurs. Le

GALT, tissu lymphoide associé au tube digestif, est une localisation particuliere du tissu
lymphoide associé aux muqueuses (MALT). Il constitue le principal support du systeme
immunitaire au niveau du tube digestif et sa fonction premiere est de protéger I’organisme
contre l'invasion par des microbes ou des parasites ingérés. Plusieurs structures composent le
GALT, des structures organisées, telles que les plagues de Payer ou les ganglions
mésentériques, mais également des structures diffuses, comme les follicules lymphoides
isolés.

Les cellules de Paneth et les macrophages sont les cellules les plus nombreuses dans la
lamina propria en situation physiologique. En plus d’étre des cellules présentatrices de
I’antigéne, ce sont des cellules capables de phagocytose et de productions d’une cytokine
pro-inflammatoire I’IL10 (clé¢ dans le maintien de I’homéostasie intestinale). Alors que
les macrophages ont la capacité d’éliminer directement les bactéries qui franchissent
I’épithélium intestinal sans déclencher de réponse inflammatoire délétére (Muniz et al.,

2012) (Figure 8).
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Figure 7 : Les cellules immunitaires intestinales (Muniz et al., 2012).

Les antigénes de la lumiére intestinale peuvent étre capturés de trois manieres différentes
(CDU-HGE, 2014).

- Par les plaques de Peyer et les nodules lymphoides isolés.

- Par les cellules dendritiques émettant des prolongements dans la lumiére
intestinale.

- Directement par les cellules épithéliales.
Les plagues de Peyer et les nodules lymphoides isolés constituent les sites inducteurs

majeurs de I'immunité adaptative intestinale. Leur épithélium comporte des cellules
épithéliales dédifférenciées appelées cellules M présentant de nombreuses microvésicules
et une forme particuliére leur permettant un contact étroit avec des cellules dendritiques,
des macrophages et des lymphocytes au niveau de leur membrane basale. Ces cellules
captent de facon sélective les microparticules, souvent antigéniques, qui parviennent a
leur contact. Elles leur font traverser leur cytoplasme sous forme de vésicules (d’ou
I’aspect vacuolé de ces cellules) et les libérent dans le microenvironnement
immunocompétent sur lequel elles reposent. Les cellules lymphoides naives T et B sont
ainsi informés et sélectionés.

Les cellules B proliferent et constituent le centre germinatif des nodules solitaires ou les
plus nombreux centres germinatifs des plagues de Peyer. Les lymphocytes B produits
dans un nodule lymphoide isole, une plagque de Peyer ou un ganglion mésentérique

quittent ces structures via la circulation lymphatique se déversent par le canal thoracique
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dans la circulation systémique, et colonisent ainsi tous les territoires muqueux par voie
sanguine (CDU-HGE, 2014).

Ils se différencient alors en plasmocytes et produisent des IgA spécifiques de 1’antigéne.
Au niveau de la muqueuse intestinale, les entérocytes vont capter ces IgA et les faire
traverser leur cytoplasme puis les libérer sous forme d’IgA sécrétoires dans la lumiére

intestinale ou elles peuvent se fixer aux antigénes qui leur sont spécifiques (Molkhou,

2002) .
5 LESJONCTIONS INTERCELLULAIRES
5.1 Interactions cellule-cellule

Les interactions cellule-cellule jouent un réle important dans 1’anoikis (Hofmann et al.,
2007). La perte du contact cellule-cellule est gouvernée par les E-cadhérines (Fouquet
et al.,, 2004). Les E-cadhérines pourraient, par I’activation du récepteur de 1’epidermal
growth factor (EGF), augmenter 1’expression de Bel-2 (Shen et Kramer, 2004). La perte de
telles interactions participerait au déclenchement du phénomeéne d’anoikis .

Il existe quatre types de jonctions intercellulaires: les jonctions serrées, les jonctions
adhérentes, les desmosomes et les jonctions communicantes (Figure9). Ces jonctions sont
particulierement bien organisées dans les structures tissulaires épithélial, mais sont aussi
présentes dans d’autres tissus (muscle cardiaque, tissus nerveux...).

Nous décrirons ces 4 types de jonctions, en nous intéressant plus particulierement aux
jonctions adhérentes et aux desmosomes, les cadhérines étant les récepteurs adhésifs de ces
plaques adhésives.

Les jonctions adhérentes et les desmosomes sont structurés au niveau transmembranaire par
les membres de la superfamille des cadhérines. La E-cadhérine, constituant principal des
jonctions adhérentes dans les cellules épithéliales, semble intervenir dans les premiéres étapes
de I’assemblage du complexe jonctionnel apical et ainsi étre un élément essentiel dans leur
organisation. C’est la raison pour laquelle notre intérét s’est particuliecrement porté sur les

cadhérine.
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Figure 8 : Schéma des différents complexes de jonctions intercellulaires dans 1’épithélium
intestinal (Turner et al., 2009).
5.2 Molécules d’adhésion cellulaire

Les molécules d’adhésion cellulaire (CAM) sont des glycoprotéines transmembranaires
jouant un réle trés important au cours du développement embryonnaire et a ’age adulte. Elles
permettent 1’établissement et le maintien de I’intégrité tissulaire mais sont également
impliquées dans des processus migratoires. Les CAM interviennent dans les contacts cellule-
cellule ou cellule-matrice extracellulaire. Elles sont composées de quatre grandes familles
regroupées selon leur structure : les immunoglobulines, les sélectines, les intégrines et les
cadhérines.

5.3 Superfamille des cadhérines
5.3.1 Description

Les cadhérines constituent une superfamille de glycoprotéines transmembranaires qui lient
le calcium (Sivasankar et al., 2009; Zhang et al., 2009). Dont la plupart ont des propriétés
adhésives. Dans cette superfamille, ¢’est la E-cadhérine qui a d’abord été décrite, isolée a
partir d’embryon de souris au stade morula et appelée uvomoruline (Hyafil et al., 1981). Peu
aprées la découverte de la E-cadhérine, la P- puis la N-cadhérine ont été décrites (Hulpiau &
van Roy, 2009). Tous les membres de la superfamille des cadhérines ont un domaine
extracellulaire multimodulaire avec la présence de « motifs cadhérines » d’environ 110 acides
aminés de long.

Ces motifs cadhérines ont des sites trés conservés qui permettent de les identifier, comme les
séquences: LDRE (Leu-Asp-Arg-Glu), DxNDN (Asp-x-Asn-Asp-Asn) et DxD (Asp-x-Asp)

. Ces acides aminés constituent les éléments structuraux des poches de fixation du calcium qui
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sont situés entre 2 modules extracellulaires consécutifs. Nollet et al ont proposé une

classification basée sur les similarités de séquences de I’ensemble des cadhérines en 5

familles (Nollet et al, 2000) (Figure 10).

‘ E-, N- ou P-cadhérine
Cadhérines
classiques
VE-cadhérine
Cadhérines Desmocolline
des desmosomes Desmogléine
= PDL u-protocadhérine

Protocadhérines
CNR-protocadhérine

Cadhérines
avec la partie cytoplasmique COCOC DT O
courte ou absente

T-cadhérine

Produits des génes
refermant des domaines EC

Flamingo

FAT-cadhérine

Figure 9 : Représentation schématique des différentes familles de cadhérines (Nollet et al.,
2000).

5.3.2 Les cadhérines classiques de type |

Les cadhérines possedent un large domaine extracellulaire, qui, en présence d’ions
calcium, se lie directement au domaine extracellulaire d’une autre molécule de cadhérine de la
cellule adjacente (Figure 11). La partie intracytoplasmique des cadhérines classiques est trés
conservée et contient un site de liaison a la B-caténine. La p-caténine, en se liant a 1’a-
caténine, relie les cadhérines directement au cytosquelette d’actine (Drees et al., 2005). Les
cadhérines d’une méme sous-famille se lient préférentiellement ensemble, et forment ensuite

des structures « zippées » le long de la jonction adhérente (Patel et al., 2006). E-cadhérine
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5.4 E-cadhérine
La E-cadhérine est une molécule d'adhésion cellulaire homophile dépendant du calcium

hautement conservée, exprimée principalement dans les tissus épithéliaux (Takeichi, 1991).
Les molécules de E-cadhérine sont généralement localisées a la surface baso-latérale de la
cellule, dans une région de contact cellule-cellule connue comme la jonction adhérente dans
la zonula adhérente (Nagar, 1996). Elle appartient a la famille des cadhérines classiques et,
d’une maniére similaire aux intégrines, son role dans I’adhérence est étroitement associé a sa
capacité a recruter sur son domaine cytoplasmique des complexes multi-moléculaires liés au
cytosquelette (Jamora & Fuchs, 2002) (Figure 11).

Jonction
Cellule Serree
LO-2 Occludine ZO-2
actin
cytosquelette

cytosguelette

a-catenine )
a-—actinine B-caténin Jonction
ou raline J vinculine Adhérente

ow tensine

— Lame basale

Figure 10 : Représentation schématique des différentes familles de cadhérines.

5.4.1 Structure de base de la protéine E-cadhérine et son gene codant et transcrit
L'expression de la E-cadhérine est régulée par le gene CDH1 localisé sur le chromosome

16922.1, une région montrant des pertes hétérozygotes fréquentes dans différents types de
carcinomes humains (Wijnhoven et al., 2000).
Le géne CDH1 comprend 16 éxons de 100 Kb qui sont transcrit en un ARNm de 4.5 Kb
(Berx G et al., 1995). Le clivage du polypeptide précurseur de 135 kDa aboutit a une
glycoprotéine transmembranaire mature de 120 kDa (Shore et Nelson, 1991), constituée d'un
grand domaine extracellulaire et de domaines transmembranaires et cytoplasmiques plus
petits (Figure 12).

Le domaine extracellulaire de la E-cadhérine est principalement composé de 5 domaines
répétés, connus sous le nom de domaines E-CAD, comprenant chacun 2 motifs de liaison au

calcium hautement conservés (Kemler, 1993). Ces motifs jouent un role clé dans le pliage et
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la dimérisation corrects de ces protéines, ainsi que dans le mécanisme d'adhésion lui-méme
(Shapiro et al., 1995). Le domaine N-terminal est responsable de I'adhésion homotypique et
le domaine cytoplasmique est lié au cytosquelette d'actine par le biais des caténines (o, f, v,
.p120) (Polakis, 2000).
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Figure 11: Structure du géne CDH1 humain et de la région promotrice, et de la protéine E-
cadhérine codée (Ringwald et al., 1987). (AA :position des acides aminés; C: C-
terminal; CD, domaine cytoplasmique; CH, cadherin homology domain; EC :extra cellular
cadherin repeat; EC MPED :domaine extracellulaire membrane-proximal; N : N-terminal;
PRO :propeptide; S: peptide signal; TM : région transmembranaire. La fleche indique le
début de Il'initiation de la transcription).

De plus, les modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, la
glycosylation et d'autres modifications peuvent affecter la fonctionnalité de la protéine E-
cadhérine. Le silencing épigénétique a été associé a la méthylation de CpG dans la région
promotrice et a la liaison directe de répresseurs de transcription spécifiques aux séquences E-

box dans le promoteur.

5.5 Role de la E-cadhérine dans I’anoikis des entérocytes

Un role important de la protéine E-cadhérine dans le contrdle du turn-over de 1’épithélium
intestinal a été¢ initialement suggéré par I’observation d’une importante augmentation du
nombre de cellules apoptotiques dans les villosites intestinales de souris transgéniques

exprimant le fragment intra cytoplasmique de la N-cadhérine dépourvu du domaine
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extracellulaire, qui exerce un effet dominant-négatif sur la E-cadhérine endogéne (Hermiston
& Gordon, 1995).

L’adhérence des cellules a la matrice extracellulaire et ’adhérence cellule-cellule exercent
I’une sur ’autre un contrdle réciproque, selon des mécanismes complexes qui différent en
fonction des types cellulaires. La perturbation des complexes E-cadhérine-cytosquelette, sous
I’effet de la perte d’adhérence cellule-matrice, pourrait participer a 1’induction de 1’anoikis
des entérocytes, sous ’effet de la rupture des interactions avec la lame basale, les cellules
intestinales sont capables d’enclencher et d’exécuter un programme d’apoptose (Fouquet et
al., 2004).

La E-cadhérine disparait des contacts cellule-cellule précocement, avant I’apparition de la
morphologie apoptotique des noyaux, il semble donc la disparition de la E-cadhérine soit un
événement situé relativement en amont dans la cascade apoptotique induite par le
détachement des entérocytes. La modification du complexe E-cadhérine a la suite du
détachement participe a 1’induction de 1’anoikis, puisque l'apoptose est augmentée en
présence d’un anticorps bloquant anti-E-cadhérine, et diminuée en présence d’une protéine
chimére agoniste de la E-cadhérine (Fouquet et al., 2004). Dans les entérocytes normaux, la
perte d’ancrage a la lame basale entraine une modification du complexe E-cadhérine qui a
pour conséquence :

1) une perte de signaux de survie ou une induction de signaux pro-apoptotiques.

2) la disparition de la membrane et la dégradation de la E-cadhérine.
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6 ETUDE BIOINFORMATIQUE
6.1 Définition

La bioinformatique est une « interdiscipline » a la frontiere de la biologie, de
I’informatique et des mathématiques. Les systémes biologiques sont trés complexes et les
techniques modernes d’investigation du monde biologique fournissent une vaste quantité de
données expérimentales.

Le but ultime de la bioinformatique est d’intégrer ces données d’origines tres diverses
pour modéliser les systémes vivants afin de comprendre et prédire leurs comportements
(biologie systémique ou biologie des systéemes) dans des conditions de fonctionnement
normales ou pathologiques. 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) (Figure 13).

6.2 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 (ajout, mise a jour,
recherche et éventuellement analyse dans les systémes les plus évolués). L’un des modeles les
plus utilisés aujourd’hui est le modele de bases de données relationnelles qui a été inventé en
1970 par Edgar Frank Codd.

Les banques de données utiles dans le domaine de la génétique

Expérimentations ;
Bases de

biologiques

B"ologie Données

BIOINFORMATIQUE &

Modélisation Traitements

Simulation Informatique bioinformatiques

Ingénierie %
logicielle et Carrossage

webicielle

Figure 12 : les différentes étapes de 1’étude bioinformatique.
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6.3 Les "GENOME BROWSERS"

Ils correspondent a différentes bases de données qui permettent d’accéder aux données du
génome humain (et de celui d’autres especes) a I’aide d’une interface graphique. En plus des
données de séquence, ces navigateurs permettent d’accéder a de nombreuses données
d’annotation (geénes 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 I’ensemble des "Genome Browsers" permet d’accéder a de trés nombreuses données,
aucun d’entre eux ne géncre 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 ¢’est souvent 1’interface qui oriente vers 1’'un
plutét que ’autre ou la richesse des outils d’analyse associés (Gibas et jambeck, 2002).

6.4 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) (Déleage et Gouy, 2013).
6.5 Utilité de la bioinformatique dans le domaine génétique

- Prédiction des changements de stabilité des protéines

- Prédiction de I’agrégation des protéines

- Prédiction des régions désordonnées

- Prédiction du caractére pathogéne de mutation faux-sens

- Prédiction du caractere pathogéne de mutation intronique (Déleage et Gouy, 2013).

25



CHAPITREII
MATERIEL
ET
METHODEDES



Chapitre 11 Matériel et méthodes

PRESENTATION ET LIEU DE L’ETUDE

L’objectif de 1’étude est la recherche des effets toxiques d’un 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) aprés exposition subaigué (21 jours)
sur I’intestin ( plus précisément 1’iléon ) des lapins males de souche local « Oryctolagus

cuniculus ».

Le présent travail a été réalisé durant la période allant du mois de février jusqu’au
mois de juin 2019 au sein du laboratoire d’anatomopathologie de I’hopital de Koléa ou

nous avonsrecherché les effets génotoxiques de 1’abamectine par :
% Une étude histologique de I’intestin (coloration H&E)

¢+ Une étude immunohistochimique (IHC) : Marqueur de jonctions intercellulaires

E-cadhérine au niveau de 1’iléon de quatre lots de lapins.

% Ce travail a été complété par une étude bioinformatique sur la protéine E-cadhérine.
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique : Notre travail compléte une étude de toxicité subaigué par
I’abamectine et I’effet amélioratif des vitamines E et C coadministrés, dont le protocole est
détaillé par Kara et Rahmani (2016). Notre experimentation débute a partir des organes

inclus dans de la paraffine (blocs de paraffine).

1.2. Matériel non biologique : Le matériel non biologique utilisés dans 1’étude :
I’insecticide abamectine, les vitamines Cet E, verrerie classique, appareillages et réactifs

chimiques du laboratoire d’anatomopathologie (Annexel).

2. Méthodes

2.1. Taxonomie du lapin
L’¢tude a portée sur 20 lapins males de souche locale Algérienne (Figure 14). La

position Taxonomique du lapin (Oryctolagus cuniculus) est la suivante (Lebas et al., 1984).
Regne : Animal

Embranchement : Vertébrés

Classe : Mammifeére

Super ordre : Glires

Ordre : Lagomorphe

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

Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cuniculus

Figure 13 : lapin mIe Oryctolagus cuniculus)

2.2. Répartition des lots : Vingt lapins males ont été répartis en quatre lots comme
suite :

-1%"lot control négatif : lot témoin recevant de 1’eau distillée.

-2 ot control positif : lapin traité par les deux vitamines C et E.
-3°M lot ABM : lapin traité par I’abamectine.
-4°M¢ Jot ABM+VitC+VitE : lapin traité par la Vitamine C E et I’abamectine.
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A la fin de I’expérience (21jours), les lapins ont été euthanasiés et sacrifiés par décapitation
cervicale et leurs organes ont été prélevés, I’intestin rapidement prélevé et lavé a 1’eau puis

fixer pour I’étude histologique et immunohistochimique.

2.3. Etude histologique

L’intestin a été coupé en petit fragment et déposé dans des cassettes en plastique, puis
soumis aux étapes de 1’étude histologique. La confection des blocs et les coupes histologiques
ont été réalisées au niveau du service d’anatomie pathologique (CHU Koléa). 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. Elle permet de préserver les structures tissulaires dans
un ¢état aussi proche que possible de 1’état vivant. La rapidité de 1’opération ne suffit pas a
assurer la qualité de la fixation : il faut que le fixateur pénétre le plus vite possible a I’intérieur
des tissus.

Le but de la fixation est 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 le sacrifice des animaux et prélevement
des organes. Des fragments de I’intestin ont était mis dans le formol a 10% fixateur classique
le plus utilisé, il permet de durcir 1’échantillon sans pour autant 1’abimer, les échantillons sont
placés dans des cassettes spéciales a parois trouées a fin de permettre le passage des liquides

au cours des manipulations qui suivent.

2.3.2. Circulation

Etape consistant a faire pénétrer la paraffine au sein du tissu, comme la paraffine n’est pas
miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre compleétement déshydratés avant 1’inclusion
dans la paraffine. Cette dernicre n’est pas soluble dans I’alcool utilisé pour la déshydratation,

d’ou la substitution par le xyléne.
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e Déshydratation : Elle se fait par immersion des cassettes (contenants les fragments de
I’intestin) dans des bains d’alcool de degré croissant (70°, 90°, 100°) pendant /> heure par

bain pour éliminer I’eau des tissus.

e Eclaircissement : Les cassettes sont immergées dans du xyléne, quatre bains de
xyléne (30minutes par bain) ont étaient effectuées, ils servent a remplacer 1’alcool dans les

tissus a fin que celui-ci soit miscible dans la paraffine.

e Impreégnation de la paraffine : 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’élimine le xyléne. L’ensemble des opérations sont effectuées dans un automate de type

Leica pendant une durée de 12 heures.

e Enrobage (Inclusion) :

Permet la réalisation de coupes fines, réguliéres. Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la
paraffine, I’inclusion a était réalisée selon les étapes suivantes :

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

» Orientation des fragments dans la paraffine (les fragments sont placés dans le moule
selon une certaine position a fin de voir toutes les structures désirées lors de
I’observation microscopique).

> Placer les cassettes au dessus des moules. Aprés refroidissement, on se trouve en
présence d’un bloc de paraffine dur, incluant le fragment prélevé.

> Deémoulage des blocs : Cette étape se fait grace a I’automate d’inclusion. La partie

froide de I’automate a inclusion permet de refroidir les blocs rapidement.

2.3.3. Réalisation des coupes

Les cassettes de paraffine contenant les prélevements son fixés sur un microtome de type
Leica pour réaliser des rubans de coupes d’organes a épaisseur de 2 a 4 um. Les rubans de
paraffine obtenus sont plongés dans un bain marie a fin d’éviter qu’ils se replient sur eux
méme puis étalés sur des lames porte-objets . Les lames portant les coupes de 1’organe sont

séchées dans une étuve a 100°C afin de permettre un déparaffinage

2.3.4. Coloration histologiqgue H&E

Selon les étapes suivantes :
e 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 (5minutes par bain).
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e Hydratation : Sert a retirer le xyléne du tissu et de le remplacer par I’ecau. L’agent
utilisé est 1’alcool (3 bains de 2 minutes chacun a concentration décroissante 100°,
90°, 70°), suivi d’un ringage de 3 a 5 min a I’eau courant.

e Coloration Hématoxylene-Eosine (HE)

C’est une coloration usuelle adoptée en anatomie pathologique. Elle passe par les étapes
suivantes :

» Un bain d’hématoxyléne de Harris (un colorant basique nucléaire) pendant 6 min a fin
de colorer les noyaux en bleu.

» Ringage des lames a I’eau courant.

» La coloration avec I’¢osine (un colorant acide cytoplasmique) pour colorer le
cytoplasme pendant une minute.

» Ringage des lames a I’eau courant.

» Séchage dans I’étuve.

e Montage des lames

Le montage est la derniére étape de la préparation des lames pour la lecture sous
microscope. Les coupes colorées sont protégées par des lamelles en utilisant 1’Eukitt qui
favorise le collage lamelle sur lame. Il a pour but de protéger les coupes contre la dégradation
chimique des colorants qui s’oxydent facilement a I’air. Aprés montage, les lames sont
séchées a I’aide d’une compresse stérile et nettoy€es au xylene. Elles sont alors prétes pour
I’observation microscopique.

e Etude microscopique

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

et 100 nous ont permis d’observer la structure et I’agencement des tissus dans 1’organe.
2.4. Etude immunohistochimique (IHC) :

2.4.1. Principe:

C’est une méthode qui permet de détecter des protéines dans des sections de tissu. A cet
effet, les sections sont exposées a des anticorps marqués dirigés contre des épitopes de la
protéine cible. Le complexe antigéne anticorps est révéler par une réaction chimique
(enzymatique colorimétrique) grace a une enzyme et son substrat.

En anatomie pathologie I’'THC a un but : thérapeutique, pronostique, diagnostic permettant de

classer une tumeur est définir son stade et son origine.
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2.4.2. Mode opératoire :

Dans notre étude nous avons utilisé la technique peroxydase anti-peroxydase (PAP) du kit
DAKO il s’agit d’un systeme d’amplification utilisant un second anticorps servant de liaison
entre I’anticorps primaire et le complexe PAP. Le protocole DAKO se fait en 2 phases :

- La préparation des lames.

- La sélection et marquage des anticorps sur les lames.

2.4.3. Etapes de P'IHC

e Réalisation des coupes
- Pour une bonne méthode d’IHC les coupes doivent étre épaisses de 5 pum afin de bien
visualiser le marquage.
- L’étalement des coupes se fait sur des lames Silanisées éléctro-statiquement équilibrées pour
éviter le décollement des coupes en température élevée, sans donner de bruits de fond.
- Le séchage : Les lames sont sechées dans une étuve a 56°C pendant tout une nuit.

o Déparaffinage
Durant cette étape :
- Les lames sont mises dans 3 bacs de xylene ( xylene 1 , xyléne 2, xyléne 3 ) 5 minutes
chacun , puis dans 3 bacs d’alcool absolu ( alcool 1, alcool 2, alcool 3 ) 5 minutes chacun .
- Entre temps on allume le bain marie a 97°C et on prépare la solution de démasquage TRS
elle est préchauffée au micro-onde pendant 3.30 minutes afin qu’elle ait la méme température
que le bain marie.
La solution de démasquage est une solution peptonée, citratée, riche en ca*2. Ce dernier
permet la libération des épitopes.
- Rincer les lames 3 fois dans 1’eau distillée pendant 5 minutes.
- Mettre les bacs remplie de TRS + les lames au bain marie pendant 45 minutes a 97°C.
- Aprées 45 minutes, sortir les bacs du bain marie, laisser refroidir pendant 20 minutes a
température ambiante.
- Rincer a I’eau de robinet 1 fois, puis a I’eau distillée.
- Préparer d’une chambre humide.
- Incuber les lames dans la chambre humide, obscure (parce que la lumiére absorbe la
positivité et la chaleur inhibe 1’action des enzymes).
- A Tl'aide d'un DAKO-PEN, entourer les fragments pour éviter le déversement des

marqueurs.
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e Blocage de la peroxydase endogéne
Durant cette étape il faut :
- Ajouter la peroxydase pendant 5 minutes pour bloguer la peroxydase endogéne.
- Le rincage des lames se fait dans 2 bacs Sminutes chacun dans une solution de ringcage PBS
(il s’agit d’une solution saline, tamponnée, concentré en tween a ph =7) afin d’éliminer les
liaisons non spécifiques.
e Application de ’anticorps primaire
Durant cette etape il faut :
- Remplir les fragments entourés par I’anticorps (anti- E-cadhérine) (PA0387).
- Mettre les lames a I’abri de la lumiére pendant 45 minutes.
- Rincer les lames dans 2 bacs remplis de PBS (5minutes chacun).
e Application de I’anticorps secondaire
I s’agit d’un amplificateur HRP (Ige anti-lapin) couplé a la peroxydase de raifort, durant
cette étape il faut :
- Mettre les lames a I’abri de la lumiére pendant 30 minutes.
- Rincer les lames 2 fois au PBS (5min chacun).
e Coloration DAB
- Dilution d’1cc (1000 pl) de substrat buffer dans 1 goutte de DAB (chromogene).
- Application sur chaque lame 5 a 8minutes.
- Apparition d’une coloration brunatre permettant de visualiser le complexe (antigene-
anticorps).
- Ringage des lames dans 2 jusqu’a 3 bacs d’eau distillée.
e Contre coloration
Durant cette étape il faut :
- Déposer I’hématoxyléne de mayer sur chaque lame pendant 5 minutes, cela permet de
mettre en évidence le noyau coloré en bleu violet.
- Rincer les lames a 1’eau de robinet jusqu’a 1’obtention d’une eau claire, puis rincer a I’eau
distillée.
e Montage les lames
Durant cette étape il faut :
- Déposer 2 gouttes de faramount aqueous (il s’agit d’une colle) par lame.
- Diluer les lamelles dans 1’eau distillée.

- Déposer les lamelles sur les lames, bien appuyer afin de chasser les bulles d’air.
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- Rincer a I’eau distillée.
- Sécher a I’aide d’une compresse Stérilisée.
- Observation microscopique.
Etude bioinformatique de la E-cadhérine
Le but de cette étude et d’établir un arbre phylogénétique de la E-cadhérine humain et
les différentes espéces et aussi d’aligner la séquence E-cadhérine avec les différents isoformes
chez le lapin.
+ NCBI
Le NCBI réalise des recherches dans la biologie informatique, développe des logiciels
pour analyser des données de génome et notamment il fourni des informations biomédicales.
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 E-cadhérine utilisée dans cette étude a été fourni par refseq .

e 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 génes.

COSMIC

Le Catalogue des mutations somatiques dans le cancer, est la ressource la plus
importante et la plus complete au monde pour explorer I'impact des mutations somatiques
dans le cancer humain.

On a utilise COSMIC pour trouvé les déférentes mutations qui touche le géne E-
cadhérine, 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
protéine E-cadhérine, pour trouver les régions les plus touchés par les mutations sur la
protéine, et pour aligner les isoformes de la E-cadhérine chez le lapin avec la E-cadhérine

humain . https://www.uniprot.org/align/
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RESULATATS ET DISCUSSION

Notre travail s’intéresse aux variations histologiques de I'iléon et immuno-histochimiques
de I’expression de la protéine inter-jonctionnelle E-cadhérine au niveau de I’iléon chez le
lapin traité par un insecticide de la famille des avermectines dont la matiere actif est
I’abamectine ; toute en démontrant I’effet amélioratif d’une supplémentation des vitamines C
etE.

Nos résultats ci-dessous regroupent une :

e Etude histologique de I’iléon 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.

e FEtude immunohistochimique (IHC) de I’expression de la protéine E-
cadhérine chez les quatre lots.

e Etude bioinformatique du gene CDH1.
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RESULTATS

1. ETUDE HISTOLOGIQUE
Dans le présent travail nous avons réalisé une coloration histologique topographique
Hématoxyline Eosine (H&E) qui associe une coloration nucléaire par 1’hématoxyline de

Harris a une coloration des cytoplasmes et du collagéne par 1’éosine.

1.1 Histologie de I'iléon des lapins témoins
L'observation d'une coupe histologique au fort grossissement montre la présence

d'une muqueuse normale avec des villosités (V) et des cryptes (C) peu profondes, elle est
constituée d'un épithélium a cellules caliciformes suivi d'une sous muqueuse (SM)
caractérisée par la présence de plaque de peyer (PP) ,suivie d'une musculeuse constituée d'une
couche circulaire interne (CMC) et une couche longitudinale externe (CML) I'ensemble est

recouvert d'un tissu conjonctif l'adventice (A) ( Planche 1).

1.2 Histologie de I'iléon 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 bprésence de plaque de peyer (PP) (Planche 2).

1.3 Histologie de I'iléon des lapins traités par I’avermectine.
L’observation d’une coupe histologique au fort grossissement montre plusieurs
Iésions au niveau de la muqueuse et de la sous muqueuse intestinale duodénale (SM)
principalement une hyperplasie des plaque de peyer (HPP) un aplatissement de 1’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).

14  Histologie de I'iléon des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les
vitamines C et E.

L’observation d’une coupe histologique au fort grossissement montre une structure
moins altérée au niveau de la muqueuse et de la sous muqueuse intestinale (SM) avec
absence d’hyperplasie des plaques de payer (HPP). Cependant nous avons enregistré la
présence d’un infiltrat inflammatoire lymphoplasmocytaire (IF) au niveau de I’axe de la

villosite et dans la sous muqueuse (Planche 4).
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Histologie de I'iléon des lapins témoins

Planche 1 : Histologie de I'iléon des lapins témoins coloration H&E.
Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

VI : villosités intestinales, PP : plaques de Peyer, LI : lumiére intestinale, A : adventice,
CMC : couche circulaire interne , SM : sous muqueuse , CML : couche longitudinale externe
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Histologie de I’iléon des lapins supplémentés par les vitamines C et E.

Planche 2 : Histologie de I’iléon des lapins supplémentés par les vitamines C et E coloration
H&E, Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

VI : villosités intestinales, PP : plaques de Peyer, LI : lumiere intestinale, A : adventice,
CMC : couche circulaire interne, SM : sous muqueuse, CML : couche longitudinale externe
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Histologie de I’iléon des lapins traités par ’avermectine.

Planche 3: Histologie de I'iléon des lapins traités par 'avermectine coloration H&E,
Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

VI : villosités intestinales, PP : plaques de Peyer, LI : lumiere intestinale, A : adventice,
CMC : couche circulaire interne, SM : sous muqueuse, CML : couche longitudinale externe
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Histologie de I’iléon des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les

vitamines C et E.

Planche 4: Histologie de I'iléon des lapins traités par I’avermectine et supplémentés par les
vitamines C et E coloration H&E. Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

VI : villosités intestinales, PP : plaques de Peyer, LI : lumiere intestinale, A : adventice,
CMC : couche circulaire interne, SM : sous muqueuse, CML : couche longitudinale externe,
IF : infiltrat inflammatoire.
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2. ETUDE IMMUNOHISTOCHIMIQUE (IHC)

L’THC de la E-cadhérine : les planches 5, 6, 7 et 8 montrent I’expression de la protéine E-
cadhérine 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  IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins témoins

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif
membranaire complet intense. Au fort grossissement, on observe un marquage cytoplasmique
tres faible incomplet et on remarque une absence des lésions (pas de nécrose/apoptose ; pas

d’hyperplasie des plaques de Peyer ; pas d’inflammation) (planche 5).

2.2 IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins traités par I’avermectine

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif
membranaire hétérogéne. Au fort grossissement, on observe un marquage cytoplasmique
complet intense et focal, une hyperplasie villositaire, une hyperplasie des plaques de Peyer et

des modifications nucléaires (pseudo-stratification des noyaux hyperchromes) (Planche 6)

2.3 IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins supplémentés par les vitamines C et E
L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif

membranaire intense et complet. Au fort grossissement, on observe une positivité

cytoplasmique focale modérée, on remarque la présence de réactions inflammatoires et

d’infiltrat polymorphe (planche 7).

2.4 IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins traités par I’avermectine et supplémentés
par les vitamines C et E

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positif
membranaire complet. Au fort grossissement, on observe une positivité cytoplasmique faible
en surface, un relief villositaire normal et de faibles Iésions nucléaires (Planche 8).
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IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins témoin

o e T

Planche 5: IHC de la protéine E-cadhérine au niveau de 1’iléon des lapins témoins
Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

VI : villosités intestinales, PP : plaques de peyer , LI : lumiere intestinale , A : adventice,
CMC : couche circulaire interne , SM : sous muqueuse, CML : couche longitudinale externe,

IF : infiltrat inflammatoire.
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IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins traités par I’avermectine

Planche 6 : IHC de la protéine E-cadhérine au niveau de I’iléon des lapins traités par
I’avermectine. Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

IF : infiltrat inflammatoire, HPP : hyperplasie de plaques de payers.

44



Chapitre 111 Résultats et Discussion

IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins supplémentés par les vitamines C et E

Planche 7 IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins supplémentés par les vitamines C et E.
Grossissement : A : Grx10 ; B : Grx40

IF : infiltrat inflammatoire, HPP : hyperplasie des plaque de peyer,
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IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins traités par ’avarmectine et supplémentés par les

vitamines C et E

Planche 8 : IHC E-cadhérine de I’iléon des lapins traités par 1’avarmectine et supplémentés
par les vitamines C et E. A :Gr X 10 et B : Gr X 40. AVCN : axe conjonctif de villosité
normal, RVN : reliefs villositaire normales, LHPP : Iégére hyperplasie de plagues de peyer.
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3. RESULTATS BIOINFORMATIQUE
3.1. Analyse Bioinformatique de la E-cadhérinechez le lapin
Trés peu de données concernant la E-cadhérine sont déposés sur les différentes bases données

bioinformatiques encore moins les données relatives aux différents organismes modeéles a
savoir le lapin.

# Chez I’humain

CDH1 cadherin 1 [ Homo sapiens (human) ]
Gene |D: 999, updated on 30-Aug-2020

"< Summary NG
“ Genomic context a7
See CDH1 in Genome Data Viewer
Location: 16g22.1
Exon count: 16
Annotation release  Status Assembly Chr  Location
109 20200815 current GRCh38 p13 (GCE_000001405 39) 16 NC_000016 10 (68737292 68835537)
105 previous assembly ~ GRCh37.p13 (GCE_000001405.25) 16 NC_000016.9 (68771128..688609445)

Chromosome 16 - NC_000016.10

[ 65644914 b [ 62085182

LOC100 415565 RNASIP4 20 FTLP14 RNUT=d42F RNUG=595F
CDH3 TANGOE

HSPELPS COH —
LOC112486201

Figure 14: Localisation de la E-cadhérine chez I’ humain.
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4+ Chez le lapin

CDH1 cadherin 1 [ Oryctolagus cuniculus (rabbit) ]
Gene ID: 100356548, updated on 24-Jun-2020

Ty Summary all?

= Genomic context

&7

See CDH1 in Genome Data Viewer
Location: chromosome: 5

Exon count: 16
Annotation release Status Assembly Chr  Location
102 current OryCun2 0 (GCF_000003625 3) 5 NC_013673.1 (24238733 24306348)

Chromosome 5 - NC_013673.1

[ 24054301 [24511888 ¢

ZFPan CDHS THNGDE
COH] s— LOCLO 343509

Figure 15 : Localisation de la E-cadhérine chez le lapin.

4 Chez le poisson zébre

cdh1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) [ Danio rerio (zebrafish) ]
Gene ID: 114424, updated on 25-Aug-2020

4
7
c
=
3
]

<
»
- ]

“ Genomic context

»
3

See cdh1in Genome Data Viewer
Location: chromosome: 7

Exon count: 16
Annotation release = Status Assembly Chr | Location
106 current GRCz11 (GCF_0000020356) 7 NC_007118.7 (53096255..53117237, complement)
105 previous assembly GRCz10 (GCF_0000020355) 7 NC_007118.6 (52826603..52847585, complement)
103 previous assembly  Zv8 (GCF_000002035.4) 7 NC_007118.5 (56206925..56228079)

Chromosome 7 - NC_007118.7

[ 53060156 b [53t61169
LOCLOL 887003 ¢ i Hp— LOC108190717
LOC110439948 LOCSeE392

Figure 16 : Localisation de la E-cadhérine chez le poisson zebre.
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3.2. Analyse de la structure 3D da I’E-cadhérine

4 Chez I’humain
Length:882
Mass (Da):97,456

Description Actions Craphlcal view

244 D = Gin HDGC. ‘ 1 Publication - CDrrESpDndS to variant

dbSNP:rs1064794231 Ensembl, ClinVar.
487 V= AN HDGC. # 1 Publication + | 1
832 V= Min HDGC. # 2 publications =~ Corresponds to variant i
dbSNP:rs35572355 Ensembl, Clinvar.

Figure 17 : Quelques mutations répertoriées chez I’homme.
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= Chez la souris

Length:884
Mass (Da):98,256

Position(s) | Description Actions Craphlcal view Length

172 E — P: Adheres to and takes up L.monocytogenes InlA coated beads.
# 1 Publication -

220 Q — E: Increased affinity for L.monocytogenes InlA. Greatly increased | 1
affinity; when associated with P-172. @ 1 publication -

Figure 18 : Quelques mutations répertoriées chez la souris.
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3.3. Analyse phylogénétique
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Figure 19 : Alignement de la séquence E-cadhérine (humain, souris, rat et chien).
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Figure 20 : Arbre phylogénétique de la E-cadhérine (humain, souris, rat et chien).
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4. Discussion

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a la recherche des altérations
histologiques et immunohistochimiques de la muqueuse intestinale (iléon), aprés un
traitement par un insecticide avermectine et a [D’effet amélioratif possible d’une
supplémentation vitaminique C et E suite a une toxicité subaigiie chez le lapin male de souche

locale « Oryctolagus cunuculus ».

Par une étude immunohistochimique de I’expression d’une molécule d’adhérence
cellulaire «la protéine E-cadhérine » nous avons prospecté ’effet de I’insecticide et la
supplémentation en vitamines C et E, deux puissants antioxydant, sur I’expression du géne
CDH1dans le stress causé par I’insecticide. Nos résultats ont & soutenus par une étude

bioinformatique de 1’expression de la protéine E-cadhérine.

Le choix de I’épithélium intestinal est principalement di a sa délicate fonction
d’absorber les nutriments tout en étant une ligne de défense vis-a-vis des agressions
potentielles de l’environnement. Cette barriere 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 pathogénes, et la couche de mucus qui
est fabriquée par les cellules caliciformes. Cependant, le renouvellement rapide des cellules
épithéliales participe aussi au maintien physique de la barriere intestinale. De plus, 1’épaisseur
de la couche de mucus varie le long du tube digestif et est maximale dans 1’iléon terminal et
surtout le cdlon permettant une plus large protection (FDP, 2014).

Dans notre ¢tude nous avons remarqué que 1’administration de 1’avermectine
a provoquée plusieurs lésions histologiques au niveau de la muqueuse et de la sous muqueuse
de I’iléon. Les observations réalisées sous microscope des coupes de 1’iléon des lapins traités
par I’avermectine, mettent en évidence une désorganisation de 1’épithélium intestinale qui se
traduit par la présence d’un infiltrat inflammatoire au niveau de I’axe conjonctif des villosités
intestinales, une hyperplasie des plaques de payer, une hyperplasie villositaire et des

modifications nucléaires.

Ainsi des résultats similaires ont été¢ également constatés aprés I’administration d’un

régulateur de croissance le Neem dérivative chez un diptére Culex quinquefasciatus ou ils
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cause une désorganisation de 1I’épithélium intestinale avec des importants effets au niveau de
la bordure en brosse (Ndione et al., 2006).

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

De plus il est fort probable que les pesticides diminuent I'immunité non spécifique
(Koprucu et al., 2006). Donc Les pesticides provoquent 1’augmentation de la production
d'espéces réactives de l'oxygene (ERO), qui a son tour génére le stress oxydatif dans
différents tissus (Filiz et al., 2011).

Les vitamines E et C semblent étre les plus puissant et importants antioxydants dans la
lutte contre le stress oxydant (Lobo et al., 2010). . La vitamine E est une vitamine liposoluble,
elle se fixe aux membranes et séquestre les radicaux libres empéchant la propagation des
réactions de peroxydation lipidique, assurant ainsi la protection des membranes cellulaires,
prévient le vieillissement des cellules et aide a maintenir la santé du systéme immunitaire
(Bourgeois, 2003) .

La vitamine C est une vitamine hydrosuluble, c’est un stimulateur majeur du systéme
immunitaire, elle joue le role dans la détoxification des xénobiotiques (Padayatty et al.,

2003), et permet ainsi une meilleure efficacité de la vitamine E.

Dans notre étude nous avons constaté que la supplémentation de la vitamine C et E
diminuer I’effet toxique de I’insecticide. Ce qui permet d’expliquer nos résultats histologiques
chez les lapins traités par I’insecticide e cosupplémenté par les vitamines C et E ou

I’inflammation n’a pas touchée 1’ensemble d&s animaux.

Nous avons constaté que 1’architechture tissulaire de la paroi de 1I’iléon des lapins traités
par I’avermectine et supplémentés par la vitamine C et E se rapprochent de ceux de celle des
lapins témoins. Ces résultats sont similaires aux résultats trouvés par Aissani, (2013) sur
I’effet protecteur de la vitamine C et E suite a une toxicité par le bio pesticide PROCLAIM de

la famille des avermectines chez le rat Wistar.

La protéine E-cadhérine est un composant central des jonctions épithéliales adhérentes,
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essentielle pour le développement, différenciation et maintenance des tissus. Elle est
également fondamentale pour la formation de la barriere tissulaire des tissus épithéliaux.
L’intestin gréle est bordé d’une monocouche épithéliale qui englobe une barriére dépendante

de la E-cadhérine, critique pour I’homéostasie intestinale (Daulagala et al., 2019).

L’observation immunohistochimique a révélée un immunomarquage membranaire et/ou
cytoplasmique positive de I’expression de la protéine E-cadhérine chez les animaux traités. Ce
résultat peut-étre expliqué par le fait que La E-cadhérine posséde une partie membranaire

responsable de I’ancrage a la membrane plasmique (Hartsock and Nelson, 2008).

L’expression cytoplasmique peut étre expliquer par le relargage de E-cadhérine, dans le
cytoplasme au cours d’un stress oxydatif, donc une phosphorylation par la kinase SRC de la
protéine E-cadhérine induit la dissociation et la rupture des jonctions adhérentes (Owens et
al., 2000). Ce qui provoque la perte des contacts cellulaires et active la motilité cellulaire
(Fujita et al., 2002).

L’Anoikis est connu comme un type spécial de mort cellulaire programmée qui se
produit en réponse a la perte de connexions correctes cellule-matrice extracellulaire (MEC).
Ce processus est un événement pivot dans le développement normal et I'noméostasie tissulaire
(Ehsan Kakavandiet al., 2018). La perturbation des complexes E-cadhérine-cytosquelette,
sous l’effet de la perte d’adhérence cellule-matrice, pourrait participer a 1’induction de
I’anoikis des entérocytes, suite a la rupture des interactions avec la lame basale, les cellules

intestinales enclenchent un programme d’apoptose.

La E-cadhérine disparait des contacts cellule-cellule précocement, avant I’apparition de
la morphologie apoptotique des noyaux, il semble donc que la disparition de la E-cadhérine
soit un événement situé relativement en amont dans la cascade apoptotique induite par le
détachement des entérocytes (Fouquet et al., 2004). ceci peut-étre expliqué par 1’expression
cytoplasmique légere de la E-cadhérine dans les cellules épithéliales de I’intestin gréle chez les

lapins cosupplémenté avec les vitamines C et E.

L’homéostasie de 1’épithélium intestinal est maintenue par 1’équilibre entre
prolifération, apoptose et différenciation. Le renouvellement de 1’épithélium est di au
contact direct qu’il exerce avec le milieu extérieur, la lumiére intestinale. Plusieurs
facteurs de transcription maintenant 1’état de prolifération des cryptes ont été mis en évidence
par leur role oncogénique (Schonhoff et al., 2004). Ce qui permet d’expliquer I'IHC positive

chez les animaux témoins de la protéine E-chadérine au niveau apical des villosités
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intestinales qui témoigne la régénération des entérocytes par anoikis.

Le tractus gastro-intestinal contient un nombre et une variété considérables de cellules
immunes d’origine hématopoiétique, disséminées dans la zone sub-épithéliale (la lamina
propria ou chorion), qui coopérent avec 1’épithélium pour renforcer la barriére intestinale. Les
plaques de Peyer sont des acteurs majeurs du tissu lymphoide associé a la muqueuse

intestinale (MALT, mucosa associated lymphoid tissue).

Il s’agit d’agrégats de follicules lymphoides principalement retrouvés dans 1’iléon et le
colon. Les plaques de Peyer sont impliquées dans 1’échantillonnage d’antigénes présents dans
la lumiére intestinale et dans leur présentation au systeme immunitaire sous-jacent (Kiyono et
Fukuyamas, 2004).

Cette fonction est rendue possible par la présence, au niveau de 1’épithélium recouvrant
les plaques de Peyer, de cellules spécialisées appelées cellules M. Les cellules M ont un fort
pouvoir de transcytose, ce qui permet aux antigenes présents dans la lumiére intestinale de
traverser la barriére épithéliale. La présentation antigénique aboutit a 1’activation de

lymphocytes T et B et a la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative.

Noda et al., (2001), supposent que I'hyperplasie et I'nypertrophie 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 E-cadhérine 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 E-

cadhérine des plagues de peyers.

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

Dans notre étude nous avons remarqué que 1’administration de 1’avermectine a
provoqué une surexpression cytoplasmique de la E-cadhérine 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.
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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 diminuée I’expression cytoplasmique de la E-cadhérine probablement suite
a une réduction de 1’accumulation des radicaux libres.

L'étude bioinformatique consiste a construire un arbre phylogénétique du gene E-
cadhérine entre les différentes espéces et d’aligner la séquence de la E-cadhérine de ces

especes afin de déduire les mutations qui peuvent survenir .

Selon I’étude bioinformatique on a remarqué que le géne CDH1 possede différentes
localisations chromosomiques dans les especes étudiées, chez 1’étre humain le géne CDHI est
localisé sur le chromosome 16 , chez le lapin CDHL1 est localisé sur le chromosome 5, chez le
poisson zébre CDHL est sur le chromosome 7. Cependant il posséde le méme nombre d’exons
qui est de 16 chez les 3 espéces cités.

L’étude du géne CDH1 a montrée que les différentes mutations de la protéine E-
cadhérine recensées sur les différentes bases de données prouvent leurs implications dans
I’apparition des différents cancers. Chez I’homme les mutations répertoriées concernent
plusieurs codons qui ont subits des changements d’acides aminés a savoir 244,487 ; 832.

La proteine E-cadhérine est un suppresseur de tumeurs (Zhang et al., 2018), des
mutations germinales dans le gene de la E-cadhérine (CDH1) sont associés a un cancer
héréditaire a dominance autosomique syndrome caractérisé par un cancer gastrique diffus
héréditaire (HDGC), cancer du sein lobulaire (CB) (Hansford et al., 2015).

56



CONCLUSION

&
PERSPECTIVES



CONCLUSION & PERSPECTIVES

Le travail réalisé nous a permis d’évaluer chez Oryctolagus cunuculus I’effet d’un insecticide
I’avermectine, ainsi que 1’effet protecteur de la co- administration de la vitamine C et E sur
I’histologie de 1’iléon.

D’apreés les résultats obtenus, 1’administration de 1’avermectine entraine une
désorganisation de 1’épithélium intestinale qui se traduit par des symptomes microscopiques
comme la présence d’infiltrat inflammatoire au niveau de 1’axe conjonctif des villosités
intestinales; une hyperplasie des plaques de payer, et une hyperplasie villositaire, et une
modification nucléaire.

Les données histopathologique et immunohistochimique confirment la toxicité de
I’avermectine, Alors que la co- administration de la vitamine C et E restructure le parenchyme
iléonale avec réduction de I’inflammation et absence de I’hyperplasie. En effet, a travers cette
étude il apparait que les vitamines C et E sont des produits intéressant dans le domaine de la
thérapeutique et de la santé.

Nous avons identifiés a travers notre étude bioinformatique que le gene CDH1 peut étre
touché par des mutations dans différents codons ayant comme conséquence un changement
dans la seéquence d’acide aminé entrainant ainsi 1’apparition de certaines maladies
cancéreuses.

En perspectives il serait intéressant :

# 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 confirmé des cibles thérapeutiques.

+ utiliser la E-cadherine comme un biomarqueur pour le diagnostic et pronostic du
cancer.

£ Sur le plan thérapeutique, la E-cadhérine pourrait servir de potentiel cible en
thérapie génique ainsi qu'en pharmacogénétique.

+ Une question cruciale reste a développer soit pour traiter le cancer au stade des
cellules hébergeant I'expression de la E-cadhérine, soit pour ré-exprimer la E-
cadhérine dans les cellules qui ont perdu son expression afin d'apporter un meilleur

pronostic.
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