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Abstract:

Nitroimidazoles are a class of chemical compounidks an imidazole ring ,nitroimidazole
derivatives And nitroimidazoles of the substitutéhe nature of substitute and the position of
nitro groupe. The reduction of nitroimidazole greup summer in the this study presents an

overview of the effects of these drugs on oculal @mal structur .

the eyes and rein were recovered immedatel sacrifice ,then cultured in DMEM
supplemented with 10% FCS AND 0,10% DMSO and 20 MBPES. And the respective
concentrations of(100 pg /ml and gentamicine (1@ ml et de gentamicine et de
streptomycine et de pénicilline 100Ul /ml). The tavé were treated on synthetic nitrated
molecules at a concentration (4-nitrobenzyl alawd 1-méthyl -5- nitroimidazole 25 mM.
and 5-nitroimidazole 12 ,5 mM).after a 24-hourubation period, the explants ,the explants

were fixed in the sheet of paper and were histohity studied .

once you have observed all the ocular andlrstructures for the three synthetic nitrated

molecules
our resultants as whole are only threecesfen ocular and renal structure

Key words : ocular and renal structur ,nitrate syntheticecales ,nitroimidazole



Résumeé

Les nitroimidazoles sont une classe de compdsésques avec cycle imidazole actif et
groupe nitro , Les dérivés nitroimidazoles possedermombreuses activités biologiques qui
varient en fonction de la nature des substituantdeela position du groupement nitro La
réduction du groupe nitro des nitroimidazole aigtgliqué dans la cytotoxicité .La présente

études vise a situer 'effets de ces drivés sucsire oculaire et rénale

Les yeux et les reins de lapin ont été réoépimmédiatement apres le sacrifice, étaient
ensuite mise en culture dans le milieu DMEM sup@egté avec de 10 %SVF et de 0,10%
DMSO et de 20mM HEPES. Et concentrations respedes (10Qug/ ml et de gentamicine
et de streptomycine et de pénicilline 100Ul /mlgsLculture ont été traités aves déférentes
molécules nitré synthétiques a concentration (dbbénzyl alcool et 1-méthyl -5-
nitroimidazole 25 mM. Et 5-nitroimidazole 12 ,5 miprés un temps d’incubation de 24

heures ,les explants ont été fixé dans du Bouionetait 'objet d’une études histologique.

Une altération a été observés dans toustieEtures oculaire et rénales pour les trois

molécules nitré synthétique

Nos résultats dans leur ensemble indiqueet Iga trois molécules induisent des effets

délétéres sur la structure oculaire et rénale

Mots clés:structure oculaire et rénale ,molécules nitrds$tiques ,nitroimidazole
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I ntroduction

Les composés nitrés sont des molécules portantfamation nitro NO2. Il
peut s’agir de nitroalcanes ou de nitro-aromatiqu€es derniers peuvent étre de
différentes natures et étre utiliser dans difféseshdmaine. Ils sont souvent utilisés

comme thérapie antibactérienne.

Le composé imidazole est un composeé frequemmeligéuen biologie. Il est un
composé cyclique a cing chainons (aromatique) cefmg® trois atomes de carbone
(C) et de deux atomes d’azotes (N).L'imidazole s#s dérivés sont des composés
présents dans bon nombre de molécules d’intBi@bgique (purine, guanosine,
adénine, histidine, et autres protéines eimboes associées...),et entrent dans la

structure de nombreux principes actifs phasuagquegZama,2015)

Les nitroimidazoles sont des dérivés des imidazalest de structure hétérocyclique
possédant un groupement nitro et qui sont utilisér gombattre les infections a
bactérie anaérobie et parasitaire. Les dérivénitréimidazol représentent une
classe de composés d’intérét pharmacologiquen bétabli, et sont connus
principalement pour leur activité anti infectse. Le premier né et chef de file
de cette famille est le Métronidazole(1 métwhitroimidazol).

Un autre composé nitré, le 4-nitrobenzylique alcdérive de I'alcool benzylique qui
est substitué aupara position par un groupe rittanolécule mere, le benzyl alcool,
est utilisé dans une large variété de formulatiosnwetique et médicinale en tant que
compose fragrant, préservateur, solvant et comragtatiminuant la viscosité. Dans
les produits médicinaux, il est utilisé dans lesbéotiques en intramusculaire, dans
les médicaments anti-inflammatoires et neurolegsqou dans les médicaments
anticancéreux et cardiovasculaires intraveineuxsr@galement de maniére topic dans
les produits anti-inflammatoires et antifongiqy&se et al., 2015). L'un des dérivés
du benzyl alcool est 4 nitrobenzyl alcool est égalet utilisé comme agent
anticancéreux non mutageéne. Parmi les bactériéSesilpar les composés nitrés font
partie les bactéries impliguées dans la méthansgeakez les bovins, activité qui
constitue une perte en énergie pour I'animal. Daedes ont montré la grande utilité
de ces composés dans la réduction de ces microisngas afin de réduire la
production de méthane.



| ntroduction

L’'objectif de notre étude est d’évaluer les effets molécules nitrées
synthétiques (4-nitro benzyl alcool ,1méthyl-5-mitnidazol, 5-nitroimidazol) sur les

différentes structures de I'ceil et de rein de Igpinir une éventuelle utilisation sans
risque chez les bovins.

Notre présente étude a porté sur :

La culture cellulaire des explants oculaires eavdnde lapin a été réalisée en
présence et absence des trois molécules nitrédgsigues.

» Une étude histologique des explants.
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Chapitre | : synthése bibliographique
I.1. Les molécules nitrées synthétiques
1.1. Généralités sur les imidazoles

L'imidazole ou 1,3-diaza-2,4-cyclopenéadi est un cycle a cing chainons qui
contient deux atomes d'azote séparé par un atonwarthene. De structure plane,
Iimidazole est un composé aromatique qui présemte tres grande stabilité
thermique, il ne se décompose qu'a partir de 50Ba@ni les 6 électrons délocalisés,
une paire d'électrons est fournie par un atomeotdazt 4 €, comme dans le pyrrole.
Dans la mesure ou les 6 électrons sont répartis atwmes, I'hétérocycle est ditr«

excédentaire».

Ainsi, I'imidazole a un caractére basiqssez fort et un caractere acide faible
mais plus élevé que ceux du pyrrole, de I'éthaablutres 1,3-oxazole et thiazole.
(Zama, 2015.

L'imidazole et ses dérivés non subasiten position 1 ont des points de fusion
et d'ébullition plus élevés que ceux des dérivépywle, des oxazoles et thiazoles
correspondants. Cela est principalement di a lemdton de ponts «hydrogéne»
intermoléculaires, liés au caractere amphotére @amneur-accepteur) de cet

hétérocycle(Zama, 2015)

En phase solide, ces composés sonttiasssous forme de chaines trés
structurées qui composent le systeme « fibreuxns s cristaux. En biologie, au pH
physiologique, I'imidazole fonctionne a la fois coma accepteur et donneur de proton

au site actif de toute une variété d’enzyrfgmma, 2015).

1.1.1. Méthylimidazole

Le 1-méthylimidazole ou le N-méthyliramble est un composé
hétérocyclique aromatique de formule CH3C3H3Ng&agit d’un liquides incolore
utilisé comme solvant spécialisé, base et précudmugertains liquides ioniques c’est
un hétérocycle azoté fondamental qui, en tant g iéirite diverses bases

nucléotidiques, ainsi que I'histine et I'histamine.

Le 1-méthylimidazole est égalementricprseur de la synthese du
monomere méthylimidazole de polyamides pyrrole danole, ces polymeres
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Chapitre | Synthése bibliographique

peuvent se lier sélectivement & des séquencedigpésid’ADN double brin en
s'intercalant dans une séquence dépendante dguarsge de maniere dépendant.

N

[ )

b
CHs

Planche 01: structure déd-méthylimidazole.

1.1.2. Les nitroimidazol

Il est bien établi que certains dériwes nitroimidazol sont des substances
bioactives dans différents domaines et que la iposiiu groupement nitro sur le
noyau imidazole définit, en général, leur specteetibn Un certain nombre d’entre
eux sont utilisés pour le traitement des infectioagsées par les protozoaires et les
bactéries anaérobiggokipii etal., 1981).

A. Activité biologique des nitroimidazol

Actuellement les nitro imidazoles reprédsat une série de substances actives
dans différents domaines, la position du groupenménd sur le noyau imidazole
définissant leur spectre d'actiddahnous, 2007).

Les nitro imidazoles ont ainsi un larggectre d'action, outre leurs actions
antiparasitaires sur Entamera histolytica, Giandéstinalis et Trichomonas
Vaginales, les 5-nitroimidazol possédent une aétivantibactérienne originale
s'exercant sur les bactéries anaérobies strictestdait I'objet de nombreux travaux
comme composés anticancéreux pour leur activitéo ragnsibilisante. Les 2-
nitroimidazoles ont essentiellement une action Bypanosoma cruzi, ayant de la

maladie de Chagas et peuvent aussi étre utiliseeareérologieBRahnous, 2007).

B. Les 5-nitroimidazol et leur mode d’action
Les 5-nitroimidazoles sont des hétérocycliquesjctitre constituée d'un noyau a
base d’'imidazole avec un groupe nitroNO2, en pwsifi. Les 5 nitroimidazoles bien
établi de produits pharmaceutigyBshnous, 2007).
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Bien que le mode d'action ne soit pas encor baemue, différentes hypothéses font
intervenir:

- Soit la réduction mono électronique:

RNO2 —> e-R —> NO2 + RN@=—> Destruction de la cellule.

- Soit une attaque radicalaire:

RNO2 + OH°—> R (OH) NO2&=> HINO- + R=0 —>

Destruction de la cellule.

En fait, qu'il s'agisse d'un protozeau d'une bactérie anaérobie, les
5-nitroimidazoles pénétrent a travers la paroiutaite, ils entrent en compétition
comme accepteurs d'électrons avec des protéinesptrdeuse d'électrons telle la
ferrédoxine. En séquestrant les électrons, ils ehwg@ient la libration d'’hydrogéne
au cours de la réaction pyruvate-phosphoroclastigaetion essentielle pour le
métabolisme du pyruvate et la production d'énechez les microorganismes. Le on
les produits de réduction qui en résultent, sentixsur I'ADN inhibant sa synthése.
L'action s'explique de la méme facon par réduction5-nitroimidazoles par la
réduction qui induit alors sa liaison a 'ADN deckllule sous condition d’hypoxie on
d'anoxie. Réduction du métronidazole (I) en acélasiiet en acide N-(2-hydroxy
éthyl) oxomique (V). Trois composés intermédiaipesivaient se formemBgahnous,
2007):

* 5-nitroso (I1).
* 5-(N-hydroxy) amino (lII).
* 5-amino (V).

ON" Ny
:

Planche 02 structure de 5-nitroimidazol.

1.2. L’alcool benzylique
L’alcool benzylique est un type d’al¢ade formule semi-développée c’est un

CsHsCH,OH. Liquide incolore, inflammable et irritant et ntgms soluble dans 'eau,
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Chapitre | Synthése bibliographique

gue l'on trouve naturellement dans certaines panteais qui peut aussi étre
synthétise, L’alcool benzylique est un ingrédietilisé dans les pharmaceutiques, les
cosmétiques et les produits ménagers, il est poputn raison de ses propriétés
antibactériennes et antifongiques, il peut causer dermatite de contact allergique
sévere dans un pourcentage significatif de la @djour.

L’alcool benzylique a une faible toxé&rigué il s'oxyde rapidement chez les
individus en bonne santé en acide benzoliquet toggque pour les nouveaux nés
L’alcool nitrobenzylique sont des hétérocycliqueyusture constitué d’alcool

benzyliques avec groupement nitro NOZ2.

OH

Planche 03: structure de l'alcool benzylique.
[.2. La culture cellulaire
La culture cellulaire est un procéde permet aux cellules de se reproduire

en dehors de leur milieu de vie naturel ou de doigme dont elles proviennent.
Technique utilisée pour faire croitre et se mukipldes cellules en dehors de
'organisme d’origine« ex vivo ». Ces cultures sont réalisées dans le cadre de
recherches ou comportent une finalité thérapeutiges techniques de fécondation
vitro (ou de procréation médicalement assistés) en soekemple. Des cultures de
cellules de la peau sont aussi utilisées pourse&raties greffes.
2.1. Origine et obtention des cellules
On distingue 2 types de cellules dans I'organisme :

> les cellules circulantes (sang, lymphe, ascite, épanchement pleural)
Les cellules libres, ou circulantes, sont obtenpascentrifugation aprés prélevement
par des techniques de type ponction, prise de sang...

> les cellules cohésives(prélevement tissulaire).

Les cellules en cohésion sont obtenues géd& grands procédés : les
méthodes de dissection ou les méthodes enimyras.(Adolphe, 1988).
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e La culture de cellules obtenues a padiorgane ou de tissu

est appelée primoculture ou culture primaire.

2.1.1. Etablissement de la culture a partir d’'unissu solide

A. Méthode de dissection mécanique

Cette méthode facilement réalisable ebtna&nant pas de dommage cellulaire,
est la technique de choix pour les fragments dieepetailles. Le tissu primaire est
découpé en fragments a l'aide de pinces, puigpoods dans un flacon de culture
contenant le milieu nutritif.les cellules vont aanigrer a partir des explants puis se

multiplient.
B. Méthode enzymatique

Cette méthode repose sur la digestioryreatique de la trame protéique
entourant les cellules, permettant ainsi leur &tién. Ainsi sont classiquement
utilisées des enzymes protéolytiques telles qae triypsine, la collagénase, la
hyaluronidase, l'élastase, la dispase ou endarpapaine. Il est important lors de
la réalisation de cette technique, d’adapter lacentration des enzymes a la nature
du tissu traité de facon a obtenir la meilleurgsdciation possible sans atteinte des

membranes cellulairddacleod et Langdon, 2004).

2.1.2. Etablissement de la culture a partir d’'unesuspension cellulaire
Comme cela a été précisé précédemmentbliggament d’'une culture a partir
d’un échantillon liquidien sera plus faciler@aliser qu’'a partir d'un tissu solide,

du fait de l'état déja en suspension des lesllu

Aprés récolte, le préléevement esttrifeigé pendant 20 minutes a 3000 g
a 4 °C, afin de récupérer le culot cellulaive gst ensuite remis en suspension dans

une solution tampon de PBS.

Si, parmi les cellules, beaucoup d’émytiytes et de débris cellulaires sont
présents, il est utile de réaliser un gradientidell-Le principe de celui-ci repose sur
la différence de densité qu'il existe entre lesdbgles rouges et les autres cellules : 10
ml du milieu de culture contenant les cellules guatés sur 10 ml de Ficoll, puis le

tout est centrifugé a 1000 g pendant 20 a 30 m#udies érythrocytes étant plus
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denses que le Ficoll, ces derniers vont sédimemiefond du tube, tandis que les

cellules tumorales resteront a la jonction miliecoH.

Les cellules sont ainsi récupérées rteliface a l'aide d’'une pipette, puis
remise en suspension dans une solution tampon B@EStroisieme centrifugation est
alors réalisée a 600 g pendant 5 minutes pourefinaht récupérer les cellules et les

remettre définitivement en culture dans un miliewcdlture completDupon, 1989).

2.2. Méthodes de culture

2.2.1. Méthode de culture stationnaire ou en monoache

Cette méthode de culture repose surrégriggté des cellules a avoir une
affinité particuliére pour un type de substigtiir permettant ainsi d’y adhérer et
de s'y développer. Il existe plusieurs typlessupport permettant la croissance
cellulaire : le plus souvent en polystyréne, flsuvent étre également recouverts
de diverses substances physiologiques favarisardéveloppement des cellules.
Pour permettre une croissance et une différenciaitiulaires, la plupart des cellules
cancéreuses ont en effet besoin d'interagir avesubstrat.(Langdon, 2004 Le
plastique le plus courant est le polystyrenepais le polycarbonate, le

polytétrafluoroéthylene, ou encore le polyvinyl@ségalement couramment utilisés.

L'utilisation d’'un tel substrat nécessita traitement chimique ou radioactif
pour produire une charge de surface et ainsi facila prolifération cellulaire. De
plus si I'adhésion cellulaire se fait difficilemete substrat peut étre soit recouvert de
composants de la matrice-extracellulaire commeileoriectine, le collagene, ou
encore la laminine, soit recouvert de sérum ou tdieurconditionné par des cellules

productrices de matrice-extracellulaire.

D’autres systemes plus complexes rdatrice de collagene en trois
dimensions  permettent d’obtenir une différencrat morphologique et
biochimique des cellules plus compléete, corgraent aux matrices de substrat en

seulement deux dimensiorftangdon, 2004).

Dans ces systemes tridimensionnels, ldsleslsont incorporées dans du gel

d'agarose ou de collagéne, permettant ainseaéer le plus fidelement possible les
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conditions tissulaires in vivo, et le maintiersdenctions différenciée¢Adolphe,
1988)

Les récipients utilisés peuvent étle différents types : flacons et boites
de Pétri, tube de Leighton, microplaques, dsoitontenant des micro puits de
différents diameétres et microporteurs. Les nporteurs sont des microbilles en
plastique recouvertes ou non d'un substrasiplogique placées dans des
récipients de type Erlen sur lesquels poussertdisles. Elles sont soumises a une
agitation modérée et permanente de facon a étreugpension dans le milieu de
culture. En alliant & la fois le principe de cudtistationnaire au principe de culture
en suspension, ce systeme permet une audimantde la surface et donc du
rendement cellulaire, mais aussi un meillewaintten des fonctions différenciées
(Adolphe, 1988).

- Les trois systémes différents de culture en monocohe

Les systemes clos ou les flaceost placés dans des étuves classiques
de type bactériologique. Si aucun renouvelldamén milieu n’est effectué, on
observe un appauvrissement des facteurs nutatié& modification du pH et de
I'environnement gazeux, particulierement néfagfedolphe, 1988)pour la culture

surtout si le tampon utilisé est le tamparakbonate.

Les systemes semi-clos constituésbdites de Pétri ou microplaques
placées dans des étuves permettant un renouvellgmeemanent de l'atmosphere
gazeuse (95% air, 5% CO2). Ce systéeme permet @ilemne régulation du pH et

de I'environnement gazeux.

Les systemes ouverts ou de perus chambre de culture de type
Pomerat, Rose ou Sykes et Moore. Ces systemesnhatdsables que pour un petit
nombre de cellules et pour des études nécessiteniblbservation en microscopie

photonique.
2. 2.2. Méthode de culture en suspension.

Au sein de ces cultures, les cellulesont pas adhérentes a un support mais
sont en suspension dans un milieu qui est en aueségitation, évitant ainsi que les
cellules ne se déposent et se développent sucifaegt.
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Ce systeme est principalement utilisé dansas de l'industrie cellulaire en
masse, notamment dans la virologie ou la biotdogmm avec la production de
substances biologiques par les cellules en eulttirla possibilité de cultiver des
cellules en plus grande quantifddolphe, 1988)

2.3. Conditions physico-chimiques

La culture en bioréacteur nécessite lentieai des cellules dans des conditions
optimales équivalentes a cellesvivo. Il est donc nécessaire d’assurer le suivi et la
régulation de certains parameétres opératoires pi€sei-dessous.

2.3.1. Température
La température du milieu de culture doit étre régude facon précise. La température
optimale de croissance des cellules animales eSX7&&€, mais la croissance reste
satisfaisante pour des températures comprises 8dfse°C et 38°GDucommun et
al., 2002).
2.3.2. pH
Les cellules animales tolerent de faibles vanetide pH et doivent, par conséquent,
étre cultivées dans un milieu de culture dont legstlcompris entre 6,8 et 7,8 ; la
valeur de pH optimale pour la croissance étantiveide 7,2. Le milieu de culture est
généralement tamponné par du bicarbonate de sodiuntours de la culture, les
cellules peuvent produire de l'acide lactique emrdité importante. Le milieu de
culture est alors maintenu a un pH proche de ldral@@ par ajout de soude. La
régulation du pH est essentielle car un pH inféri@u7 peut provoquer une mort
cellulaire importantéGoergenet al., 1993)
2.3.3. Oxygene dissous

L’'oxygéne est un élément essentiel dawroissance des cellules animales.
En effet sa consommation est généralement compngee 0,05 et 0,5 m mol
02/h/109 cellules(Ruffieux et al., 1998).

2.4. Les composition de milieux de culture
2.4.1. Composants de base des milieux de culture

Il existe des éléments essentiels qui nderetrouvés dans la plus grande
majorité des milieux de bases et qui sont indispieles pour la survie des cellules.tel

que :
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A. Les constituants minéraux :

En fonction de leur nature, les ionsrgamiques peuvent intervenir dans le
maintien du pH et 'osmolarité du milieu, le traeifde molécules a travers les
membranes et comme cofacteurs enzymatiques. Cesaot notamment le calcium,
le magnésium, le phosphate, le potassium et leusodies ions métalliques (Fer,
Magnésium, Cuivre, Zinc...) sont apportés a I'étatrdees par le milieu de culture,
car ils sont essentiels a la croissance cellulgiagticipent au site actif de certaines
enzymes et interviennent dans les réactions dédéne respiratoire. Ces ions sont
indispensables et constituent la base des solusialnses telles que les solutions de
Hanks ou encore d’'Earle.

B. Les substances énergétiques

Elles sont la principale source en cagbdes cellules cultivées, et sont ainsi
garants également des syntheses métaboliques eamélansi la survie cellulaire en
culture.(Froger et Adolphe, 1988.

Le principal glucide utilisé pour le raBblisme cellulaire énergétique est le D-
glucose a dose de 1 g/L dans le milieu cEle) ce qui correspond environ a
la concentration sanguine physiologique.

En outre, dautre substances eéneugdi peuvent étre utilisées en
remplacement comme le mannose, le galactose aareste fructose qui possedent
les mémes propriétés énergétiques que le glu¢esmer et Adolphe, 1988)

C. Les acides aminés :

Les acides aminés régulent a la foissiestemes enzymatiques mais aussi le
cycle cellulaire en jouant sur la synthese deseacidicléiques tels que I'ADN ou les
ARN. (Froger et Adolphe, 1988)ils s’agit Tyrosine, Arginine, Histamine et L-
glutamine Tlhistidine, Tlisoleucine, la leucine, ldysine, la méthionine, la
phénylalanine, la thréonine, le tryptophane etdlne. Les concentrations en acides
aminés sont variables en fonction du milieu deutaltonsidéré.

D. Les vitamines et autres substances :

Les vitamines sont des molécules acgaas requises en faible quantité, qui
ne peuvent pas étre synthétisées et doivent ddner @ans la composition du milieu
de culture. Ce sont surtout des vitamines hydrddedu I'acide nicotinique et la
thiamine, la riboflavine, I'acide pantothénique, [ayridoxine, la biotine, la

cobalamine, l'acide folique. Ces vitamines intenvient en tant que coenzymes ou
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dans la composition des coenzymes. La vitaminet @ggement une substance anti-
oxydante. Certains auteurs ont montré que les obrat®ns de certaines vitamines
dans les milieux classiques pouvaient étre insuffiss et conduire a la limitation de
la croissance cellulairéKurano et al., 1990). De plus, la concentration d’une

vitamine dans un milieu de culture est susceptielenodifier la vitesse de croissance
cellulaire ainsi que la productivite.

D'autres molécules peuvent étre ragpaitau milieu de culture comme des
hormones, des précurseurs d'acides nucléiquesareedes substances lipidiques.
L'utilité de ces ajouts est discutable en sachaetlg sérum contient lui-méme les
hormones et les lipides nécessaires a la croissaalielaire, et que certaines
molécules peuvent étre synthétisées par les cellelles méme en présence des
éléments primaire du milieu de culture : par exemfds précurseurs d'acides
nucléiques peuvent étre synthétisés en présatiacide folique.(Froger et
Adolphe, 1988)

2.4.2. L'utilisation des facteurs de croissance
In vivo, les facteurs de croissance jouent réle primordial dans le
développement cellulaire, depuis I'embryogenesquiasla sénescence, par le biais
de sécrétions autocrines ou paracrines. C'ests’erspirant de ces conclusions,
gu’ils ont été amenés a étre utilisés eturicellulaire et ont permis ainsi,
via leur fonction de second messager, un@anggation des

Cultures.(Courtois et Noureux, 1998)

2.5. Les différents types de milieux.

En distingue deux types de milieux de celtifférents :

2.5.1. Les milieux semi-synthétiques
Les milieux semi-synthétiques reposent sur la caaibon d'un milieu de base
contenant tous les éléments nutritifs nécessaieé de I'ajout de sérum a raison
de 10% permettant ainsi d’'optimiser la croissaralulaire.
v' Les milieux de base

Les milieux de base utilisés en cultcedlulaire contiennent le plus souvent
des éléments minéraux, des acides aminés et otganiges vitamines, un tampon,
un indicateur de pH et une source carbonée. Phssirilieux de base, élaborés il y a
plus de 40 ans, sont disponibl@3upond, 1989).
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- Le milieu de base Eagle (BME : E&ldBasal Medium), capable de
supporter la croissance cellulaire d’un graachbre de types cellulaires.

- Le milieu MEM (Eagle’s Minimum Esgs&i Medium) avec augmentation
du taux d’acides aminés par rapport au milieu BME.

- Le milieu DMEM (Dulbecco Modifiddagle's Medium), milieu dérivé du
milieu BME, contenant 4 fois plus de vitamines,dasi aminés et glucose que la
formule originale.

- Le milieu IMDM (Iscove’s ModifiedDulbecco Medium), dérivé du
milieu DMEM, et congu spécialement pour la cuétde cellules hématopoiétique ;
il est caractérisé par la présence de sélénidiacides aminés et de vitamines
supplémentaires, de pyruvate de sodium et p#lidation d’'une solution tampon
type HEPES.

- Le milieu GMEM (Glasgow Minimum Ess&h Medium), dérivé du milieu
BME et concu pour étudier les facteurs influengamtla fonctionnalité cellulaire. I

est particulierement enrichi en vitamines et acalamés.

lIs sont généralement complétés par I'ajomitdivers composants tels que des
lipides, des protéines, des acides aminés, desufgctie croissance, des cytokines,
des antibiotiques (pénicilline, streptomycine) detfongiques.
v’ Les sérums
De sérum de 2 a 20 % du volun@n utilise généralement du sérum
de veau feetal. Il apporte des facteurs riaant la multiplication cellulaire :
facteurs de croissance, protéines d'adhépmateines de transport, oligo-
éléments. Il augmente les capacités ampdns et posséde une action
protectrice sur les cellules en agitation. Il ¢emt des inhibiteurs de protéases
(inactive la trypsine utilisées lors de repiquage).
2.5.2. Les milieux définis
De composition parfaitement connues effissunt a eux-mémes. les
contiennent les mémes constituants que légum semi-synthétigue mais tout
est quantifié. Ces milieux, bien adaptés la culture cellulaire, peuvent

étre adaptés a la production, cependarsoiis chers car tous les constituants
sont hautement purifiééDupon, 1989)
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|. 3. Structure de I'ceil :

L'ceil ou globe oculaire est lang du sens de la vision, il est
directement relié au cerveau par le nerf quati C'est un organe pair assurant
une vision stéréoscopique. Il possédé une wassation, une innervation et un
appareil oculomoteur spécifiqu@ualino., 2009).Il est un organe délicat qui est
protégée par plusieurs structures telles que laesciés) les paupiéres, les cils et les
muscles extra-oculairgggarwal et al., 2002 )Des processus physiologiques et
psychologiques mettant en ceuvre la vision nous @gent de nous représenter les
formes, les couleurs, la distance, le relief...., llesions d’optique montrent bien

que I'ceil n'est pas le seul responsableladgerception de I'image.

3. 1. Histologie de I'ceil :

Appartenant au systeme nerveux cenbi@il est relativement bien isolé
du reste de l'organisme grace a ses barribisato-rétiniennes. Il peut étre
décomposé en deux parties (Figure 04) : densat antérieur (SA) composeé de la
cornée, I'humeur aqueuse, liris, les corps tiiaet du cristallin ; et le segment
postérieur (SP), composé du vitré, de la rétineJadehoroide et de la sclére. Le
segment antérieur est constitué délémentsqugd permettant de focaliser les
rayons lumineux sur la rétine et de collecter leages du monde extérigi@aroline,
2011).

SA | SP
. sclére
choroide

cornée rétine

humeur
aqueuse

cnstallin

H -
-
V S =
iris : ~<‘
. 2
corps nerf optique

ciliaire : vitre

Planche 04 Structure général de I'cefCaroline, 2011).
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3.2. Segment postérieur de I'ceil
3.2.1. Larétine

La tunique plus interne de I'ceil, ldaimé, est la partie sensorielle de I'cell,
constituée de I'épithélium pigmentaire rétinierdetla rétine neurosensorielle. Au
centre de I'axe optique se trouve la macula luaeacentre de laquelle sont située la
fovéa, la zone rétinienne la plus sensible. C'estissu sensible et fragile. Elle a
comme épaisseur 1/10 a 4/10 de mm. Elle est tresulaisée : important réseau de

veines et arteres.

Elle est composée de centaines de millions delesllle réle de ces cellules
est capital. Elles permettent de voir les détéls Jumiéres, les couleurs, les formes et
les mouvements. La lumiére qui pénetre dans l'aeil wlaverser la rétine pour
atteindre la couche sensible des cellules. Ce sestcellules qui captent l'influx

nerveux et le transmettent au cerveau pour le @¢aidormer une image.
A. Histologie de la rétine
a- L’épithélium pigmentaire de la rétine

L’épithélium pigmentaire de la rétine (EPR) est umenocouche de cellules
hexagonales tres différenciées, reposant sur raembrane basale, la membrane de
Bruch. L'EPR participe avec la membrane de BrutHaechoriocapillaire sous-
jacente a la constitution de la barriere hématioislhne (BHR) qui permet le
transport sélectif des nutriments a partir de leutation générale vers la rétine. Cette
barriére est assurée grace aux complexes jonctoape&aux (jonctions serrées) des
cellules de 'EPR qui forment un filtre sélectif passage des métabolites a partir de
la choroide. Dans la région externe de la rétiee ckllules de 'EPR sont en contact
direct avec les segments externes des photoréceptlant elles assurent la
phagocytose et participent ainsi a leur reetlement. Le cytoplasme des
cellules de 'EPR contient la mélanine (dans descudes appelées mélanosomes) qui

joue un role de filtre contre les rayons UV etumiere du spectre visible.
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b- Les cellules neuronales
La rétine neuronale

La rétine neurale est organisée en 3 couchesutenes , les photorécepteurs
(ou couche nucléaire externe (CNE), les nexsosecondaires ou intermédiaires
(ou couche nucléaire interne (CNI), et la coudbs cellules ganglionnaires (CCG),
séparées par 2 couches synaptiques, les couchd@®mpies interne (CPI) et externe
(CPE).

1. Les photorécepteurs

Il s’agit de neurones hautement spécialigspaonsables de la conversion
de rlinformation lumineuse en information nerveugar le phénomeéne de la
phototransductionNaima ,2012)

Il existe deux types de photorécepteurs pmas®é une morphologie et
des fonctions relativement différentes : le8tohnets et les cones. Ces deux
types de photorécepteurs possedent chacun panie distale spécialement
dédiée a la capture de la lumiere et coépode segments externes etinternes

et connectée au corps cellulaire.
- Les batonnets

lls sont responsables de la vision nocturivésion scotopique). Ces
photorécepteurs sont également responsableta dgerception de la forme des
objets. lls captent la lumiére par linterraéd de la rhodopsine et sont
caractérisées morphologiquement par un segmentnexieng et cylindrique en

forme de batonnet.
-Les cbnes

lIs sont responsables de la vision diurne (visibatppique) et de la vision des
couleurs. Les cones se caractérisent morphologigoepar un noyau plus gros que
celui des batonnets ainsi qu'un segment externg @urt et plus large en forme de

cone.
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2. Les neurones intermédiaires

Ce sont les cellules neuronales qui traiteintectement (les cellules
bipolaires) ou indirectement (les cellules hontales et amacrines) I'information
transmise par les photorécepteurs. Toutes ckgesebnt leur corps cellulaire situé
au niveau de la couche nucléaire inte(haima ,2012)

- Les cellules bipolaires

Les cellules bipolaires sont responsables Ikde transmission de
linformation nerveuse provenant des photorémast vers les cellules
ganglionnaires et amacrines, et sont classess fonction du type de
photorécepteurs avec lesquelles elles sont en aomdnsi, les dendrites d'une
cellule bipolaire a batonnets peuvent entear contact avec les synapses de
pres de soixante-dix batonnets, alors que lexoees se prolongent vers la partie la
plus interne de la couche plexiforme interne (GRI)ils entrent en contact avec les
dendrites des cellules ganglionnaires ainsi qu’descprolongements des cellules

amacrines.

-Les cellules horizontales

~

Les cellules horizontales participent a la modalatide I'information
lumineuse transmise par les photorécepteurs, lgar phénoméne d’inhibition
latérale suite a la libération d’acides amimibiteurs, et en particulier I'acide
aminobutyrique (GABA). Les cellules horizontalesspedent une arborisation
dendritique trées étendue, mais uniquement densouche plexiforme externe
(CPE).

-Les cellules amacrines

La grande majorité des cellules amacrinest ituées dans la partie
proximale de la neurone nucléaire interne (CNBnbque certaines cellules
amacrines dites déplacées soient retrouvées dansidae des cellules ganglionnaires
(CCG). Cependant si leur fonction commune est delubeo les signaux dans la
couche plexiforme interne (CPI), jusqu'a cinquatypes différents ont pu étre
différenciés, en fonction de leurs morphologiecatactéristiques neurochimiques.
L'un des points communs de ces cellules cedtii de ne pas posséder d’axone
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et de contenir des acides aminés inhibiteuresfamment la glycine et le
GABA .

-Les cellules ganglionnaires

Les cellules ganglionnaires collectent les infoioreg visuelles qui ont
traversé I'ensemble de la rétine, et les tratent au cerveau via le nerf
optique formé par leurs axones. Leurs coefisilaires projettent leurs dendrites
dans la CPI ou elles forment des synapsesc des cellules bipolaires et les

cellules amacrinegNaima ,2012)
3. Les cellules de soutien de la rétine
- Les cellules gliales

Il existe 3 principaux types de cellules glialeasléa rétine, les cellules gliales

de Mdller, les astrocytes, et les cellules midedgs.
-Les cellules gliales de Mdller

Les cellules gliales de Miuller (CGM) sons lerincipales cellules gliales
de la rétine. Les CGM, du fait de leur dsifion radiale de part et d'autre de
la rétine neurale, jouent un réle primordidans I'homéostasie rétinienne,
assurant a la fois un soutien morphologigighysiologique pour I'ensemble

des cellules de la rétine.
- Les astrocytes

Les astrocytes sont principalement présents dansolehe des cellules
ganglionnaires. Leurs prolongements, en contact & vaisseaux sanguins et les
cellules ganglionnaires, leurs conferent des raiesrs. Ainsi, les astrocytes forment

un réseau jouant un role de soutien et de maid#srstructures rétiniennes.
-Les cellules Microgliales

Les cellules micro gliales (CM), en faible nmare dans la rétine, sont
retrouvées principalement au niveau de la CCG, m#ssi au niveau de la CNI, de la
CPI et de la CPE chez l'adulte. Ces cellules régate qui possédent un réle de

sentinelle dans le systéme nerveux central et rééine, sont nécessaires a
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’homéostasie neuronale et a la défense intam innée. Ces cellules
phagocytaires trés mobiles peuvent étre retrousétgées en diverses structures de

la rétine.
3.2.2. La choroide

La choroide appartient a la tunique intermédialee I'ceil, « l'uvée ».
Pigmentée par des mélanocytes, cette membrane oemént vascularisée,
permettant ainsi I'apport de nutriments et d’oxygewix photorécepteurs de la rétine.

Elle s’épaissit dans le segment antérieur pouméot’iris et les corps ciliaires.

Chez la plupart des mammiferes, excepté par exehaplhumains, les porcs
et les lapins, derriere la rétine, se trouve égatd le tapetum lucidum. Cette
couche réfléchissante agit comme un amplificateduchiére qui est important pour

les animaux particuliéerement actifs la nuit.
3.2.3. Lasclére :

La sclere, également appelée sclérotique, comespa « blanc de I'ceil ».
Elle constitue la tunique externe du segment piestéet se prolonge dans le segment
antérieur jusqu’a la cornée. Elle enveloppe aiesi5/6 du globe oculaire, assurant
sa rigidité et son tonus. Ce tissu de ptmpe a structure tendineuse,
particulierement résistant, permet de contenirptassion intraoculaire tout en
protégeant I'ceil des agressions mécaniques et ifpeesy Son épaisseur varie
d’environ 530 um a la jonction cornéosclérale airemvun millimetre dans sa partie

postérieure ou il est traverseé par le nerf optique

La sclére est constituée, de I'extérieur vers dirgur, des trois éléments
suivants : la lame épisclérale (Lamina episclerals substance propre de la sclére
(Substantia propria sclerae) et la lamina fuscka delére (Lamina fuscasclerae).

* La lame épisclérale :est séparée de la gaine du bulbe (Vagina bulbi),
anciennement "capsule de Tenon", par I'espace lems¢Spatium episclerale), sauf
a certains endroits ou elle fusionne avec cettaegaConstituée de tissu conjonctif
lache, trés richement vascularisée, elle représameestructure nourriciere pour la

sclere, par ailleurs pratiguement avasculdaroline ,2011)
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* La substance propre de la scléere communément appelée "stroma",
contient tous les éléments rencontrés dans le tissionctif, en particulier des
protéoglycanes et des fibrilles de collagéne. Atdwaude I'anneau scléral (Anulus
sclerae), ces derniéres sont intimement méléesliés ages tendons des muscles

oculomoteurs, assurant a ceux-ci un ancrage solide.

 La lamina fusca de la sclere d’organisation a peu prés comparable a celle
de la substance propre, est la structure scléaapdul interne, en continuité avec la
lame suprachoroidienne (Lamina suprachoroidea)adehbroide(Choroidea). C’est
I’lhomologue de I'arachnoide (Arachnoidea).

Bien qu’elle soit le lieu d’entrée et slartie des vaisseaux du bulbe de I'cell, la
sclere est tres faiblement vascularisé, sauf daranhe épisclérale. Celle-ci est en
effet perfusée par les arteres épisclérales (Aaclépales) et contient de nombreuses
anastomoses artério-veineuses. La sclere se nessdntiellement par imbibition a
partir de la choroide sous-jacente. Son innervatigtnassurée par les nerfs ciliaires
qui donnent en particulier de riches plexus nervautour des anastomoses arterio-

veineuses épisclérales
3.2.4. L’humeur vitrée

Le vitré est une masse gélatineuse, entourée dinee membrane : la
hyaloide, qui contient 99% d'eau et représente alome de 4 mL, soit 80% du

volume oculaire.

3.3. Le segment antérieur de I'ceil
Le segment antérieur de I'ceil est composé de laéeprde I'humeur agqueuse,
de liris et du cristallin. On peut également caoiéser que la partie antérieure de la

sclere fait partie de ce segment.
3.3.1. Lacornée:

La cornée saine est un tissu transpagérdvasculaire, la cornée tire son
énergie métabolique du film lacrymal, de la conjorgcet de 'humeur aqueuse. Elle
n’est vascularisée gqu’au niveau de la jonction éosclérale, c’est a dire au niveau
des boucles vasculaires du limbe irriguées panaisseaux de la conjonctive et de
la choroide.(Caroline, 2011)
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La cornée est également fortement irferee qui la rend trés sensible au
contact. De plus, premier tissu en contact avegtdrieur, elle constitue une
véritable barriére a I'entrée de molécules exogélaes le globe oculaire. Comme le
montre la coupe histologique d’'une cornée, ce tissamposé de trois tissus

superposes et séeparés par deux membranes, estilgEngment bien organise.

L’épithélium : est constitué de 5 a 7 couches de cellules (sujsdids,
intermédiaires et basales) et épais d’environ 50 Penpar la présence de liaisons
fortes entre ses cellules superficielles, il joug ndle de barriere et permet la
dispersion du film lacrymal. Ses cellules s’autnenavellent grace a des cellules
souches conservees en périphérie de la cornéeis€le d ainsi la capacité de se

renouveler, en seulement 7 jours.

La couche de Bowman est une membrane d’environ 10 um d’épaisseur et
acellulaire. Elle correspond a une condensationstiama antérieur, composée
essentiellement de protéoglycanes et de collagéadgpe | et lll. Ces fibrilles de
collagéne sont entremélées, contrairement a I'esgian bien ordonnée des fibrilles
stromales. Son réle exact est mal connu maisestléndispensable a la cicatrisation

de I'épithélium. Cette membrane ne peut pas égémérée en cas de traumatisme.

Le stroma cornéen :(épaisseur d’environ 500 um) est composé & 80
d’eau, d'une matrice extracellulaire riche en gsaminoglycanes et de fibrilles de
collagene. Ces dernieres sont majoritairement taéss de collagéne de type |
mais aussi de collagénes de type V et VI. Ueagene de type Il est présent en
faible proportion mais augmente en conditions @atjiques : cicatrisation ou

inflammation

Le collagéne fibrillaire est formé par asstagb de 6 molécules de
tropocollagéne. Les fibrilles, dont le diametst d’environ 30 nm, régulierement
espacees s’assemblent en lamelles de 1 a 2 pimsogu distribuées selon un
arrangement particulier, conférant a la cornée regprigté de transparence et sa
résistance meécanique. Au centre, le stroma conpieistde 300 lamelles paralléles a
la surface et se différenciant successivement I'pae rapport a l'autre par une
rotation entre 0° et 90 ° de leur orientation qguport a la surface(Caroline, 2011)
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Ces derniers ne représentent que 2 a 3 %omlerolume. Le rdle essentiel des
kératocytes est de préserver la matrice extrdaghu en synthétisant des molécules
de tropocollagene et des glycosaminoglycanes. donrse agression, les kératocytes

présents proches du site sont activés en fibrasdastrestaurent le stroma altére.

La membrane de Descemetest une fine couche d’'une dizaine de micrométres,
solide et élastique, perméable a l'eau. Elle esherien difféerentes molécules :
collagénes non de type IV et VI, fibrone&jn laminine et différents
protéoglycanes. Histologiquement, la membraneDdecemet se présente sous la
forme de deux couches bien stratifiees ayanuitreestructure différente. La partie
antérieure correspond a la membrane embryonnatela partie postérieure,

amorphe, s’épaissit au cours de la vie.

L’endothélium : est une monocouche de cellules hexagonales, de64um
d’épaisseur et larges de 20 um, organisées en diabeille avec une densité
d’environ 3500 cellules/cm? Contrairement auglludles basales de ['épithélium
chez 'lhomme, ces dernieres n’ont pas la capaeitéedréegénérer. L’endothélium a
un role fondamental dans I'entretien de la trarespee de la cornée. Pour contrdler
son hydratation, il agit comme une pompe a eauassurant en permanence des
mouvements ioniques entre le stroma et I'hnumeueasgL |l assure ainsi la fonction
de transmission des rayons lumineux de lanéar Lorsque la densité de
cellules endothéliales n’est pas suffisante, ¢e mégulateur n’est plus assuré et un
cedeme plus ou moins important peut se former. Lengme ou la baisse trop
importante du nombre de ces cellules entraine perturbation de la régulation
entrainant une surhydratation de la cornée, resia de son gonflement, d’'une
désorganisation de la structure microscopicete ainsi de la perte de Ila
transparence macroscopique. La plupart descatidns pour une greffe de
cornée est associée a la présence d'un cedeme. obrano de ces cellules
endothéliales étant fixé a la naissance, lorsqueel’ d’entre elles meure, ses
voisines s’étendent pour combler I'espace libéréqoe en fait une zone
extrémement fragile qu’il est important de g@&er, notamment lors

d’interventions chirurgicalegCaroline,2011)
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3.3.2.liris

Appartenant a l'uvée de I'ceil, ce tissu estscularisé et forme une
membrane circulaire et contractile. Par sa pigatem, il donne la couleur de I'ceil
et il existe un nombre infini de pigments, allatt bleu ou vert au marron. En
'absence de pigmentation, Iiris prend la leom du sang qui y circule. Par
ailleurs, liris est innervé par des fibres nenesustimulant les muscles et les
sphincters qui controlent la dilatation et tnstriction de la pupille, le

diaphragme de I'ceil. Ce réflexe permet d’adapteiden a la luminosité ambiante.
3.3.3.Le cristallin

Le cristallin joue le réle d'une lentille dogique biconvexe. Comme
tous les éléments impliqués dans le cheminendes rayons lumineux vers la
rétine, ce tissu est non vascularisé et trapgpde cristallin est situé juste en
arriere de liris et attaché au corps dikai(portion antérieure de la choroide).
Situé en couronne derriere l'iris, le corps tiiast constitué d’'une série d’environ
80 proceés ciliaires contenant des fibres muscdisses, des vaisseaux sanguins et
responsables de la sécrétion d'humeur aqueuseoritient également le muscle
ciliaire dont la contraction controle la formgu cristallin, et donc

I'accommodation.

La structure du cristallin est unique et partierdment organisée .1l est formeé
de la périphérie vers le centre par : la capstigtatioide (ou cristalloide) ; le cortex,
constitué des corticales antérieure et pastégj formées par I'apposition
successive des fibres cristalliniennes issues lgpithélium de la région
équatoriale ; et du noyau adulte. C'est le isal humain dont la transparence est

assurée par la composition de ses cellules.
3.3.4. L’humeur aqueuse

Il s’agit d’'un liquide transparent a faible visdgsiremplissant la chambre
antérieure de I'ceil, l'espace entre la cornée etcrstallin. Continuellement
renouvelée, avec le corps vitré, elle maintienprdession intraoculaire, ainsi que la
forme du globe. Sécrété par les proces ciliaires tlachambre postérieure, ce liquide
est constitué a 97 % d’eau. Il gagne la chambréri@ore en passant par la pupille

puis est évacué via le trabéculum dans lealcale Schlemm qui rejoint les
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veines agqueuses, « épisclérales », de la cionlgénérale . Si son évacuation est
génée, la pression intraoculaire s’éleve et pegerdrer un glaucoméCaroline,
2011)

|.4. Structure de rein

Le rein est un organe pair, situénsdal’'étage sous diaphragmatique,

enrétro-peritonéal, et de part et d’autre la cobonertébraléMartin et al.,2008)

4.1. Conformation externe

Le rein est un organe plein et encapduést long de 3 cm en moyenne, large
del, 5a2cm et pése entre 8 a 12 g. Les deux m&gimésentent environ le 1/6 éme du
poids du corpgBarone, 1984)ls sont de coloration brunatre et de consistaromé
sous la capsule. Mais, une fois décapsulé, le tidsal est relativement friable. En
forme de haricot, les reins sont lisses et uniswmfiace. Ills présentent un hile au
niveau de leur petite courbure. Aplatis dorso-vaatnent, les reins sont constitués

par :
v' 2 faces

une dorsale et l'autre ventrale et lég@nt convexes Rein droit Rein
gauche Uretére gauche Testicule gauche Muscle psas cave caudale Vessie

Testicule droit.

v' 2bords
Un bord latéral qui est épais et convexenebord médial plus court, et
profondément échancré par le hile ou passent lsseaux, les nerfs et les
ureter.
v 2 extrémités

Dont une craniale et une caudale arrorgtiépaisses.

4.2. Conformation interne

Sur une coupe longitudinale, on distinguecessivement en partant de la
concavité :
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4.2.1.Le hile

Contient le bassinet. Celui-ci est uneitéagle forme conique qui se prolonge a

I'intérieur du rein par 2 ou 3 grands calices. @emiers se ramifient en 8 a 18 petits

calices.(Matrtin et al., 2008)

4.2.2. Le parenchyme rénal

Est organisé en couches concentriques de textde situcture différentes.
L’on peut observer 2 zones que sont une zone atetgui est périphérique et une

zone médullaire qui est centrale.

Papilic - armivée
de 'wrine dans ke

I'urine de tous s
tubes uriniféres

Tubes collecscurs
d'wnine ct néphrons
voir schéma de

&étasl du néphron

Scas de circulation d¢
1"urine

Planche 05 :coupe sagittale au niveau de reiartin et al., 2008)

4.3. Histologique de rein

4.3.1. La médullaire:

La zone interne du parenchyme, roude.&un aspect striée de facon radiaire.

Elle contient :
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A. Les pyramides de Malpighi

Des structures coniques, au nombre de 8 a 18 parleur base est externe et
leur pointe fait saillie au niveau d'un petit califormant: la papille rénale qui est
criblée d’orifices (10a 20) : area cribrosa.

Les pyramides de Malpighi sont composéess Hranches ascendantes et
déscendantes de I'anse de Henlé et des tubestealiec

B. Les pyramides de Ferrein

Ce sont des Irradiations médullaires grdrtde la base des pyramides de
Malpighi pour s'infiltrer dans la zone corticaleelr sommet est effilé vers la
corticale. Leur nombre est 400 a 500 par pyram@@/dipighi. Elles contiennent la
partie initiale des tubes collecteurs et des postiolus ou moins longues des anses de
Henlé des glomérules corticayiartin et al ., 2008)

4.3.2. La corticale :

Elle est composée des segments contournesnéjghrons et corpuscules de
Malpighi. Elle est faite de 3 zones :

A. Cortex corticis
Sous capsulaire peu épaisse, dépourvue de corpasiriMalpighi.
B. Le labyrinthe rénal
Sous le cortex corticis et entre les pydas de Ferrein.

C. Colonnes de Bertin

Entre les pyramides de Malpighi De point de vue otppphique et
physiologique:

- Lobe rénal

Est I'ensemble fonctionnel constitué par petit calice, la pyramide de

Malpighi sus-jacente, la moitié des colonnes ddiBexdjacentes, les pyramides de
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Ferrein et le parenchyme cortical en rapport. lie h@main est un organe multilobé
(8 a2 18 lobes).

- Le lobule rénal

Est formé de méme par une pyramide deeifeet le parenchyme cortical

adjacent.

Le parenchyme rénal est constitué dmoncellement d'unités anatomiques et

fonctionnelles élémentaires : le néphron. Il erstexun peu plus de 1 million par rein.

A l'une de ses extrémités, le néphrosse@ie a un glomérule vasculaire pour

former le corpuscule rénal.

A lautre extrémité, le néphron se jetens un tube collecteur. Les tubes
collecteurs (ou tubes de Bellini) s'ouvrent danpdégt calice au niveau de la papille
rénale. L'ensemble formé par un néphron et un tdiecteur constitue: le tube

urinaire ou tube urinifére.

Entre les tubes uriniferes, se trouve du tissujormtif trés fin. Il renferme les

vaisseaux et les nerfs.
- Le néphron :
Le néphron est un tube de 50 a 55 mm de longnipcend 4 segments:

e Le corpuscule rénal.

* Le segment proximal: correspond au tube contourogimal et au segment
droit.

» Le segment gréle ou moyen: correspond a la pandie de I'anse de Henlé.

* Le segment distal: correspond a la portion largéathse de Henlé et au tube
contourné distal.

4.4. Histophysiologie
Le rein assure 2 grands groupes de fonction : bation exocrine et les fonctions

endocrines.

4.4.1. La production de 'urine: (fonction exocrine)
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Elle est complexe, associant filtration, diffusigrassive, sécrétion active et

réabsorption sélective.

1. La filtration glomérulaire.

2. La réabsorption tubulaire.

4.4.2. Les fonctions endocrines

1. L’élaboration de la rénine.

2. La régulation de I'érythropoiese.

3. La transformation de la vitamine D.
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[l. Matériel et méthodes

[I.1.Matériels :
1.1. Matériels biologiques :

Les yeux et les reins de lapin ont été péofs immédiatement apres le sacrifice de

'animal au niveau du laboratoire et ont été miscalure dans les conditions favorables a

notre étude

1.2. Les milieux de culture et réactifs :
A. Le milieu de culture :

Les explants sont cultivées dans le mil2MEM supplémenté avec de 10 %SVF et de
0,10% DMSO et de 20mM HEPES. Il est composé d'neemble d’antibiotique aux
concentrations respective (106/ ml et de gentamicine et de streptomycine giatecilline
100Ul /ml).

B. les agents inducteurs
Nous avons utilisé trois molécules nitrosynthétiquantes :

» 4-nitrobenzyl alcool a concentration 25 mM.
» 1-méthyl -5- nitroimidazol a concentration 25 mM.

* 5-nitroimidazol a concentration 12 ,5 mM.
[1.2.Méthodes

2.1.1. Culture des explants oculaires et rénaux

Apres sacrifice du lapin, les yeux etdesx reins sont déposés dans une boite de
Pétri stérile contenant une solution tampon PB& la lavage .

Les yeux sont découpés avec une lame bistauriveau de I'équateur en deux partie
postérieure et antérieure, le cristallin et leédgtsont enlevés puis les deux partie sont
fragmentés en quatre parties.

Concernant le rein, aprés incision longiate, la zone médullaire et corticale sont
coupées en petits cubes de 1 cm3 environ.
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Tous les explants sont introduits dars plaque de culture contenant le milieu de
culture en présence ou en absence des moléculesynithétique considérés a savoir le

4-nitrobenzyl alcool, le 1-méthyl -5-nitroimidazet le 5-nitoimidazol.

La culture a été realisée pendant 24h°& 3lans une atmosphere humide%a &e
CO2. Aprés l'incubation, les explants oculairesré&baux traités par les inducteurs
considérés ainsi que celles des cultures témoih®@nrécupérée et conservé dans le

Bouin jusqu'a leur utilisation.

[1.2.2. Etude histologique

C’est le recueil de fragments tissukamei sont découpés pour permettre la réalisation

de fines tranches colorées pour I'analyse morphgl@gau microscope optique.
2.2.1. Lafixation :

Elle a pour but la conservation des strusiet le durcissement des piéeces. Elle doit
se faire immédiatement apres le prélevement, pareirsion de I'organe dans un liquide
fixateur. Les liquides fixateurs les plus utilisgesnt le formol et le liquide de Bouin
(mélange de formol et d’acide picrique). La durédalfixation varie selon le volume des

prélevements.

Dans notre étude, nous avons fixe, vu ldetdies explants, la durée de fixation était
de 24h dans le Bouin.

2.2.2. L'inclusion:

Cette étape a pour but de permettre lisedi@mn de coupes fines et régulieres. Le
milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffil€omme la paraffine est hydrophobe, le
prélevement doit d’abord subir une déshydratatanimmersion dans des bains d’alcool
a degré croissant puis dans des bains de tolucmet aVétre coulé dans un moule
contenant de la paraffine fondue par chauffageseenue liquide. Cette derniére infiltre
alors toute la piece. Apres refroidissement, ontreeve en présence d'un bloc de

paraffine, dur, a I'intérieur duquel la piece pxée est incluse.

A. Déshydratation :
Du point de vue caractére chimique de laffiae, celle-ci n’est pas miscible a

'eau donc un passage successif dans du bain dlaj{éthanol) de degrés croissant
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commencant avec l'alcool 70°puis celui de 96° etdemier avec I'alcool 100° ; de
facon a éliminer toute I'eau dans les compartiméesailaires et a étre remplacer par
I'alcool.

Aussi, comme l'alcool n’étant pas miscibleec la paraffine, I'alcool est ensuite
progressivement remplacé par un solvant organiquegj le xylene qui est miscible a
la paraffine ; c’est I'étape de I'éclaircissement.

B. Imprégnation a la paraffine :

L’inclusion a la paraffine est effectuée sein d’'une étuve réglée a 60°C, la
chaleur provoque I'évaporation du solvant et sadligion dans la paraffine. Les
espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffies explants baignent dans deux
bains successif de la paraffine fondue (chauf@0ZC) pendant une heure pour
chaque bains afin d’éliminer totalement le xyléne.

C. Coulage des blocs (enrobage) :

Cette étape a pour but d’orienter convemabtd les organes dans un bloc de
paraffine refroidie. Elle est réalisé au moyen pettes moules appelés les barres de
leuckart.

On remplit le fond de moule avec un faibtdumne de paraffine liquide puis les
tissus sont immergés dans le moule selon le plandpe désiré. Une fois la paraffine
durcie, le moule est rempli jusqu’a ras bord deaffisne ce qui provoque la remonté le
tissus, et la cassette déposée au-dessus de thngaeacore liquide. Ce qui provoque
son durcissement et donc la rigidifications degrfrants tissulaires. On procéde alors
au démoulage : on obtient des fragments tissulaiohss dans un bloc de paraffine.

D. La réalisation des coupes :

Les blocs de paraffine sont coupés selon une fgogramide a l'aide d’'un couteau

pour enlever I'excédent de paraffine.
La fixation du bloc sur le microtome, le bloc daster paralléle au couteau.

Le dégrossissage au microtome permet d’élimingralaffine qui se trouve en avant du

prélevement pour obtenir une coupe entiére du éssalorer.

Le passage du bloc de paraffine dans uromoime qui permet de réaliser des
tranches de section de 2@ disposées en séries régulieres sous forme denguba

contenant les tissus.
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E. Montage des coupes sur les lames :
Le montage des coupes sur une lame se fait parétapes :
L’étalement : des segments de rubans de paraffine rais sur une lame de verre
contenant une goutte d’eau gélatinée.
Le collage : les lames de verre sont placées serplatine chauffante, réglée a une
température de 40°C, pendant 15min.
Le séchage : les lames sont laissées sadlaére a température ambiante.
F. Déparaffinage et réhydratation :
Etant donné que la plupart des colorants sontsé&B en solution aqueuse, leur

pénétration ne peut étre assurée que si les ceopésléparaffinées et hydratées.
Déparaffinage :

Les lames sont placées sur une plague @rdafs 60°C pendant quelques minutes afin

que la paraffine fonde et donc de pouvoir élimiaguaraffine.
Réhydratation :

En émergeant les lames dans deux baimsmant du xylene, on élimine toute trace de
paraffine et ainsi on permet la pénétration desraolts hydrophiles dans les tissus apres avoir
fait passer les lames dans des bains d’alcool geediécroissant (de l'alcool 1@0jusqu’a

I'alcool 70%), puis dans I'eau distillé.

G. Coloration :

Puisque les tissus de l'organisme ne sont pamtanément colorés, ils seront
naturellement mal visibles, c’est pourquoi on sélien histologie des colorants qui
permettent leur observation au microscope. La ptugantre eux sont des composants
acides ou basiques en milieu agueux qui interagissec les radicaux ionisés des tissus.

Le but de la coloration est d’accentuer les ramtés afin de différencier les déférents
constituent tissulaires.

La coloration des lames a été faite avec deuaraots qui permettent de mettre en
évidence la morphologie cellulaire et tissulaidhematoxyline de Groat basique qui
colore le noyau acide en brun noir et picro-fustanile qui colore le cytoplasme basique

en rouge.
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Les lames ont tout d’abord été plongées dans un d&ématoxyline pendant 5
minutes, puis rincées a I'eau du robinet. Parlgeseiles ont été plongées dans un bain de
picro-fushine pendant 5 minutes.

La derniere étape de I'histologie est la déshytimtaavant le montage. Elle se déroule
par le passage des lames dans un bain d’alcoolduivdeux bains successifs de xylene.

H. Montage des lames et I'observation microscopique :
Les coupes colorées sont montées entre lame etléaavec une résine synthétique
baume du canada, I'ensemble lame et lamelles @aété@ suite séché a l'air libre.
Une fois I'histologie terminée, les lames ont étiseyvées a l'aide d’'un microscope

optique.
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[l .Résultats

[1l.1. Etude histologique des explants oculaires d&pin

[11.1.1. Etude histologiqgue des cultures « témoin »des explants oculaires
antérieurs :

Les cultures des explants oculaires non traitadins) n’ont montré aucune
altération a I'exception du détachement artéfactgdelques cellules de la couche
superficielle de la cornée. L’'organisation genéealesimilaire a celle des tissus sains.
En effet, la cornée présente un épithélium plaigté non kératinisé reposant sur une
lame basale (planche 06, A), un stroma dense a&taches de fibres collagene entre
lesquelles se trouvent les kératocytes sains esipar leurs noyaux (planche 06, B)

et une membrane de Desmet et un endothélium.

De méme, les proces ciliaires, di@lhomogéne et formant des expansions
a partir du corps ciliaire possédent un épithélaantinu bi stratifié, I'un pigmentaire

et 'autre non pigmentaire, entourant un stromgaruoiif vascularisé (planche 07).

L’iris, relié au corps ciliaire prége un épithélium antérieur reposant sur un
stroma conjonctif contenant des fibroblastes et @desmatophores. On y observe
également des vaisseaux sanguins ainsi que des filsculaires qui constituent le

sphincter (planche 08). L'épithélium postérieuf’des est de type pigmentaire.
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! Bl g 09
Planche 06 :coupe transversale au niveau de la cornée d’'usameilen vue générale
(A), composé principalement (EP) d’épithélium, timma(S) possede un aspect
homogene composé des kératocytes. (B) détail droma cornéen. Le stroma (S)
composé des kératocytes (K) qui posséde des nof@ux40, fixateur Bouin,
coloration de Van Gieson).

Planche 07 :coupe transversales au niveau de l'iris d’un agil. ddiris est posséde
deux épithélium : épithélium postérieure pigmeriip P) et antérieur fin (Ep A), le
corps de l'iris est formé de tissu conjonctif coratet des fibroblastes, Les fibres du

muscles lisse (M). (G x 40, fixateur Bouin, colavatde Van Gieson).
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Planche 08 :coupe transversales au niveau de procés ciliaine cBil sain, le corps
ciliaires composés d’épithélium pigmenté (Ep P@m@thélium non pigmentés (Ep N),
entourant un tissu conjonctif vascularisé. (G x #dteur Bouin, coloration de Van

Gieson).
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lll. 1.1.1. Etude histologique de I'action 1-méthy/-5- nitroimidazol sur les

explants oculaires antérieursn vitro:

Des altérations tissulaires sont obsenge les explants oculaires antérieurs
traités. Ainsi, I'épithélium cornéen montre une a@anisation générale avec
dissociation totale des cellules concernant toesecbuches aussi bien apicales que
basales et présentant un aspect arrondi. Par ctmggoma cornéen n’est pas affecté
et présente une structure similaire au tissu ggam¢he 09).

Concernant liris, le stroma conjoncttbntenant les fibroblastes et les
chromatophores n’est pas affecté par le traiteraéntinistré. On y observe les fibres
musculaires sans aucune modification structuralen@he 10). En revanche,
I'épithélium postérieur pigmentaire de I'iris moatdes Iésions au niveau cellulaire

qui ont tendance a se détacher et a éclater.

Contrairement aux autres structures,dmces ciliaires montrent de fortes
altérations de structure. L'épithélium bistratifid’origine perd sa couche de cellules
non pigmentaire. La couche de cellules pigmentereétache du stroma conjonctif
avec dissociation de certaines cellules entre @tel¥clatement d’autres (planche
11).

Page 35



Chapitre III Résultats

Planche 09 :coupe transversales au niveau de cornée d’explemité avec des 1
méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM pemd@4h. L'épithélium de la
cornée altéré et détaché du stroma) avec détachement des cellules entre ellg (

Ja stroma cornéen est conservé. (G x 40, fixadawin, coloration de Van Gieson).

Planche 10 :coupe transversales au niveau de l'iris d’expleaité avec 1méthyl- 5-
nitroimidazol a concentration 25 mM pendant 24h. éplthélium postérieur

pigmentés (Ep P) présente un aspect altéré}. (G x 40, fixateur Bouin, coloration

de Van Gieson).
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Planche 11 :coupe transversales au niveau de corps ciliairesptint traités avec
1méthyl-5- nitroimidazol & concentration 25 mM panti24h. Altération compléte de
I'épithélium pigmenté () et non pigmenté-(). (G x 40, fixateur Bouin, coloration

de Van Gieson).
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[11.1.1.2. Etude histologique de l'action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants

oculaires antérieursin vitro:

Le traitement des explants avec le rbhénzyl alcool a induit des altérations
tissulaires au niveau de différentes structureasiii’épithélium cornéen montre un
détachement des cellules par endroits sans mdibfisade I'aspect des cellules
(planche 12, A). Egalement, le stroma cornéen eptésune structure de fibres
collagene intact mais une perte en kératocytestessrvée (planche 12, B).

Les proces ciliaires montrent des aligna mineures. La couche de cellules
non pigmentaire est la seule a étre affectée agde pellulaire par certains endroits

sans que la couche de cellules pigmentaire netieibte (planche 13).

De méme, liris ne présente aucuneirddestructurale (planche 14) a
'exception du détachement de I'épithélium posti@ripigmentaire de I'iris sans pour

autant montrer de lésions.
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Planche 12 :coupe transversales au niveau de la cornée d'expteaité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendadah.2En vue générale (A).
L’épithélium altérés {) et détaché du stroma. (B) détail d’'un stroma éem
Atteintes cellulaires (), absence de noyaux. (G x 40, fixateur Bouinpialon de

Van Gieson).

Planche 13 :coupe transversales au niveau de liris d’explanssté avec 4-

nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendatii.2Jne altération d’épithélium

postérieur (Ep P) (). (G x 10, fixateur Bouin, coloration de Van Giaso
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Planche 14 :coupe transversales au niveau de procés ciliageptint traité par 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendadt 12 I'épithélium non

pigmentaire est altéré () .(G x 40, fixateur Bouin , coloration de Van &ia).
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[11.1.1.3. Etude histologique de l'action 5-nitroimidazol sur les explants oculaires

antérieurs in vitro:

Les explants traités avec le 5-nitroimamlamontrent des altérations tissulaires
similaires aux traitements précédents avec quelgadgularités. Ainsi, I'épithélium
cornéen montre un détachement léger des cellulesnoloits sans modifications de
'aspect des cellules aussi bien restantes quecdisles libres (planche 15, A).
Egalement, le stroma cornéen présente une steudtufibres collagéne intact mais

une perte plus prononcée en kératocytes est oles@ianche 15, B).

Les proces ciliaires montrent des aliénat mineures. La couche de cellules
non pigmentaire est la seule a étre affectée agde pellulaire par certains endroits

sans que la couche de cellules pigmentaire natieinhte (planche 16).

De méme, liris ne présente aucune dtestructurale au niveau du stroma
(planche 17) alors qu’une destruction totale dpitf&lium postérieur pigmentaire de

I'iris est observée.
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Planche 15 :coupe transversale au niveau de la cornée d’explasité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24#n vue générale (A)
I'épithélium (Ep) non altéré<) avec des cellules détaché du stroma)( (B) détail

du stroma cornéen (S), cedéme au niveau des kémegdcy). (Gx40, fixateur Bouin,

coloration de Van Gieson).

Planche 16: coupe transversales au niveau de liris d'explaw@ité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24Bpithélium postérieur (Ep P)
est altéré (), aspect irrégulier de I'épithélium antérieur (B) (-). (G x 40,

fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 17 :coupe transversales au niveau de procés ciliageptint traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24kpithélium non pigmentaire
(Ep N) presque totalement altéré ). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van

Gieson).
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[11.1.2. Etude histologiqgue des cultures « témoin »des explants oculaires

postérieurs :

Les cultures des explants oculaires non traitadins) n’ont montré aucune
altération a I'exception du détachement artéfact laerétine de ['épithélium
pigmentaire. La rétine présente une organisatiatifste intacte (planche 20) avec du
bas vers le haut : la couche des photoréceptearspuche plexiforme externe, la
couche nucléaire externe, la couche plexiformametela couche nucléaire interne et
la couche plexiforme externe, la couche des callgknglionnaires et la couche des

fibres optiques.

La partie postérieure comporte égalénianchoroide, riche en vaisseaux
sanguins et contient des cellules pigmentaires dartaines régions (planche 19), et
la sclérotique formé d’'un tissu conjonctif tres skencontenant des fibroblastes
(planche 18).
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Planche 18 :coupe transversale au niveau de sclérotique d’Usaiei La sclérotique
est formée des fibres de collagenes disposé etefais agencés parallélement entre
lesquelles se trouvent des fibroblastes fusiforrmesnnaissables par leur noyawl)(

(G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 19 :coupe transversale au niveau de la choroide d'ursam. C’est une
couche pigmenté par des mélanocytes, elle est eishaisseaux sanguins (V s g). (G

x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 20 :coupe transversale au niveau de la rétine d’'unsadil. La rétine est
organisée en des couches (couche ganglionnaire, (€Brhe plexiforme interne
(CPI), couche nucléaire interne(CNI), couche plaxife externe (CPE), couche
nucléaire externe(CNE), couche des photorécepteBR)), limité extérieurement par
I'épithélium pigmentaire de la rétine(EPR). (G xfiRateur Bouin, coloration de Van

Gieson).

Page 46



Chapitre III Résultats

I11.1.2.1. Etude histologique de l'action 1-méthyl -5- nitroimidazol sur les

explants oculaires postérieursn vitro:

La mise en culture des explants ocudaiem présence du 1-méthyl -5-
nitroimidazol a induit quelques altérations celitda. En effet, la rétine présente une
organisation stratifiée intacte (planche 23, A gt rBais la couche des cellules
ganglionnaires et la couche des fibres optiques tmaon des altérations allant

jusqu’au détachement de la partie superficielladétine.

La choroide, riche en vaisseaux sargg@planche 22), montre une légére
dissociation des fibres collagene qui la constituEgalement, la sclérotique formée
d’un tissu conjonctif tres dense montre une Iégksesociation de ces fibres (planche
21).
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Planche 21 :coupe transversale au niveau de la sclérotiqueptiiak traité avec
1méthul 5-nitroimidazol a concentration 25 mM pentd@4h. Les fibroblastes

montrent un léger cedéme. (G x 40, fixateur Boziigration de Van Gieson).

Planche 22 :coupe transversale au niveau de la choroide teaieE 1méthyl 5-
nitroimidazol a concentration 25 mM pendant 24h.a thoroide montre une
vasodilatation () et dissociation des fibres de collagene)( (G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 23 :coupe transversale au niveau de la rétine d’exptaité avec 1-méthyle
5 —nitroimidazol a concentration 25 mM pendanh.2Bn vue générale la rétine
apparait altéré () (A). (B) détail de la couche ganglionnaire (C&gr @ (-). (G X

40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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[11.1.2.2. Etude histologique de l'action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants

oculaires postérieursin vitro:

Le traitement des explants avec le rbhénzyl alcool a induit des altérations
tissulaires au niveau de différentes structures. elfet, la rétine présente une
organisation stratifiee mais la densité nucléais@sdles deux couches nucléaires
interne et externe a diminuée (planche 26). Laltewes cellules ganglionnaires et la

couche des fibres optiques montrent des anomadissrdcture.

La choroide ne montre aucune altérgidenche 25) alors que la sclérotique
formée d’un tissu conjonctif tres dense montre digsociation marquée de ces fibres

avec perte de fibroblastes (planche 24, A et B).
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Planche 24 :coupe transversale au niveau de la sclérotique ekplant traité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendadth.BEn vue générale la
sclérotique (A). La sclérotique présente une ditgmades fibres conjonctives ().

(G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 25 :coupe transversale au niveau de la choroide d’'plaeitraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM penda#h.2L’aspect normal de la

choroide. (G x 40, fixateur Bouin, coloration darMGieson).
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Planche 26 :coupe transversale au niveau de la rétine d’'unaexglaité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendatti. 2 a structure est altéré avec
perte de la couche des cellules photorécepteurg(Céstruction des déférentes
couches, la couche nucléaire - )( de la couche ganglionnaire(CG). ) avec
détachement des cellules entre elle. (G x 40, dixaBouin, coloration de Van

Gieson).
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[11.1.2.3. Etude histologique de l'action 5-nitroimidazol sur les explants oculaires
postérieursin vitro:

Les explants traités avec le 5-nitraiaziol montrent des altérations tissulaires

similaires aux traitements précédents avec quelpadigularites.

En effet, la rétine présente une oiggion stratifiée mais la densité nucléaire
dans la couche nucléaire interne a diminuée denfagarquée (planche 29). Les

autres couches de cellules sont restées intactes.

La choroide ne montre aucune atitgm avec un épithélium pigmentaire
non altéré (planche 28), alors que la scléretiegt constituée d’'un tissu
conjonctif trés dense présentant une digdon marquée de ces fibres avec

perte des fibroblastes (planche 27).
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Planche 27 :coupe transversale au niveau de la sclérotique ekplant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 25 mM pendant 24hstkrotique présente un aspect
tres altéré des fibres conjonctives ) (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van

Gieson).

Planche 28 :coupe transversale au niveau de la choroide plast traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 25 mM pendant 24h. dbmroide montre un aspect
détaché des fibres de collagéne.)( (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van

Gieson).
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Planche 29 :coupe transversale au niveau de la rétine d'utaakjraité avec 5-
nitroimidazol a concentration 25 mM pendant 24hré&tne montre un aspect altéré
au niveau de la couche nucléaire interne. (G Xfi%@teur Bouin, coloration de Van

Gieson).
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[1l.2. Etude histologique des explants rénaux de [an
[11.2.1. Etude histologique des cultures « témoin gles explants rénaux :

Les cultures des explants non traités (témoirs)trrnontré aucune altération.
Dans la partie du cortex rénal, les glomérules ddpMhi ainsi que les différents

segments du néphron sont bien structurés sanstafigiotables (planche 30).

De méme au niveau de la médulla, |&éréntes sections réalisées au niveau
des branches de I'anse de Henlé et des tubestenite ne montrent pas d’altérations

cellulaires (planche 31 et 32).
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Planche 30 :coupe transversale au niveau du cortex d’'un rém ka zone corticale

est possede des petite masses sphérique c’edbiaérgles rénaux, ou corpuscules
de Malpighi (GR), et composé des tubules rénaukIlsaimbule contourné proximale
qui est bordé des cellules cylindrigue ou cubique et distale qui est bordé de

cellules épithéliales cubiques-j. (G x 10, fixateur Bouin, coloration de Van
Gieson).
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Planche 31 :Coupe transversale au niveau de médulla d’ un sein. La zone
meédullaire est composé des tubes collecteurs qustiteé d’'un épithélium simple
cylindrique (&) et I'anse de henlé ( partie fin ) constitué dépithélium simple

pavimentaux{ ). (G x 10, fixateur Bouin, coloration de Van Qiag
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Planche 32 :coupe transversale au niveau de la médulla d’'um sain. La zone
médullaire composée des tubules collecteurs sanhaes cellules cubique basse ou
cylindrique, leur noyau sphérique et leur cytoplasi@pourvu de granulation () et

de I'anse Henlé qui possede deux branches largeen@ante et ascendante)( (G

x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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I11.2.1.1. Etude histologique de l'action 1-méthyl -5- nitroimidazol sur les

explants rénauxin vitro:

Les explants traités avec le 1-méthyl -5- nitraiaziol montrent des altérations

tissulaires et cellulaires.

Au niveau du cortex rénal, tous les tubentournés proximaux seules sont
altérés montrant un épithélium unistratifié aves dellules dépourvues de noyaux ou
bien lysées (planche 33, 34, 35,36, 38).par cdardubes contournés distaux et les
glomérules de Malpighi soit ne montrent pas de fication structurale soit celles-ci
sont mineures (planche 33, 34,3, 36, 37). Toutefmstaines régions des explants

sont restées intacts.

Au niveau de la médulla, I'épithélium sdéubes collecteur sa préserve
globalement son intégrité cellulaire. Les branctedHenlé, de méme, présentent un

épithélium montrant de Iégeres altérations (plar8hel0, 41, 42, 43, 44).
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Planche 33 :coupe transversale au niveau de cortex rénale ldiepaité avec des 1
méthyl 5- nitroimidazol & concentration 25 mM pemtd24h. Les tubules contournés
proximales sont totalement altéré ). Les glomérules de Malpighi reste intacte)(

(G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 34 :coupe transversale au niveau de cortex rénale ldieixpaité avec des 1
méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM pemtd24h. Les tubules contournés
proximales montre des cellules avec noyaux).(Les tubules contournés distales
reste intacte {). La structure de glomérule est conservé).((G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 35 :coupe transversale au niveau de cortex rénale kdieiaité avec des 1

méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM pemid24h. Les tubules contournés
proximales montre une lyse cellulaire ). La structure de glomérules de Malpighi
montre aucune modification structurales)( (G x 40, fixateur Bouin, coloration de

Van Gieson).

Planche 36 :coupe transversale au niveau de cortex rénale ldieipaité avec des 1
méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM pemd24h. Les tubules contournés

proximales sont altéré<). Le glomérule de Malpighi présente un aspeeicinf ).

(G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 37 :coupe transversale au niveau de cortex rénale ideixgraité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol & concentration 25 mM dent 24h. Une altération
totalement au niveau des tubules contournés prdesmevec dégénérescence de leur

épithéliums (). Le glomérule de Malpighi montre aucune modifmatstructurale

(). (G x40, fixateur Bouin, coloration de Van Gia

Planche 38 :coupe transversale au niveau de cortex rénale ideixgraité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM gant 24h. L'épithélium des
tubules contournés proximales est dégradé avedyseecellulaire ). (G x 40,

fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 39 :coupe transversale au niveau de médulla rénal@ldiei traité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol & concentration 25 mM gent 24h. Les tubules collecteur
préservé leur structure (). L'anse de Henlé montre une Iégere altération. ( (G x

40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 40 :coupe transversale au niveau de médulla rénal@ldeixtraité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM dant 24h. L'épithélium de
L’anse de Henlé présente un aspect peu dégradeuetcellules sont dépourvue des
noyaux (»). Les tubules collecteur est intacte } (G x 40, fixateur Bouin,

coloration de Van Gieson).
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Planche 41 :coupe transversale au niveau de médulla rénaté ttaxplant avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM @dant 24h. La structure des

tubules collecteur est conservé ), L'anse de Henlé montre une |égere altération

(). (G x40, fixateur Bouin, de Van Gieson).

Planche 42 :coupe transversale au niveau de médulla rénalelkdeitraité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM gant 24h. L’épithélium de I'anse
de Henlé montre une altération )J. Les tubules collecteurs montre aucun

modification cellulaire (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Giaso
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Planche 43 :coupe transversale au niveau de médulla rénal@ldeixtraité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol a concentration 25 mM @dant 24h. L'anse de Henlé
montre une légére altération- §. Les tubules collecteur est intacte )i (G x 40,

fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 44 :coupe transversale au niveau de médulla rénal@ldeix traité avec des
1 méthyl 5- nitroimidazol & concentration 25 mM gent 24h. Les tubules collecteur

et 'anse de Henlé est intacte ). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Giekso

Page 65



Chapitre III Résultats

[11.2.1.2. Etude histologique de l'action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants

rénauxin vitro:

Des altérations tissulaires et cellulaires somtuites par le 4-nitrobenzyl

alcool.

Au niveau du cortex rénal, les tubestournés proximaux montrent un
épithélium unistratifié avec des cellules fantérdépourvues de noyaux (planche 45,
46, 47, 48, 49, 50).Les tubes contournés distawont stact avec des cellules
épithéliales intactes (planche 45, 46, 47, 48)mzgorité des glomérules de Malpighi
ne montrent pas de modification structurale maislgues-uns ont completement

dégenéreés (planche 50).

Au niveau de la médulla, I'épithéliutas tubes collecteurs et les branches de
Henlé présentent un épithélium montrant de légatEsations se présentant sous

forme de quelques détachement de cellules (plabthg2, 53).
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Planche 45 :coupe transversales au niveau du cortex rénal diekpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendadh. Les tubules contourné

distales sont intacte (). Le glomérule de Malpighi montre aucune modifimat

structurale (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gia

Planche 46 :coupe transversales au niveau du cortex rénal @iekpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendaih.2Les cellules des tubules

contourné proximaux montre un aspect dépourvuendgaux (). Le glomérule de

Malpighi est intacte (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Giayo
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Planche 47 :coupe transversales au niveau du cortex rénal @iekpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendatit.2Jne altération au niveau des
tubules contournés proximaux-{, par contre les glomérules de Malpighi reste

intacte (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration hématoxylide groat).

Planche 48 :coupe transversales au niveau du cortex rénal @ekpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM penda#h.2L’épithélium de tubule
contourné proximaux sont dégradé)( Le glomérule () est complétement

dégénéré. (G x 40, fixateur Bouin, coloration de \Geson).
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Planche 49 :coupe transversales au niveau du cortex rénal @ekgpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendadh.2Les tubules contourné

proximaux montre une lyse cellulaire-}. Les tubules contourné distaux sont

conserveé (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Giako

Planche 50 :coupe transversales au niveau du cortex rénal diekpraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM penda#h.2Les tubules contournés
proximaux montre une lyse cellulaire, leur épithéli est dégradé et dépourvu des
noyaux (). Un vaisseau est totalement intact )( (G x 40, fixateur Bouin,

coloration de Van Gieson).
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Planche 51 :coupe transversales au niveau du médulla rénapldiektraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM penda#h.2L’épithélium de tubule
collecteur et de I'anse de Henlé montre une léeg&égation (). (G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 52 :coupe transversales au niveau du médulla rénapldiektraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM penda#h.2L’épithélium de tubule
collecteur est de I'anse de Henlé montre une |égiégeation (-). (G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 53 :coupe transversales au niveau du médulla rénapldiektraité avec 4-
nitrobenzyl alcohol a concentration 25 mM pendait. 2 'épithélium des tubules
collecteur et l'anse de Henlé montre une légéégadion (-). (G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).
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[11.2.1.3. Etude histologique de l'action 5-nitromidazol sur les explants

rénauxin vitro:

Les explants traités avec le 5-nitroiaziol montrent des altérations tissulaires

particulieres par rapport aux traitements précédent

Au niveau du cortex rénal, tous les tubentournés proximaux et distaux sont
altérés. Leurs épithéliums présentent une lysellagk (planche 54, 55, 56, 58). La
majorité des glomérules de Malpighi montre une frication structurale soit par
dégénérescence du réseau capillaire et des cedisdegiées a savoir les podocytes et
les cellules mésangiales a l'intérieur du glomérjglanche 55, 56, 58), soit par

diminution de taille. Toutefois, certains glomérufont restés intacts.

Au niveau de la médulla, des altératiorBulaires sont nettement visibles
avec l'altération de I'épithélium des tubes cokeot ou les cellules sont totalement
détachées de la paroi et se sont dissociées les dew autres et présente chez
certaines une lyse cellulaire. Les branches deé&;leld méme, présentent une paroi

dénuée de son épithélium (planche 59, 60).
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Planche 54 coupe transversale au niveau de cortex d’'un rerpdiant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5m M pendant 24és tubules contournés distaux
et proximaux apparaisse altéré, leur épithéliunsgméent une lyse cellulaires(). (G

x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieson).

Planche 55 coupe transversale au niveau de cortex d’un redrpdant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24les tubules contournés
proximal et distal présente un aspect dépourvundgaux sont complétement altéré
(-»). Le glomérule de Malpighi montre une modificatiostructurale par
dégénérescence des cellules podocytes et les nesang-). (G x 40, fixateur

Bouin, coloration de Van Gieson).
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Planche 56 coupe transversale au niveau de cortex d’un reampdiant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24 .glomérule rénale montre un

aspect normal+). Les tubules contournés distale X et proximal ( ) montrent une

perte leur noyau. (G x 40, fixateur Bouin, colavatde Van Gieson).

Planche 57 coupe transversale au niveau de cortex d’un redmpdiant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24kes cellules du tubes

contournés proximales sont totalement altéréek (La disparation de I'épithélium

du tubes contournés distales). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Gieso
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Planche 58 coupe transversale au niveau de cortex d’'un rerpdant traité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24les tubules distales et
proximales montre une altération, leur épithéliush dégradé ). Le glomérule de
Malpighi montre une dégénérescence des capillatekes cellules podocytes et
mésangiales-{). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de Van Giako
AEGerpsia o LR G GHE
¢ t - v
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Planche 59 :coupe transversale au niveau de médula rénalepldigxtraité avec 5-
nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant 24dlyse cellulaire au niveau des
tubules collecteur) et I'anse de Henlé (). (G x 40, fixateur Bouin, coloration de

Van Gieson)
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Planche 60 coupe transversale au niveau de médulla d’un rexpthnt traité avec
5-nitroimidazol a concentration 12,5 mM pendant .2bs tubules collecteur est

dépourvu d’épithélium avec altération des cellleg. L'anse de Henlé est altérée

(-). (G x40, fixateur Bouin, coloration de Van &oa).
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V. Discussion

Dans notre étude, nous avons évalué l'effet dés trnolécules nitrées
synthétiques a savoir le 1-methyl-5nitroimidaza, 4-nitrobenzyl alcool et le 5-
nitroimidazol sur les différentes parties oculaietsau niveau du rein du lapin local.
Ce travail a été réalisé dans le cadre d’'un pmjetorant I'efficacité des molécules
nitrées a réduire la méthanogenese chez les beaims avoir pour autant des effets

négatifs sur la santé animale.

Apres avoir réussi les conditions de la cultudeutagre, nos résultats montrent
une variabilité dans la réponse cellulaire et tasel en fonction du composé nitré
administré et de I'organe étudié. Les tissus de endature ont été altéré de la méme

maniére mais avec des intensités variables selmolacule utilisée.

Conforment aux résultats précédemment obtenue \aaunide notre étude, les
travaux de (Ayla, Nurcan, 2006) montre que les métronidazole possede des
propriétés cytotoxiques et produit des effets gexiques chez culture de
lymphocytes du sang périphérique humains in vlteocytotoxicité est généralement
due a son action de la réduction du groupe nig® ditroimidazoles vis-a-vis de
mammiféres(Mark et al., 1989).

La rétine et la choroide et la sclérotique montrame altération, concernant la
rétine présent une altération au niveau de déiEsesouches cellulaires. Cependant
les résultats obtenus pdMike et al., 1998), qui ont été testé l'effet des
nitroimidazoles sur la rétine montrent que desmeays sélectionné de la tige
rétinienne interne est externe était gonflé et rMragte, un état associé avec
condensation cytoplasmique et les cellules de lelo® nucléaire externe. Ainsi que
montre une vacuolisation des photorécepteurs.

Les nitroimidazoles présentes différentes actihiétogiques qui sont
Liés a leur affinité électronique (réductiofiiahnous, 2007). Des études suggerent
gue les nitroimidazoles produit des molécules lgs hydroxylamines par réduction
des quatre électrons, a été isolé et s'est avéeétréls réactif envers les molécules
biologiguement importante en particulier le glotah et la guanineg(Mark et al.,
1989).
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Quoigue nous ayons utilisé les nitrobeeze nous avant obtenu des effets
similaire a ceux des NO radicalaire. Les nitrobeezeréagissent avec GSH de deux
2manieres : la formation directe d’adduit qui priddun sulfunalide et le cycle redox
de GSH qui produit du glutathion oxydée (GSSG),dpacité de I'INO a épuiser les
niveau de GSH dans ces résultats ont été meswa@@rgiaré a niveau provoquant la
mort cellulaire(Mark et al., 1989).

D’autre étude montrent que les nitroimidagmht instable dans déférentes milieu
des cultures cellulaires. Au niveau de la celldecp que le mécanisme de réaction de
GSH avec les nitrobenzenes suggere qu’il peuvoyr aine accumulation de GSSG
des cycles redoXMark et al., 1989).

Ces résultats suggéerent que le nitro interam&dpuis joue un réle central dans
toxicité et les capacités d’appauvrissement en @SHitroimidazol dans les cellules

mammiféres(Mark et al., 1989).

Les nitroimidazol montrent des altératidissulaires et cellulaires. Au niveau
du cortex rénal, tous les tubes contournés proxinsaules sont altérés montrant un
épithélium unistratifié avec des cellules dépousvde noyaux ou bien lysées. La
majorité des glomérules de Malpighi montre une fication structurale soit par
dégénérescence du réseau capillaire et des cedisdegiées a savoir les podocytes et

les cellules mésangiales a I'intérieur du glomérule

L’équipe de(Peggy, 1979) montre que l'incubation prolongée des cellulesdiure
dans des conditions aérobie, entraine égalemenperie de capacité proliférative.
Réduction partielle de groupe nitro avec auto-okgdaultérieur des intermédiaires

peut étre responsable de la cytotoxité limité olaser

Aussi, une étude réalisée sur des cellddeképithélium pigmentaire rétinien
humaines (lignée ARPE-19) et de lapin exposées emryb alcool a différentes
concentrations et a travers le temps a montré li@eation cellulaire dose- et temps-
dépendante. Une concentration de 0,225 mg/ml dawes dommages ultra-
structuraux et une perte de fonction cellulaireea®2 h et une concentration de 9,0
mg/ml était toxique apres 5 min aussi bien au nivé@s cellules humaines que celles

de lapin. Les mécanismes majeurs impliqués sontmiart cellulaire par
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nécroséChang et al., 2008)et par apoptose, phénoméne mis en évidence apees un
exposition des cellules de I'épithélium pigmentai#&nien une concentration de 9,0
mg/ml pendant 6 h induisant 19% de cellules en débapoptose et 64,2% de
cellules apopto- nécrotigues(Chang et al., 2011klgnalisation impliquée dans
'apoptose met en jeu les production de radicabrsed oxygénés, I'activation de la

caspase 8, la perte du potentiel transmembran#dioehondria{Chang et al., 2011).

Les nitroimidazoles provoque une toxiamélti organique chez les rongeurs
(Mike et al., 1998) .Les signes présenté une hypocellularité de ldlenosseuse, une
déplétion lymphoide multi organique.

Au niveau de la médulla, des altérationutztes sont nettement visibles avec
l'altération de I'épithélium des tubes collectewra les cellules sont totalement
détachées de la paroi et se sont dissociees les dewe autres et présente chez
certaines une lyse cellulaire. Les branches ded&leld méme, présentent une paroi
dénuée de son épithélium

Le 1méthyle -2- nitroimidazoles (INO2), & éttilisé pour étudié le réle possible
des stress oxydative dans cette toxicité tissutarenale. Les activités déférentes des
enzymes antioxydants superoxyde dismutase et satglaurraient étre corrélé a la
cytotoxité aérobie d’INO2Christine et al., 1998).

Pris ensemble, ces résultats corroboreterfent la conclusion selon laquelle la
toxicité aérobied’INO2 est due aux especes d’oxggaxtif créées par le cycle redox.
(Christine et al., 1998).

L’administration de métronidazole par voie oraleparentérale peut avoir une
toxicité neuro-ophtalmologie. Les complication sraais graves sont réversibles a
larrét du traitemen{Bouraoui et al., 2016).

Les résultats que nous avons obtenus dans notde éwrroborent a ceux
trouvés dans des études précédentes. La cytdtoxigi4-nitrobenzyl alcool relevée

sur les tissus oculaires et rénaux ressemblecali@du benzyl alcool.

En effet, la toxicité du benzyl alcool aiveau rétinien est retrouvée dans
différents documents décrite par un changement dephmologie et de fonction,
principalement par réduction des amplitudes de GERinsi, des études réalisées

chez le lapin sain ont montrées que linjectiorrantitréenne du benzyl alcool
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réduisait temporairement et sélectivement la répor&tinienne médiée par les
photorécepteurs de type cones (Myers et al., 20&8 toxicité a été observée
également au niveau du systéme central nerveuxdgwezhiens injectés avec 1ml de
benzyl alcool a 9%et apres une injection intratleéda 50ml de benzyl alcool a 1,5%

causait une déemyeélinisation et une dégénérescencerts chez le rgDeland, 1973;
Feasby et al., 1983).
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Conclusion

Ce travalil, initié dans le cadre de I'étude exaidrla toxicité des molécules nitrées
pour une future utilisation dans la réduction denkthanogenése chez les bovins, a permis de
mettre au point la culture d’explants de la paati¢erieure et de la partie postérieure de I'cell
ainsi que celle des explants du cortex et de lauff@@dénales de lapin et le maintien de la

survie cellulaire.

Notre étude a permis la mise en évidence de quelgfiets délétéres du 1-Methyl -5-
nitroimidazol, 4-nitrobenzylalcool et 5-nitroimidalim vitro. Ces résultats seraient le reflet
d’une sensibilité différente entre les structuresen d’'un métabolisme différent au sein des

cellules.
Nous avons également montré que :

1- Dans la partie antérieure de I'ceil :

- L’épithélium de la cornée était altéré quel quet dei traitement administre.
Toutefois, le 1-Methyl -5-nitroimidazol avait uffet plus prononcé que les deux
autres. Lesfibres de collagéne du stroma cornéent 1subies aucune altération
pour les trois traitements. Les kératocytes ont tnéoune sensibilité supérieure
avec le 5-nitroimidazol.

- Lliris n'a été affecté qu'au niveau de I'épithéliupostérieur avec la méme
intensité avec tous des traitements administreés.

- De méme, au niveau des proces ciliaires, I'épitinélnon pigmentaire était le
plus affecté par les trois différentes moléculescaun effet marqué avecle 1-
Methyl -5-nitroimidazol et le 5-nitroimidazol, étamoins atteint avec le 4-
nitrobenzyl alcool. L'épithélium pigmentaire étaaifecté avec le 1-Methyl -5-

nitroimidazol uniquement.

2- Dans la partie postérieure de I'ceil :
- Les fibres de collagene dela sclérotiquen’ont sulsiecune altération pour les
trois traitements mais les fibroblastes ont moaotré altération avec le traitement
avec 4-nitrobenzyl alcool et le 5-nitroimidazoldernier étant plus toxique.

- Lachoroide a présenté une dissociation des fiwkasgene.
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- Larétine a été trés sensible aux différents magtats et chaque traitement a ciblé

une couche cellulaire spécifique.

3- Dans la partie rénale :
- la structure la plus touchée a été les tubulesoconés proximaux quel que soit le
traitement.

- Les glomérules de Malpighi et les anses de Hentétmaffecté différemment

selon la molécule administrée.

D’autres travaux seraient nécessaires afin d’étrcids mécanismes de cytotoxicité
impliqués dans les altérations tissulaires observée d’autres concentrations seraient

intéressantes a tester.
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