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Résumé Introduction. Le rat des sables, Psammomys obesus, rongeur diurne qui vit
dans le sud-est du Sahara algérien est un excellent modéle animal pour I'étude du
diabete, de I'athérosclérose et du syndrome métabolique. L’hyperhomocystéinémie
(Hhcy), définie par I'augmentation plasmatique de I’homocystéine, est associée a
plusieurs maladies qui touchent différents organes (cceur, vaisseaux sanguins, foie,...).
Objectif. L'objectif de ce travail est de déterminer I'effet d'une Hhyc sur la matrice
extracellulaire pancréatique de rat des sables. Matériel et méthodes. Les Rats sont
répartis en 2 lots, un lot témoin soumis a un régime naturel de plantes halophiles de la
famille des Chenopodiacae (Suaeda mollis) et un lot traité recevant le méme régime
associé a une administration de méthionine (150mg/kg de poids corporel/jour) pendant
6 mois par voie intrapéritonéale. Des analyses histologiques et histochimiques du
pancréas des Psammomys ont été réalisées et complétées par une étude
morphométrique. Résultats. L'excés de méthionine provoque une hyperhomo-
cystéinémie chez Psammomys obesus. Plusieurs altérations matricielles sont observées
au niveau pancréatique, marquées par I'accumulation des collagénes fibrillaires et des
glycoprotéines signalant une fibrose. Cette accumulation est notée dans les ilots de
Langerhans et dans le pancréas exocrine (tissu interstitiel, autour des vaisseaux sanguins
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et des canaux excréteurs). Une désorganisation de la paroi vasculaire et une stéatose
micro- et macro-vacuolaires sont également observées dans le pancréas des rats hyper-
homocystéinémiques. Conclusion. L'hyperhomocystéinémie, générée par un excés de
méthionine, conduit a un remodelage de la matrice extracellulaire pancréatique chez
Psammomys obesus.

Mots clés: Histologie, Hyperhomocystéinémie, Méthionine, Pancréas, Psammomys
obesus

Abstract Introduction. The sand rat, Psammomys obesus, a diurnal rodent, which lives
in the south-east of the Algerian Sahara, is an excellent animal model for the study of
diabetes, atherosclerosis, and metabolic syndrome. Hyperhomocysteinemia (Hhcy),
defined by high plasma homocysteine level, is associated with many diseases affecting
various organs (heart, blood vessels, liver...). Objectives. The objective of this study was
to determine the effect of Hhcy on the sand rats pancreas. Material and methods. The
rats were divided into two groups: a control group received its natural diet with
halophile plant of the Chenopodiacae family (Suaedamollis), and an experimental group
received the same diet associated with an intraperitoneal administration of methionine
(150 mg/kg body weight/day) during 6 months. Histological and histochemical analysis
of Psammomys pancreas were realized and completed by a morphometric study.
Results. The methionine excess led to a hyperhomocysteinemia in Psammomys obesus.
Several alterations were observed in pancreas extracellular matrix of
hyperhomocysteinemic rats, marked by an accumulation of fibrillar collagens, and
glycoproteins leading to a fibrosis. This accumulation was observed in the Langerhans
islets, and in the exocrine pancreas (interstitial tissue, around blood vessels, and
excretory channels). A disorganization of the vascular wall, and a micro- and
macrovesicular steatosis were also observed in the pancreas of hyperhomocysteinemic
rats. Conclusion. The hyperhomocysteinemia, generated by the methionine excess,
leads to a pancreatic extracellular matrix remodeling in Psammomys obesus.

Key words: Methionine, Hyperhomocysteinemia, Pancreas, Histology, Psammomys
obesus

Introduction

I'incrimination d’un régime riche en méthionine dans
cette hyperhomocystéinémie [8,9,1].

L’hyperhomocystéinémie (Hhcy), une augmentation
du taux plasmatique en homocystéine, est associée a
plusieurs pathologies telles que les maladies cardio-
vasculaires [1], I’hypothyroidie [2], I'ostéo-porose [3],
la maladie d’Alzheimer et de Parkinson [4], et le
diabete de type 2 [5]. Des facteurs nutritionnels,
génétiques et environnementaux sont responsables
d’une augmentation de la concentration plasmatique
en homocystéine. En effet, une déficience en acide
folique, en vitamine B6 ou en vitamine B12 [6], ainsi
gue des mutations touchant le géne de la méthyléne
tétra hydro folate réductase (MTHFR), une enzyme
impliquée dans le métabolisme de I’'homocystéine
sont responsables d’une hyperhomocystéinémie [7].
Outre ces facteurs, plusieurs études ont montré
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L’homocystéine est considérée comme un facteur
pro-oxydant, potentiellement impliqué dans Ia
genese d'un stress oxydatif [10-11]. Ce facteur favo-
rise la peroxydation lipidique qui induit une réponse
inflammatoire [12]. L’homocystéine produit, égale-
ment, une dysfonction endothéliale et stimule I'agré-
gation plaquettaire dont le risque de thrombose [13].
Par ailleurs, I'implication de I'homocystéine dans la
prolifération cellulaire et dans la synthese des colla-
génes peut attribuer a cette molécule un role dans
I’expression génique et dans la transduction de
signal. Différentes cellules sont impliquées dans cette
signalisation, en particulier les cellules endothéliales,
les cellules musculaires lisses et les cardiomyocytes
[14].
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Dans ce travail, la répercussion d’'une Hhcy, induite
par I'administration de la méthionine, est analysée
sur I’histo-morphométrie et I’histochimie du pancréas
de rat des sables, Psammonys obesus.

Matériel et méthodes

Matériel biologique

Cette étude est réalisée sur un modele expérimental
de la classe des gerbillidés, Psammomys obesus,
rongeur déserticole capturé dans la région de M’'Sila,
Algérie. Aprés une période d’adaptation de 15 jours
au laboratoire, les rats sont divisés en deux lots, un
lot témoin (n=6) de poids corporel moyen de 84,53+
22,08g recoit quotidiennement 50g de plante halo-
phile et un lot expérimental (n=9) de poids corporel
moyen de 86,97+14,99g, recoit également chaque
jour 50g de plantes halophiles et injecté, par voie
intra péritonéale, de 150mg de méthionine/kg/jour,
pendant 6 mois. La méthionine est préalablement
dissoute dans I'eau physiologique (0,9%).

Dosage de I'homocystéine plasmatique

Le dosage de I'homocystéine plasmatique est réalisé
par la méthode immuno-enzymatique par polari-
sation de fluorescence (FPIA). En effet, toutes les
formes d’homocystéine, présentes dans I’échantillon,
sont réduites en homocystéine libre sous I'action du
dithiothréitol. L'Homocystéine libre totale est trans-
formée en S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) par la
SAH-hydrolase, en présence d’un exces d’adénosine.
L’échantillon qui ne contient finalement que le SAH
est mélangé avec deux réactifs, I'un contient un
anticorps monoclonal anti-SAH et |'autre contient un
traceur S-adénosyl-L-cystéine marqué a la fluores-
céine. La SAH et le traceur marqué entrent en compé-
tition pour occuper les sites de liaison sur I'anticorps
anti-SAH. L’intensité de la polarisation de fluores-
cence est mesurée par le systeme optique d’un analy-
seur (IMx Abbott).

Technique histologique

A la fin de I'expérimentation, les animaux sont eutha-
nasiés puis disséqués. Les organes prélevés sont
rapidement fixés dans le formol a 10% pendant 2
jours puis déshydratés dans des bains d’alcool de
degré croissant (50°, 70°, 90° et 100°). Les organes
sont ensuite éclaircis dans 2 bains de butanol puis
imprégnés dans la paraffine fondue. Aprés la mise en
blocs, les organes sont coupés a I'aide d’un micro-
tome de type Lab-Kite. Les coupes obtenues sous
forme de rubans de 5um d’épaisseur sont étalées sur
des lames histologiques a l'aide d’une solution
aqueuse de gélatine a 0,4%. Apres séchage de 24
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heures a 37°, les lames sont colorées. Deux type de
coloration ont été utilisés, topographique au
trichrome de Masson et histochimique a I'acide
périodique de Schiff.

Etude morphométrique et des
collagénes

L'étude histologique du pancréas chez les animaux
témoins et traités est complétée par une étude
morphométrique. Cette étude est réalisée a 'aide de
logiciel AxioVision 4.8 de CARL ZEISS, apres
étalonnage des photos par un micrometre. Plusieurs
mesures ont été faites, a savoir la surface nucléaire
des cellules B, des cellules séreuses et des cellules
épithéliales des canaux excréteurs. Par ailleurs, la
guantification des collagénes fibrillaires dans le
parenchyme pancréatique est réalisée a I'aide de
I'image J (1.47u de National institutes of health. USA).
Ce logiciel permet de calculer le pourcentage de
surface occupée par les collagénes fibrillaires par rap-
port a la surface totale du parenchyme pancréatique.

quantification

Analyse statistique

Les résultats de I'étude morphométrique sont
analysés par le logiciel STATISTICA 6.1 (StatSoft, Inc.).
Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne +
écart type. Le test de Mann-Whitney est utilisé pour
évaluer la différence entre les parameétres des
animaux témoins et ceux des animaux expérimentés.
La différence est considérée comme statistiquement
significative a P < 0,05.

Résultats

Quantification de I'homocystéinémie

Au début de l'expérimentation, I'homocystéinémie
moyenne est de 5,82+1,23umol/L et a la fin de
I’'expérimentation, la valeur atteint 6,75%+2,11 umol/L
chez les rats des sables témoins et 21,15+3,42 umol/L
chez les animaux du groupe soumis a l'excés de
méthionine.

L’administration chronique de la méthionine, a raison
de 150mg/kg poids corporel/jour, pendant 6 mois, a
engendré une augmentation d'environ 263%
(P<0,0001) de I'nomocystéine plasmatique vs 15,9%

environ chez le groupe témoin, caractérisant
I'installation d'un état d'hyperhomocystéinémie
modérée.

Résultats histologiques

Pour rechercher et analyser des éventuelles
altérations histopathologiques produites au niveau
du pancréas des rats soumis a la méthionine, la
coloration au trichome de Masson a été utilisée pour
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la mise en évidence des collagénes et la coloration a
I'acide périodique-Schiff (APS) pour la mise en
évidence des glycoprotéines.

Le pancréas des rats témoins (Fig.1a. b. ¢) montre
gu’il est formé de deux parties dispersées dans un
parenchyme de consistance mésentérique, l'une
prédominante composée d'acini exocrines synthé-
tisant le suc pancréatique, I'autre endocrine corres-
pondant aux ilots de Langerhans. Chaque acinus est
formé de quelques cellules séreuses a noyau paraba-
sal et a cytoplasme sombre riche en vésicules zymo-
génes. Les acini sont entourés par une lame basale et
un tissu conjonctif réduit localisé entre ces acini. Les
cellules épithéliales des canaux excréteurs sont plus
ou moins cubiques a noyau central. Les flots de
Langerhans sont de petits nodules sphériques formés
de cordons cellulaires anastomosés qui délimitent
entre eux des espaces ol circulent des capillaires san-
guins. La majeure partie de ces cellules sont les
cellules B localisées au milieu des ilots et respon-
sables de la synthese de I'insuline.

Le pancréas des animaux soumis a un excés de
méthionine est le siege d’altérations, aussi bien ma-
tricielles que cellulaires. L'analyse histologique et
histochimique met en évidence une accumulation
interstitielle de collagenes et de glycoprotéines dans
la partie exocrine du pancréas (Fig. 1e) et dans les
ilots de Langerhans (Fig. 1d), un épaississement de la
lame basale qui entoure les acini séreux (Fig. 1e), une
accumulation péri-vasculaire et péri-canalaire de
collagenes indiquant l'installation d’une fibrose (Fig.
1f, i), une stéatose pancréatique macrovacuolaire
(Fig.1h), une désorganisation de la paroi vasculaire
associée a une modulation phénotypique des cellules
endothéliales indiquant une dysfonction endothéliale

(Fig.1g).

Résultats morphométriques et quantification des
collagénes

Les surfaces nucléaires des cellules séreuses, des
cellules épithéliales et des cellules B pancréatiques
ont été déterminées, chez les rats des sables Témoins
et Expérimentés (Tableau ).

Les résultats de I'étude morphométrique ne mon-
trent aucune différence significative de la surface
nucléaire des cellules séreuses et celle des cellules
épithéliales des canaux excréteurs des animaux
expérimentés vs témoins. Cependant, une diminution
de 2,6% de la surface nucléaire des cellules B est
enregistrée chez les rats hyperhomocystéi-némiques
par rapport aux rats témoins (P<0,05). Ces résultats
suggerent une légere diminution de I'activité des
cellules B et, par voie de conséquence, une
diminution de I'activité synthétique de I'insuline.
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Expérimentés

Témoins Expérimentés

histologique du pancréas de Psam-
momys obesus Témoin (a, b, c) et Expérimentés (d-i).
Chez les rats Expérimentés, nous observons une accumulation de

Fig. 1. Structure

ollagénes fibrillaires et de glycoprotéines dans le tissu interstitiel

), les il6ts de Langerhans g et autour des canaux excréteurs (%),
une stéatose macro-vacuolaire | ), ainsi qu'une altération de la
paroi vasculaire (*¥). AS : Acinus séreux, CE : canal excréteur, IL :
6t de Langerhans, VS : Vaisseau sanguin. Fig. a, b, d, e, f, g, h:
coloration au trichrome de Masson. Fig. c, i : coloration a l'acide
périodique-Schiff. Grossissement x 1000.

Tableau I. Mesures de la surface nucléaire de certains
types cellulaires pancréatiques chez les Psammomys
témoins et Expérimentés

Surface nucléaire Témoins Expérimentés
Cellules séreuses (um?) 16,68+3,69 16,78%4,13
Cellules épithéliales(um?)  15,38+5,24 15,27+3,87
Cellules B (um?) 18,87+3,93  18,38+3,71*

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne # écart type.
L’analyse statistique est réalisée par le test de Mann-Whitney.
*p<0,05.

Les résultats de la quantification des collagenes
pancréatiques sont illustrés dans la figure 2.

La quantification des collagénes interstitiels par le lo-
giciel Image J met en évidence une augmentation de
26,15% (P<0,05), chez les rats expérimentés par
rapport aux témoins (10,18+4,07% vs 8,07+2,56%).
Ces résultats indiquent l'installation d’'une fibrose
interstitielle au niveau pancréatique, chez les rats
soumis a un excés chronique de méthionine.
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Fig. 2. Quantification des collagenes fibrillaires dans le pa-
renchyme pancréatique chez les rats témoins et expéri-
mentés

L’analyse statistique est réalisée par le test de Mann-Whitney.
p<0,05 : différence significative.

Discussion

Notre étude a pour but d’analyser I'impact d’une
hyperhomocystéinémie engendrée, chez le rat des
sables (Psammomys obesus), par une injection intra-
péritonéale de méthionine, a raison de 150mg/kg/
jour, pendant 6 mois sur I'histologie, I’histochimie et
la morphométrie pancréatiques.

L'installation d’un état d’hyperhomocystéinémie, en-
gendré par un régime alimentaire enrichi en méthio-
nine est confirmée par de nombreuses études. En
effet, 'administration chronique de méthionine a rai-
son de 200mg/kg/j pendant 6 mois, chez des rats
Wistar, provoque une augmentation de I’homocys-
téinémie de 50% [15]. De méme, I'administration per
os de 1g/kg/j de L-méthionine durant 4 semaines,
chez des rats déficients en CyL, induit une élévation
des taux plasmatiques en homocystéine [9]. Une
hyperhomocystéinémie a été signalée par Yefsah-
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Idres et al. (2016) chez le rat Wistar soumis a
500mg/kg/jour de méthionine pendant 3 mois [16].
Chez 'homme, Eleftheriadou et al. (2013) ont induit
un état hyperhomocystéinémique chez 30 volontaires
soumis a la méthionine a raison de 100 mg/kg, par
voie orale [1].

Sur le plan histomorphométrique, les coupes histo-
logiques du pancréas de Psammomys obesus, soumis
a la méthionine pendant 6 mois, ont permis
d'observer, au niveau matriciel, une accumulation
focalisée de collagénes entre les acini et dans les ilots
de Langerhans. La quantification de ces collagenes
interstitiels par I'image J a confirmé leur augmen-
tation par rapport aux témoins. L'exces de méthio-
nine est a l'origine de I'installation d’une fibrose (in-
terstitielle, péri-vasculaire et péri-canalaire) com-
posée de collagenes fibrillaires et de glycoprotéines.
Dans la littérature, peu de travaux ont concerné la
relation hyperhomocystéinémie-pancréas. En effet,
Girish et al. (2010) ont signalé que la pancréatite
chronique est associée a une hyperhomocystéinémie
[17]. De méme, Yuzbasioglu et al. (2008) ont noté
que les patients souffrant de pancréatite chronique
présentaient un taux sanguin d’homocystéine plus
élevé que celui des sujets non atteints, avec une
diminution du taux des folates [18]. Ces résultats
montrent donc que [|"hyperhomocystéinémie est
considérée comme un facteur de risque de la
pancréatite chronique. Une importante fibrose
interstitielle au niveau du pancréas est également
signalée par Bragonza et al. (2011) chez une patiente
souffrant d’une pancréatite chronique [19]. Ce role
fibrogénique de I'hyperhomocystéiné-mie ne touche
pas uniquement le pancréas mais plusieurs autres
organes. En effet, Raaf et al. (2007) I'ont observé au
niveau cardiaque, chez des rats rendus hyperhomo-
cystéinémiques [20]. Yefsah-ldres et al. (2016) ont
noté une importante fibrose hépatique chez des rats
wistar soumis a un excés de méthionine pendant 3
mois [16]. Des résultats similaires sont enregistrés
par Ghoul et al. (2017) dans les vésicules séminales
[15]. Othmani et al. (2017) ont également montré
une importante accumulation des collagenes au
niveau de I'aorte de lapines soumises a la méthionine
(500mg/kg/jour) pendant 3 mois [21]. Cette
augmentation des collagenes sous l'effet de I'Hhcy
passe par la voie de TGF-B (Transforming Growth
factor-beta) au niveau cardiaque, selon Raaf et al.,
(2007) [20]. Le TGF-B supprime l'activité des pro-
téases qui dégradent la matrice extracellulaire par
inhibition de [I'expression des métalloprotéases
(MMPs) et induit la synthése de leurs inhibiteurs
tissulaires (TIMPs), provoquant ainsi I'accumulation
des collagénes [22].
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Une stéatose pancréatique macro-vacuolaire est
observée chez les rats des sables hyperhomocystéi-
némiques. Roblin et al. (2007) ont montré, chez des
souris déficientes en certaines enzymes du méta-
bolisme de I'homocystéine, la présence d’une stéa-
tose hépatique sévére avec parfois une stéatohépa-
tite [23]. L’homocystéine permet la surexpression de
SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding Pro-teins)
qui favorise la stéatose [24].

L’étude histomorphométrique montre que I'hyperho-
mocystéinémie provoque une diminution significative
de la surface nucléaire des cellules B, permettant de
suggérer, ainsi, une diminution de la sécrétion de I'in-
suline. En effet, I'exposition des cellules B en culture
a des concentrations croissantes d’Hcy (50, 250, 1000
UM) induit une diminution dose-dépendante de la
sécrétion de [linsuline par un mécanisme
indépendant de la génération de H,0, [25].

Conclusion

Cette étude montre que I'administration chronique
de méthionine, chez le rat des sables, induit un
remodelage matriciel pancréatique, caractérisé par
une importante accumulation des collagénes fibril-
laires et des glycoprotéines, une stéatose pancréa-
tigue et probablement, une perturbation de la sécré-
tion de l'insuline par les cellules B. Ces altérations
sont similaires a celles observées en cas de pancréa-
tite chronique.
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