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Résumé
Les dérives de Nitroimidazoles sont des substances bioactives dans différents domaines, et que la position du groupement nitro sur le noyau imidazole définit, en général, leur spectre d’action. Un certain nombre d’entre eux sont utilisés pour leurs propriétés antibactériennes, anticancéreuses et antiparasitaires. Bien que l’intérêt pour cette famille de composés ait eu tendance à diminuer en raison du questionnement sur leur toxicité relative au groupement nitro et à leur mutagénicité potentielle.    
Notre travail a comme intérêt de tester l’effet de molécules nitrées synthétiques : 1Methyl -5nitroimidazo, Effets des 4-nitrobenzylalcool et 5nitroimidazo, sur des différents organes du tube digestifs et le foie du lapin par l’utilisation de technique des cultures cellulaire in vitro.        
 Les cultures ont été traitées avec différentes concentration de molécules nitrées synthétiques (12,5 – 25mM). Après un temps d’incubation de 24 heures, les explants ont été fixés dans du Bouin et ont fait l’objet d’une étude histologique.
  Nos résultats dans leurs ensembles indiquent que les molécules nitrés synthétique induisent des effets délétères sur la structure de la plupart de tissus des différents organes de tubes digestifs de lapin ainsi que le foie.

Mots clés : Nitroimidazoles, benzylalcool, tube digestif, foie, culture cellulaire.



Abstract 

The derivatives of Nitroimidazoles are bioactive substances in different domains, and that the position of the nitro group on the imidazole nucleus defines, in general, their spectrum of action. A number of them are used for their antibacterial, anticancer and antiparasitic properties. Although interest in this family of compounds has tended to decrease due to the questioning of their relative toxicity to the nitro group and their potential mutagenicity.
Our work has as interest to test the effect of synthetic nitrous molecules: 1Methyl-5 nitroimidazo, Effects of 4-nitrobenzyl alcohol and 5 nitroimidazo, on various organs of the digestive tract and the liver of the rabbit by the use of in vitro cell culture technique .
 The cultures were treated with different concentrations of synthetic nitrated molecules (12.5 - 25mM). After a 24-hour incubation period, the explants were fixed in Bouin and histologically studied.
  Our results in their sets indicate that synthetic nitro molecules induce deleterious effects on the structure of most tissues of the various organs of rabbit digestive tract as well as the liver.
Key words: Nitroimidazoles, benzyl alcohol, gastrointestinal tract, liver, cell culture.






ملخـــــــــــــــــــص 

مشتقات النيترويميدازول هي مواد نشطة بيولوجيًا في مجالات مختلفة، وأن موقف مجموعة النيترو على نواة الإيميدازول يحدد، بشكل عام، طيف عملها. يتم استخدام عدد منها لخصائصها المضادة للبكتيريا ومضادة للسرطان ومضادة للطفيليات. على الرغم من أن الاهتمام في هذه المجموعة من المركبات تميل إلى الانخفاض بسبب التشكيك في سميتها النسبية لمجموعة النيترو وطفراتها المحتملة.
عملنا له مصلحة في اختبار تأثير جزيئات النيتروز الاصطناعية: Methyl-5 nitroimidazol، تأثيرات 4-nitrobenzyl alcohol و5 nitroimidazo، على مختلف أعضاء الجهاز الهضمي وكبد الأرانب باستخدام تقنية استنبات الخلايا المختبرية.
 عولجت بتركيزات مختلفة من جزيئات النيترات الاصطناعية (12.5 -25, 25 , )mM. بعد فترة حضانة لمدة 24 ساعة، تم إصلاح explants في Bouin ودرس تشريحيا.
  تشير نتائجنا في مجموعاتهم إلى أن جزيئات النيترو الاصطناعية تحفز تأثيرات ضارة على بنية معظم أنسجة الأعضاء المختلفة في الجهاز الهضمي للأرانب وكذلك الكبد.

الكلمات المفتاحية: النيتريميدازول ، كحول البنزيلي ,الجهاز الهضمي  ، الكبد ، استنبات الخلايا .
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Le méthane (CH4) produit par les ruminants, particulièrement les bovins, contribue pour 3% environ au réchauffement de la planète. Chez le ruminant, le CH4 est un produit formé naturellement pendant le processus de fermentation microbienne des aliments dans le rumen, situé au début du tube digestif. Outre l’aspect environnemental, le méthane éructé constitue pour le ruminant une perte en énergie sous forme gazeuse estimée à environ 6-10% de l’énergie brute ingérée. La réduction de la méthanogenèse présente donc non seulement un intérêt environnemental pour l’homme et la planète, mais aussi un intérêt nutritionnel pour le ruminant (Martin et al., 2006).
	Diverses voies sont explorées dans le but de réduire la production de méthane. Des additifs inhibant les micro-organismes méthanogènes et/ou modifiant les orientations métaboliques du rumen ont été utilisées. En effet, les antibiotiques (monensine, lasalocide, salinomycine, avoparcine) ont une action inhibitrice significative sur les bactéries à Gram positif qui produisent des quantités importantes d’hydrogène. La sélection microbienne qui en résulte favorise la formation du propionate et diminue celle du méthane. L’effet inhibiteur des antibiotiques sur la méthanogenèse se maintient habituellement pendant plusieurs mois. La mise en évidence d’une résistance à la vancomycine, antibiotique utilisé en milieu hospitalier pour lutter contre des pathogènes résistants aux antibiotiques traditionnels, a été attribuée à l’utilisation abusive de l’avoparcine comme facteur de croissance en production animale. Ce constat a conduit les autorités sanitaires de l’Europe à interdire la totalité des antibiotiques comme additif alimentaire à partir du 1er janvier 2006, ce qui condamne définitivement l’utilisation de ces produits en alimentation animale (Martin et al., 2006).
	Ces données ont conduit à la recherche de nouvelles molécules ayant des effets secondaires acceptables. Différents travaux ont été réalisés dans ce sens en utilisant différents composés ayant un groupement nitro. En effet, ces derniers possèdent la capacité de réduire le méthane ruminal in vitro et in vivo. Parmi eux se trouvent les nitrates (Zhou et al., 2012). le nitroéthane, le 2-nitroéthanol, 2-nitro-1-propanol, 3-nitro-1-propionique et le 3-nitrooxypropanol (in Kheddouma et al., 2018). Kheddouma et ses collaborateurs (2018) ont également exploré l’utilisation du nitrophénol, du 5-nitrobenzimidazol et deux molécules nitrées synthétiques ABLE 244 et ABLE 245 (Kheddouma et al., 2018). 
De plus, les travaux de Smith et ses collaborateurs sur des rats males exposés pendant 2 semaines au nitrophenol à des concentrations supérieures à 2 mg n’ont pas montré d’altérations histopathologiques au niveau de l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle, colon et ceacum.
La découverte et l’identification du rôle pharmacologique des nitroimidazoles et de leurs dérivés, à savoir leur activité biologique anti-infectieuse, antibactérienne, antiparasitaire et anticancéreuse, dans les années 1953 a conduit à de multiples études afin de définir les propriétés de ces molécules. Les dérives nitroimidazole sont des substances bioactives dans différents domaines (Nair et al., 1983) et la position du groupement nitro sur le noyau imidazole définit, en général, leur spectre d’action, (Olender et al. 2009). Un certain nombre de dérivés de nitroimidazole sont utilisés pour le traitement des infections causées par les protozoaires et les bactéries anaérobies (Jokipii et al., 1981 ;Walsh et al., 2006). Néanmoins, l’intérêt pour cette famille de composés a eu tendance à diminuer en raison du questionnement sur leur toxicité relative au groupement nitro et à leur mutagénicité potentielle.
  Le benzyl alcool est un alcool primaire insoluble dans l’eau. Il est utilisé dans une large variété de formulation cosmétique et médicinale en tant que composé fragrant, préservateur, solvant et comme agent diminuant la viscosité. Dans les produits médicinaux, il est utilisé non seulement dans les antibiotiques en intramusculaire, dans les médicaments anti-inflammatoires et neuroleptiques ou dans les médicaments anti-cancéreux et cardiovasculaires intraveineux mais également de manière topic dans les produits anti-inflammatoires et anti-fongiques (Xie et al. 2015). L’un des dérivés du benzyl alcool est 4 nitro-benzyl alcool est également utilisé comme agent anti-cancéreux non mutagène (Juneja et al., 1995).

 L’étude de la toxicité in vitro semble être très complexe important dans de nombreux contextes. Des systèmes in vitro sont utilisés principalement pour le dépistage et le classement des produits chimiques et générer des profils toxicologiques complets. Ils sont également utiles pour l’étude in situ et pour évaluer les effets spécifiques tissulaires et moléculaires. De nombreuses méthodes, chacune avec ses avantages et ses limites, ont étaient développé au cours des dernières années pour évaluer la cytotoxicité des molécules                                        (Eisenbrand et al., 2002).
 Le but de notre travail est d’évaluer les effets du 1-méthyl-5-nitroimidazole, le 5 nitroimidazole et le 4 nitro-benzyl alcool sur les structures et les composants de la paroi de différents organe du tube digestif du lapin.
 Pour atteindre nos objectifs, nous avons réalisés :
· Dans une première étape, une culture cellulaire des explants de différents organes du tube digestifs de lapin a été réalisés en présence et en absence des dérivés du nitroimidazole à savoir les : 1méthyle 5 nitroimidazole, 5 nitroimidazole et 4 nitro benzylalcool ;
· Puis une étude histologique de ces explants de différents organes du tube digestifs de lapin mis en culture avec les différents effecteurs a été faite pour observer et localiser les modifications structurales possibles avec des colorations spécifiques pour chacun des constituants.
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[bookmark: _Toc11573708]I.   Les Nitroimidazoles :
[bookmark: _Toc11573709]I.1. Généralités :
[bookmark: _Toc11573710]   I.1.1. Historique :

L’histoire des nitroimidazoles a commencé en 1953 avec l’étude d’une souche de Nocardia mesenterica à partir de laquelle a été extrait un des dérivés nitroimidazoles   (2-nitroimidazole) dénommé azomycinepar par un groupe de chercheurs japonais : Maeda, Osato, Umezawa et Okami (Nakamura, 1955). Ce composé a été étudié en 1955 par le chercheur Nakamura qui a déterminé sa structure chimique.
     En 1956, de nouvelles découvertes ont été réalisées concernant les dérivés nitroimidazoles (Mathias, 2017). Horie et ses collaborateurs ont décrit l’activité de l’azomycine sur certains protozoaires notamment sur Trichomonas vaginalis. Suite à ces découvertes, le laboratoire SANOFI(Rhône-Poulenc) synthétise les 5-nitroimidazoles, autres isomères des nitroimidazoles. En 1959, ces recherches ont été à l’origine de la découverte du métronidazole, qui apparait plus efficace sur Trichomonas vaginalisque l’azomycine.
      En 1962, d’autres activités ont été identifiées notamment le potentiel antibactérien. Ce potentiel antibactérien a été validé sur les bactéries anaérobies Gram + et Gram –           (Francis et al., 1972).
Dans les années 60, une deuxième génération d’isomères des nitroimidazoles                       (5-nitroimidazole) a été développée conduisant à la synthèse et la commercialisation de trois nouveaux composés qui ont un spectre d’action commun les métronidazoles et deux autres composés destinés à un usage vétérinaire pour la lutte contre infections parasitaires (McLaughlin, 1970).  
Ces deux composés des nitroimidazoles ont été retirés du marché à cause de la découverte d’un potentiel cancérigène et génotoxique chez l’homme (Mathias, 2017).
    En 2008, en Chine, d’autres dérivés ont été développés et commercialisé  pour la prise en charge des infections à bactéries anaérobies impliquées dans les maladies inflammatoires pelviennes en prenant en considération les effets indésirables de ces dérivés par la suite en 2009, ces dériveront connu un développement clinique ( Cao et al., 2017)   .
[bookmark: _Toc11573711]  I.1.2. Propriétés :
Les nitroimidazoles sont des imidazoles hétérocycliques possédant un groupement nitro. Ils représentent un ensemble des substances actives dans différents domaines, leur spectre d’action diffère selon la position du groupement nitro sur le noyau imidazole.
L’ancienneté des nitroimidazoles a permis de mettre en valeur et d’utiliser largement de nombreuses propriétés de cette famille de molécules.
[bookmark: _Toc11573712]  I.1.2.1. Propriétés antiparasitaires :
          Les dérivés nitroimidazoles possèdent en générale la particularité d’avoir une action antiparasitaire sur certains parasites cibles notamment Trichomonas vaginales, Giardiaintestinalis, Balantidium coli. Cette famille de molécules est utilisée en générale pour le traitement des infections liées à des protozoaires.
Des nombreuses études ont montrées les différentes actions de la famille nitroimidazoles sur de nombreux parasites.
Hoffer en 1994 a placé sur les 5-nitroimidazoles en position 1 des chaînes alkyles possédant trois carbones et les composés obtenus ont donné des activités intéressantes sur Trichomonas vaginalis, Trichomonas fœtus et Entamœbahistolytica. 
Aussi, l’étude des relations structure-activité réalisée par McCowena a prouvé que la présence d’une double liaison éthylénique en position 2 du 5-nitromidazole était importante pour l’activité antiparasitaire notamment sur Trypanosoma, Entamœba histolytica et Trichomonas vaginalis. (Francis et al., 1972).



[bookmark: _Toc11573713]I.1.2.2. Propriétés antibactériennes :

Depuis la découverte du potentiel antibactérien des nitroimidazoles (SHINN, 1962), des nombreuses études ont confirmé leur activité sur différentes espèces aussi bien sur les bactéries anaérobies Gram – et les bactéries anaérobies Gram + (Francis et al., 1972).
Pour que les nitroimidazoles soit efficace, il faut qu’il arrive en quantité suffisante sur le lieu de l’infection afin d’atteindre la concentration minimale inhibitrice capable d’inhiber toute culture de bactéries et que le germe soit sensible à cette molécule. La molécule nitroimidazole pénètre par simple diffusion dans la bactérie, subit une réduction intracellulaire, se trouve ainsi activée et fabrique des produits cytotoxiques qui entraînent la mort de la bactérie. Seuls les germes anaérobies possèdent cette capacité de réduction des nitroimidazoles (transformation de la molécule par perte de son groupement nitro). Cette oxydo-réduction se fait en l’absence d’oxygène.
[bookmark: _Toc11573714]I.1.2.3. Potentiel anticancéreux :

De nombreuses tumeurs sont caractérisées par un milieu hypoxique. Il a été prouvé que les conditions hypoxiques favorisaient la croissance tumorale. 
La résistance des cellules tumorales hypoxiques à la radiothérapie et aux chimiothérapies conventionnelles demeure un problème majeur (Moulder et al., 1987). Le développement de molécules toxiques sur les cellules tumorales hypoxiques s’avère donc une nécessité.
       Comme le mécanisme d’action des nitroimidazoles implique des conditions anaérobies capables d’assurer la réduction du groupement nitro et la formation des intermédiaires cytotoxiques (Richard et al., 1983), certaines équipes se sont intéressées à tester des dérivés nitroimidazoles sur des cellules tumorales. Les résultats des tests montrent que les nitroimidazoles ont montré une réduction significative de la croissance tumorale après deux semaines de traitement. (Eduardo et al., 2013).



I.1.3. Mécanisme d’action :
Les nitroimidazoles agissent sur les protozoaires ou les bactéries anaérobies en pénétrant à travers la paroi cellulaire puis ils entrent en compétition comme accepteurs d'électrons avec des protéines transporteuse d’électrons.
En séquestrant les électrons, ils empêcheraient la libration d'hydrogène au cours de la réaction pyruvate-phosphoroclastique qui est une réaction essentielle pour le métabolisme du pyruvate et la production d'énergie chez les microorganismes. Les produits de réduction qui en résultent, se fixent sur l'ADN inhibant sa synthèse, (Francis et al., 1972).
L'action chimio thérapeutique s'explique de la même façon par réduction du 5-nitroimidazole qui induit alors sa liaison à l'ADN de la cellule sous condition d'hypoxie on d'anoxie.
[bookmark: _Toc11573715] I.1.4. Effets indésirables et toxicités :

         Les nitroimidazoles sont dans la plupart du temps bien supporter, mais en cas d’augmentation des posologies ou de durée de traitement peuvent améliorer l’apparition des effets indésirables comme : des troubles neurologiques, de névrite optique, et peut également causer des troubles hématologiques, une coloration rouge des sécrétions et un goût métallique dans la bouche.
    Le potentiel mutagène de ces composés a été observé chez les micro-organismes anaérobies.Lespremières études de mutagénicité conduites chez les organismes eucaryotes n’ont pas montré de potentiel mutagène inquiétant.  Mais des publications ont montré des potentiels cancérigènes et géno-toxique chez des rongeurs recevant ces molécules au long cours, ce qui a permis de retirés deux produits dérivés de 5-nitroimidazoles du marché.
         En général, les nitroimidazoles utilisés dans le traitement de l'infection anaérobie sont bien tolérés par les patients. Les principales cibles de toxicité sont le tractus gastro-intestinal et le système nerveux. A l'exception peut-être des effets neurotoxiques associés aux doses élevées, les signes et symptômes de toxicité sont transitoires et disparaissent peu de temps après l'arrêt du traitement. (Mathias, 2017).
[bookmark: _Toc11573716]I.2. Relation (Structure /Activité) de la famille nitroimidazole :
     Les nitroimidazoles représentent une série de substances actives dans différents domaines, (Nair et al., 1983), la position du groupement nitro sur le noyau imidazole définissant leur spectre d'action (Olender et al., 2009).  Parmi ses dérivées :
· Les 5-nitroimidazoles (figure 1) possèdent une activité antibactérienne originale s'exerçant sur les bactéries anaérobies strictes et ont fait l'objet de nombreux travaux comme composés anticancéreux pour leur activité radio sensibilisante.  
[image: ]    






Figure 1 : 5-nitroimidazole
(Mathias, 2017).
· la N-méthylation du 5-nitroimidazole a fait l'objet de plusieurs travaux qui ont permis d'en comprendre le mécanisme (Beaman et al., 1963 ; Cosar et al., 1966) et Par action du diméthylsulfate et en alcoolisant par addition d'ammoniaque, on isole                         le1 methyle 5 nitroimidazole (figure2), avec 55% de rendement,   l'introduction dans la chaîne R' d'une fonction alcool entraîne une diminution notable de la toxicité sans grande modification des activités in vitro et in vivo. 
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Figure 02 : 1-méthyle 5 nitroimidazole
(Mathias, 2017).
[bookmark: _Toc11573717]I.2.1. Fonctionnalisation des positions :

a. Fonctionnalisation de la position 1
La fonctionnalisation de la position 1 permet de modifier le profil d’activité et d’influencer les paramètres pharmacocinétiques des 5-nitroimidazoles (Videa et al., 1978).

b. Fonctionnalisation de la position 2 
    La synthèse de dérivés du dimétridazole portant un groupement éthylénique                       en position2 a conduit à deux composés jusqu’à 50 fois plus actifs que le métronidazole sur des souches de G. lambliaet de T. vaginalis résistantes au métronidazole.                                                                        (Purot et al., 1999 ; Upcroft et al., 2006).
 L’inconvénient de ces composés est leur mutagénicité et leur génotoxicité trop importantes. Par exemple, le composé portant une fonction lactone éthylénique en position 2 était 2683 fois plus mutagène et 2233 fois plus génotoxique que le métronidazole.                  (De Méo et al., 1992).
c. Fonctionnalisation des positions 1 et 2 du noyau 5-nitroimidazole :
  Un large programme de synthèse de 5-nitroimidazoles utilisant le click chemistry : est une classe de réactions chimique biocompatibles utilisées pour joindre à un substrat choisie une biomolécule spécifique, a conduit à la découverte d’un composé 100 fois plus actif que le métronidazole sur une souche de G. lamblia résistante au métronidazole. Ce composé est substitué en position 2 par une fonction éthylénique, et en position 1 par un triazole.
d. Fonctionnalisation de la position 4 :

    La fonctionnalisation de la position 4 du noyau 5-nitroimidazole a montré que la présence d’un substituant en position 4 influençait considérablement la mutagénicité des 5-nitroimidazoles. En effet, l’ajout d’un groupement méthyle en position 4 du ronidazole permet d’obtenir un composé dont la mutagénicité représente uniquement 1% de celle du ronidazole. Cependant, l’activité sur T. fœtus est également diminuée. Le composé portant une chaîne éthanol en position 4 s’est révélé le moins mutagène, avec seulement 0,28% de la mutagénicité du ronidazole.
· Les dinitroimidazoles ont montré une activité de radio-sensibilisateur notable, possèdent une activité antiprotozoaire et antibactérienne, et quelques-uns d’entre eux sont des antiépileptiques.
· Les 4-nitroimidazoles sont beaucoup moins répandus que les 5- nitroimidazoles du fait de leur difficulté d’accès, néanmoins certains de ces dérivés ont montré des activités biologiques intéressantes tel que l'Azathioprine, médicament utilisé pour la première fois dans le domaine des chimiothérapies. , (Mishra et al., 2012).
Quelques dérivés de 4-nitroimidazole : 
1. Les 1-méthyl-4-nitroimidazoles substitués en position 5 par exemple, ont montré des activités biologiques intéressantes (anti-leishmania, anti-amoebique, antiparasitaire et anthelminthique), (Shafiee et al., 1989), alors que le 2-bromo-4-nitroimidazole est un anesthésique qui est aussi utilisé aussi comme un agent antiallergique, antibiotique et antimicrobien.
2. la synthèse de nouvelle série de dérivés du 5-piperazinyl-4- nitroimidazole poly substitués, et évalué leur activité anti-HIV en culture cellulaire. Ils ont trouvé que parmi les dérivés testés, qui inhibent la reproduction du virus HIV,                                   (Al-Soud et al., 2007).








II. [bookmark: _Toc11573718]Benzylalcool :
Est un alcool primaire de formule semi-développer C6H5CH2OH , c’est un liquide incolore insoluble dans l’eau. Il est découvrir par l’action de l’hydroxyde de potassium sur le benzylaldéhyde comme un solvant. L’alcool benzylique a été utilisé comme solvant polaire pour le conditionnement par di-électrophorèse des nanofils, (Alex et al., 2006). 
Il est utilisé dans la formulation cosmétique, et médicinale en tant que composé fragrant, et comme un médicament anti-inflammatoire et neuroleptique ou dans les médicaments anti-cancéreux non mutagène et cardiovasculaires intraveineux, anti-inflammatoires et antifongiques (Xie et al. 2015).                                
        Dans une faible concentration l’benzylalcool a utilisé comme un antiseptique dans le traitement intraveineux. Le benzylalcool a été recours en solution 5% pour lutte contre les poux chez les enfants, (Sciele Pharmaceuticals, Inc., avril 2009) 
Le benzylalcool possède plusieurs dérives comme le 4 nitro benzylalcool (figure 3).
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Figure 03 : 4 nitrobenzylalcool
(Mathias, 2017).




[bookmark: _Toc11573719]III. La technique de culture :
[bookmark: _Toc11573720]III.1. Généralité :
[bookmark: _Toc11573721] III.1.1. Définition :
            Ce sont des cultures in vitro de cellules, de tissus et d'organe dans un milieu artificiel de composition connue et sans variation dues au métabolisme.
Ces techniques récentes sont liées au développement des biotechnologies. Elles ont pour but d'étudier des phénomènes physiologiques, des mécanismes biochimiques sans avoir recours à l'expérimentation in vivo. (Marie,et al., 1966)

[bookmark: _Toc11573722]  III.1.2. les principales conditions de la culture cellulaire :
1. Oxygène : Les cellules animales sont aérobies strictes, l’apport d’oxygène est donc indispensable.
2. Température : Les cellules doivent être placées à la température qui correspond à celle de l’organisme généralement à 37°C.
3. pH : Les cellules doivent être placées au pH qui correspond à celle de l’organisme dont elles sont issues.
4. Osmolarité : Afin de prévenir l’augmentation de l’osmolarité du milieu due à l’évaporation, l’atmosphère de l’incubateur doit être saturée en vapeur d’eau (humidité à 84-85%).

[bookmark: _Toc11573723]III.2.Les étapes initiales de la culture cellulaire 
La culture cellulaire peut faire appel à de nombreuses techniques différentes, mais il existe des grandes étapes qui restent universellement utilisées et appliquées dans tous les laboratoires.  
[bookmark: _Toc11573724]III.2.1. Etablissement de la culture primaire 
Lorsque les cellules sont prélevées chirurgicalement d'un organisme et placées dans un environnement de culture approprié, elles se fixent, se divisent et prolifèrent. C'est ce qu'on appelle une Culture primaire.


[bookmark: _Toc11573725]III.2.1.1. Origine Obtention des cellules
On distingue 2 types des cellules dans l’organisme : les cellules circulantes ou libres (sang, lymphe, ascite….) et les cellules cohésives (prélèvement tissulaire). 
Les cellules circulantes sont obtenir facilement par centrifugation différentielle, alors que les cellules cellule cohésive peuvent être obtenues grâce à 2 procéder :
•	Migration cellulaire à partir d’explant 
•	Dissociation du tissu avec libération des cellules.
a. Etablissement de la culture à partir d’un tissu solide :
	a.1. Méthode de dissection mécanique
Cette méthode est la plus ancienne, elle a permis aux précurseurs de la culture de tissu d'obtenir les premières cellules in-vitro, la méthode de dissection consiste à couper en fragment d'environ 1 à 4 mm3  le tissu que l'on réduit encore à l'aide de pince. Ces fragments sont ensuite placés dans un flacon de culture contenant un milieu nutritif.  Les cellules vont migrer à partir des différents fragments puis se multiplier. Cette méthode s'appelle également la méthode des explants. (Marie,et al., 1966)
	a.2. Méthode enzymatique
Les enzymes utilisées sont des enzymes protéolytiques qui digèrent la trame protéique qui entoure les cellules. On utilise souvent la trypsine à une concentration de 0,5 à 2,5 g/l dans une solution saline.
 La méthode par dissection est souvent utilisée quand le tissu à mettre en culture est très petit. L'obtention nécessaire pour avoir des couches cellulaires confluentes est relativement long (environ 30 jours). La méthode enzymatique est beaucoup plus rapide avec un bon rendement mais certaines cellules à membrane fragile peuvent être lésées par cette méthode.
  b. Etablissement de la culture à partir d’une suspension cellulaire :
Comme la plupart des cellules ont besoin d'un support pour croître, il faut donc trouver un artifice pour maintenir la plupart de celles-ci en suspension.Laculture en suspension unicellulaire est généralement réalisée. Les cellules acquièrent progressivement la capacité de se développer librement dans le milieu. Les limitations diffusionnelles s’en trouvent ainsi réduites aux seules zones dans lesquelles l’agitation ne permet pas l’homogénéisation suffisante du milieu de culture (cas des systèmes à grande échelle essentiellement). En effet, en raison de la fragilité accrue des cellules libres vis-à-vis des contraintes de cisaillement,        le niveau d’agitation reste faible dans les réacteurs de cellules animales par comparaison aux procédés fermentaires. (Marie,et al., 1966)

[bookmark: _Toc11573726] III.2.2. Méthodes de culture
[bookmark: _Toc11573727]     III.2.2.1. Méthode de culture stationnaire ou en monocouche
Les cultures monocouches sont généralement cultivées dans des boîtes, flacons T, flacons roulants ou plaques multi puits traités pour la culture de cellules, le choix sefaisant en fonction du nombre de cellules nécessaires, de la nature de l'environnementde culture, du coût et des préférences personnelles. Les cultures en suspension sont généralement cultivées :
a. dans des flacons Spener (rotation magnétique) ou dans des Erlenmeyersagités dans lesquels les cellules sont activement gardées en suspension dans le milieu ;
b. dans des récipients de culture stationnaires comme les flacons T et les bouteilles dans lesquels, bien qu'elles ne soient pas maintenues en agitation, lescellules sont incapables de se fixer fermement au substrat.
De nombreuses lignées cellulaires, surtout celles dérivées de tissus normaux, sont considérées comme adhérentes, c'est-à-dire qu'elles poussent uniquement lorsqu'elles adhèrent à un substrat leur convenant.

[bookmark: _Toc11573728]  III.2.2 2. Méthode de culture en suspension
Certaines lignées cellulaires qui ne sont plus considérées comme normales appelées également cellules transformées sont souvent capables de croître soit fixées à un substrat soit en flottant librement en suspension ; elles sont en suspension. De plus, certaines cellules normales, comme celles trouvées dans le sang, ne se fixent pas normalement aux substrats et poussent toujours en suspension. (Marie,et al., 1966)





[bookmark: _Toc11573729]III.3. L’entretien de la culture :
[bookmark: _Toc11573730]III.3.1. Composants de base des milieux de culture
Le milieu de culture a pour but de reproduire le plus fidèlement possible les conditions de l'environnement cellulaire in vivo, permettant ainsi aux cellules à la fois de survivre mais aussi de se multiplier tout en conservant leurs fonctions cellulaires principales.
1. Les constituants minéraux : minéraux sont des ions indispensable et constituent la base des solutions salines, joue le rôle d’un tampon. Ces constituants minéraux permettent la survie de la cellule. 
2. Les substances énergétiques : sont des substances énergétique sont généralement le glucose ou la glutamine principale source d'énergie in vitro, elle alimente la néoglucogenèse
3. Les acides aminés : Les acides aminés sont les principaux pourvoyeurs d’azote, et sont impliqués dans la biosynthèse des protéines et des nucléotides chez les mammifères. Treize acides aminés sont dits essentiels pour les cultures de cellules animales. Il s’agit de l’arginine, la cystéine, la glutamine, l’histidine, l’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le tryptophane, la tyrosine et la valine. Les concentrations en acides aminés sont variables en fonction du milieu de culture considéré.
4. Les vitamines et autres substances : Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité, qui ne peuvent pas être synthétisées et doivent donc entrer dans la composition du milieu de culture. Ce sont des vitamines hydrosolubles
5. Les facteurs de croissance : les milieux de base ne suffisent pas à couvrir seuls les besoins nutritifs de la cellule et un ajout de sérum de veau fœtal (SVF) de 5 à 20% (v/v) doit les compléter. Mis à part son rôle nutritif, le SVF a un effet tampon sur le milieu de culture, permet d’inhiber les protéases, et favorise l’attachement des cellules adhérentes. La composition du sérum est complexe et variable d’un lot à un autre. Il contient de fortes concentrations en protéines ce qui peut compliquer la purification de la protéine recombinante d’intérêt. il comporte également des enzymes hydrolytiques. (Michele Kedinger et al., 1987).

[bookmark: _Toc11573731] III.3.2. Les différents types de milieux
La survie et la croissance cellulaire reposent sur des conditions environnementales et nutritionnelles bien précises et définies. Pour maintenir les besoins nutritifs, les cellules sont cultivées dans des milieux dont la composition répond à leurs besoins vitaux.
 Il y a 2 types de milieux de culture différents : les milieux semi-synthétiques qui nécessitent l’ajout de sérum pour optimiser la survie et la croissance cellulaire, et les milieux définis de composition parfaitement connues et suffisant à eux-mêmes. Quel que soit le milieu utilisé, il est classiquement rajouté, dans le but d’optimiser la croissance cellulaire, un système tampon, un indicateur colorimétrique de pH comme le rouge phénol, ainsi que des antibiotiques tels que la pénicilline et la streptomycine.
[bookmark: _Toc11573732] III.3.2.1. les milieux semi-synthétiques
Qui composé d’un milieu de base contenant tous les éléments nutritifs nécessaires, et de l’ajout de sérum à raison de 10% permettant ainsi d’optimiser la croissance cellulaire.
   a)- Les milieux de base :
Est un milieu capable de supporter la croissance cellulaire d’un grand nombre de types cellulaires. Dans les années 50, Harry Eagle met au point un milieu de base, appelé le milieu de base Eagle (BME : Eagle’s Basal Medium). C’est à partir de ce milieu et des nombreuses modifications qui lui ont été apportées au fil du temps que sont nés la majorité des autres milieux de base couramment utilisés :
· Le milieu MEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) avec augmentation du taux d’acides aminés par rapport au milieu BME.
· Le milieu DMEM (Dulbecco Modified Eagle's Medium), milieu dérivé du milieu BME, Contenant4 fois plus de vitamines, acides aminés et glucose que la formule originale.
· Le milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco Medium), dérivé du milieu DMEM, et conçu spécialement pour la culture de cellules hématopoïétique ; il est caractérisé par la présence de sélénium, d’acides aminés et de vitamines supplémentaires, de pyruvate de sodium et par l’utilisation d’une solution tampon type HEPES.


· Le milieu GMEM (Glasgow Minimum Essential Medium), dérivé du milieu BME et conçu pour étudier les facteurs influençant sur la fonctionnalité cellulaire. Il est particulièrement enrichi en vitamines et acides aminés. (Michele Kedinger et al., 1987).
b)- Les sérums
Les composants du milieu de base sont essentiels pour la croissance et la survie cellulaires, mais pour optimiser ces effets, l’ajout de sérum permet d’apporter des éléments-clés indispensables à la prolifération et au maintien de la différenciation cellulaire. Le sérum est additionné au milieu de culture à raison de 10 %, mais certains laboratoires utilisent des concentrations plus élevées de sérum, pouvant monter jusqu’à 20%, pour optimiser la croissance cellulaire. Cette technique n’est pas idéale car plus le sérum est présent en grande quantité, plus la croissance des fibroblastes est privilégiée par rapport à celle des cellules tumorales qui y sont moins réceptives.

[bookmark: _Toc11573733]   III.3.2.2. Les milieux définis :

Ils contiennent les mêmes constituants que les milieux semi-synthétique mais tout est quantifié. Ces milieux, bien adaptés à la culture cellulaire, peuvent être adaptés à la production, cependant ils sont chers car tous les constituants sont hautement purifiés.
 









[bookmark: _Toc11573734] IV.	Le tube digestif du lapin
[bookmark: _Toc11573735]IV.1. Structure de tube digestif du lapin
Le tube digestif est constitué par l’ensemble des organes qui concourent à la digestion qui commence à la bouche et se termine à l’anus. (Vernay et al. 1975) .
A ce tube sont annexées des formations qui interviennent soit dans la préhension des aliments (dents) soit dans la digestion proprement dite (glandes annexes : foie, pancréas). 
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Figure 4 : structure de tube digestif du lapin
(Lebas et al., 1979).







[bookmark: _Toc11573736]IV.2. Histologie de tube digestif du lapin
Le tube digestif est un organe composé de quatre couches distinctes qui sont, de l’intérieur vers l’extérieur : une muqueuse, une sous-muqueuse, une musculeuse et une adventice ou séreuse. 
La disposition du composant musculaire est relativement constante tandis que l’aspect de la muqueuse varie dans les différentes régions. (Lebas et al., 1979).
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Figure 5 : les organes de tube digestif du lapin
(Lebas et al., 1979)

[bookmark: _Toc11573737]IV.2.1. L’œsophage :

L’œsophage est un organe qui fait partie du tube digestif. C’est un long tube musculaire qui relie le pharynx à l’estomac 
Il est composé de trois couches de muscles striés qui s’étendent sur tout son long. Le cardia est bien développé et est positionné au milieu de la petite courbure de l’estomac ce qui rend tout vomissement impossibles (Vernay et al. 1975).
La paroi de l’œsophage est constituée de plusieurs couches (figure 5) De l’intérieur vers l’extérieur, on distingue :
· la muqueuse ou couche interne de l’œsophage. Elle est en contact avec l’intérieur de l’œsophage appelé lumière. Elle est elle-même formée de plusieurs types de cellules dont celles constituant l’épithélium qui assure sa protection. 
· la sous muqueuse qui soutient la muqueuse. Elle contient des vaisseaux sanguins et des nerfs. On retrouve également des glandes qui sécrètent du mucus, substance qui permet de garder l’œsophage humide et lubrifié pour permettre la déglutition.
· la musculeuse. Elle est constituée de deux couches musculaires qui se contractent de manière réflexe et permettent ainsi la progression du bol alimentaire vers l’estomac.
· la couche externe (ou adventice) qui recouvre une partie de l’œsophage. 
[image: ]
Figure 6 : la paroi de l’œsophage
(Institut national du cancer, L’œsophage)

Le rôle de l’œsophage est de faire progresser les aliments et les liquides de la bouche vers l’estomac où ils sont digérés et cela grâce aux mouvements de contraction réflexe de ses fibres musculaires lisses (péristaltisme).
[bookmark: _Toc11573738]IV.2.2. L’intestin :

C’est la partie de tube digestif qui commence au pylore et se termine à l’anus. La première partie est étroite et relativement longue ; c’est l’intestin grêle. L’autre est en général beaucoup plus volumineuse, c’est le gros intestin. La limite entre les deux est marquée par la valve ou papille iléale. L’intestin grêle diffère du gros intestin par les particularités de sa muqueuse, que caractérise la présence de villosités. Les différents segments possèdent une structure histologique très comparable et il n’est pas possible de distinguer en microscopie lejéjunum de l’iléon ou le colon distal du rectum. (Lebas et al., 1979).
[bookmark: _Toc11573739]IV.2.2.1. L’intestin Grêle

Il fait suite à l’estomac et s’étend du pylore à l’ostium iléal. Il est constitué de trois segments successifs et inégaux : le duodénum, le jéjunum, de loin le plus long, et l’iléum (ou iléon).
Comme dans le reste du tube digestif, il existe partout quatre tuniques : muqueuse, sous-muqueuse, musculeuse et séreuse.
A cet étage du tube digestif, on observera des caractéristiques histologiques spécifiques notables au niveau de 2 des 5 tuniques constitutives du tube : la muqueuse et la sous-muqueuse (au niveau du duodénum seulement).
· La muqueuse peut être décrite en deux étages : un étage des villosités et un étage des glandes (ou cryptes) de Lieberkühn.
· L’étage des villosités
Comporte les villosités intestinales, expansions de la muqueuse vers la lumière, avec un axe velléitaire tapissé par l’épithélium de surface.
L’épithélium de revêtement intestinal est un épithélium prismatique simple constitué de plusieurs types cellulaires. On y rencontre 4 types cellulaires : des en térocytes, des cellules caliciformes, des cellules neuroendocrines et au niveau del’iléon, appartenant au système immunologique, des cellules « M ».*

· L’étage des glandes
Comporte des glandes (ou cryptes) de Lieberkühn invaginées en doigt de gant.On y observe cinq types cellulaires : des cellules caliciformes, des entérocytes, descellule« intermédiaires», des cellules neuroendocrines et au fond des cryptes, descellules de Paneth.
La musculaire muqueuse
Est sans particularité histologique locale.
· La sous-muqueuse
Possède des soulèvements macroscopiques permanents (de l’ordre du centimètre) quiconstituent les « valvules conniventes ».
La tunique conjonctive de la sous-muqueuse est banale sauf au niveau du duodénum où elle contient des glandes muqueuses tubuleuses composées appelées « glandes de Brunner », Par un canal excréteur, le mucus s’évacue au fond des cryptes de Lieberkühn après traverséede la musculaire-muqueuse.
· La musculeuse
· La séreuse
[bookmark: _Toc11573740]IV.2.2.2.Côlon :

         Aussi appelé gros intestin grêle et forme la dernière partie du système digestif. Il est constitué de plusieurs parties :
· Le caecum (d’où part l’appendice vermiforme) ;
· Le colon ascendant (droit) ;
· Le colon transverse 
· Le colon descendent (gauche) ;
· Le colon sigmoide ;
· Et le rectum.

  Le colon commence au niveau de l’ampula coli du caecum. Il se caractérise par des haustrations et son aspect segmenté. Il se divise en plusieurs segments : le colon ascendant, transverse et descendant. Le colon ascendant se divise lui-même en 4 parties, la première fait environ 10 cm de long et comporte 3 bandes longitudinales ou tænias qui séparent des rangées d’haustration. Cette partie du colon comprend des petites protrusions de 0,5mm de diamètre au niveau de la muqueuse. La deuxième partie fait environ 20 cm de long et a un seul tænia et moins d’haustration. La troisième partie s’appelle le fusus coli qui est une zone musculaire d’environ 4 cm qui s’ouvre dans la quatrième section du colon ascendant. Cette quatrième section ne peut être distinguée du colon transverse et descendant. Le fusus coli est un pacemaker qui contrôle l’excrétion des deux types de fèces du lapin. (Yasmine ,2008).
Fonctions du colon :
  Son rôle est principalement d’éliminer les déchets, d’absorber l’eau, de maintenir l’équilibre hydrique et d’absorber certaines vitamines. Le chyle provenant de l’intestin grêle est dépourvu de la quasi-totalité (90%) des nutriments déjà absorbé par le système digestif. Le chyle se mélange dans le colon avec le mucus et les bactéries intestinales pour former la matière fécale. Les bactéries capables de digérer les fibres forment de nouvelles molécule que le colon est alors capable d’assimiler. (Lebas et al., 1979).
Le colon du lapin séparé par le fusus coli 
· Colon proximale 
· Colon distal
· le fusus coli est la pace-maker 
· Zone de 3-4 cm
Le colon proximal possède 2 zones fonctionnelles :
· Zone abouchée au caecum
Contenant un contenu identique à celui de caecume et animée de mouvement péristaltique et antipéristaltique.
· Zone abouchée au fusus coli 
[image: D:\Master 2\Rapport de stage\PAM412\file\Capture1.PNG]







                                      Figure 7 : Structure de l’intestin
                                                                 (Yasmine ,2008)
[bookmark: _Toc11573741]IV.2.3. Caecum :

Le cæcum est la première partie du côlon, un organe appartenant au système digestif des mammifères. Il est formé d'un sac auquel s'abouche l'orifice de la valvule iléo-cæcale. C'est au niveau de cette valvule que l'iléon se déverse dans le côlon. Chez l'humain, l'appendice est appendu au cæcum. (Lebas et al., 1996).
 Les rongeurs, mais aussi d'autres espèces animales notamment herbivores, sont dotés d'un cæcum de taille relativement importante et rempli de bactéries facilitant la digestion des fibres alimentaires (Microbiote intestinal), que les sucs digestifs ne peuvent digérer. 
         La position de l'appendice vermiforme étant sujette à de nombreuses variations, on peut avoir un appendice rétro-cæcal, ou sous-cæcal par exemple.
· Fonction de caecum :
Le caecum est une poche correspondant à la première partie du colon, faisant suite à l’iléon de l’intestin grêle. La valvule iléo-caecale régule l’entrée du bol alimentaire dans le caecum, qui transmet ensuite les aliments en digestion vers le colon ascendant.
[bookmark: _Toc11573742]IV.2.4. Appendices Caecale

L’appendice iléo-cæcal (aussi appelé appendice vermiculaire ou appendice tout court) est une petite excroissance du cæcum.

a. Description de l’appendice :
  L’appendice est un diverticule creux appendu à la surface médiane du cæcum, 3 cm au-dessous de l’abouchement iléal. Sa taille est variable : de 6 à 12 cm de longueur sur 4 à 8 mm de diamètre. Il est vascularisé par l’artère appendiculaire, provenant de l’artère iléo-bicæco-appendiculo-colique, et suit le bord libre du méso côlon. C’est une vascularisation terminale.
b. Rôle de l’appendice :	
  Lapin peut vivre sans appendice, mais cet organe contient des cellules immunitaires utiles pour la coordination de la réponse intestinale aux attaques de microorganismes pathogènes ; il peut ainsi contribuer au maintien des équilibres de la flore intestinale. On y retrouve parfois des objets durs, comme de la grenaille de plomb toxique, issue des cartouches de chasse qu’il abriterait une flore bactérienne bénéfique, antagoniste des bactéries pathogènes qui s'installent. L'appendice tiendrait un échantillon de cette flore en réserve au cas où une grave infection digestive et la diarrhée qu'elle provoque évacueraient le biofilm des bactéries mutualistes.
[image: D:\Master 2\Rapport de stage\PAM412\photo\f09c6318f5_50034384_caecum-dr.jpg]           







Figure 8 : structure de cæcum et l’appendice dans le tube digestif du lapin.
(Futura-Sciences, partie du tube digestif)




c. Situation et rapports anatomiques de l’appendice :	
L'appendice en situation pelvienne.
La situation et les rapports de l’appendice dans l’abdomen sont très variables et l’on ne peut à proprement parler de situation anatomique « normale. » Cette situation peut être :
•	rétro-cæcale (dans 65 % des cas) ;
•	pelvienne (dans 31 % des cas) ;
•	para colique (en arrière du cæcum) ;
•	méso-cœliaque : vers la grande cavité péritonéale.

[bookmark: _Toc11573743]V. Le foie de lapin 

Le foie est un organe essentiel de l’organisme il fait partie de l’appareil digestif, il est connu essentiellement pour son rôle dans la digestion, Mais il possède également d’autres fonctions indispensables dans l’organisme.
 Le foie est l’organes les plus volumineux du corps , il est composé de deux parties appelées lobes : un lobe droit volumineux et un lobe gauche plus petit
Il est constitué à 80 % d'hépatocytes, mais d'autres types cellulaires sont également présents notamment cellules des canaux biliaires, endothéliales, cellules immunitaires.... Les cellules hépatiques sont regroupées en lobules hépatiques, eux-mêmes assemblés grâce à du tissu conjonctif. (Pétrissant et al., 1974).
 Le foie a certaines particularités au niveau anatomique : 
▪ Sa vascularisation double qui est particulière car elle se fait à la fois au-dessus et en-dessous du foie : pédicules sus et sus-hépatiques. 
▪ Un apport qui se fait à la fois par un système artériel et par un système veineux. Le système porte apporte plus de sang au foie que le système artériel hépatique. 
▪ Le foie possède un propre appareil excréteur correspondant aux voies biliaires qui permettent l’excrétion de la bile
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                                                    Figure 9 : Anatomie de foie.
(Institut national du cancer, Anatomie du foie)

· Structure du tissu hépatique 
Le foie est constitué de millions de lobules hépatiques entre lesquels circulent : 
- les vaisseaux sanguins qui alimentent les lobules et collectent les substances qu'ils produisent
 - des canaux biliaires qui collectent la bile produite par les lobules. 
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Au centre de chaque lobule hépatique, une veine Centro lobulaire collecte le sang qui quitte le lobule, Chaque lobule est constitué de milliers de cellules hépatiques. Elles sont organisées de façon complexe pour assurer d'une part la production et l'écoulement de la bile, et d'autre part les échanges avec le sang. (Pétrissant et al., 1974).
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[bookmark: _Toc11573745]II.1. Matériel
[bookmark: _Toc11573746]II.1.1.Matériel biologique 
Les différents organes du tube digestif utilisés dans notre travail appartiennent au lapin local.
Les organes ont été prélevés au niveau de notre laboratoire et récupérés immédiatement après sacrifice de l’animal et ont été ensuite mis en culture dans des conditions adéquates de notre étude.
[bookmark: _Toc11573747]II.1.2. Milieux de culture et réactifs
A. Le milieu de culture 
Les réactifs utilisés sont tous de sigma :
· DMEM : Dulbecco milieu minimum essential d’Eagle.
· SVF : sérum de veau fœtal.
· DMSO : Le diméthylsulfoxyde
· HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique.
La composition de Le milieu de culture :
Le milieu de culture utilisé dans notre travail est le DMEM additionné au SVF à 10 % et de 0.10 % de DMSO et 20 mM de HEPES.  Les antibiotiques ajoutés au milieu sont suit : 100 UI/ml de pénicilline, 100µg/ml de gentamicine et 100µg/ml de streptomycine.
B. Les molécules nitrées synthétiques 
Les molécules nitrés synthétiques utilisés dans notre travail sont : 1-Methyl -5nitroimidazol, 4-nitrobenzylalcool et 5-nitroimidazol.elles ont été fourni aimable par le professeur Arhab. ( université d'oum el bouaghi).
 Les concentrations utilisées sont comme suit : le 1-Methyl-5 nitroimidazole à 25 mM, le 4-nitrobenzylalcool à 25 mM et le 5-nitroimidazol à 12,5 mM.
Le 5-nitroimidazol a été dissout dans de l’acétone à 0,1 % et du DMSO à raison de 0,1 % alors que les deux autres dérivés ont été dissout dans du DMSO à 0,1 % uniquement.
[bookmark: _Toc11573748]II.2. Méthodes  
Tous les toutes les étapes sont fait aux niveaux d laboratoire de faculté de science naturelles de la vie 
[bookmark: _Toc11573749]II.2.1 .Culture des différents explants de tube digestif
Après avoir sacrifié l’animal, nous avons récupéré les organes dans une zone stérilisée avec des becs benzène et les avons nettoyés avec du PBS avant de les mettre dans le milieu de culture. Ensuite sous la hotte à flûx laminaire, des organes ont été découpés avec une paire de ciseaux puis avec un scalpel en petits explants.
Les explants ont été déposés dans les puits de plaques de culture de 24 puits contenant le milieu de culture en présence ou en absence des différents dérivés nitrés synthétique (1Methyl -5nitroimidazol, 4-nitrobenzylalcool et 5-nitroimidazol) à raison de 1.5 ml/ puit.
La culture des explants est incubée pendant 24 h 37 C° dans une atmosphère humide à 5% de CO2.
Après l’incubation, les explants des différents organes du tube digestif des différents cultures traitées ainsi que celles des cultures témoins ont été récupérés et conservés dans le liquide de Bouin jusqu’à leur utilisation.
[bookmark: _Toc11573750] II.2.2.Etude histologique 
Nous avons utilisé la technique histologique afin d’étudier les différents constituants histologiques des différents organes du tube digestif du lapin. Nous avons utilisé la coloration topographique pour nous aider à l’observation et l’identification des différents constituants histologiques cibles de notre étude.
Pour l’étude des différents tissus de tube digestif de lapin, nous avons préparé des coupes histologiques et les avons observés à l’aide d’un microscope optique.
Afin de réaliser des coupes histologiques, nous sommes passés par plusieurs étapes à savoir la coupe des explants en lamelles extrêmement fines par un appareil qui est le microtome après leur enrobage à paraffine.
[bookmark: _Toc11573751] II.2.2.1 Fixation :

 La fixation a pour but d’empêcher l’altération spontanée des tissus par autolyse et elle permet d’immobiliser les tissus, de les conserver et les durcir. Cette étape doit se faire immédiatement après le prélèvement des tissus du milieu de culture, par immersion de l’explant dans le fixateur.
Les fixateurs les plus utilisés sont en générale le formol et le Bouin et la durée de fixation des tissus varient de quelque heure à quelques semaines selon le liquide fixateur ainsi que le volume de prélèvement.
Dans notre travail nous avons fixé les différents échantillons dans le Bouin pendant 48 heures.
[bookmark: _Toc11573752] II.2.2.2 Inclusion

L’inclusion a pour but de faire pénétrer la paraffine dans les tissus à étudier et les durcir afin de les couper en tranches minces, cette substance doit être optiquement neutre et susceptible d’être ultérieurement éliminé.
L’inclusion se fait par 3 étapes :
1. Déshydratation : 
Puisque la paraffine n’est pas miscible à l’eau donc on va passer par l’étape de déshydratation pour que la paraffine puisse être inclue dans le tissu.
Cette étape consiste à faire passer le tissu dans des bains d’alcool par ordre 70°, 96°, 100°. Chaque bain se répète 2 fois pour assurer que l’eau contenue puisse être remplacé correctement par l’alcool.
Après cette déshydratation des différents explants du tube digestif, on plonge le tissu dans le solvant organique, le xylène, car l’alcool n’est pas miscible à la paraffine. Le xylène a l’avantage de pénétrer rapidement dans le tissu mais il peut les durcir considérablement c’est pour ça que la durée des bains est limité.
2. Imprégnation à la paraffine :
On plonge les explants dans deux bains successifs de paraffine de 1h chacun afin d’éliminer totalement le xylène. Cette étape s’effectue dans une étuve réglée à la température de fusion de la paraffine (T° à 60°c) afin de permettre une pénétration homogène.
3. Coulage des blocs :
Cette étape est réalisé dans des moules appelés les barres de leuckart, ces moules ont pour but d’orienter convenablement les organes dans des blocs de paraffine refroidie.
On saisit l’organe avec une pince chauffée puis placée dans les moules rempli de paraffine liquide selon le plan de coupe désiré. Cette opération doit être rapide et on doit faire attention pour éviter la formation des bulles d’air.
[bookmark: _Toc11573753]II.2.2.3 Collage des coupes sur les lames : 

Après le coulage des blocs, le bloc de paraffine est taillé sur les quatre côtés de façon à enlever le plus de paraffine possible afin que sa largeur soit compatible avec la taille des lames. Les tranches de section sont coupées au scalpel à une longueur compatible avec celles de la lame.
Les blocs sont fixés sur le microtome d’une manière qu'il soit parallèle avec la lame de rasoir. 
La manette tourne environ un tour par seconde de manière à avoir des tranches fines (un ruban) de paraffine comportant des coupes de tissu. 
Après l’obtention des coupes de rubans, on les place sur une lame en verre contenant quelques gouttes de gélatine pour déplisser les rubans.
Le collage est réalisé sur une plaque chauffante réglée à 40°C. La gélatine va coller les coupes des rubans sur la lame en verre.
Les lame sont laissées à sécher sur la plaque chauffante pendent une nuit à 40°C.
· Déparaffinage et hydratation des coupes : 
Après le séchage, les lame sont déparaffinées et hydratées.
Le déparaffinage assure la pénétration des colorants dans le tissu car les colorants utilisés sont des solutions aqueuses qui ne peuvent pas pénétrer si la paraffine n’est pas enlevé, l’hydratation a pour objet de remplacer la paraffine du tissu par de l’eau.
On dépose les lames sèches sur une plaque chauffante réglée à la température de fusion de paraffine (60°c).
Les lames déparaffinée sont déposées immédiatement dans deux bains successifs de xylène.
En commence l’hydratation par deux bains de l’alcool 100° et un bain de alcools 95° et un bain de l’alcool à 70° et on termine par un bain de l’eau distillé.
[bookmark: _Toc11573754]II.2.2.4. Coloration

Les colorants sont préparés par notre encadreur madame LAHMAR BELGUENDOUZ Karima,
La plupart des tissus sont dépourvus de colorations et leur observation est difficile au microscope optique ; pour cela nous utilisons des méthodes de colorations afin de pouvoir identifier et rendre apparents les différents constituants des tissus des différents organes du tube digestifs et aussi permettre de les distinguer entre eux.
Ces colorants sont des solutions aqueuses qui peuvent colorer une substance ou un ensemble de substances de manière stable. Ils peuvent être des composants acides ou basiques.
Dans notre étude nous avons utilisé la coloration de Van Gieson. C'est une méthode de coloration différentielle du collagène et des autres tissus conjonctifs. Deux colorants sont utilisés dans cette coloration : 
· l’hématoxyline de Groat qui est un colorant nucléaire il colore les noyaux en marron-noir,
· la Prico-Fushine qui colore les fibres de collagène en rose, cytoplasme     basophile en marron et le cytoplasme acidophile en jaune.
Après le déparaffinage et les réhydratations des tissus, on commence les différentes étapes de coloration.On met la lame dans un bain d’hématoxyline de groat pendent 5 min, puis est rincée par un bain de l’eau du robinet.

La lame est ensuite mise dans un bain de pricro-fuchine pendant 5min.
Ensuite il faut procéder à la déshydratation, opérations inverse de celle menée au début.
La déshydratation est réalisée par la mise des lames dans 2 bains d’alcool à 100° et enfin dans 2 bains de solvants de xylène.

[bookmark: _Toc11573755]II.2.2.5. Montage des lames :
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Dans cette étape, on va fixer une lamelle de verre sur les échantillons histologiques après leur coloration en utilisant une substance appelée baume de canada afin de protéger les coupes du desséchement et d’obtenir ainsi une lame permanente prête pour l’observation. 
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[bookmark: _Toc11573756]Chapitre III : Résultats

Dans notre travail, nous avons étudié l’effet de différentes molécules nitrées synthétiques, à savoir le 1-Methyl -5nitroimidazol, le 4-nitrobenzylalcool et le 5-nitroimidazol, sur certaines parties du tube digestif du lapin : l’œsophage, l’intestin grêle, colon ainsi que sur le foie de ce dernier. Cette étude est réalisée in vitro utilisant la technique de culture cellulaire pendant 24h avec les concentrations suivantes : 25 mM, 25 mM, 12.5 mM respectivement de 1-Methyl -5nitroimidazol, 4-nitrobenzylalcool et 5-nitroimidazol.
Les conditions de la culture choisies semblent être favorables à la survie des explants, ceci étant reflété par la limpidité du milieu et la couleur inchangée du milieu de culture.
[bookmark: _Toc11573757]III.1 Etude histologique :
[bookmark: _Toc11573758]III.1.1 Etude histologique des cultures « témoin » des explants des différents explants du tube digestif :
La culture des explants du foie et des différents organes du tube digestif du lapin non traités (témoins) n’ont montré aucune altération avec une organisation générale similaire à celle des tissus sains. Cette dernière montre les deux couches majeures constituants la paroi du tube digestif à savoir la muqueuse composée de l’épithélium et du chorion sous- jacent formé d’un tissu conjonctif assez dense et de la musculeuse.
[bookmark: _Toc11573759]III.1.2 Etude histologique des cultures des explants de l’œsophage :
[bookmark: _Toc11573760]III.1.2 .1Etude histologique des cultures « témoin » des explants de l’œsophage :
 La paroi de l’œsophage témoin se compose d’une muqueuse contenant un épithélium pluristratifié et un tissus conjonctif ainsi qu’une sous muqueuse assez bien conservés à l’exception d’une dissociation « artéfact » entre les couches basales de l’épithélium et celles superficielles (Figure 10 A, B, C). La musculeuse, également, montre les trois couches de cellules musculaires : deux circulaires et une longitudinale (Figure 10 A). Ces dernières apparaissent intactes sans altérations décelable en microscopie optique (Figure 10).
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Figure 10 : Coupe transversal au niveau de l’œsophage du lapin mis en culture non traité (témoin). Coloration de Van-Gieson, fixateur Bouin.
A et B :des coupes histologiques d’explants non traités ; L’épithélium (Ep), tissus conjonctifs (Tc), la sous muqueuse (Smq), la muqueuse (Mq) et la musculeuse (Ms). (G×10)
 C : des coupes histologiques d’explants non traités. (G×40)







[bookmark: _Toc11573761]III.1.2 .2Etude histologique de l’action 1-méthyl -5- nitroimidazol sur les explants les explants de l’œsophage :
Des altérations cellulaires sont induites sous l’effet du 1-méthyl -5- nitroimidazol au niveau de l’épithélium de l’œsophage. En effet, l’épithélium pavimenteux pluristratifié non kératinisé montre des lésions au niveau des cellules des couches basales se présentant sous forme œdème intracellulaire avec vacuolisation cytoplasmique (Figure 11, A ,B) et C).Cette modification, n’étant pas généralisée, montre une sensibilité variable dans les cellules de l’épithélium(Figure 11,B).
Les autres structures tissulaires et cellulaires ne sont pas affectées par le traitement et sont restées intactes (Figure 11, D).
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Figure11 : Coupe longitudinale au niveau de l’œsophage du lapin mis en culture traité avec 1 méthyle 5 nitroimidazole a une concentration de 25µM. Coloration de Van-Gieson, (fixateur Bouin)
A. Coupe histologique traité avec 1 méthyle 5 nitroimidazole .faible grossissement. (G×10)
B. Coupe histologique traité avec 1 méthyle 5 nitroimidazole. Détaille superficielle de l’épithélium. (G×40) 
C .Coupe histologique traité avec 1 méthyle 5 nitroimidazole. Détaille couche basale qui montrent l’altération. (G×10)
D. Coupe histologique traité avec 1 méthyle 5 nitroimidazole. Détaille des tissus conjonctifs qui ne présentent aucune altération. (G×40)

[bookmark: _Toc11573762]III.1.2 .3 Etude histologique de l’action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants de l’œsophage :
[image: ][image: D:\Master 2\Rapport de stage\Nouveau dossier\Nouveau dossier\Sans titre6.png]Le traitement des explants œsophagiens avec le 4-nitrobenzyl alcool a induit des altérations au niveau du tissu épithélial et au niveau du tissu musculaire. Au niveau de l’épithélium, une dissociation entre les couches cellulaire est remarquée surtout au niveau des couches les plus superficielles où l’on observe un détachement cellulaire sous forme de lanières                          (Figure12, A, B). Concernant les muscles, un relâchement et une dissociation entre les fibres musculaires sont observées (Figure 12, C).
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Figure12 : Coupe longitudinale au niveau de l’œsophage du lapin mis en culture traité avec 4 nitrobenzylalcool a une concentration de 25mM. Coloration de Van-Gieson , fixateur Bouin.
A. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool.Un détachement remarquable qui touche l’épithélium. Vue d’ensemble (G×10)
B. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool. Detaille de l’altération de épithéliale. (G×40)
C. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool .Detaille de la musculeuse qui montrent un altération des fibres musculaire striées. (G×40)
[bookmark: _Toc11573763]III.1.2 .4 Etude histologique de l’action 5-nitroimidazol sur les explants de l’œsophage 
[image: ][image: ]      La structure histologique de l’œsophage n’a pas été affectée par le traitement avec le 5-nitroimidazol à la concentration de 12.5 mM et elle ne présente aucune différence par rapport au témoin. (figure13, A, B)
 
Figure13 : coupe longitudinale au niveau de l’œsophage du lapin mis en culture traité avec 5 nitroimidazole a une concentration de 12,5mM. Coloration de Van-Gieson, fixateur Bouin.
A. Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole. Ne présente aucune modification de la structure aussi bien musculaire qui le tissus conjonctif. (G×10).
B. Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole. Aucune lésion n’est remarquée niveau l’épithélial. (G×10)


[bookmark: _Toc11573764]III.1.3.Etude histologique des cultures des explants de l’intestin grêle :
[bookmark: _Toc11573765]III.1.3 .1 Etude histologique des cultures « témoin » des explants de l’intestin grêle :
La paroi de l’intestin grêle montre les deux couches principales sus citées. La muqueuse montre des villosités tapissées de l’épithélium (Figure 14, A) et qui s’invagine à l’intérieur du chorion pour donner les glandes tubuleuse ou cryptes de Lieberkühn (Figure 14,C) et plus en profondeur apparaissent les glandes de Brunner (Figure 14,B,D).Les muscles constituent la couche de la musculeuse ne montrent aucune anomalie de structure.
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Figure14 : Coupe longitudinale au niveau de l’intestin grêle du lapin mis en culture non traité. Coloration de Van-Gieson, fixateur Bouin.
A : Coupes histologiques d’explant non traité. Vue d’ensemble de la paroi intestinal coté de villosité. (Gx10)
B : Coupes histologiques d’explant non traité. Vue détaillé de la sous muqueuse montre les glandes de Brunner .(Gx20)
C : Coupes histologiques d’explant non traité. Vue détaillé des glandes Liberkhün (G x)
D : Coupes histologiques d’explant non traité. Vue détaillé des glandes de Brunner.(G x) des Villosité (Vl), Glande de Brunner (GB), Glande tubuleuse ou Lieberkühn (GT), le noyau (N), les muscles (Ms).(Gx40)


[bookmark: _Toc11573766]III.1.3 .2Etude histologique de l’action 1-méthyl -5- nitroimidazole sur les explants les explants de l’intestin grêle :
Des effets majeurs sont observés lors du traitement des explants de l’intestin grêle avec le 1-méthyl -5- nitroimidazole et toutes les structures de la paroi de celui-ci sont affectées. Ainsi, la distance entre les villosités a augmentée et l’épithélium de ces dernière sa subi de profondes altérations ; en effet une destruction totale des cellules épithéliales est notée(Figure15, A et B).Également, l’épithélium des glandes tubuleuses de Lieberkühn est totalement altéré avec dissociation des cellules(Figure 15, C et D).De même, au niveau de la sous- muqueuse, les glandes de Brunner montrent dans l’ensemble des cellules vidées de leur contenu vésiculaire (Figure15,D). La musculeuse, par contre, n’a subie aucune modification.
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Figure15 : Coupe longitudinale au niveau de l’intestin grêle du lapin mis en culture traité 1 méthyle 5 nitroimidazole à une concentration de 25mM. Coloration de Van-Gieson, fixateur Bouin.
A. Coupe histologique traité avec de 1 méthyle 5 nitroimidazole. Les épithéliums des villosités ont disparus. (Gx10)
B. Coupe histologique traitée avec de 1 méthyle 5 nitroimidazole. Vue de détaille des villosité qui ont perd leur épithélial. (Gx40).
C. Coupe histologique traité avec de 1 méthyle 5 nitroimidazole. Détaille des glandes Tubuleuses et des glandes de Brunner sont altérées. (Gx40)
D. Coupe histologique traitée avec de 1 méthyle 5 nitroimidazole. Détaille des cellules des glandes de Brunner est altérées. (Gx40)

III.1.3 .3Etude histologique de l’action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants de l’intestin grêle : 
Comme pour le 1-méthyl -5- nitroimidazol, des altérations sembles sont observées au niveau des villosités sauf que les cellules épithéliales ne sont pas aussi affectées. Ces dernières sont retrouvées détachées des villosités et présentant des altérations cellulaires (figure16, A et B).Les glandes de Brunner et les glandes tubuleuses de Lieberkühn sont affectées différemment. Ainsi, les glandes tubuleuses de Lieberkühn sont intactes et aucune altération n’est présente (figure 16, D)alorsque les glandes de Brunner montrent des cellules avec des noyaux bien visibles à la base cellulaire mais le contenu vésiculaire est modifié par rapport au témoin (figure16, C) .
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Figure16 : Coupe (longitudinale A, B et transversale C, D) au niveau de l’intestin grêle du lapin mis en culture traité avec 4 nitrobenzylalcool a une concentration de 25mM. Coloration de Van-Gieson, fixateur Bouin.
A. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool. Vue d’ensemble de la paroi intestinal. (Gx10)
B. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool. Detaille de la villosité qui montre un épithélial détaché avec lyse cellulaire. (Gx40)
C. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool. Detaille des glandes de Liberkhün qui ne montre aucune altération. (Gx40)
D. Coupe histologique traitée avec de 4 nitrobenzylalcool. Detaille des glandes de Brunner qui montre une modification du contenu cellulaire. (Gx40)

[bookmark: _Toc11573767]III.1.3 .4 Etude histologique de l’action 5-nitroimidazol sur les explants de l’intestin grêle :
Le traitement avec le 5-nitroimidazol s’est montré le traitement ayant le moins d’atteintes au niveau de la paroi de l’intestin grêle qui présente histologiquement la même structure que le témoin (Figure 17 A). L’épithélium détaché de la villosité montre des cellules caliciformes intactes (Figure 17 B, C). Les glandes de Lieberkühn sont légèrement affectées présentant de faible dissociation cellulaire alors que les glandes de Brunner sont intactes avec un contenu cellulaire vésiculaire riche (Figure 17 D).
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Figure17 : Coupe longitudinale au niveau de l’intestin grêle du lapin mis en culture traité de 5 nitroimidazole a une concentration de 12,5Mm. Coloration de Van-Gieson., fixateur Bouin
A. Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole .Vue d’ensemble de la paroi intestinal. (Gx10)
B : Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole. Detaille de la villosité montre le détache de l’épithélial. (Gx40)
C. Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole. L’épithéliale intestinal présentent des cellules caliciforme intactes. (Gx40).
D. Coupe histologique traitée avec de 5 nitroimidazole. Les glandes de Brunner et les glandes Tubuleuses ne présentent aucune modification. (Gx40).

[bookmark: _Toc11573768]III.1.4. Etude histologique des cultures des explants du Côlon :
[bookmark: _Toc11573769]III.1.4.1 Etude histologique des cultures « témoin » des explants du Côlon :
Concernant la paroi du colon témoin, la structure ressemble à celle de l’intestin grêle sauf que les villosités n’existent plus à ce niveau du tube digestif ; et sont remplacées par de légère élévation de la paroi. (La paroi se compose d’une muqueuse formée d’un épithélium formé de cellules caliciformes, de glandes de Lieberkühn, de glandes de Brunner et d’une musculeuse (Figure 18, A, B).
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Figure 18 : Coupe longitudinale du côlon du lapin mise en culture non traité, coloration de Van-Gieson.
A. Vue d’ensemble de la paroi du Côlon, (Gx10, fixateur Bouin).
B. Détail de la paroi du Côlon. (Gx40, fixateur Bouin).



[bookmark: _Toc11573770]III.1.4.2. Etude histologique de l’action 1-méthyl -5- nitroimidazole sur les explants du Côlon :
La seule structure atteinte lors du traitement le 1-méthyl -5- nitroimidazole au niveau du colon est une altération touchant l’épithélium des glandes de Lieberkühn (figure 19 B). Cette altération n’est pas retrouvée dans doutes les glandes (figure 19’.C et D).
[image: ][image: ]L’épithélium de la muqueuse du colon n’a pas subi de modification cellulaire.(figure 19, C).
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Figure 19 : Coupe longitudinale et transversale du côlon du lapin mise en culture en présence de 1Methyl -5nitroimidazol   , coloration de Van-Gieson.
A. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le. 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mm, vue d’ensemble de la paroi. (G x10, fixateur Bouin). 
B et C. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mm, montre des altérations en vue des glandes Lieberkühn. (G x10, fixateur Bouin).
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Figure 19’ : Coupe longitudinale et transversale du côlon du lapin mise en culture en présence de 1Methyl -5nitroimidazol   , coloration de Van-Gieson.
D. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mm, montre une région où les cellules caliciformes et les glandes de Lieberkühn restent intactes (G x10, fixateur Bouin).
E. Coupe histologique transversale d’explant traité avec le 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mm, un espacement entre cellules caliciformes et un espacement également dans les glandes de Lieberkühn. (G x40, fixateur Bouin).





[bookmark: _Toc11573771]III.1.4.3 Etude histologique de l’action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants du Colon :
Le traitement administré aux cellules d’explants du colon a donné de légères modifications se présentant sous de légères lésions au niveau de l’épithélium tapissant la surface du colon ainsi que celui des glandes de Lieberkühn. Le reste des tissus ne semble pas être affecté et reste intacte (Figure 20).

[image: ]
Figure 20 : Coupe longitudinale du côlon du lapin mise en culture en présence de 4-nitrobenzylalcool, coloration de Van-Gieson.
·  Coupe histologique d’explant traité avec le. 4-nitrobenzylalcool à une concentration de 25mm, un léger espacement entre cellules caliciformes et un espacement également dans les glandes de Lieberkühn et dans l’épithélium de surface cette modification s’observe dans des régions, (G x40, fixateur Bouin)
[bookmark: _Toc11573772]III.1.4.4 Etude histologique de l’action 5-nitroimidazol sur les explants du Colon :
[image: ][image: ]La structure du colon n’a pas été affectée histologiquement par l’action des 5-nitroimidazol à la concentration de 12.5 mM (figure 21, D2) et elle n’a présenté aucune différence par rapport au témoin.

Figure 21 : Coupe longitudinale du côlon du lapin mise en culture en présence de 5nitroimidazol, coloration de Van-Gieson.
A. Coupe histologique d’explant traité avec le. 5nitroimidazol à une concentration de          12.5 mM, la Muqueuse composée principalement de cellules caliciformes, les glandes de Lieberkühn, muscularis mucoseae ces trois structures restent intactes dans cette région             (G x40, fixateur Bouin).
B. Coupe histologique d’explant traité avec le. 5nitroimidazol à une concentration de 12.5 mm, les glandes de Lieberkühn restent intactes dans cette région ainsi que les cellules caliciformes épithéliale. (G x10, fixateur Bouin).





[bookmark: _Toc11573773]III.1.5 Etude histologique des cultures des explants du foie :
[bookmark: _Toc11573774]III.1.5.1 Etude histologique des cultures « témoin » des explants du foie :
Le tissu du foie se compose des hépatocytes organisés en travées. Ces derniers sont en contact sur deux de leurs côtés avec les capillaires sinusoïdes où se trouvent des cellules de Kupfer (Figure 22, A, B).
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Figure 22 : Coupe longitudinale du foie du lapin mis en culture non traité, coloration de Van-Gieson.
A1. Coupe histologique d’explant non traité du foie observation vue d’ensemble (G x10, fixateur Bouin).
 A2 : Coupe histologique d’explant non traité du foie observation vue détaille des hépatocytes,  (G x40, fixateur Bouin).



[bookmark: _Toc11573775]III.1.5.2 Etude histologique de l’action 1-méthyl -5- nitroimidazole sur les explants            du foie :
L’effet de 1-méthyl -5- nitroimidazole sur les explants du foie est important.                      (Figure 23, A)  Les hépatocytes ont montré un aspect nécrotique reconnu par l’éosinophilie du cytoplasme homogène des cellules (Figure 23, B) Leurs noyaux présentent condensation avec rétraction signe d’une pycnose. D’autres cellules sont dans un état avancé de dégénérescence cellulaire. Cet effet observé est surtout localisé dans la région centrale du lobule hépatique ; certaines régions semblent rester intactes. (Figure 23, A) .
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Figure 23 : Coupe longitudinale du foie du lapin mis en culture en présence de 1Methyl -5nitroimidazol, colorée par la méthode de Van-Gieson.
A. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mM, un léger espacement entre les hépatocytes dans des régions de tissu (G x10, fixateur Bouin).
B. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le. 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mM, une altération, aspect éosinophiles des cellules ainsi que la présence des hépatocytes (G x40fixateur Bouin).C. Coupe histologique longitudinale d’explant traité avec le. 1Methyl -5nitroimidazol à une concentration de 25mM, présence de cellules normales avec des cellules éosinophiles, le reste de tissu ne semble pas être affecté (G x 40fixateur Bouin).
[bookmark: _Toc11573776]III.1.5.3 Etude histologique de l’action 4-nitrobenzyl alcool sur les explants du foie :
[image: ][image: ]Les altérations observées après traitement avec le 4-nitrobenzyl alcool sont les mêmes qu’avec le traitement précédant (Figure 24, A) sauf que l’intensité de l’altération est moindre. Ainsi, le nombre de cellules affectées par la nécrose est plus réduit et la dégénérescence cellulaire avancée n’est pas observée (Figure 24).

Figure 24 : Coupe longitudinale du foie du lapin mise en culture en présence de 4-nitrobenzylalcool, coloration de Van-Gieson.
A. Coupe histologique d’explant traité avec le. 4-nitrobenzylalcool à une concentration de 25mM, vue d’ensemble. (G x 10, fixateur Bouin).
B. Coupe histologique d’explant traité avec le. 4-nitrobenzylalcool à une concentration de 25mM, d’détails du lobule hépatique ou l’on reconnaitre des hépatocytes intact en présence de cellule éosinophiles (G x 40, fixateur Bouin).







[bookmark: _Toc11573777]III.1.5.4 Etude histologique de l’action 5-nitroimidazol sur les explants du foie :
Les altérations observées après traitement avec le 5-nitroimidazol sur les explants du foie ont montrées également des hépatocytes nécrotiques avec des noyaux denses pycnotiques qui sont le signe d’une souffrance cellulaire. Ces cellules montrent un détachement entre elles avec un aspect de cellules libres (Figure 25 A, B).
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Figure 25 : Coupe longitudinale du foie du lapin mis en culture en présence de 5nitroimidazol, colorée de Van-Gieson.
A. Coupe histologique d’explant traité avec le 5nitroimidazol à une concentration de 12.5 mM, un espacement entre hépatocytes une observation des espaces vides entre eux                     (G x40, fixateur Bouin).
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B. Coupe histologique d’explant traité avec le. 5nitroimidazol à une concentration de 12.5 mM, une altération de tissu ; un espacement entre hépatocytes un détachement et un désordre dans le tissu (G x4, fixateur Bouin).
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[bookmark: _Toc11573778]Chapitre IV. Discussion

Dans notre étude, nous avons évalué l’effet de trois molécules nitrées synthétiques à savoir le 1-methyl-5 nitroimidazole, le 4-nitrobenzyl alcool et le 5-nitroimidazol sur l’œsophage, le duodénum, le côlon et le foie du lapin local. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un projet explorant l’efficacité des molécules nitrées à réduire la méthanogènes chez les bovins sans avoir pour autant des effets négatifs sur la santé animale.
	Après avoir réussi les conditions de la culture cellulaire, nos résultats montrent une variabilité dans la réponse cellulaire et tissulaire en fonction du composé nitré administré et de l’organe étudié.
	La culture d’explants d’organes est une technique ayant pour approche l’étude de la physiologie et la physiopathologie au niveau du tissue en entier avec toutes les interactions qui se trouvent entre les différents types de cellules qui le constituent. Elle est préférable dans ce cas à la culture cellulaire proprement dit c’est-à-dire d’un seul type cellulaire uniquement.
Les conditions de la culture cellulaire de notre étude étaient les conditions standards utilisées dans tous les laboratoires de cultures cellulaires tout en prenant en considération les particularités des tissus mis en culture dans notre étude. Le milieu de culture DMEM additionné au SVF à 10 % et de 0.1 % de DMSO et 20 mM de HEPES. La culture des explants a été incubée pendant 24 h 37 C° dans une atmosphère humide à 5% de CO2.
Beaucoup d’études ont été réalisées in vitro sur du tissu intestinal au moyen de la méthode de la culture d’organes. Après les premiers travaux de Browning et Trier (1969) qui ont utilisé le milieu T-Trowell 8 (Browning et Trier 1969), le milieu de Eagle et le milieu DME ont également donné de bon résultats (Mitchell et al., 1974 ; Danielsen et al., 1982; Tham et al., 1998 ; Abud et al., 2005 ; Fletcher et al., 2006). 
Différentes durées d’incubation ont été utilisées dans des études antérieures réussies. Le maintien de l'intestin en culture est considérablement limité par rapport à celui d'autres organes, et dans la plupart des études, le temps de survie moyen avec des cultures d'organes intestinaux humains ou animaux variait, dans des conditions optimales, entre 24 et 72 h (Michele Kedinger et al., 1987). Cependant d’autres études ont réussi à prolonger la survie de la muqueuse du côlon humain adulte et de la muqueuse de fœtus de rat jusqu'à 2-3 semaines (Autrup, 1980 ; Quaroni, 1985).
Le choix du tampon est important en culture cellulaire. En effet, les travaux de Schiff (1975) ont montré l'effet de divers médias et de la composition atmosphérique sur la culture à long terme du côlon de rat et de hamster. Il a constaté que des explants cultivés dans le milieu Leibovitz’s L-15 medium, tamponnés avec HEPES sont restés pendant 24 jours lorsqu'ils sont cultivés dans 95% air / 5% CO2, alors que le milieu 199, également tamponné avec HEPES, a fourni la combinaison la plus réussie, en maintenant la viabilité pour 14 jours, dans                       95% air /5% CO2.
Les nitroimidazoles sont des composés faiblement basiques, modérément lipophiles et de faible poids moléculaire ce qui facilite la pénétration dans les membranes cellulaires et permet une absorption presque complète dans le système de circulation sanguine (Schwebke et al., 2011). Dans le tractus gastro-intestinal, ils sont rapidement absorbés mais avec des vitesses différentes. Cette propriété expliquerait les effets différents observés au niveau des organes étudiés induits par les molécules utilisées dans notre étude.
  Les nitroimidazoles sont des molecules qui nécessitent une bioréduction du groupement nitro pour leur activité, toutefois ces espèces bioréductrices sont hautement réactives, induisent des multiples altérations intracellulaires conduisant à la mort cellulaire. Ce mécanisme de mort cellulaire est non séléctif et ne discrimine pas entre cellules eucaryotes et procaryotes.
Dans notre étude on a travaillé sur différant explants des organes du tube digestifs traité dans une différente concentration de dérivé de nitroimidazole à 25 mM et 12,5 mM. L’insolubilité des produits utilisés dans le milieu de culture a limité les concentrations maximales utilisées. De plus, les solvants utilisés ayant eux-mêmes une toxicité cellulaires étaient un facteur limitant dans le choix des concentrations (Timm et al., 2013 ; Jamalzadeh et al., 2016).

	Différents travaux ont montré l’effet de dérivés des nitroimidazoles sur différents types cellulaires et avec différentes concentrations. Ces travaux montrent la diversité d’action de ces molécules selon leur structure et la cellule cible, une étude réalisée sur des lymphocytes sanguins exposés à différents dérivés de nitroimidazole à 10, 100 et 500 mg / ml a monté que le métronidazole cause moins de dommages, en particulier à des concentrations plus élevées, par rapport au tinidazole, le plus nocif des médicaments testés. Afin de contribuer à la compréhension de dommages génotoxiques causés par les nitroimidazoles, les résultats du même travail montrent que le métronidazole, en utilisant le test comète, entraîne une augmentation des ruptures de brins et la fréquence des sites labiles aux alcalins (Rodriguez et al., 2002). 
Une autre étude réalisée sur des lignées de cellules d'hépatome humain et de rat traitées avec des nitroimidazoles à concentrations de 0,1 à 200 μg / ml conclue que les nitroimidazoles possèdent un potentiel cytotoxique faible. L'exception était le ronidazole, qui présentait une sensibilité distincte au point final (Ferreira et al., 2010). 
Ferreira et ses collaborateurs (2010) ont démontré que le métronidazole à la concentration de 50 µg / ml réduit la viabilité de l'homme fibroblastes de 30% après une exposition de 24h, et d’environ 40 % après 48, 72 et 96 h de traitement (Ferreira et al ,2010). 
En outre, en ce qui concerne l'hépatotoxicité, de rares cas de nitroimidazole ont été rapportés chez les humains (Björnsson et al., 2002 ; Tabak et al., 2003 ; Harputluoglu et al., 2007 ; Hussein et al., 2011).
	Les dérivés nitrés doivent leur toxicité en général à travers leur effet sur l’ADN. En effet, des études réalisées afin d’évaluer la mutagénicité et la cytotoxicité du métronidazole chez lymphocytes humains de sang périphérique en culture (10 μg / ml, 30 μg / ml, 100 μg / ml) indiquent l’effet génotoxique et cytotoxique de la métronidazole à des concentrations plasmatiques légèrement supérieures à 10 µg/ ml (Ayla et al, 2006).
Une autre étude réalisée par l’équipe de Ferreiro (Ferreiro et al. 2002) qui a porté sur trois nitroimidazoles différents a montré qu’ils étaient génotoxiques. Cette activité est produite par réduction du groupe nitro dans les conditions aérobies par la génération d’espèces réactives de l’oxygène par le cytochrome P450 (enzymes dépendantes du NADPH microsomal) ou dans les mitochondries (Edwards, 1993). La réduction du groupe nitro est également responsable de l'expression de la mutagénicité (Walsh et al., 1987). 
En outre, l’étude portée sur l’effet du 1-methyl-2-nitroimidazole sur les cellules CHO à une concentration élevée  de 40 mM pendant 2 h a montré que l’ADN des cellules n’a subi aucune altération par contre après 5 jours d'exposition au même traitement induisait des fantômes cellulaires dépourvus d'ADN, conformément aux résultats de l'échelle ADN. Une morphologie apoptotique caractéristique avait également été observée immédiatement après l'exposition hypoxique aiguë de 40 mM de 1-methyl-2-nitroimidazole (Brezden, 1997). 
La cytotoxicité aérobie des 1methyl 2-nitroimidazoles serait due à des modifications dans le pentose cycle et la glycolyse, ce qui entraînerait des perturbations d’activités d’enzymes endogènes à savoir la Cu/Zn SOD, la catalase, la GSH-peroxydase non dépendante du sélénium et des taux intracellulaires de GSH (Biaglow et al., 1986). Ce dernier effet, c’est-à-dire la réduction des taux de gluthation, est confirmé par des études utilisant du misonidazole pour ses effets cytotoxiques et radio sensibilisants qui ont montré que les fibroblastes déficients en glutathions synthétase étaient plus sensible par rapport aux témoins et que cet effet sensibilisant du misonidazole apparaît dans le même intervalle de concentration pour les deux souches cellulaires, avec un effet maximal à des concentrations inférieures pour les cellules déficientes (Rakesh Sharma, 2011).
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[bookmark: _Toc11573779]Conclusion 


Ce travail, initié dans le cadre de l’étude explorant la toxicité des molécules nitrées pour une future utilisation dans la réductionde la méthanogenèse chez les bovins, a permis de mettre au point la culture d’explants de différentes parties du tube digestif  de lapin et le maintien de la survie cellulaire.
Notre étude a permis la mise en évidence de quelques effets délétères du 1-Methyl -5-nitroimidazol, 4-nitrobenzylalcool et 5-nitroimidazol in vitro. Ces résultats seraient le reflet d’une sensibilité différente entre les structures ou bien d’un métabolisme différent au sein des cellules.
Nous avons également montré que le 1-Methyl -5-nitroimidazol avait un effet sur toutes les structures histologiques et tissulaire qui était supérieur à celui 4-nitrobenzylalcool. Alors que la molécule la moins toxique était le 5-nitroimidazol qui n’a eu aucun effet ni sur l’œsophage ni sur le colon. Une sensibilité des différentes des cellules par rapport au même produit est également à retenir. Ainsi, les cellules caliciformes et les glandes de Brunner étaient plus affecté avec le 1-Methyl -5-nitroimidazol au niveau de l’intestin grêle alors qu’elles ne l’étaient pas au niveau du colon.
D’autres travaux seraient nécessaires afin d’élucider les mécanismes de cytotoxicité impliqués dans les altérations tissulaires observées.
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