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Introduction
La prostate est un organe sexuel secondaire annex¢ a I’appareil reproducteur male. C’est en premier

lieu ; une glande exocrine a I'origine de la production du liquide séminal (Boussit, 1989), et en particulier la
synthése d’une glycoprotéine de 237 acides aminés, la PSA « prostatic specific antigen »par 1’épithélium
prostatique exclusivement et dont la fonction principale est de lyser les protéines du liquide séminal et de
rendre le sperme suffisamment fluide. (Chanez 2015)

Le fonctionnement de la prostate est li¢ a I’interaction de 1’épithélium de nature glandulaire avec le
stroma conjonctif riche en éléments matricielle ou matrice extracellulaire, ce qui permet un lien entre le
milieu intra et extra cellulaire. En effet, la prostate est composée, en volume, d’environ 30% de cavité, 30%
de tissu épithélial, 10 & 20% de tissu musculaire et environ 20% de tissu conjonctif riche en composant
matriciel (Theresa Y 2000).

Cette matrice extracellulaire constitue un réseau structuré et complexe de diverses macromolécules de
nature protéique et glucidique et d’enzymes protéolytiques. Ces molécules lient entre les cellules
homologues ou hétérologues et les organisent en tissus (Huxley-Jones, et al ; 2008). Elle est constituée d'un
groupe important et varié de macromolécules dynamiques qui fournissent un support structurel et constitue
une barriere physique. La matrice suscite également des réponses cellulaires et leur régulation, en plus, ses
interactions sont impliquées dans le développement et la formation des organes. (George E. 2000).

De plus, les cellules épithéliales ; des tissus glandulaires reposent sur une matrice spécialisée, la
membrane basale, qui constitue 1’élément matriciel fonctionnel du pdle basale des cellules. (Julien Chlasta
2016).

Ainsi, dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de distribution de la matrice extra
cellulaire au niveau de la prostate au cours du développement post natale, ceci chez le lapin male de la
souche locale. De ce fait, la contribution des profils de distribution de la matrice extra cellulaire permettra
la compréhension de la physiologie prostatique d’une part et d’en savoir plus sur la relation entre la
reproduction et la production de cette source indéniable de protéine dans notre région a fin d’en tirer différent
profits.

La rédaction ci présente forme une mosaique composée d’une visite bibliographique assez détaillée sur
la prostate comme glande annexe de I’appareil reproducteur male en premier lieu, puis la matrice extra
cellulaire comme environnement si intimement relatif a elle. En deuxiéme partie ; ¢a va partir sur la partie
expérimentale ou nous avons utilisé la coloration spéciale des fibres de collagénes ainsi que des membranes
basales pour mieux suivre leur distribution avec I’age des animaux. De plus, nous avons réalisé une étude
immuno-histo chimique en s’y servant de I’immuno-marquage de la PSA a fin de suivre I’évolution sur un
autre aspect qui aidera a mieux comprendre la fonction exocrine de 1I’épithélium prostatique de la souche de

lapin locale.
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Chapitre | Rappels anatomo-histologiques et physiologie de la prostate

|. Rappels sur appareil génital male

L’appareil génital du lapin male, se situe a la face postérieure, s’extériorise par des bourses peu
marquées par rapport aux autres mammiferes (Boussit 1989). Il a d’'une maniére générale deux fonctions
primordiales ; la production des spermatozoides et leurs dépots dans les voix génitales féminines d’une part

et la sécrétion des hormones sexuelles d’une autre part (Alvarino 1989).

I.1. Définition de ’appareil reproducteur male
Le terme « appareil génital male » désigne tous les organes et structures qui participent a la formation,
la maturation 1’émission sous pression des différents constituant du sperme, qui comprend : les testicules,
I’épididyme, le canal déférent, les vésicules séminales, les canaux éjaculateurs, la prostate et le pénis. (Jardin

et De fourmestraux 1984)

1.2. Anatomie de I’appareil reproducteur male chez le lapin
Chez le lapin I’appareil génital male est similaire a celui des autres rongeurs. Il comporte trois grandes
portions qui sont : la portion glandulaire constituée par les testicules, la portion tubulaire constitué par
I’épididyme, le canal déférent et I’urétre, la portion copulatrice constituée par le pénis comme le montre la

figure 1. (Barron R. 2001)

1 Gland

2 Fourreau

3 Musqueuse préputiale

4 Glande préputiale

5 Muscle ischio~caverneux
6 Racine du corps cavemeux
7 Glandes de cowper

8 Prostate

9 Vésicule séminale

10 Renflement pelvien du canal déférent
11 Quene de 1'épididyme

12 Téte de I'épadidyme

13 Testicules

14 Vessie

Figure 1 : Appareil génital du lapin male (Lebas et al 1996)
1.3. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
Les circuits neuroendocrines qui orchestrent les fonctions gonadiques constituent le régulateur central

principal de I’axe gonadotrope. D’une part, la population hypothalamique de neurones a GnRH constitue
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I’incitateur des évenements endocriniens qui permettent de synthétiser et de secréter les gonadotrophines

lutéinisante LH (Luteinizing Hormone) et folliculostimulante FSH (Follicle Stimulating Hormone) via
I’action du neuropeptide GnRH qui représente I’effecteur principal de I’axe HHG, capable d’atteindre des

cibles extra cérébrales et d’initier ’activation de I’axe hypophyso-gonadique. (Wildt, L. ; et al 1981)

La GnRH est synthétisée par les neurones a GnRH dont les corps cellulaires qui sont situés dans I’aire
pré-optique et le septum médian et les terminaisons nerveuses projetant dans 1’éminence médiane (ME). Les
sécrétions pulsatiles de GnRH stimulent la sécrétion des gonadotrophines FSH (Follicle Stimulating
Hormone) et LH (Luteinising Hormone). Les gonadotrophines sont libérées dans la circulation générale et
stimulent la production des stéroides sexuels. Ces derniers exercent un rétrocontrole sur I’axe hypothalamo-

hypophysaire (HH) pour réguler la production de FSH et LH. Chez le méle les stéroides sexuels exercent un

rétrocontrdle négatif sur I’axe (HH).(Drouiche, L. 2016)

La LH et la FSH sont secrétées par les cellules gonadotropes. Sous I’effet de la LH, les cellules de
Leydig du tissu interstitiel synthétisent de la testostérone qui agit de maniére autocrine et paracrine sur les
cellules de Sertoli localisées dans les tubes séminiféres. Cette testostérone est également libérée dans la
circulation sanguine afin d’agir sur les différents organes cibles et exerce également au niveau des cellules
gonadotropes un signal de rétrocontréle négatif sur la LH. La FSH exerce une action stimulatrice sur la
cellule de Sertoli et régule la sécrétion de I’hormone antimiillérienne et I’inhibine B; cette hormone étant la

principale régulatrice de la FSH au niveau central par rétrocontrdle négatif comme le montre la figure 2.
(Bruno, F. M. 2016)

Hypot{lalamus
GnRH

©

(.\
L__)A(|1énb’h_vpoph.\ Slem

FSH LH
® l @

N
Cellules Cellules
de Sertoh de Leydig

W i
INHIBINE TESTOSTERONE
\ Organes reproducteurs

Caracteres sexucels secondaires
Spermatogenese = ’

LLYOAN FT0ULNODOY LAY

Testicules Comportements

Figure2 : Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique chez le méle. (Valeri, 2013)
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1.4. Caractéristiques des lapins de la souche locale
Les principales performances qui caractérisent la population locale des lapins sont : une variabilité
phenotypique, un petit format, une prolificité faible, une bonne fertilité, un poids adulte beaucoup trop faible
pour espérer produire avec ce type génétique des lapins de 2,3-2,4 Kg de maniére rentable (poids d’abatage
trop proche du poids adulte), et une bonne aptitude de reproduire toute I’année y compris en été avec les

conditions climatiques du nord algérien. (Zerrouki N. 2006)

I1. Structure de la prostate

11.1. Définition de la prostate

La prostate est une glande qui entoure le canal de 1’urétre, qui permet 1’évacuation de I’urine provenant
de la vessie, ainsi que les voies spermatiques. Formés par la convergence des canaux déférents et suivis des
vésicules séminales au niveau de la base prostatique pour recevoir le flux de spermatozoides depuis les
testicules ainsi que le plasma séminal des vésicules séminales annexes et se mélangent au liquide prostatique,
formant le sperme fécondant. Le fonctionnement de la prostate est 1ié¢ a I’interaction de 1’épithélium et du
stroma prostatique qui contient la matrice extracellulaire, des fibroblastes, des capillaires, des cellules
endothéliales lymphatiques, des cellules musculaires lisses, des cellules neuroendocrines et des axones.
(Colls, P. 2020)

11.2. Génétique de la prostate
Certains genes homeobox, parmi lesquels NKX3.1 et HOXB13, sont a I’origine du développement et

la maturation prostatique.

HOXB13 joue un rdle dans le développement et I'entretien de la maturation et le NKX3.1est un facteur de
transcription, qui se lie préférentiellement a la séquence consensus 5'-TAAGT [AG]-3' et peut se comporter

comme un répresseur transcriptionnel.

HOXB13 joue un réle important dans le développement normal de la prostate, régulant la prolifération de
I'épithélium glandulaire et dans la formation de canaux dans la prostate. NKX3.1 est un gene suppresseur de
tumeur spécifique a la prostate et que la perte d'un seul alléle peut prédisposer a la carcinogenese de la
prostate (Uzgare, AR. 2004)

Les échanges entre cellules stromales et épithéliales couplé a I’action des stéroides sexuels sont la base du
principe du fonctionnement de la glande prostatique, qui est a I’age adulte dépendante de la testostérone

plasmatique bio disponible.
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11.3. Localisation de la prostate

La prostate est dans une situation topographique particuliére, puisqu’elle est en contact étroit avec
I’appareil urinaire. Les conduits déférents naissent de I’épididyme de chaque testicule, pénétrent dans
I’espace sous-péritonéal par le canal inguinal pour rejoindre les canaux des vésicules séminales en arriere

de la vessie et former ainsi les canaux éjaculateurs. (Older R.A., Watson L.R. 1996)

Elle entoure I’urétre prostatique dans son trajet depuis le col vésical jusqu’au sphincter strié situé¢ autour de

I’urétre membraneux sous 1’apex prostatique (Walz J., 2010).

Comme c’est bien montré dans la figure 3 ; la prostate est une glande pelvienne médiane située dans I’espace
sous péritonéal entre la symphyse pubienne, en avant, et le rectum en arriére. Elle comprend une base en
rapport avec le col vésical et un apex reposant sur le plancher pelvien en contact étroit avec le muscle
levatorani (Walker J.W. 1906).

Parois postérieures de |la vessie et de l'urétre

Col de la vessie .
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Lobe latéral de la prostate

Créte urétrale
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Urétre prostatique ‘ (veru momanum)
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ondust éjaculateur
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Figure 2 : localisation de la prostate (Walz J., 2010)

11.4. Anatomie de la prostate
La prostate est entourée d’une couche de fibres de collagenes et de cellules musculaire lisses qu’on
appelle capsule prostatique. On distingue 4 zones de la prostate chacune avec une composition et une
évolution particuliere comme le montre la Figure 4 : la zone centrale, la zone de transition et la zone
périphérique qui constitue la partie glandulaire et le stroma fibro-musculaire antérieur qui est une zone non
glandulaire. La zone de transition est la zone de la base de la prostate directement autour de 1’urétre. La zone

centrale est la région de la base de la prostate autour des canaux éjaculateurs. La zone périphérique est la
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plus importante et représente 80% de la prostate et se situe dans la zone postérieur de la prostate en contact

avec le rectum. La derniere région est la zone antérieur qui est la plus proche de I’abdomen et composée

d’un stroma fibro musculaire. (McNeal JE, Bostwick DG 1984)

Figure 3 : Anatomie zonale de la prostate tel que décrite par (Hamm B. et Ros P. 2013)

Coupe axiale (a) et sagittale (b) AFS stroma fibromusculaire antérieur, CZ zone centrale, PZ zone

périphérique, TZ zone de transition, ED canal éjaculateur.

11.5. Histologie de la prostate

La prostate est une glande complexe, formée de 30 a 40 glandes tubulo-alvéolaires formant des unités
fonctionnels qu’on appelle lobules. On distingue les acinis ou sont produits les liquides prostatiques et les
canaux ou sont excrétées. Les zones glandulaires de la prostate sont composées d’un €pithélium qui constitue
trois types cellulaires : les cellules luminales bien différenciées qui sécrétent le liquide prostatique et la PSA,
les cellules basales indifférenciées sont localisées en profondeurs entre les cellules luminales et la membrane
basale sous-jacentes, et en fin les cellules neuroendocrines qui représentent la population tres minoritaire en
contact avec la membrane basale dont I’action a la viabilité des cellules ; cela est schématisé dans la figure
5a gauche. (Aurélie, T. 2020)

La glande prostatique est entourée d’une pseudo- capsule composée d’une couche interne musculaire
lisse et d’une couche externe de collagéne. L uretre prostatique proximal est entourée de fibres musculaires
lisses constituant le sphincter lisse urétral qui en se contractant lors de 1’¢jaculation, permet d’éviter
I’éjaculation rétrograde. A 1’apex prostatique, I’urétre est entouré des fibres musculaires lisses et striées du

sphincter intrinseéque de I'urétre qui s’insinuent au niveau de la paroi distale de 1’urétre prostatique. (Ayala
AG et al; 1989).
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La prostate est majoritairement constituée de tissu glandulaire tubulo alvéolaire et de fibres musculaires

lisses. Mais aussi d’une zone du stroma fibro musculaire antérieur développé a partir du col vésical en
proximal et du sphincter strié en distal. Située en avant de 1’urétre prostatique, cette zone constituée de fibres
musculaires lisses et striées est completement dépourvue de tissu glandulaire. Ce stroma est composé entre
autre par les cellules musculaires lisses, les cellules immunitaires, les fibroblastes les vaisseaux qui secretent
les cytokines les facteurs de croissance et protéines de la matrice extracellulaire comme le démontre la figure
5 a droite. (McNeal JE., 1988)

Prostate tissue structure

gland tissue

smooth muscle tissue

Sy basal i
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mesenchymal N\ == 7
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Figure 4: Organisation cellulaire de la prostate (a gauche représentation schématique de
’organisation général de la prostate ; et a droite représentation schématique d’un épithélium

prostatique et de son stroma (Aurélie, T. 2020)

11.6. Vascularisation et innervation

La vascularisation de la prostate est issue de 1’artére iliaque interne par I’intermédiaire de 1’artére
vésicale inférieure. Les branches urétrales vascularisent le col vésical et la prostate péri-urétrale alors que
les branches capsulaires antérieures et postérieures vascularisent la prostate périphérique. Ces arteres
vésicales inférieures donnent une ou plusieurs artéres pudendales accessoires qui passent sous la symphyse
pubienne pour vasculariser les corps érectiles du pénis. Le drainage veineux prostatique se fait par le plexus
de Santorini parcourant le fascia pré prostatique pour rejoindre les veines iliaques internes. (Dietrich H. et
al .1997)

La prostate posséde une riche innervation végétative et Le contingent glandulaire posséde une innervation
principalement cholinergique. Elle est entourée par des pedicules vasculo-nerveux participant a la réponse
sexuelle masculine (nerfs caverneux et spongieux, artéres pudendales accessoires et plexus veineux de

Santorini). Mais son réle direct dans la sexualité n’est li¢ qu’a 1’¢jaculation. (Colls, P. 2020)

8
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I11._Physiologie de la prostate

111.1. Développement de la glande prostatique
La prostate se développe chez les foetus masculins au cours du 3éme mois, a partir du sinus urogénital.
Sa formation est issue de I’invasion du tissu mésenchymateux adjacent par la composante épithéliale
(mésodermique et endodermique) du sinus urogénital. La croissance dynamique de la glande et son
développement en canaux systématisés et bilatéraux résulte d’une interaction moléculaire primordiale entre

le tissu mésenchymateux et le tissu épithélial. (Cunha, GR. 1994)

De dimensions trés réduites chez 1’enfant, la prostate se développe extrémement rapidement a la puberté
et acquiert dans 1’espace de 6 a 12mois la structure propre a la glande adulte. Sa croissance se poursuit
lentement jusqu’a 1’age de 35 ans. Dés 1’age de 45ans la prostate subit une involution ou devient siége des

altérations caractéristiques des hypertrophies prostatiques. (Fleisch, A.; et Krahenbihl, C. 1956).
111.2. Activité de la glande prostatique

111.2.1. La double fonction de la prostate

La localisation de la prostate au croisement de I'uréetre et des canaux éjaculateurs semble étre a l'origine
de sa double fonction urinaire et genitale. La confluence entre les tractus urinaires et génitaux aux confins
de la prostate explique la proximité anatomique et les rapports intimes entre les appareils urinaires et
génitaux masculins. Les modifications anatomiques de la prostate en rapport avec le vieillissement peuvent
par conséquent étre impliquées dans l'apparition des symptdémes urinaires et sexuels. (Seisena ; T., et al,
2012).

111.2.2. Activité cellulaire de la prostate

L'augmentation de la taille de la prostate a la puberté est trés rapide, surtout quand on contraste avec
son taux de croissance avant la puberté. De la naissance a 13 ans, le volume moyen passe d'environ 1 a 4
cm, tandis qu'entre la treiziéme et quatorzieme année, le volume s'éléve a environ 10cm. Cet élargissement
est dl presque entierement au développement du systéme alvéolaire. Les premiers changements observés
consistent en un élargissement de la lumiere des bourgeons terminaux des canaux prostatiques et de
I'amincissement de leur épithélium a une couche unicellulaire. Les cellules s'allongent radialement et leurs

noyaux prennent une disposition basale.(Swyer G. I. M. 1944)

Les interactions entre le stroma et 1’épithélium sont indispensable pour le développement physiologique
de la prostate. Les cellules luminales sont androgéno-dépendantes et la castration d’ailleurs les ménent a la
mort par apoptose, contrairement aux cellules basales qui sont androgéno-sensible mais pas totalement

androgéno-dépendante car elles survivent a la castration et sont ensuite capable de reformer un épithélium
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prostatique complet. La composition du stroma est dépendant des androgenes et varie avec 1’age. (Aurélie,

T. 2020)

111.2.3. Expression Antigénigue de la prostate (PSA)

PSA,; abreviation de l'anglais « Prostatic Specific Antigen », une glyco protéine de 237 acides amines
produite exclusivement par 1’épithélium prostatique et s’agit d’une protéase dont la principale fonction est
de lyser les protéines du liquide séminal et de rendre le sperme suffisamment fluide. La PSA ; se retrouve
dans les canalicules et la lumiére des glandes prostatiques mais une faible proportion est absorbee par le
compartiment vasculaire. L'augmentation de son taux sanguin traduit une anomalie de la prostate qui peut
étre bénigne ou maligne. Son taux dans le sang est exprimé en nano grammes par millilitres (ng/ml) et le

résultat est habituellement considéré comme normal quand c’est inférieur a 4 ng/ml.(Chanez 2015)
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Figure 5: Model de synthese de la PSA et ses différentes structures (Steven P. et al ; 2021)
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La PSA est une sérine proteéase régulée par les androgénes. Elle est produite principalement par
I'épithélium canalaire et acineux de la prostate et sécrété dans la lumiére ou sa fonction est de cliver la
séménogéline 1 et 2 dans le coagulum séminal. La PSA qui entre intact dans la circulation sanguine est
rapidement lié par les inhibiteurs de la protéase. L'épithélium sécrétoire normal entouré de cellules basales
et d'une membrane basale sécréte la proPSA dans la lumiére ou le pro peptide est éliminé par hk2 pour
générer de la PSA active. Une fraction de cette PSA active peut entrer dans la circulation lorsqu'elle est liee
par l'inhibiteur de protéase alpha 1 antichimotripsine. La PSA active subit également une protéolyse dans la
lumiere pour générer de la PSA inactif qui peut entrer dans la circulation sanguine et circuler a I'état non lié

comme le montre la Figure 6. (Steven P. et al ; 2021)

Le gene PSA est un membre de la famille des genéses codant la kallekréine comme la sérine
protéase.L'expression du PSA est principalement induite par les androgenes et régulée par les récepteurs aux
androgénes au niveau transcriptionnel mais aussi un certain nombre de processus, y compris l'activation
indépendante des androgénes et leurs récepteurs, sont impliqués comme le montre la figure 7 ci-dessous.
(Jashuan Kim and Gerhard A. Coetzee 2004)
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Figure 6: Activation indépendante des androgénes de la transcription du géne PSA via diverses

voies de transduction du signal (Jashuan et al ; 2004)

111.3. Métabolisme hormonal de la prostate
Les hormones androgéniques stimulent la croissance, le métabolisme et les fonctions sécrétoires de la
glande prostatique. Les hormones cestrogenes exercent en général une action inhibitrice. La croissance et le

développement de la prostate sont androgéno-dépendant.
L’homéostasie prostatique inclut de nombreux mécanismes :

11
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¢ une régulation endocrine (via testostérone, cestrogénes, prolactine, vitamines et peptides sanguins),

++ un mode neuroendocrine (sérotonine, ...),

«+ un mode paracrine (des facteurs de croissance produits localement par la prostate diffusent localement
vers les cellules adjacentes via la matrice extracellulaire),

¢+ un mode autocrine (via la synthése de la PSA)

« un role spécifique de la matrice extracellulaire elle-méme en modifiant les parametres d’adhésion
cellulaire.

Ce fonctionnement complexe résulte de la production par les cellules prostatiques de nombreuses molécules
a action locale ou a distance (mode endocrine) ainsi que des constituants libérés dans la lumiére des acini
prostatiques, constituants du sperme, dont le Prostate Specific Antigen (PSA), d’autreskallicréine, des
transglutamisases et seménogélines, les prostate specific-membrane antigen (PSMA, et la fB-

microséminoproteine (MSMB)).

L’action des stéroides au niveau cellulaire prostatique provient essentiellement par la conversion de la
testostérone en DHT sous la dépendance de deux isozymes : 5aRDI1 et SaRD2. Ces deux formes sont
présentes dans la prostate mais également dans d’autres tissus. La SaRD2 a une affinité plus élevée pour la
testostérone. Ainsi, la conversion de la testostérone a lieu principalement dans les cellules stromales ou la
S5aRD2 est prédominante, mais est aussi possible dans les cellules épithéliales. La liaison de la DHT au
récepteur des androgénes provoque ’activation ou la répression des genes aboutissant a la sécrétion de PSA
et PAP par la cellule épithéliale. Au sein de la cellule stromale, I’action de la DHT résulte en la production
de substances variées, dont des facteurs de croissance et cytokinesessentiels a I’homéostasie prostatique

(prolifération, différentiation, apoptose). (Jean-Nicolas Cornu 2014)

Le role des cestrogeénes au niveau des cellules prostatiques est complexe et mal connu. Les cestrogenes ont
une influence sur I’homéostasie prostatique via les récepteurs aux cestrogenes (ERa et ERP), qui pourraient

modifier I’action du couple DHT-AR sur I’ADN.

Le récepteur ERa est localisé dans les cellules stromales et son activation a un effet prolifératif sur ces
derniéres, et aboutit a une métaplasie épithéliale ; le récepteur ER est localisé dans les cellules épithéliales
et son activation entraine des fonctions antiprolifératives, de pro-différenciation, associées a un effet anti-

inflammatoire et antioxydant. (Fung KY. et al, 2004)

La voie de signalisation du récepteur aux androgeénes facilite ce role a la fois dans le compartiment épithélial
et dans le stroma sous-jacent. Le stroma est un médiateur clé des effets androgénes sur I'épithélium et peut
réguler a la fois le destin de la cellule souche épithéliale et potentiellement I'initiation et la progression du
cancer de la prostate. Différents groupes de facteurs de croissance sont exprimeés par le stroma, qui contrdlent

la prolifération et la différenciation de I'épithélium de la prostate, démontrant un rdle critique du stroma dans

12
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la croissance épithéliale et 'noméostasie. (Berry PA. et al 2008). Le tableau ci-joint résume certaines de ces

actions que jouent les molécules sécrétées par la prostate.

Tableau 1: Principales molécules identifiées comme produites par les cellules stromales et épithéliales

prostatiques, en réponse a une stimulation par la voie des androgenes (Berry PA. et al 2008)

Facteur Récepteur Actions
FGEF-2 FGFR-14 Prolifération, angiogénese, et chimiotactisme, action
autocrine et paracrine prédominant sur les cellules stromales,
faible sur les cellules epithehales
FGF7 FGFR-2 Prolifération epitheliale, différentiation stromale,
développement de canaux glandulaires
FGF& FGFR-1.4 Prolifération, stimulé par les androgenes (andromédine)
FGF9 FGFR-3 Mitogéne
FGF10 FGFR-2 Régulation paracrine de la croissance épithéhale
TGFp 1-3 TGFpR 1-2 | Inhibiteur de la croissance et de la migration des cellules
epithéliales, stimulation de la migration de cellules stromales
Transdifférenciation des fibroblastes en myofibroblastes
Blocage de la croissance des cellules stromales
Induction de la production de matrice extracellulaire
Favorise la production de FGF-2
PDF ERK1/2 pathway | Prolifération des cellules porteuses de AR
PDGF - Stimulation de TGF beta, 1GF-1, HGF, FGF-2, endothelin-3
EGF/ TGF EGFR/erbBI Croissance cellulaires, mitogene
alpha
HGF ¢-Met, nucleolin | Croissance cellulaire, angiogenese
Effet paracrine sur les myofibroblastes et epithelium
IGF-1 IGF-R1 Produit par les cellules stromales, stimule la croissance et la
prolifération des cellules épithéliales, blocage de I'apoptose
IL-6 IL6-R Secréte par les cellules stromales, sur un mode autocrine et
paracrine, module I'activation du récepteur AR
VEGF Sécrété par les myofibroblastes, stimule I"angiogenése
tumorale
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L’activité des cellules de tout 1’organisme est modulée par un grand nombre de facteurs présents dans
leur environnement. En plus des facteurs solubles tels que les hormones, cytokines et facteurs de croissance,
les cellules recoivent aussi des signaux des macromolécules de la matrice extracellulaire (MEC) qui les

environnent ce qui permet aux tissus d’effectuer leur fonction physiologique spécifiques (Maquart; 1999).
I- Matrice extra cellulaire

I.1. Définition de la MEC
La MEC décrite comme un support architectural, est considéré comme un véritable systeme intégré et
dynamique dans lequel les différents composants qui la constituent conférent des messagers contrélant

I’activité cellulaire. (Maquart, 1999)

La matrice extracellulaire est un réseau structuré et complexe de diverses macromolécules de nature
protéique et glucidique et d’enzymes protéolytiques. La MEC lie entre les cellules homologues ou

hétérologues et les organisent en tissus. (Jones J et al 2008)

Les interactions entre cellules et la MEC permettent 1’ancrage solide des cellules dans les tissus et rendent
possible 1’échange d’informations. Les informations peuvent passer des cellules vers la MEC (inside-out) et
aussi des constituants de la matrice vers les cellules (outside-in) pour les informer de 1’état et des
modifications qui y sont rencontrées. Cette interaction cellule-matrice est spécifique de chaque tissu a la
suite de la différenciation des cellules qui le constitue et définie ainsi la condition de la capacité des tissus

d’effectuer leur fonction physiologique spécifique. (Keller 1995)
1.2. Constituants moléculaires de la MEC et origine génétique

La MEC est un assemblage de différents types de macromolécules. On y retrouve: des protéines
fibreuses trés volumineuses (collagene, élastine), des glucides complexes (polysaccharides: les
Glycosaminoglycanes et les protéoglycanes) et des glycoprotéines moins volumineuses (fibronectine et
laminine), importantes dans I’adhésion des différents constituants de la matrice avec les cellules ou entre

eux (Labat-Robert, J. 2005).

1.2.1. Partie fibrillaire

1.2.1.1. Fibre de collagéne
La molécule de collagéne est synthétisée sous la forme d’un précurseur qui est le pro collagene,
composé de 2 chaines pro-al et d’une chaine pro-a2 qui résulte de la transcription puis de la traduction
respective des génes COLIA1 et COLIA2. Chaque chaine a est composée d’environ 1400 acides aminés qui

présentent une partie globulaire a leur extrémite N- et C-terminale de 10nm de long et le motif Gly-X-Y
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répété dans leur partie centrale sur une distance de ~300nm et sont stabilisées par des ponts disulfures intra

et inter-chaines pour former des triples hélices selon un mode d’association en fermeture éclair jusqu’a
I’extrémité N-terminale et aussi globulaire. La présence des glycines, dont la chaine latérale est composee
d’un unique atome d’hydrogéne, permet aux trois chaines polypeptidiques de s’associer en une triple hélice.
Les glycines vont se retrouver a I’intérieur de 1’édifice et les résidus X et Y exposeront leurs chaines latérales

plus encombrantes a la surface de la triple hélice. (Wood et Keech, 1960)

La position X est trés régulierement occupée par des prolines ou des lysines qui vont étre hydroxylées
par des enzymes spécifiques qui nécessitent comme cofacteurs des atomes de fer, du dioxygene et de
I’ascorbate pour réaliser la réaction d’oxydation des acides aminés. La position Y est le plus souvent occupée
par des lysines, dont le groupement amine libre permet I’ajout de groupement osidiques acétylés. Les ajouts
de sucre lors du processing de la protéine dans le réticulum endoplasmique ainsi que le degré et la position
des hydroxylations des résidus Pro et Lys est dépendant du type de cellules (et donc du tissu) qui sécrétent
la molécule de collagene.

Les trois chaines a sont synthétisées et modifiées dans le réticulum endoplasmique indépendamment
I’'une de I’autre. A la sortie du réticulum endoplasmique, les triples hélices du pro collagéne transitent par
I’appareil de Golgi ou elles sont concentrées dans des vésicules adressées a la membrane plasmique. Les
molécules de pro collagenes sont solubles dans les vésicules de sécrétion. Leur relargage dans 1’espace
extracellulaire entraine 1’action des enzymes N et C pro peptidases qui vont cliver spécifiquement les deux
pro peptides pour enfin former la molécule de collagéne native sous la forme d’une triple hélice de 300nm
de long et de 1,5nm de diamétre portant a ses deux extrémités une courte structure non hélicoidale nommée

N et C télopeptides comme le montre la figure 8 ci-dessous. (Wood etKeech, 1960)
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a Standard collagen molecule
N terminal C terminal
propeptide propeptide

1 | l 7 Gly-X-Y repeats
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in the rough ER
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into the extracellular space

l Enzymes cleave propeptides
Collagcn to form collagen

Figure 7 : Les différentes étapes de formation du collagéne (Eloise, G. 2019)

1.2.1.2. Fibre élastine
L’¢lastine est synthétisée par de nombreux types cellulaires incluant les fibroblastes, les cellules
musculaires, et a un degré moindre par les kératinocytes, les chondrocytes et les cellules endothéliales. Le
géne de 1’élastine, présent en une seule copie, est localisé au niveau du chromosome 7 (7 q 11.1 — 21.1) et
est constitué de 34 exons de faible taille (27—186 paires de bases), dispersés dans de larges introns. Ces
exons codent de facon alternée des domaines hydrophobes et des domaines de type poly alanine-lysine.
L’une des particularités du gene de 1’¢lastine réside dans le fait qu’il peut étre assujetti a un épissage

alternatif important dans lequel un exon est inclus ou délité. (Wise SG 2008)
Les différentes étapes de synthese de 1’¢lastine sont :

- latranscription du géne
- D’épissage différentiel des ARN pré messagers

- la traduction des ARNm, I’hydroxylation de quelques résidus proline
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- l’association de la protéine néo synthétisée (la tropoélastine) avec une protéine chaperonne de 67 kDa

- la sécrétion des molécules de tropoélastine dans 1’espace extracellulaire et leur déposition sur le réseau
des glycoprotéines de structure microfibrillaires.
- L’¢lastine devient insoluble et assure sa fonction d’élasticité apres la synthése des acides aminés de

pontage, comme le montre la Figure 9.

La synthese de 1’élastine est trés controlée au cours du développement surtout par de nombreux facteurs
solubles tels que les cytokines, les vitamines et les hormones ainsi les contraintes hémodynamiques. Cela
dans le but d’assurer sa fonction, la quantité et la qualité de 1’¢lastine dans les tissus doivent étre restée

optimales. (Jacob, M. 2001)
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Figure 8 : Biosynthése des fibres d’élastine (Eloise, G. 2019)

1.2.2. Glycoprotéine
La biosynthese des glycoprotéines matricielles est un processus complexe qui implique des réactions
enzymatiques qui ont lieu dans le cytoplasme (synthése des précurseurs nucléotidiques) et sur la face interne
(synthese d'intermediaires liés aux lipides) et la face externe (réactions de polymérisation) de la membrane
cytoplasmique. Les étapes cytoplasmiques de la biosynthése des peptidoglycanes peuvent étre divisées en
quatre ensembles de réactions menant a la synthése de (1) UDP-N-acétylglucosamine a partir de fructose 6-

phosphate, (2) acide UDP-N-acétylmuramique de UDP-N-acétylglucosamine, (3) UDP-N-acétylmuramyl-




Chapitre |1 Rappels sur la matrice extra cellulaire
pentapeptide a partir d'acide UDP-N-acétylmuramique et (4) acide D-glutamique et dipeptide D-alanyl-D-

alanine. (Héléne B., 2008)

Les chaines polysaccharidiques sont bio synthétisées par un mécanisme qui semble résulter d’une
séquence non ambigué d'acides aminés. Suite a l'incorporation au niveau polysomal des résidus glucidiques
(glycosylation), de nombreux résidus d'acides aminés sont modifiés (enzymatiquement) qui sont des
groupements séryle, thréonyle et asparaginyle qui vont donner naissance a une glycoprotéine qui est une
protéine liée de fagon covalente a un oligosaccharide, ou une protéoglycane qui est une glycoprotéine liée a
un glycosaminoglycane (GAGs). (Hélene B., 2008)

I1. Configuration et arrangement de la MEC
11.1. Constituants fibrillaires

L’appartenance d’une protéine a la famille des collagénes se fait par la présence d’un motif d’acides
aminés spécifique et d’un domaine en triple hélice dans sa structure tertiaire. La séquence primaire des
molécules de collagéne présente le motif répété Gly-X-Y, ou a la position X on retrouve le plus souvent une
proline et a la position Y une hydroxy proline. Suivant la molécule de collagene considéreée, la triple hélice
peut étre homotypique, c'est-a-dire formée par 1’assemblage de trois chaines a identiques, ou hétérotypique
résultant de 1’association de au moins deux chaines a différentes. A ce jour 28 molécules de collageéne ont
été identifiées, réparties selon 7 groupes en fonction de leur structure primaire et de leur organisation
supramoléculaire. Les collagénes qui s’organisent en fibrilles sont les plus fréquemment rencontrés dans les
tissus et représentent ~90% de 1’ensemble des collagénes. Dans ce groupe on peut citer les plus importants

que sont les collagénes I, 11, Il et V.

Les collagénes de la famille FACIT (Fibril Associated Collagen with Interupted Triplehelix) sont
retrouveés a la surface des collagéenes fibrillaires et semblent impliqués dans la régulation de leur diamétre.
Leurs structures, en triple hélice interrompue, les rend plus souples que les triples hélices pleines chaines,

ce qui augmente le nombre et la forme d’arrangements supra moléculaires potentiels.

La famille des collagénes formant des réseaux ; posséde la spécificité d’étre codé par 6 genes dont les

produits s’associent pour former trois hétérodimeres différents. (Gelse et al, 2003)

Les collagénes formant des filaments perlés, dont la molécule phare est le collagéne VI, sont retrouvés
dans un grand nombre de tissus ou ils forment des liens structuraux avec les cellules. Les triples hélices de
collagéne VI (hétérotrimére) s’associent deux a deux pour former un dimére, qui s’associe avec un second
dimére pour former un tétramére qui finalement, s’organiseront les uns a la suite des autres en micro fibrilles
flexibles présentant des excroissances laterales de leurs parties globulaires apparaissant ainsi comme des
perles. (Canty et Kadler, 2005)
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Les fibres ¢lastiques sont constituées d’un composant amorphe principal : 1’élastine, associée a des

éléments micro fibrillaires et a des constituants situés a ’interface élastine-microfibrilles. Leurs architectures

est différente selon le tissu considéré et refléte des fonctions spécifiques.

Leur formation est complexe et fait intervenir de multiples étapes impliquant des éléments régulant la
synthése, le transport, la coacervation et la réticulation de la tropoélastine, précurseur soluble de 1’élastine.

L’agencement de ces globules sur le manteau de microfibrilles contribue a la formation de ces fibres (Robert

L. 1999).

Les fibres ¢€lastiques assurent 1’¢lasticité du tissu conjonctif. L’¢lastine est le composant majeur des
fibres élastiques ; elle est associée a des microfibrilles composées de glycoprotéines de structure comme les
fibrillines et les microfibril-associated-glycoproteins (MAGP) constituant un réseau microfibrillaire,
dépourvues de striation. L’¢élastine a tendance a s’enrouler sur elle-méme et se lie aux collagenes pour éviter
I’étirement et le déchirement des tissus. Les fibres de collageénes sont dispersées en nombre variable dans le

tissu conjonctif lache. (Kielty CM, 2002)

L’¢lastine est un composant majeur de la matrice extracellulaire. Les peptides d’élastine dérivent de sa
dégradation et sont présents dans le serum humain ; ils induisent des effets biologiques variés en interagissant
avec des fibroblastes, des cellules phagocytaires, des lymphocytes, des cellules musculaires lisses et des
cellules endothéliales, médiés par les récepteurs d’élastine-laminine présents sur ces mémes cellules. La voie
de signalisation du récepteur élastine-laminine (REL) implique 1’activation de la phospholipase C (PLC) par
une protéine G sensible a la toxine de Bordetellapertussis. La PLC induit la production d’inositol
triphosphate (IP3) conduisant a I’augmentation du Ca2 + intracellulaire libre d’une part, et d’autre part du
diacylglycérol (DAG) ; il s’ensuit la translocation de la protéine kinase C (PKC) a la membrane qui induit a
son tour, la phosphorylation des protéines kinases mitogenes activées (MAPK), tel le p42/p44 MAPK.
(Falop, T. 2001)

11.2. Constituants polysaccharidiques
11.2.1. Glycoprotéine matricielle

Les glycoprotéines de structure sont des protéines sur lesquelles sont greffées de courtes chaines
glucidiques. Certaines sont ubiquitaires comme la fibronectine, d’autres ont des localisations plus
specifiques comme les laminines des membranes basales. Bien qu’hétérogenes en taille, structure et
distribution tissulaire, ces glycoprotéines ont plusieurs points communs : elles contiennent plusieurs
domaines structuraux et fonctionnels, plusieurs sites de fixation aux cellules via les intégrines ou autre
récepteurs dont le plus fréquent contient la séquence Arg-Gly-Asp (RGD), plusieurs sites d’interactions avec

les autres macromolécules extracellulaires. La plupart de ces glycoprotéines sont des multiméres.
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11.2.1.1. La fibronectine

La fibronectine est une glycoprotéine extracellulaire ubiquitaire. Elle est présente sous forme soluble
(fibronectine plasmatique sécretée par les hépatocytes et les cellules endothéliales) dans les liquides de
I’organisme et sous forme insoluble dans la MEC (fibronectine tissulaire) ou elle est sécrétée par les
fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les chondrocytes, les cellules endothéliales et épithéliales. Elle
présente de nombreux sites de liaison pour des protéines de la MEC (comme le collagéne et la
thrombospondine), des récepteurs membranaires (tels que les intégrines), des protéines du sang circulant

(comme la fibrine), des GAGs (comme ’héparine et le chondroitine-sulfate).

La fibronectine, en plus de son réle de molécule majeure de 1’adhérence cellulaire avec le tissu conjonctif],
intervient dans la communication cellulaire. La liaison fibronectine-intégrines membranaires peut activer
des voies de transduction du signal via des protéines kinases ou le cytosquelette modifiant le comportement
cellulaire (par exemple prolifération, différenciation, motilité). Ainsi, la fibronectine joue un rdle
fondamental au cours de I’embryogénése (aide a la migration des cellules lors du développement
embryonnaire) et dans de multiples processus physiologiques (cicatrisation, hémostase, angiogenése) ou
pathologiques (inflammation, cancérogénese). La fibronectine posséde également un réle dans
I’organisation de la MEC grace a I’organisation des sites de fixation sur sa molécule et dans 1’organisation

du cytosquelette des cellules. (Verderio, EA. 2004)
11.2.1.2. La laminine

Les laminines sont des hétéros trimeres de 850 kDa. Elles participent a la structure des membranes
basales dans lesquelles elles interagissent avec le collagene de type IV via I’entactine/nidogéne et le perlécan
(protéoglycane a héparane-sulfate). Les laminines controlent 1’adhésion, la prolifération, la différentiation
et la polarisation des cellules avec lesquelles elles interagissent en plus de posséder certaines fonctions de
signalisation. Dans la membrane basale, les laminines forment la base architecturale, avec le collagéne de

type V.

Les autres glycoprotéines de structure sont la vitronectine, 1’entactine, les ténascines, les thrombospondine,
I’ostéonectine (ou SPARC/BM40) et les glycoprotéines associées a I’¢élastine. Chacune de ces molécules a
une localisation et un role spécifique : lors de la synthese des fibres élastiques par exemple ; les
glycoproteines forment une charpente sur laquelle se déposent les molécules de tropoélastine. Ainsi,
I’entactine joue le role d’un connecteur multifonctionnel capable de relier laminine, collagéne de type 1V,
fibuline et perlecan et stabilise donc la structure tridimensionnelle moléculaire de la MEC et maintien la

cohésion tissulaire. (Hallmann, R. 2005)
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11.2.1.3. La ténascine

Les tenascines sont une famille de glycoprotéine qui comporte quatre membres : les ténascines C, les
ténascines R, les ténascines X, les ténascines W. Elles sont synthétisées par les cellules de la matrice extra
cellulaire. Les ténascines ont des séquences répétées heptad et EGF-like, des domaines de fibronectines de
type Il et un domaine C-terminal globulaire. Au domaine N-terminal se trouve le domaine
d’oligomérisation. Qui mene a la formation d’hexameres dans le cas des ténascines C et W et de trimeres
pour les ténascines R. Les ténascines X forment également d’oligoméres. En tant que protéines
matricellulaire, les ténascines vont réguler 1’adhésion et la migration. Les ténascines C peuvent également
inhiber I’activité de la focal adhesion kinase (FAK et Rho) qui sont des molécules qui peuvent influencer le

cytosquelette d’actine. (Eloise, G. 2019)

11.2.2. Les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes :

Les protéoglycanes sont constitués d'une protéine centrale et d'une ou plusieurs chaines GAG liées de
maniere covalente. Les GAG sont des polysaccharides linéaires, dont les éléments constitutifs
(disaccharides) sont constitués d'un sucre aminé (soit GICNAc ou GalNACc) et d'un acide uronique (GIcA et
IdoA). Pratiqguement toutes les cellules des mammiféres produisent des protéoglycanes et les sécrétent dans
la MEC, les inserent dans la membrane plasmique ou les stockent dans des granules sécrétoires. Les
protéoglycanes matriciels comprennent de petits éléments interstitiels (décorine, biglycane, fibromoduline),
une forme de protéoglycane du collagéne de type IX, et un ou plusieurs membres de la famille aggrécane
des protéoglycanes (aggrécane, brevican, neurocan ou versicane). Certains de ces protéoglycanes ne
contiennent qu'une seule chaine GAG (par exemple, la décorine), tandis que d'autres ont plus de 100 chaines

(par exemple, I'aggrécane). (Kjellen, L. et al, 1991)

Les GAG sont des chaines polysaccharidiques lineaires sulfatées comprenant les Héparine/Héparan
Sulfate (Hep/HS), Chondroitin Sulfate (CS) et Keratan Sulfate (KS). L'acide hyaluronique (AH) est un GAG
non sulfaté particulier non associé a un corps protéique. Les HS et les CS, sont des polysaccharides linéaires
sulfatés situés a la surface des cellules et la matrice extracellulaire ou ils influencent les fonctions des
cellules. Les GAGs sont connus pour se lier et réguler I'activité d'un certain nombre de protéines différentes
appelées «protéines de liaison héparine», y compris les chimiokines, facteurs de croissance, des enzymes et

des molécules d'adhésion.

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont nécessaires au bon fonctionnement de ce tissu en raison de leurs

interactions avec les cytokines hématopoiétiques. (Lionel F. 2015)
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11.3. La lame basale

La membrane basale est une forme spécialisée de matrice extracellulaire et a été reconnue comme un
régulateur important du comportement cellulaire, plutét que comme une simple caractéristique structurelle
des tissus. La membrane basale médie la compartimentation des tissus et envoie des signaux aux cellules
épithéliales sur le microenvironnement externe. Elle est également un composant structurel et fonctionnel
important des vaisseaux sanguins, constituant un capteur de microenvironnement extracellulaire pour les
cellules endothéliales et les péricytes. Son assemblage est un enchainement de plusieurs étapes. Il s’agit
principalement d’un autoassemblage de ses différents constituants : Collagene de type 1V, Perlecan,

Laminines et Nidogenes (Raghu Kalluri 2003)

Elle est formée de trois longues chaines polypeptidiques qui se séparent. La membrane basale (MB)
correspond a une région spéciale de MEC formant une couche complexe autour de tout ou partie de la

membrane plasmique de certaines cellules.

La distribution topographique des MB est ubiquitaire : une MB se trouve a ’interface entre la face basale
des cellules épithéliales et la MEC sous-jacente, mais également autour des adipocytes, des cellules
musculaires, des cellules de Schwann, de certaines régions des astrocytes... . Visible en microscopie optique
sous la forme d’un trait rouge (aprés coloration par le PAS) ou noir (aprés imprégnation argentique)
surlignant le pble basal des cellules épithéliales, la MB apparait en microscopie électronique sous la forme
d’un fin feutrage de filaments irréguliers s’orientant dans les trois plans de I’espace. Elle est constituée de
trois couches superposées de la membrane plasmique vers la MEC, successivement: la lamina rara, la lamina

densa et la lamina reticulata.

L’aspect morphologique, la composition moléculaire, I’épaisseur des MB varient selon les types cellulaires
. la famille des collagenes intraveineux est caractéristique des MB ou ils forment un réseau stable de
polymeres, la famille des laminines participe aux MB ; Les molécules de laminine 1 s’assemblent pour
former un réseau qui est associé au réseau formé par le collagene 1V, constitue la trame de fond de la plupart
des MB. La laminine 2 joue un réle dans le maintien de la fonction normale du muscle squelettique. La
laminine 5 se trouve dans les régions de MB situées en regard des hémidesmosomes, le nidogéne/entactine
relie au sein du double réseau de collagéne intraveineux et de laminine des molécules diverses comme le

perlecan (heparan-sulfate protéoglycane), la secreted protein acidic and rich in cystein (SPARC), la fibuline.

En regard de la MB, la surface cellulaire présente de nombreux récepteurs a des molécules de la MEC en
particulier, des récepteurs a la fibronectine (intégrines), des récepteurs a 1’acide hyaluronique (comme le

CD44), des récepteurs a de nombreuses cytokines.
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Les fonctions des membranes basales en plus de leurs rdles de structure assurant 1’ancrage des cellules dans

le tissu conjonctif, les MB interviennent dans de nombreux processus physiologiques. Selon leur
localisation, les MB peuvent déterminer des barriéres physiologiques avec le milieu extérieur au niveau des
¢épithéliums de revétement exemple 1’intestin ou avec le compartiment vasculaire, et peuvent jouer un role
de filtre sélectif comme au niveau de la barriére glomérulaire. Enfin, les MB ont un réle important dans la
détermination de la polarité et de la différenciation cellulaires ainsi que dans les processus de réparation
tissulaire (cicatrisation), ou elle sert de support a la migration cellulaire ; mais également lors de la croissance

embryonnaire. (Jaeger; C., 2012)
I11-  Physiologie et role de la matrice extra cellulaire
111.1. Stabilité physiologique

Les interactions bidirectionnelles qui s’établissent entre les cellules et leur microenvironnement
matriciel régulent mutuellement leurs comportement et devenir. La diversité biochimique des constituants
moléculaires de la matrice, leurs propriétés biophysiques, leur architecture comme leur dynamique sont
d’une grande importance surtout représentent des signaux régulateurs pour 1’activité cellulaire En effet, les
composants matriciels adoptent différentes conformations et différentes organisations structurales générant
des signaux topographiques. Ces conformations structurales sont en perpétuelle dynamique en réponse aux
variations physiologiques et/ou pathologiques de 1’environnement telles que le pH et également en réponse
aux mouvements cellulaires tels que la migration. En outre, les molécules matricielles interagissent au sein

des MECs pour former des assemblages et auto assemblages également trés labiles. (Rimeyza B. 2014)

Elle fournit une charpente structurale et protectrice qui rend possible 1’organisation et les propriétés
physiques des tissus des étres pluricellulaires. Elle régule la disponibilité des facteurs de croissance qui en
interagissant avec des récepteurs de la surface cellulaire vont influencer I’activité des cellules permettant de
gérer les événements développementaux et homéostatiques. Comme elle remplit I’espace entre les cellules,
la MEC joue un role essentiel dans leurs communications vu son implication dans les contacts directs entre
cellules (molécules d’adhérence et systetmes de jonction cellule-cellule) et dans I’action des diverses

molécules de signalisation.

La MEC est un ensemble dynamique, en constant remodelage tant lors des processus physiologiques
comme la cicatrisation en jouant un role important dans la migration des cellules inflammatoires ou encore
dans la différenciation des cellules, que pathologiques tels que 1’invasion tumorale. Elle joue un réle majeur
dans les interactions avec et entre les cellules, en générant et transmettant de nombreux signaux qui régulent

I’ensemble du comportement cellulaire : survie, division, différentiation, migration.
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Les différents composants de la MEC sont dégradés par différents protéinases (en particulier, les métallos

protéinases et le systeme plasmine/activateurs du plasminogéne). Les MMP interviennent dans de nombreux
processus physiologiques : embryogenése, menstruation, ovulation, implantation du blastocyste,
cicatrisation, angiogenese, migration cellulaire, morphogenése. En pathologie, les MMP facilitent
I’extension tumorale, notamment par altération de la membrane basale des tissus épithéliaux, la
dissémination métastatique, 1’angiogenése tumorale, 1’altération du tissu conjonctif normal. (Jaeger; C.,
2012)

111.2. Les métalloprotéases matricielles (remodelage tissulaire)

La conception simpliste selon laquelle les MMP sont des enzymes de dégradation de la MEC est
simpliste car elle définit I’ensemble d’événements protéolytiques ciblant a la fois des substrats matriciels et
non matriciels. L’identification des substrats des MMP in vivo et des effets biologiques de leurs produits de
clivage est nécessaire pour optimiser I’utilisation des inhibiteurs synthétiques de ces enzymes dans le

traitement et la prévention des maladies dont la physiopathologie est complexe. (Brigitte Lelongt et al, 2001)

Les métalloprotéases de la matrice extracellulaire forment une famille d'environ vingt-cing enzymes
calcium- et zinc-dépendantes, qui sont capables de dégrader la matrice extracellulaire. Les MMP sont des
endopeptidases produites par différents types de tissus, mais surtout par une grande diversité de cellules
comme les fibroblastes, les chondrocytes, les ostéoblastes, les neutrophiles, les macrophages et les cellules
tumorales. Les enzymes appartenant a cette famille présentent un ensemble de caracteres communs : une
aptitude a dégrader des eléments de la matrice extracellulaire, une sécrétion sous une forme latente appelée
pro-enzyme, une homologie de séquence au niveau de leur site actif. Il faut noter la présence d'un ion zinc
dans le site actif complexé par trois résidus histidines; leur mécanisme d'hydrolyse fait intervenir un acide
glutamique comme agent de transfert d'un proton et le carbonyle d'une alanine comme accepteur de proton.
Elles présentent une activité a pH neutre et la possibilité d'étre inhibées par des protéines tissulaires

spécifiques appelées TIMP (Tissue Inhibitor of Matrix MetalloProteinase).

Toutes les MMP présentent la méme structure minimale composée -d'un pro-domaine qui sert a bloguer
I'activité de I'enzyme lors de sa sécrétion (par l'intermédiaire d'une fonction thiol qui vient se complexer sur
Iion zinc du site catalytique) -d'un domaine catalytique. En fonction de I'enzyme considérée, un certain

nombre de domaines plus ou moins spécifiques viennent s'ajouter a cette structure minimale.
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Figure 9: Structure générale des MMP (Frédéric D. 2003)

Les macromolécules de la matrice extracellulaire régulent 1’activité des cellules en interagissant avec leurs
récepteurs spécifiques qui activent des voies de transduction. Ces signaux aboutissent a 1’activation de
certains genes pour une réponse qui peut étre une prolifération cellulaire, une production de nouvelles
macromolécules matricielles ou au contraire la production ou I’activation des protéinases matricielles
(MMP), qui vont dégrader la matrice extracellulaire. Parmi les peptides ainsi libérés, certains vont a leur
tour pouvoir agir sur les cellules environnantes par 1’intermédiaire de récepteurs spécifiques créant ainsi une
nouvelle boucle de régulation au sein des tissus. Le renouvellement de la MEC détermine la croissance, le
développement ou la réparation des tissus, mais intervient aussi dans de nombreux processus pathologiques

(cancérogéneése, inflammation...). (Siméon et al, 1999)

Les métalloprotéases matricielles (MMP) et leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP) jouent un role
fondamental dans le remodelage des matrices extracellulaires de 1°‘organisme. Une fois sécrétés au sein de
la matrice, certains MMP et TIMP diffusent dans la circulation sanguine ou leur concentration peut étre
mesurée. Les fluctuations de leurs taux plasmatiques refletent probablement des modifications de leur
expression et de leur sécrétion au cours du remodelage de la matrice extracellulaire en réponse a des
pathologies. (Patrick R. et al, 2003)
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Les roles des constituants de la matrice extra cellulaire sont résumés dans le tableau 2 ci suivant :

Tableau 2 : Principales composantes structurales de la matrice extracellulaire et réles majeurs (Simon, M.

2010).

Composantes

structurales

Roéles

Collagéne

Intégrité, résilience, robustesse et résistance a I’étirement des structures,

différenciation, adhésion, migration, prolifération et apoptose cellulaire.

Collageénes fibrillaires

1 et 3: force de tension et résilience des fibres de collagéne.

Collagénes non-

fibrillaires

(FACIT) : association et formation des fibrilles de collagéne de type 1.
Molécule d’ancrage dans la membrane basale.
Adhésion entre les cellules endothéliales et matrice environnante.

Eléments structuraux de la membrane basale.

Collagénes formants des

réseaux

Principal élément de structure de la membrane basale et adhésion cellulaire.

Fibres élastiques

Elasticité (flexion et extension) et rétraction, régulent 1’activité du TGF-b,

migration, survie et différentiation cellulaire.

Elastine

Composante majeure (90%) des fibres élastiques.

Fibrilline

Assemblage des fibres élastiques, régulation du TGF-b

Glycoprotéines
associées aux micros
fibrilles

Assemblage de 1’¢lastine.

Fibullines

Adhésion, prolifération, migration cellulaire, formation des fibres

élastiques, intégrité de la membrane basale.

Autres composantes

Protéoglycans

Assemblage de la matrice extracellulaire, hydratation et filtration tissulaire,
rétention lipidique, prolifération, adhésion et migration cellulaire,

contrélent biodisponibilité et stabilité de cytokines.

Fibronectine

Migration, croissance et différenciation cellulaire, signalisation.

Laminines

Développement et organisation de la structure e la membrane basale,

adhésion et migration cellulaire, signalisation.
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Nidogene

Composante majeure de la membrane basale.

Tthrombospondines

Influence fonction cellulaire en modulant les interactions cellule-matrice,
migration cellulaire, cicatrisation, activation du TGF-b, angiogenése,

agrégation plaquettaire.

SPARC /ostéonéctine

Régule interactions de facteurs de croissance avec récepteur,
Régule les métalloprotéines matricielles, inhibition cycle cellulaire,

synthese du collagene.

Ténascines

Adhésion et migration cellulaire.

Vitronectine

Adhésion cellulaire, défense immunitaire, hémostase.
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Matériel et méthode

I. Objectif de ’expérimentation

L’expérimentation a pour principal but 1’étude de 1’évolution de la glande annexe mal « prostate » sur
ses différents plans mettant en évidence le r6le de sa matrice extra cellulaire; ce qui impose que ce modeste
travail s’articule sur deux élans, le premier étant une étude immunohisto chimique qui coincide avec
I’évolution des récepteurs membranaires spécifique de cette dernicre. Le second était des colorations
spéciales dites signalétiques qui permettent d’accentuer le contraste et de mieux reconnaitre les différents
¢léments de I’échantillon histologique ¢galement de visualiser différentes structures et composants des tissus
(de la matrice extra cellulaire plus précisément) ; exemple les fibres de collagénes ou d’élastines, la

membrane basale et en fin les glycoprotéines matricielles.

I.1. Lieu et durée de ’expérimentation
L’expérimentation s’est étalée sur six semaines divisées en deux périodes ; la premicre un stage
pratique au niveau du laboratoire d’anatomie pathologie du centre hospitalier universitaire Nadir
Mohamed de Tizi Ouzou sur quatre semaines successives allant du 04 Avril au 29 Avril 2021. Durant
cette pérode nous avons réalisé la coloration trichrome de Masson, PAS ainsi que I’immunohistochimie.
L’étude histomorphométrique et la prise de photo ont été réalisées au labo de physiologie animale au

département de Biologie.

1.2. Matériels biologiques
Notre étude est portée sur des lapins de souche locale qui est qualifiée de population blanche par
Zerrouki N. et al, (2014) a cause de la prédominance du phénotype blanc du néozélandais et californien, par

rapport aux croisés (noir, gris, fauve et croisé).

I1. Taxonomie du lapin

La classification scientifique du lapin de la population blanche est la suivante (Grasse PP. 1949 et Labas et
al, 1984) :

— Reégne : Animale.
Embranchement : Mammifere.
— Super ordre : Glire.
— Ordre : Lagomorphes.
— Famille : Léporinae (liévre et lapin).

— Sous-Famille : Leporinae.

— Genre : Oryctolagus.

~  Espece - Orytolagus cuniculus. Figure 11: Lapin male de la souche locale
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11.1. Caractéristiques de la souche locale
En Algérie la cuniculture est basée essenticllement sur 1’élevage des lapins de population locale visant
a assurer un approvisionnement des marchés urbains en protéines a moindres couts. De ce fait le
développement de celle-ci doit se pencher sur la valorisation de la population locale en raison de ses qualités

d’adaptations aux conditions d’élevage locales (Zerrouki et al, 2005).

De nombreux travaux ont permis de définir les principales performances de cette population locale, qui
se caractérise par : une variabilité phénotypique, un petit format, une prolificité faible, une bonne fertilité,
un poids adulte beaucoup trop faible pour espérer produire avec ce type génetique des lapins de 2,3-2,4 Kg
de maniere rentable (poids d’abatage trop proche du poids adulte), et une bonne aptitude de produire toute

I’année y compris en été dans les conditions climatiques du nord de 1’ Algérie (Zerrouki N., 2006).

11.2. Récupération des blocs
Afin de réaliser notre expérience ; nous avons récupérer des anciens blocs d’échantillons sur lesquelles
une étude histomorphométrique a été faite du mois de juin jusqu’au mois de septembre de 1’an 2019 au
niveau du laboratoire de recherche de chimie appliquée et génie chimique a I’universit¢é Mouloud Mammeri,

sur des lapins males de la souche locale.

L’expérience se base sur I’évolution de la prostate, qui nous a mené a les reprendre et les sélectionner selon
les différents lobes retrouvés et les différents ages lesquelles ont été sacrifiés ces animaux allant de celui

d’un mois puis trois mois et en fin 6mMois.

Figurel2: Récupération des blocs
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I11. Coloration au Trichrome de Masson

La coloration spéciale au trichrome de Masson a pour principale but mettre en évidence les différences
de perméabilité des différents constituants acidophiles du tissu surtout dévoiler la distribution spatiale des

différents constituants de la matrice extra cellulaire

Figurel3: Paillasse d’une coloration au Trichrome de Masson.

I11.1. Principe de la coloration

A. L’hématoxyline de Weigert est utilisée pour les noyaux car le chlorure ferrique qu’elle contient lie
fermement I’hématoxyline a I’acide nucléique.

B. La solution de la fushine acide colore les cytoplasmes et les muscles lisses.

C. L’acide phosphotungstique assure la mise en évidence d’une différenciation dans la solution d’acide,
ou ’APT accentue la coloration cytoplasmique

D. Le vert lumicre est utilisé pour définir la coloration de papanicolaou pour s’étendre a une contre
coloration, se lie au collagene et permet de différencier les cellules en fonction de leurs maturités et de leurs
activités métaboliques

E. L’acide acétique pour I’éclaircissement

I11.2. Préparation des solutions
A. Hemalin de Weigert :
1) Solutionl : 1g Hématoxyline cristallise
100ml d’alcool 95°
2) Solution2 : 4ml de chlorure de fer en solution
95ml d’H20 distillée
Iml d’HCL concentré

3) Solution de travail : mélange a partie égale de solution A et B.

B. Fushine : 2g de lonceau

19 de fushine acide
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300ml d’H20 distillée

3ml d’acide acétique glacial

C. Acide Phosphotungstique : 5g pour 100ml d’H20O distillée
D. Vert lumiére : 2g de vert lumiére+98ml d’H20 distillée +1ml d’acide acétique glacial

E. Acide acétique a 1% = 99ml d’H20 a 1ml d’acide acétique glacial

111.3. Coloration proprement dite
—Déparaffinage total en éliminant les débris de paraffine dans le bain de xyléne.
—Réhydratation en mettant 1’échantillon dans 1’alcool.
—Coloration Hématoxyline deweigert (mayer) en plongeant les lames pendant 5minutes.
—Ringage a I’eau distillée.
—Coloration & la fushine Ponceau.
—Passage dans 1’ Acide phosphotingstique pour 10min d’incubation.
—coloration au vert lumiére en le mettant pour 3minutes dedans.
—Ringage a I’eau distillée
—Passage dans 1’ Acide acétique glacial pour 2minutes pour une déshydratation.

—Ringage a I’eau distillée.

I11.4. Montage des lames
Aprées avoir fini la coloration, le montage d’une lamelle sur une lame était dans la nécessité aprés avoir mis
une goutte d’Eukitt pour éviter le décollement de la coupe et en faisant attention de prévenir les bulles d’air

qui peuvent se mettre en place et qui nous empécheront I’observation bien nette.

IVV. Coloration PAS

La coloration PAS est une technique la plus polyvalente et la plus utilisée pour la visualisation des

glucides. Elle met en évidence les mucines, les membranes basales, le glycogene ainsi que les filaments et
spores mycéliens. La réaction a l'acide périodique de Schiff correspond a l'oxydation de certains
polysaccharides par I'acide périodique, révélée par une coloration rouge (fixation de la leuco fuchsine de
Schiff). Le PAS est couramment associé a la diastase (PAS-hydrolyse de ’amidon) qui digére le glycogene

mais laisse persister la coloration rosée des mucines intra ou extracellulaires.
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Figure 14 : Paillasse d’une PAS

IV.1. Principe de la coloration
La coloration PAS est basée sur une réaction d'oxydation avec la présence d'acide périodique et du réactif
de Schiff. L'acide périodique fait que la molécule contenant du glycol crée des aldéhydes affectés par le
réactif de Schiff qui les colore en rouge. Des colorations spécifiques sont créées en appliquant la méthode
PAS sur des polysaccharides non substitués, des mucoprotéines et des glycoprotéines, des glycolipides et
des phospholipides. Associé au bleu Alcian, il permet de détecter les mucosubsatances acides

(glycosaminoglycanes).

IVV.2. Procédure de la coloration
— Déparaffinage de la section grace au xyléne pendant 6minutes (apres 1’avoir sortie de 1’étuve).
— Réhydratation a I’alcool pure pendant 2minutes.
— Réhydratation a ’eau courante pendant 3minutes.
— Traiter a I’acide périodique 0,8% pendant 10minutes.
— Ringage a I’eau courante pendant 3minutes.
— Traiter au réactif de schiff pendant 20minutes.
— Ringage a I’eau courante pendant 3minutes.
— Traiter a la solution du sodium méta bisulfite avec 5gouttes pendant 6minutes.

— Ringage a I’eau courante pendant 3minutes.
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Eclaircissement a I’hématoxyline de Mayer avec 5gouttes pendant 3minutes.

Ringage a I’eau courante pendant 3minutes.

Déshydratation a I’alcool a degré croissant (& 70% puis 95% puis 100%).

Eclaircissement dans le bain de xylene.

IV.3. Montage des lames
Les lames sont mises de cotés et des lamelles portant I’eukitt sont misent dessus a fin de protéger les

prélévements puis sont laissés a I’air libre pour sécher.

V. Immunohistochimie PSA

Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés de maniere semi automatisée sur un automate
bench Mark-Ultra ventana aprés avoir fait les coupes grace au microtome a épaisseur de deux micro metres
et passer les coupes dans un bain marie de 40° et les récupérer sur des lames célanisées dans le but d’éviter

le décollement des échantillons.

Figure 15: Automate benchMark-Ultra Ventana.

- Déparaffinage : 1’échantillon mis sur la lame est mis dans 1’étuve de marque SAKURA & 35°
toute la nuit (ou a 56° pendant une heure) puis passer dans un bain de xyléne pour prévenir toute

saturation de 1’échantillon.
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Figure 16: Etuve de marque SAKURA.

Hydratation : En passant les échantillons dans 1’alcool a des concentrations décroissantes
commencant de 100° puis 96° puis 70° puis 50°.

Démasquage des sites antigénique dans un bain marie grace a une solution de démasquage
Tamponner 1’échantillon grace au réactif PH9

Blocage de la peroxydase exogéne avec I’eau oxygénée(H202) pour éviter le bruit de fond en
occupant les sites non intéressants et ouvrir les sites intéressants

Application de I’ Anti Corps primaire ensuite le ringcage

Incubation a 30minutes ensuite encore le rincage

Application de I’Anti Corps secondaire spécifique au primaire a fin d’amplifier 1a réaction en
suite 1’incubation encore une fois a 30minutes

Application du révélateur DAP (Acide Di Amino-phosphatique) en suite rincé

Remarque : un kit spécial placé dans I’automate assure la révélation des réactions (UV DAB Copper, UV
DAB H202, UV Chronogen, UV HRP Multimer, UV DAB Inhibitor)
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Figure 17: kit adéquat a I’automate et spécifique a I’'THC.

- Incubation a I’hématoxyline de Meyer pour une contre coloration pendant Sminutes.
- Ringage a I’eau distillée pour éclaircir puis déshydrater.

- Montage d’une lamelle sur la lame apres avoir appliqué 1’Eukitt.

Remarque : un consommable adéquat a 1’automate est responsable de ces différentes réactions de
tamponner (EZ prep, ULTRALCS, 2XSSC, Reéaction buffer, Réaction buffer, ULTRACC1, ULTRACC?2,
Option).

II

Figure 18: Planches consommables adéquates a 1’automate.

VI- L’étude histomorphométrique

Au niveau du laboratoire de physiologie du département Biologie nous avons réalisé une étude
histomorphométrique. En premier lieu, aprés la récupération des lames ; des photos ont été prises par un
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appareil photo numérique de la marque SAMSUNG depuis I’objectif du microscope optique de la marque

LUMENLAB.

Une étude statistique a eté faite grace au logiciel Axio Vision qui a pris les mesures du stroma

fibromusculaire puis le tissu conjonctif logeant 1’espace inter acini.

Les moyennes ont été prises dans le logiciel Excel ainsi que les écarts types et des histogrammes ont été
tracés.

36



Résultats




Résultats

Coloration au trichrome de Masson

La coloration spécialisée a laquelle nous avons procédé, trichrome de Masson, a pour but

d’étudier 1’évolution des fibres de collagéne de la prostate du lapin de la souche locale pour les trois

ages 1, 3 et 6mois. C’est une coloration histologique, topographique, tri chromique, associant a une

coloration nucléaire (hématoxyline de weight), une coloration cytoplasmique par un mélange de

colorants acides (Fuchsine Ponceau) et une coloration élective du collagene (vert lumiére).

Les résultats obtenus ont montré :

1-

Chez les lapins d’un mois, la coupe histologique est totalement visible au faible grossissement
(Gx40) ou on peut distinguer une couleur verte concentrée a la périphérie avec une surface
de 245,67um d’une matrice fibromusculaire et une couleur rosatre juste a 1’intérieur
(planchel A).

Au grossissement GX100, on remarque un début d’organisation ou on peut distinguer des
lobules qui émettent des arborisations a ’intérieur d’une lumiére réduite ou méme absente.
En effet, en passant au plus fort grossissement GX400, des fibres de collagéne colorés en vert
et organisés en faisceaux larges, sont concentrés essentiellement a la périphérie avec des
fibres musculaires colorés en rose foncé disséminés entre eux et occupant la partie
périphérique du tissus.

En paralléle, en utilisant le grossissement GX1000, des colorations ponctiformes noiratres
montrant les noyaux des cellules qui contiennent les acini prostatiques en début
d’organisation avec de petites cellules entourant une lumiere réduite due a la surface
matricielle importante entre les acini d’'une moyenne de 7,76um.

Chez les lapins de trois mois, (planche 1 B) la coloration trichromique montre une
architecture bien mise en place avec la possibilité de décerner chaque constituant. Au faible
grossissement Gx40, une partie de la coupe peut étre visible ce qui témoigne de
I’augmentation du volume de la prostate ou la zone périphérique est riche en fibre colorée en
vert et organisé en faisceaux d’une surface maximale par rapport aux lapins des autres ages.
Cependant, en passant au plus fort grossissement Gx400, on constate une organisation en
acini bien déeterminés avec des cellules épithéliales bien développées entourant une lumiere
assez large comparée a celle des animaux d’un mois, cela s’explique a I’épaississement de la
surface de la MEC entre les acini pour atteindre sa maximale a cet age avec une surface de
23,03um et en fin tombe dans la diminution chez les animaux de six mois pour arriver a une

surface de 21,17um. Cependant, en passant au plus fort grossissement Gx1000, on constate
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une organisation en acini bien déterminés avec des cellules épithéliales bien développées

entourant une lumiére assez large comparée a celle des animaux d’un mois. (planche 1 B).

Chez les lapins de six mois, la coloration des coupes de la prostate a permis 1’observation
d’une partie de la coupe au faible grossissement comme pour les animaux de trois mois. Au
Gx100, on distingue la zone périphérique fibromusculaire avec une épaisseur moyenne de
262,49 um ou sont distribuées les fibres de collagénes en vert, ces derniers présentent un
aspect plus fin comparé surtout a celui observe chez le lapin de trois mois qui demeuraient
d’une moyenne de 278,83um. En effet, au Gx400, on arrive a bien distinguer ’aspect
filamenteux que prennent les fibres de collagenes, parallelement, les acini glandulaires sont
bien développés présentant des arborisations importantes délimitant une lumiere bien

visibles.

En plus de la zone périphérique, nous avons egalement obtenu une distribution des fibres de

collagénes au niveau des espaces séparant deux acini glandulaires voisins. En effet, 1’étude

morphométrique de distribution des constituants de la MEC des tissus conjonctifs de la glande

prostatique des lapins des trois ages a montré des variations de I’épaisseur de la zone fibromusculaire

périphériqgue comme le tissu cinjonctif séparant les acini, cela est présenté dans les données

statistiques ci suivantes.
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Figure 19 : Variation de la distribution de la MEC an niveau de I’espace séparant les acini

glandulaires de la prostate du lapin de la souche locale au cours du développement post natal.
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La surface de la MEC au niveau de 1’espace séparant les acini glandulaires de la prostate est d’une

valeur importante chez le lapin du premier mois et atteint son maximum a I’age de trois mois

ensuite diminue a 1’age de six mois.
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Figure 20 : Variation de la MEC an niveau de la périphérie de 1I’épithélium glandulaire de la

prostate du lapin de la souche locale au cours du développement post natal.

La surface de la MEC au niveau de la périphérie de 1’épithélium glandulaire de la prostate du lapin
augmente dans le délai séparant le premier groupe du deuxieme groupe pour atteindre sa maximale

au 2eme mois et prend de chute chez le lapin du troisieme mois.
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Planche 1 A

Structure histologique de la prostate
du lapin de la souche locale agé de un
mois et traitées par une coloration de
Trichrome de Masson, observée au
microscope optique au grossissement:
GX40, GX100, GX400 et GX1000;
Ep: épithélium, =" Fibre, Lm:
lumiére, TC: tissu conjonctif, SF:
stroma fibromusculaire.



GX1000

Planche 1 B

Structure histologique de la
prostate du lapin de la souche
locale a4gé de trois mois et
traitées par une coloration de
Trichrome de Masson,
observée au microscope
optique au grossissement:
GX40, GX100, GX400 et

GX1000; ¥ fibres, Ep:

épithélium, Lm: lumiére, TC:

tissu conjonctif, SF: stroma
fibromusculaire
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Planche 1 C

Structure histologique de la
prostate du lapin de la souche
locale agé de un mois et traitées
par une coloration de Trichrome
de Masson, observée au

microscope optique au
grossissement: GX40, GX100,
GX400 et GX1000; . fibres,

Ep: épithélium, Lm: lumiére, TC:
tissu conjonctif, SF: stroma
fibromusculaire



Resultats
La coloration Periodic-Acid-Schiff (PAS)

La coloration PAS est une coloration spéciale qui permet la mise en évidence des mucines utilisé

en anatomie pathologie afin de mettre en évidence certaine infection ou inflammation. Son principe

est basé sur les réactions biochimiques entre le réactif de Schifs et les groupements aldéhydes des

molécules glucidique. Cette coloration est également utilisée dans le cas des études sur les

membranes basales. Dans ce travail, nous avons utilisé cette coloration afin d’étudier 1’évolution des

membranes basales du tissu prostatique des lapins de la souche locales sous rappel que les MB

constituent une MEC spécialisée.

Les résultats obtenus sont montré sur la planche2 et décele que:

1-

chez les animaux de 1 mois, les coupes histologiques montrent une coloration des membranes
basales surtout autour des vaisseaux sanguins et méme a la base de plusieurs cellules car on
constate que les constituants tissulaires présentent une désorganisation ce qui signifie la non
achévement du développement, d’ailleurs des structures cellulaires enchevétrées avec une
complexit¢ d’agencement et des structures filamenteuses fines distribuées de facon
concentrique sont observés.

Chez les lapins de 3 mois ; une organisation bien nette avec une lame basale qui soutient les
cellules épithéliales émettant des arborisations a I’intérieur des lumiéres des acini. Une
richesse en couleur pourpre a 1’origine du réactif de schif qui montre I’abondance des
glycoprotéines dans la matrice extra cellulaire qui entoure les cellules.

Chez les lapins de 6 mois ; les cellules épithéliales s’abouchent a la lumiére et reposent sur
une membrane basale bien visible avec un aspect continu ce qui explique le développement
des glycoprotéines matricielles des lames basales et leurs épaississement et leur localisation
a la base des cellules épithéliales glandulaires.

Immunomarquage de la PSA

Dans notre étude, nous avons réalisé la technique immuno-histochimique enzymatique utilisant

I’anticorps anti PSA. Cette technique nous a permis d’étudier I’activité des cellules épithéliales de la

glande prostatique au cours du développement post natale chez le lapin de la souche locale, en

rappelant que la PSA constitue une glycoprotéine enzymatique spécifique de la prostate, autrement

dit un marqueur prostatique. Les résultats obtenus sont résumés comme suit :
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Planche 2: Structure histologique de la prostate du lapin de la souche locale en
fonction de I'age (M1, M3 et M6) et traitées par une coloration Periodic Acid
Schiff, observée au microscope optique au grossissement: GX400; : Lame
basale, Ep: épithélium, Lm: lumiére, TC: tissu conjonctif,,.
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Distribution du marquage PSA au niveau des coupes prostatiques des lapins de 1 mois : Chez les

lapins

d’un mois, ’'immunomarquage des coupes prostatiques glandulaire a montré un aspect diffus

sur toute la surface apicale et luminale de la coupe observé au faible grossissement. Au plus fort

grossissement, on constate des dépdts du DAB mais sans spécificité liee a des structures précises.

Cependant, au GX100, on arrive a distinguer la coloration brune au niveau de certains noyaux
(planche 3 A)

1-

A

Distribution du marquage PSA au niveau des coupes prostatiques des lapins de 3 mois: Chez
le lapin du 3°™ mois, on remarque au faible grossissement un marquage modéré différent de
celui observé chez les animaux d’un mois et est localisé a la face apicale des cellules
épithéliales. Au grossissement X10, des marquages au niveau de la lumiere des acini ont été
obtenu avec leur profusion au niveau luminale. Cela est bien mis en évidence en passant au
plus grossissement fort (GX40), ou le marquage est plus accentué au niveau du cytoplasme
des cellules épithéliales glandulaires et au niveau des lumieres des acini. En fin, ces
observations sont constatées au grossissement GX100 qui nous laisse dire que les cellules
épithéliales sont bien délimitées avec leurs noyaux qui ont achevés I’exocytose de la PSA.

Distribution du marquage PSA au niveau des coupes prostatiques des lapins de 6 mois : Chez
le lapin de 6°™ mois, le marquage de la PSA présente comme pour les animaux de 3 mois
une immunoréacion positive. Le marquage présente une distribution similaire surtout au
niveau des surfaces apicales des cellules épithéliales. En effet, au grossissement GX40, une
ligne fine et réguliere d’immunomarquage est observée a la surface apicale des cellules
épithéliales ou les noyaux colorés en bleu sont bien évidents. Par contre, au niveau de la
lumiére des acini, peu de secrétions marquée sont marquées, toujours comparées a ceux
obtenus avec les animaux de 3 mois, d’ailleurs, en passant au grossissement GX100,
1”épithélium est bien structuré et organisé et délimite de mieux la lumicre et présente quelque

dépbt de marquages (planche 3 C).

partir de ces résultats, nous avons tracé le tableau suivant (tableau 4), qui résume la

distribution de la PSA au niveau de I’ épithélium prostatique et par conséquent 1’activité sécrétoire

des cellules épithéliales de la glande prostatique (secrétions de la PSA).

Ages des Lapins M1 M3 M6
Marquage apicale ++++ ++++
Marquage de la lumiére ++++ ++

Tableau 4: Distribution du marquage PSA au niveau des des épithéliums glandulaires prostatiques
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Planche3: Structure histologique de la prostate du lapin de la souche locale en
fonction de I'age (M1, M3 et M6) et traitées par une Immunohistochimie
(PSA), observée au microscope optique au grossissemenﬁmﬂ, marquage,
Ep: épithélium, Lm: lumiere, TC: tissu conjonctif, SC: secrétions
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Discussion

I- Evolution de la MEC au cours du développement post natale

Dans ce travail, nous avons réalisé une étude évolutive et comparative des constituants de la
matrice extra cellulaire du tissu prostatique de 1’appareil reproducteur du lapin male de la souche
locale au cours du développement. De ce fait, nous avons procédé par différentes colorations

spéciales (trichrome de Masson et Periodic Acid Schif).

La coloration trichromique, nous a permis de suivre 1’évolution des fibres de collagénes qui
présentent des distributions et des aspects différents au cours du développement de la prostate du
lapin male. Ces fibres sont retrouvés principalement au niveau de la périphérie de la glande
prostatique correspondant a la partie fibro-musculaire et au sein du tissus conjonctif entourant les

cellules glandulaires.

Chez les animaux d’un mois (4semaines), les fibres de collageénes présentent un aspect en faisceau
large avec une disposition paralléle avec celle des cellules du muscle lisse de la paroi fibro
musculaire. Elles sont aussi observées entre les cellules en début d’organisation en acini glandulaire
avec une lumiere trés réduite. Cette derniére distribution ne présente aucune organisation spécifique,
les fibres de collagénes sont orientées dans différents sens. De plus, les membranes basales sont
largement distribuées au sein du tissus a 1’origine des épithéliums glandulaire prostatiques. Ces
résultats sont en faveur du réle de la MEC dans le développement en 1’occurrence les fibres de
collagenes et les constituants des membranes basales. En effet, les lapins 4gés d’un mois sont toujours

en développement et n’ont pas encore atteint I’age de maturité (Lebas, 2000).

A partir de 1’age de trois mois des animaux, les fibres de collagénes sont toujours présentes en
abondance au niveau de la paroi fibromusculaire, mais, contrairement au lapin d’un mois, leur aspect
semble étre moins large et présente une organisation en fibre avec une distribution réguliere sur toute
la surface de la paroi et toujours parallele aux cellules musculaire lisses. A cet age, qui correspond
normalement a 1’age pré pubere, les acini glandulaires sont bien différenciés, reposent sur une
membrane basale et entourant une lumiere bien visible. Cet épithélium est entouré par le stroma
prostatique riche en constituants matricielle, particulierement, les fibres de collagénes. Ces
caractéristiques indiquent la maturité de I’épithélium prostatique surtout avec 1’apparition de la
lumiére des acini glandulaire. Selon Lebas et al, 1996, la formation de la lumiére glandulaire chez le

lapin constitue I’une des caractéristiques indiquant la maturité épithéliale.
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A I’age de six mois, correspondant théoriquement a 1’age pubére du lapin, les fibres de collagéne de

la paroi fibromusculaire ainsi que celui du stroma prostatique, présentent un aspect proche a celui
des animaux de trois mois. Par contre, les acini glandulaires présentent plusieurs arborisations qui
s’étendent dans la lumiére et qui sont beaucoup plus développées que celles observées chez les
animaux pré-pubéres ce qui explique la diminution de 1’épaisseur de la couche fibromusculaire ou le

tissu glandulaire s’étend vers la périphérie de la glande.

Ainsi nous constatons que les fibres de collagénes montrent des variations morphologiques au cours
du développement du tissu prostatique chez le lapin male de la souche locale. Ces variations sont
liées a I’implication de ces molécules de la matrice dans le développement. En effet, le role des fibres
de collagénes dans le développement a largement été rapporté par les données de la littérature. Ces
fibres présentent des variations au niveau de leurs tailles et leur organisation selon le stade du
développement du tissu, les interactions avec les autres molécules matricielles et surtout la fonction

contractile des cellules musculaires (Geoffrey Pickering, 2001).

De ce fait, ces variations morphologiques des fibres de collagéne pourraient aussi étre liées a leur
role dans les processus de migration cellulaire qui constitue un processus important au cours du
développement. La dégradation de la matrice extra cellulaire est un processus physiologique tant6t
et pathologique aussi. L’association MMP-2/MT1 — MMP/TIMP-2explique I’ambivalence du TIMP-
2. A faibles doses, le TIMP-2 active la MMP-2 par le biais du MT1-MMP. A doses plus élevées, la
molécule de TIMP-2 bloque le site actif du complexe tri moléculaire. (Semaan M. et al, 2005).
MMP2 sérique suit la progression suivante: prostate normale < Cancer de la prostate localisé <
Cancer de la prostate métastatique. La MMP2 est un facteur pronostique indépendant
lorsqu’exprimée par les cellules cancéreuses et les cellules épithéliales bégnines. La MMPO est
impliquée a plusieurs niveaux de 1’évolution du Cancer de la prostate, alors que la MMP14 est

associéee a son implantation. (Dominique T. 2004)

En effet, le collagene est une composante majeure de la matrice extracellulaire, il est responsable de
I’intégrité et la résistance a 1I’étirement. Ces propriétés dépendent a leur tour de la composition, ainsi

que du diametre de la fibre de collagene (Ottani et al, 2001).

La coloration PAS a démontré un accroissement des membranes basales cela a été bien prouvé
auparavant par des scientifiques qui I’ont qualifié de jouer un réle majeur au cours des processus

morphogénique. De nombreuses études montrent I’importance dans le devenir cellulaire ; en effet
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une rigidité importante de la membrane basale orientera la cellule vers un lignage osseux alors qu’une

rigidité simple orientera vers un lignage neuronal ; Ce processus est appelé mécano-transduction.
(Julien chlasta 2016)

Par ailleurs, le collageéne intervient également dans I’ancrage des lames basales au tissu interstitiel
sous-jacent ce qui est en faveur de nos resultats. Les membranes basales riches en collagéne de type

IV jouent un rdle important dans 1’organisation des tissus en particulier des épithéliums.

Outre ces roles dans ’architecture des tissus, les collagénes interviennent dans la régulation des
fonctions cellulaires a savoir la différenciation, la prolifération et 1’apoptose cellulaires (Ottani et al,

2001).

Ainsi, la MEC régule la disponibilité de facteurs de croissance qui, en interagissant avec des
récepteurs de la surface cellulaire, vont influencer I’activité des cellules de fagon a gérer les
événements tant développementaux qu’homéostatiques (Ramirez et al, 2004). C’est donc dire

qu’elle entoure les cellules qui la synthétisent et module leur phénotype (Huxley-jones et al, 2008).

En effet, la régulation de la croissance et la maturité de la prostate implique des mécanismes
complexes, cette régulation comprend a la fois I’action hormonale et la communication directe,
cellule a cellule et les facteurs de croissances tels que le FGF, EGF ou I’IGF qui stimulent ou inhibent

la croissance de la glande. Ils agissent a courte distance entre les cellules prostatiques voisines.

- Activité des cellules épithéliales de la prostate en fonction de ’age (distribution de

la PSA)

En plus de I’¢tude de la distribution de la MEC, nous avons aussi étudié 1’évolution de 1’activité
des cellules épithéliales prostatique en fonction de 1’age. Pour cela, nous avons marqué par
immunohistochimie le PSA et nous avons suivi sa présence dans la lumiére des acini glandulaires.
On note que le PSA constitue une protéine enzymatique spécifique a la prostate et est considéré

comme biomarqueur prostatique (Nicotera et al, 2009).

Les résultats obtenus ont montré, chez les animaux d’un mois 1’absence du marquage et donc absence
des secrétions glandulaires vu qu’a cet age I’épithélium n’est pas encore mis en place avec absence

de lumiére ce qui est en faveur des observations décrites précédemment.

Chez les animaux de 3 mois, la lumiére glandulaire nettement observée montre des secrétions
prostatique abondantes ce qui t¢émoigne du début de I’activité sécrétoire des cellules épithéliales. En

revanche, chez les animaux de 6 mois, qui représentent le groupe d’animaux pubere, la lumiére des
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acini présente toujours des secrétions (PSA marque), comme pour les animaux de 3 mois, mais avec

une quantité moindre. Ce résultat est intéressant car il répond aux mécanismes de sécrétion de PSA.

Le PSA est secreté par les cellules épithéliales de la prostate et passe directement dans le liquide
séminal, d’ailleurs, dans le cas normale en absence de pathologie, on le retrouve en trés faible
quantiteé dans la circulation (Rigollet et al ; 2007). Ceci explique la diminution de sécrétion présente

dans la lumiére des acini prostatique chez les animaux pubéere comparé aux animaux prés pubeéres.

De plus, ces résultats sont également en faveur des mécanismes de régulation de I’activité sécrétoire
prostatique. Le fonctionnement normal de la prostate repose sur les interactions entre épithélium et
stroma, sous 1’influence des androgenes (et dans une moindre mesure des estrogenes), qui guident la

différenciation et ’activité cellulaire.

En effet, la prostate normale comprend 3 principaux types cellulaires, dont 2 expriment le récepteur
aux androgeénes a savoir les cellules du stroma et les cellules épithéliales luminales différenciées. Les
cellules du stroma secrétent des facteurs qui permettent la prolifération des cellules basales et la

différenciation des cellules luminales (Zerbib et Bouzeboc, 2011).

En outre, le réle des androgeénes dans cette régulation et dont I’action est controlée par des protéines
corégulatrices (coactivateurs et corépresseurs) et par des voies de signalisation placées sous la
dépendance de facteurs de croissance (Nelson et al ; 2003). Les génes régulés par les androgenes
codent pour des protéines impliquées dans la prolifération et la division cellulaire (CDK, cyclines,
facteurs de croissance), la survie cellulaire, I’activité sécrétoire (PSA) et la migration et les relations
avec I’environnement extracellulaire (Zerbib et Bouzeboc, 2011).

La détérioration de la PSA avec 1’age peut compromettre 1’équilibre homéostatique entre production du
sperme et son excrétion qui peut induire des inflammations vu sa non liquéfaction de plus la réponse
immunitaire diminue avec 1’age car y a des changements dans le nombre des cellules innée avec le biais

d’hématopoicse en faveur des lignées myéloides.

Les conséquences de tout cela peuvent €tre grave en s’exprimant au niveau réticulaire par 1’attraction des
télomeres qui accompagnent les cycles cellulaires prolifératifs qui conduit a la scénéssance réplicative et
tout de méme une augmentation du volume prostatique et attendu décrivant une hypertrophie prostatique
qui engendre a son tour 1’augmentation des taux de PSA sanguins qui devrait étre trés bas et qui va en

paralléle avec la hausse des risques du cancer.

La PSA croit de fagon linéaire jusqu’a I’age adulte puis subit des fluctuations naturelles qui évoquent une

accélération du volume prostatique a 1’égard de son expression membranaire pour suivre une évolution
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curvilinéaire mais des taux de PSA sanguins tres élevés. Cette cinétique déduit depuis les observations

nous aide mieux a comprendre le marquage établit par 1’étude précédente.
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Conclusion

L’appareil reproducteur male du lapin de souche locale constitué des organes genitaux et des glandes
annexes représente un centre d’étude de grand intérét pour la caractérisation de cette souche et une
contribution majeur a la compréhension de la cinétique développementale et relationnelle entre les milieux
interdépendants (MEC et cellule), et ainsi la maitrise des spécificités de reproduction et de production de
cette population en Algérie.

Comme nous venons de voir dans les résultats précédents qu’il y est une corrélation entre le
développement prostatique et de la matrice extra cellulaire est bien établie et méme 1’expression antigénique

spécifique de cette derniere.

La matrice extracellulaire est le composant non cellulaire présent dans tous les tissus et organes, et
fournit non seulement un échafaudage physique essentiel pour les constituants cellulaires, mais initie
également des signaux biochimiques et biomécaniques cruciaux nécessaires au développement post natale.
Les fibres matricielles ont une place centrale dans 1’orchestration et le maintien de 1’écosystéme
histologique. En effet, grace a leurs capacités de sécréter, assembler et modifier les composants de la MEC ;
les fibres se créent des remodelages au cours de leurs développement qui peuvent affecter méme la notion

antigenique de cette derniére.

On a bien constaté que la prostate se développe en forme jusqu’a I’age adulte et prend ainsi de I’ampleur
en élargissant ses tissus et remodelant ses cellules grice aux métallopréases matricielles ; d’ou
I’amincissement de la matrice extra cellulaire y compris les fibres qui la constitue pour donner des lumiéres
de plus en plus importante et défie ainsi tantot I’hyperplasie prostatique et tantot son hypertrophie. D’autre
part, I’espace extra cellulaire assure moindrement sa compartimentation car les composants glucidiques
(glycoprotéines matricielles et membranes basales) synthétisées par les cellules et sécrétées dans 1’espace
extra cellulaire qui génera la perméabilité capillaire et pourra étre une source de la non disposition des

cellules humorales dans le tissu prostatique et un réservoir trophique pour les cellules cancéreuses.

Selon les résultats obtenus 1’expression antigénique de la prostate (PSA) est apparue dés un jeune age
et cela gréce a une synthese non androgéno-dépandante mais s’affaiblit avec 1’age malgré la contribution
des facteurs post-pubertaires. En conséquence majoritaire ; une altération de la qualité du sperme voir sa
condensation. La désorganisation de 1’architecture du tissu prostatique, est a I’origine d’un passage

important de PSA dans la circulation générale.

Cela peut échapper a la physiologie et tombe ainsi dans la pathologie comme exemple le cancer de la
prostate. Des perspectives thérapeutiques peuvent étre tirées de ces analyses et qui tout de méme devrai étre

complétées et verifiees :
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- Médicaments de substitutions ciblant la synthése des fibres matricielles (remplacement de leurs

précurseurs par d’autres)
- Medicaments interagissant avec le métabolisme des métalloprotéases matricielles (inhibition de la
synthése du calcium et du zinc qui sont I’élément clé des MMP)

- Médicaments interagissant avec les cibles endogénes (voir un agoniste de la PSA)
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