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Abraviations

Ac: Anticorps.

Adn: Acide désoxyrubonucléique

Ag: Antigéne.

BH4 : (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin.
BSA: Bovin Sérum Albumin.

CAM : calmoduline.

CD: Cluster of Differentiation.

CIS: cytokine-inducible SH2.

CPA: Cellule Présentatrice d’Antigéne.
CSF: Colony Stimulating Factors.

DO: Densité Optique

ELISA: Enzyme linked Immunosobent Assay.
EPO: erythropoietin.

FAD : flavine adénine dinucléotide
FMN : flavine mononucléotide

Foxp3: forkhead-box p3

G-CSF: granulocyte colony stimulating
Hb : hémoglobine

HD : hote définitif

HI : hote intermédiaire

ICOS: Co-Stimulation Inductible.

IDD: Immunodiffusion Double

IEP: Immunoélectrophorese

IFN: Interferon.

Ig: Immunoglobuline.

IL: Interleukine.

iTreg: Lymphocytes T régulateurs induites.

JAK: Janus Kinase




KHF: Kyste Hydatique du Foie

KHP: Kyste Hydatique du poumon

LB: Lymphocyte B.

LHF : Liquide hydatique du foie

LHP : Liquide hydatique du poumon

LPS : lipopolysaccharides.

LT: Lymphocyte T.

MAP: Mitogene-associated protein.

NAD: Nicotinamide adénine dinucleotide.
NADP: Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate.
NK: Natural Killer.

NKT: Natural Killer cell-T.

NO: nitric oxide.

NOHA : N-hydro 2-L-arginine.

NOS : nitric oxide synthase.

nTreg : Lymphocytes T régulateurs naturels.
PARP: poly-ADP-ribose-polymerase

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells
PBS: Phosphate Buffer Salin

PM: Poids Moléculaire

gsp: quantité suffisante pour...

rpm: rotation par minute.

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institut.

SH2: Sacrom homology 2.

SOCS: suppressor of cytokine signaling.

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
SVF: Sérum de Veau Faetal.

Tc: T cytotoxique.

Th: T helper.

TNF: Tumor Necrosis Factor.




Treg: T régulateur.

Ts: T supprésseur.
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Introduction générale

L’hydatidose est une zoonose cosmopolite qui sévit de fagon endémique en Algérie. Cette parasitose
est causée par la forme larvaire d’un cestode Echinococcus granulosus.

Elle demeure, malgré les programmes de lutte et de sensibilisation, un probleme majeur de santé
publique, aux répercussions économiques effroyables.

Le diagnostic de I’hydatidose orienté par les arguments cliniques et radiologiques reste largement
dominé par I’immunosérologie. L’établissement d’un diagnostic de certitude est délicat, notamment
en raison de la vaste communauté antigénique que constitue 1’hydatide.

Dans la mesure ou cette affection est souvent asymptomatique, le traitement reste essentiellement
chirurgical avec risque de récidive. La survenue de complications au cours de I’évolution de cette
Mmacroparasitose et I’apparition d’échinococcose secondaire rendent 1’acte chirurgical difficile.

Dans I’optique de la recherche d’une thérapie anti-hydatique et sur la base de plusieurs travaux ayant
déja permis de mettre en évidence le rble de certaines molécules dans la réponse immunitaire contre
le parasite, nous nous sommes intéressé a I’étude de I’effet de ’extrait des pépins de raisin sur la
culture des PBMC sensibilisées au liquide hydatique.

Parmi les facteurs solubles impliqués dans les mécanismes anti parasitaires, on cite le monoxyde
d’azote, qui est définit comme étant un biomédiateur synthétisé par les NO synthases (NOS). C’est
un messager intracellulaire et un agent effecteur de nombreuses fonctions biologiques, il a été détecté
au cours de microparasitoses telles que la leishmaniose (Drapier, 1996). Ce radical hautement réactif
intervenant dans I’inflammation serait impliqué dans les mécanismes de défense de 1’hdte contre
E.granulosus au cours de 1’hydatidose (Touil et al, 1998).

La production de monoxyde d’azote (NO) est catalysée par deux types de NO synthases, les NOS
constitutives représentées par 1’isoforme neuronale NOS I et 1’isoforme endothéliale NOS III, ainsi
que la NOS inductible “iNOS” ou “NOS II” produisant de grandes quantités de NO.

Le but de ce travail permettrait d’apporter des arguments en faveur du rdle anti-inflammatoire de
I’extrait des pépins de raisin sur la modulation de la sécrétion du NO au cours de I’hydatidose.




Notre travail est essentiellement porté sur les points suivants :

- Le dosage des protéines du liquide hydatique issu de patients porteurs de kystes hydatiques selon
plusieurs localisations.

- Le test de viabilité des protoscolex récupérés a partir du liquide hydatique.
- I’implication in vitro des PBMC dans la biosynthése du NO, stimulés par le liquide hydatique.

- L’étude in vitro de I’effet anti inflammatoire de I’extrait des pépins de raisin dans la variation des
taux de production du NO a partir des PBMC stimulés au liquide hydatique.







I.A.1. Définition de I’hydatidose

L’hydatidose est une helminthiase cosmopolite a caractére infectieux provoquée par le
développement chez I’homme et divers mammiféres de la forme larvaire d’un cestode de tres petite
taille, Echinococcus granulosus (Louvain, 1999).

L’étre humain est atteint accidentellement par contact direct avec les chiens, ou par contamination
des aliments ou de 1’eau souillée.

Le cestode se présente sous trois formes :

- 1’adulte qui vit fixé entre les villosités de I’intestin gréle des canidés (hote définitif)

- DP’ceuf qui contient un embryon hexacanthe a six crochets.

- la larve ou kyste hydatique retrouvé chez ’homme qui est exclusivement impasse
parasitaire et chez certains vertébrés comme le mouton (héte intermédiaire).

Généralités sur le parasite

Echinococcus granulosus est un métazoaire plathelminthe triploblastique acoelomate.

Systématique

Phylum : Plathelminthes.

Classe : Cestoda.

Sous classe : Eucestoda.

Ordre : Cyclophyllidea.

Famille : Taeniidae.

Genre : Echinococcus.

Espéce : Echinococcus granulosus (Ripert, 1998).

Echinococcus granulosus est composé partie d’un complexe de sous espéces présentant des
caracteres individuels remarquables sur le plan biologique, épidémiologique et du pouvoir infestant
pour I’homme.




Parmi ces sous especes :

Echinococcus granulosus granulosus.
Echinococcus granulosus equinus.

Echinococcus granulosus canadensis.
Echinococcus granulosus borealis (Gharbi, 1999).

Les sous espéces d’E.granulosus fonctionnant dans un cycle chien-mouton constituent les variétés les
plus pathogénes pour I’homme (Gharbi et al, 1999).

I.LA.2. Formes du parasite

1.A.2.1. Forme adulte (Figures 1 et 2)

Le ver adulte mesure 2 @ 7 mm de long et possede habituellement 3 & 4 segments, mais il peut, bien
que rarement, en posséder jusqu’a 6. L’avant dernier segment est mir et porte un pore génital ouvert,
comme chez le segment gravide, dans sa moitié postérieure. Le segment gravide mesure
habituellement plus que la moitié de la longueur totale du ver entier. La partie antérieure ou scolex
est munie d’un rostre armé de 30 a 42 crochets de taille variable et disposés en 2 couronnes dont ceux
de la premiére mesurent 22 a 45 um et ceux de la deuxieme 18 a 38 um. Les caracteres
morphologiques des crochets et leur disposition sont utilisés dans 1’identification morphologique de
I’espéce. L'utérus gravide présente des formations caliciformes bien développées renfermant des
embryophores contenant 400 a 800 ceufs (ou oncosphéres) (Rousset, 1995).




Figure 1: Echinococcus granulosus

(ANOFEL, 2007)
(Lamy, 1980)

1.A.2.2. Forme ovulaire

Les ceufs (Figures 3 et 4)
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Figure 2 : Schéma de la morphologie
générale d’Echinococcus granulosus.

Les embryophores Iégérement ovoides, mesurent 30 & 35 um de diamétre, ils contiennent un embryon
hexacanthe et sont entourés d’une membrane oncosphérique mince, et d’'une membrane striée et tres
épaisse (Nozais et al, 1996). Une fois fixé, I’embryon perd ses crochets, subit une transformation
vésiculaire qui en fera une hydatide (Lariviére et al, 1987).




Les ceufs peuvent survivre durant plusieurs mois dans les paturages, dans l'eau et le sable humide
pendant 3 semaines a 30°C, 225 jours a 6°C et 32 jours a 10 - 21°C. Une congélation a —18°C ne tue
pas les ceufs. Une cuisson a 60°C pendant 5 minutes, un passage au four méme bref, suffit a écarter
tout risque. Aucun antiseptique connu n’est efficace contre les ceufs d’échinocoque (Elaousbi, 2004).

Figure 3 : (Eufs d'Echinococcus granulosus (Vuitton, 2001).
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Figure 4: Morphologie générale de 1’ceuf d’Echinococcus granulosus (Servier, 2005).




1.A.2.3. Forme larvaire

Le kyste hydatique (Figures 5 et 6)
Composé de I’extérieur vers 1’intérieur :
Membrane périkystique ou adventice

Correspond aux tissus de 1’hdte refoulés, remaniés et fibroscléreux. En vieillissant, cet adventice peut
méme s’ imprégner de calcium sans que pour cela, le kyste soit mort.

Membrane anhiste

Couleur Blanc ivoire, de 1 a 2 mm d’épaisseur, elle est la paroi propre du kyste et la zone d’échange
avec le kyste. Elle a une structure lamellaire et est dépourvu de toute cellule.

Membrane proligére ou germinative

Blanche, souple, treés fragile, ¢’est une couche syncitiale de 20um d’épaisseur. Elle est a 1’origine des
vesicules proligéres et des protoscolex.

Elle limite un liquide sous tension, le liquide hydatique, eau de roche, riche en antigéne.
Vésicules proligeres

Ce sont des émanations de la membrane proligére, elles ont une structure et une couleur identique et
forment des ballonnets flottants dans le kyste.

Les protoscolex

On les retrouve dans le liquide hydatique, aussi bien a I’extérieur que dans les vésicules proligeres.
Quand on laisse reposer du liquide hydatique, les protoscolex sédimentent et forment le sable
hydatique.

Un protoscolex est une téte de ténia invaginée, il est composé de 4ventouses et d’une double
couronne de crochets au fond d’une fente.

Un protoscoex mesure environ 100 a 200 um de diamétre. Chaque protoscolex absorbé par un canidé
évolue en ténia adulte en six semaines environ dans I’intestin du chien.

Le protoscolex peut reformer un kyste hydatique aprés rupture de 1’hydatide. Ces hydatides
secondaires sont observées au contact du kyste (fissuration) mais surtout dans les organes proches
(hydatides péritonéales), ou a distance, aprés migration par voie sanguine (hydatidose secondaire ou
géneralisés) (Rousset, 1995).




Figure 5: le kyste hydatique (Laamrani et al, 2007).
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Figure 6: Schéma de la morphologie générale du kyste hydatique (Laamrani et al, 2007).




I.A.3. Cycle biologique (Figure 7)

C’est un cycle dixéne, il comprend deux hotes : un hote définitif (HD) et un héte intermédiaire (HI).
Le cycle classique est le cycle domestique : chien (HD) - herbivores (HI). L’homme s’insére
accidentellement dans le cycle du parasite : ¢’est une impasse parasitaire.

L’HI se contamine par ingestion d’ceufs embyonnés (embryophores) éliminés dans le milieu extérieur
par I’h6te définitif. Les embryophores éliminés dans la nature dans les feces du chien peuvent résister
plusieurs mois dans le sol, ils sont absorbés par un herbivore ou un omnivore dont 1’homme.
L’embryon hexacanthe libéré dans le tube digestif traverse la paroi intestinale, et gagne par voie
sanguine le foie et les poumons. D’autres organes peuvent €tre atteints, il est arrété dans 50% a
60%des cas par le premier filtre (filtre hépatique), puis dans 30% a 40% des cas par le deuxiéme
filtre (filtre pulmonaire) et se retrouve dans le reste de 1’organisme (os, cerveau, thyroide, etc.) dans
10% des cas.il s’y développe lentement et devient un kyste hydatique. Le cycle est fermé lorsque le
chien dévore les viscéres d’un herbivore parasité. Chaque scolex du kyste hydatique dévoré par un
canidé donne naissance a un ténia échinocoque adulte dans son intestin gréle (ANOFEL, 2007).
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Figure 7: cycle évolutif d ’Echinococcus granulosus (Bouzakri et al, 2004).




1.A.4. Epidémiologie et zones d’endémie (Figure 8)

L’hydatidose a une distribution géographique trés étendue, elle sévit surtout dans les régions
d’élevage, en particulier dans les régions ou de grands troupeaux de montons sont gardés par des
chiens, plus exactement :

- le bassin méditerranéen, Chypre,  Péninsule ibérique, Sicile et pour la France,
Bouches-du-Rhone et Corse.

- Amérique du Sud (Argentine, Uruguay).
- Australie, Nouvelle Zélande.
- Asie Centrale (Lariviére, 1987).

Ces régions ont en commun un certain nombre de facteurs qui peuvent expliquer la fréquence de
cette maladie, a savoir I’élevage de mouton, le nombre de chiens errants et I’humidité propice pour
I’entretien des embryophores dans le milieu extérieur, facteurs auxquels s’ajoutent parfois les régles
d’hygiéne insuffisantes. (Bezzari, 1999).On constate entre les populations d’Echinococcus
granulosus provenant de différentes régions géographiques des différences biologiques susceptibles
d’avoir des répercutions importantes sur le plan épidémiologique.

En Algérie, cette parasitose autochtone est fréquente dans les hauts plateaux, en particulier dans les
villages non controlés par les services vétérinaires. Le mode d’¢levage dispensé dans ces régions
expose le mouton a un polyparasitisme certain. Lors de ’abattage rituel du mouton (Aid ElI Adha),
les réservoirs du parasite (abats infectés par les kystes) laissés a la portée des chiens errants
augmentent le degré de contamination et de dispersion des éléments de dissémination parasitaire dans
I’environnement.

Le tableau ci-dessous montre bien les régions les plus touchées en Algérie.

Tableau I: Nombre de cas d’hydatidose recensé/an (INSP, 2004).

Année Nombre de cas Wilayas les plus touchées

2000 771 Saida, Mascara, Médéa, Oum
el Bouagui, M’sila

2001 651 Sidi bel Abbes, M’sila,
Batna, Biskra.

2002 644 Medea, M’sila, Tiaret,
Relizane.

2003 686 Tiaret , Medea, Relizane,
M’sila.

2004 573 Relizane, Mascara, Tiaret,
M’sila.




Faible endémicité
Endémicité moyenne
B Forte endémicité

Figure 8 : Répartition géographique des hydatidoses humaines et animales ( Eckert et Deplazes,
2004).
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Figure 9: Graphique représentant le nombre de cas recensé en Algérie de 2000 & 2004 (INSP, 2004).




I.LA.5. Antigénicité de I’hote

La présence d’un taux ¢€levé d’anticorps dans I’organisme de I’hote témoigne du pouvoir antigénique
de I’hydatide instauré. Ce pouvoir antigénique n’est pas li¢ a la présence d’un antigéne mais a celle
d’une véritable mosaique antigénique (Siracusano, et al, 1998).

Le kyste hydatique présente une mosaique d’antigéne, les uns spécifiques du parasite, d’autres
communs avec les antigénes de 1’héte, le liquide hydatique contient en plus des antigénes, des

protéines ayant diffusé a travers les membranes et propre a 1’hdte intermédiaire (Kharebov et al,
1997).

L’antigéne B (Ag B) et I’antigéne 5 (Ag 5) sont les composants majeurs du liquide hydatique, ils ont
été caractérisés par immunoélectrophorese (Oriol et al, 1971).

ILA5.1. L’antigéne B

C’est une lipoproteine polymérique thermostable avec un poids moléculaire de 150KDa (Siracusano,
2002). Elle est hautement immunogénique et représente 10% du contenu total du liquide hydatique.
Sur SDS-PAGE et dans des conditions non réductrices, elle se dénature et conduit a la formation de
trois bandes avec des poids moléculaires qui sont approximativement de 8, 12 et 24 KDa.

I.LA5.2. L’antigéne A

Il posséde un haut poids moléculaire d’environ 400 KDa, c’est un complexe lipoprotéinique formé de
deux composants de 57 et 67 KDa. Dans des conditions réductrices, il se dissocie en sous unités de
38 et 22 KDa jusqu’a 24 KDa. C’est I’antigene le plus spécifique car il est utilisé lors de
I’immunodiagnostic de 1’hydatidose (Lightowlers et al, 1989).

I.A.6. Diagnostic radiologique et bilan biologique

Le diagnostic repose sur des arguments cliniques, radiologiques et biologiques. Parmi les examens
biologiques, la sérologie apporte les éléments étiologiques les plus importants.

I.A.6.a. Diagnostic radiologique

L’objectif de I’imagerie est de visualiser le kyste hydatique, les vésicules filles et éventuellement le
sable hydatique.les techniques d’imagerie sont de nos jours nombreuses et performantes, les images
obtenues sont fortement suggestives.

Au cours de I’hydatidose, I’échographie et la tomodensitométrie sont devenues les méthodes de
choix, ce bilan radiologique est essentiel.il est important de préciser exactement la localisation, la
taille et le nombre de kystes avant toute intervention chirurgicale.

L’échographie est I’examen de premicre intention, le scanner est I’examen fondamental en cas de
décision chirurgicale.




I.A.6.b. Bilan biologique
Les examens d’orientation

La formule de numération sanguine est le plus souvent normale. L hypereosinophilie peut s’observer
dans le cadre de la fissuration d’un kyste et peut étre associée a des signes allergiques de type
urticaire. La polynucléose traduit une surinfection Kkystique et accompagne un syndrome
inflammatoire.

Ces anomalies ne sont pas spécifiques mais peuvent traduire une complication (Estéve, 1998).
Les examens parasitologiques directs

Il est exceptionnel de deécouvrir des scolex, des crochets ou des fragments membraneux dans les
selles aprés ouverture d’un kyste dans les voies biliaires, ou dans une vomique apres ouverture d’un
kyste dans les bronches.

L’immunodiagnostic

La sensibilité et la spécificité des tests utilises dans 1’immunodiagnostic sont variables selon la
nature, la pureté et la qualit¢ des antigénes, mais également des isotopes d’immunoglobulines
produits par le patient (Gottstein, 1992).

Les tests sérologiques principaux sont 1’hémagglutination passive, la technique ELISA et la
recherche de I’antigéne 5 spécifique a I’immunoélectrophorese et a 1’électrosynérese (Bezzari, 1999).
A cette mosaique antigénique correspond la production par 1’hote intermédiaire d’anticorps de
spécificité et de type variés, surtout les 1gG,(1gG4), IgA et IgE, Les IgM apparaissent en cas de
fissuration.

Le dosage des immunoglobulines IgE totales peut démontrer une élévation importante de leur taux et
orienter vers une exploration des IgE spécifiques (Rigano, 1998).

Les techniques immunologiques dans I'hydatidose permettent de poser le diagnostic dans 80% a 95 %
des localisations hépatiques et 40 a 65 % des localisations pulmonaires a condition de réaliser deux
techniques différentes. Il est souhaitable d'utiliser une technique quantitative (IFI, ELISA,
hémagglutination ) et une technique qualitative (recherche de l'arc 5).

Lorsqu’un kyste hydatique est calcifié, la réponse immunitaire est affaiblie et la sérologie est
négative malgré la présence du parasite. Toutefois, une réponse immunitaire négative ne permet
jamais d’exclure une hydatidose (Esteve, 1998).




I.LA.7. Réponse immunitaire

La relation hote-parasite se traduit par 1’équilibre des interactions entre 1’immunité cellulaire,
humorale et tissulaire.

ILA.7.1. Réponse tissulaire

L’hote réagit a 1’agression parasitaire par des réactions tissulaires qui contribuent a la formation de
I’adventice périparasitaire isolant le parasite (Ripert, 1998).

I.LA.7.2. Réponse cellulaire

Elle se caractérise par une forte réponse lymphoprolifératrice, sous le contréle d’un certain nombre
de cytokines bien distinctes, elle-méme produites par les sous populations cellulaires TCD4" de type
Thl et Th2 ( Touil-Boukoffa et al, 1997 ; Rigano et al, 2001 ; Mezioug et al, 2004).

L’ensemble des travaux réalisés par les différentes équipes de recherche montre que la réponse Thl
est associée a une protection immunitaire, alors que la réponse Th2 est associée a une susceptibilité a
la progression de la maladie (Mezioug et Touil-Boukoffa, 2009).

De plus, la voie du monoxyde d’azote semble avoir des retombées positives dans la mise en jeu du
mécanisme antiparasitaire. 1l est a noter que le NO est un médiateur cytostatique et cytotoxique
synthétisé par le systéme monocyte/macrophage et les eosinophiles sous I’action d’effecteurs
bactériens (LPS) et/ou cytokines (IFN-y, TNF-a., IL-1 et IL-6) (Drapier, 1997).

Une corrélation étroite, in vivo et in vitro, entre I’induction du NO, I’immunorécativité des patients
envers I’Ag 5 et la synthése de I’IFN-y a été montrée au cours de 1’hydatidose par Touil-Boukoffa et
al (1998).

Des antigenes issus du liquide hydatique, des membranes hydatiques et des protoscolex ont été
utilisés dans la production de vaccin contre E.granulosus. Les antigenes d’oncophéres induisent un
maximum de protection chez le mouton. Une fraction de 25 KDa séparée par SDS-PAGE a partir de
préparations brutes d’antigénes a montré un haut niveau de résistance (Zhang et al, 2003).

La principale innovation a été la mise au point d’un vaccin EG 95. Les recherches conduites par
David Wolland Melbourne a partir de protéines recombinantes exprimées par I'embryon, mais son
application se révele lourde car si I'efficacité est satisfaisante, la durée de protection est courte et le
nombre d'animaux a traiter, donc a manipuler, important (I'ensemble du cheptel pour un éleveur)
(Gharbi, 1999).

On comprend aisément qu'il est urgent de trouver de nouveaux vaccins contre cette maladie. Pour
cela, les chercheurs ont réalisé leurs essais chez le chien. En effet, la disparition ou la forte réduction
du nombre de chiens disséminant les ceufs serait un moyen d'interrompre le cycle de vie du parasite,
et donc de réduire ou de supprimer la contamination du bétail et de I'nomme (Petavy, 2007).




1.A.7.3. Réponse humorale

A la mosaique antigénique que constitue 1’hydatide, 1’hote répond par la production d’anticorps de
spécificité variable et de type essentiellement IgG et IgE et dans certains cas les IgM (cas de
fissuration du kyste) et les IgA. Le type d’anticorps produits dépend de I’état du kyste et de sa
localisation ( Nozais, 1996, Siracusano, 1998).

Des taux élevés d’IL-4 et IL-5, IL-6 et I’IFN-y sont produits in vitro par les PBMC isolés a partir de
patients atteints d’hydatidose et stimulés par les antigenes du liquide hydatique (Rigano et al, 2001 ;
Touil et al, 1997 ; Mezioug, 2002 ; Mezioug et al, 2004).

Le role majeur de I’IL-6 est I’induction de la différenciation des cellules B en plasmocytes qui
contribuent au développement de la réponse humorale.

1.A.8. Traitement

La chirurgie, quand elle est possible, demeure le traitement de choix de la maladie hydatique dans le
cas de kystes, peu nombreux, évolutifs non encore calcifiés.

Cependant dans un grand nombre de cas atteignant jusqu'a 16% des patients pour la localisation
abdominale, la chirurgie est dangereuse ou parfois impossible : quand la maladie atteint plusieurs
organes, quand il y a une récidive post-chirurgicale ou quand il y a une Véritable dissémination
péritonéale. Cette situation est loin d'étre rare dans les pays d'endémie, due en particulier a la
découverte tardive de la parasitose. Par ailleurs, le traitement médical a connu des développements
intéressants dans l'utilisation d'abord du flubendazole (Fluvermal*), puis du mébendazole (Vermox*)
et enfin de l'albendazole (Zentel*) en plusieurs cures de 15 jours espacées par des intervalles de 10
jours. Les meilleures réussites sont obtenues au niveau du poumon, mais il s'agit d'un traitement
colteux et le taux de récidive est éleve. Ces traitements médicaux sont intéressants pour les patients
inopérables ou pour encadrer les gestes chirurgicaux ou une ponction.

La PAIR est en fait la nouvelle donnée au cours des vingt derni€res années. C’est le traitement par
Ponction, Aspiration, Injection et Reéaspiration du kyste hydatique. Cette technique imaginée par M.
Gargouri de Tunis en 1983 a été utilisée dabord chez les moutons, puis chez I'hnomme. Décriée au
départ, elle est aujourd’hui mondialement adoptée, puisque les derniéres statistiques par le groupe de
I'OMS ont recensé 2142 kystes traités jusqu'en 1998 par ponction dans le monde et dans plus de 10

pays.
1.A.9. Prophylaxie

La prophylaxie reste le meilleur moyen de prévention contre 1’hydatidose. Elle est double: a la fois
d’ordre général, elle consiste alors a lutter contre les hotes naturels et a controler 1’abattage
clandestin, puis d’ordre individuel par une action d’information et d’éducation sanitaire, insistant sur
les modes de contamination et les mesures individuelles d’hygiéne générale, a savoir:

- Eviter la promiscuité avec les chiens en zone d’endémie, conseil concernant en particulier

les enfants.

- Garder les chiens éloignés des lieux de préparation ou de conditionnement des aliments,

ainsi que des jardins potagers...

- Se laver soigneusement les mains apres avoir touche un chien.

- Laver abondamment les fruits et les légumes consommeés crus. (Louvain, 1999).
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Figure 10 : Schéma des Mesures de prévention visant a interrompre le cycle biologique au niveau des
hotes et entre I'ndte définitif et les hotes intermédiaires.




I.B. LES CYTOKINES
I.B. Généralités sur les cytokines :
Introduction :

Les réponses immunitaires résultent de la coopération entre sous populations cellulaires distinctes
(Ilymphocytes T, lymphocytes B, macrophages...) qui communiquent entre elles par I’intermédiaire
de récepteurs membranaires et d’un réseau intriqué de facteurs solubles appelés «cytokinesy.

I.B.1. Caractéristiques générales des cytokines :

Les cytokines sont des protéines de faible poids moléculaire (8 a 50 kDa), généralement glycosylés
(Théze, 1999). Elles ont pour but d’induire, de controler ou d’inhiber I’intensité de la durée de la
réponse immunitaire, ainsi que les mécanismes d’hématopoicse et certaines différentiations et
prolifération tissulaires (Goldsby et al., 2003).

Leur mode d’action peut étre autocrine (action des cellules sécrétrices sur elle-méme), paracrine
(action sur des cellules proches) ou endocrine (sécrétion dans le sang), voire méme juxtacrine (par
simple contact membranaire, sans nécessiter une sécrétion). Le role d’une cytokine est généralement
dépendant de celle d’une ou de plusieurs autres (Zdanov et al., 2003).

Les affinités des cytokines avec leurs récepteurs sont fortes, de 10-8 M a 10-12 M (Arkin et al.,
2003), des concentrations picomolaires sont parfois suffisantes pour induire un effet biologique.

En se liant a des récepteurs de cellules cibles, elles déclenchent des voies de transduction de signal
modifiant I’expression des génes de ces cellules (Goldsby et al., 2003).

1.B.1.1. Classification des cytokines :

Autrefois les cytokines étaient divisées en deux grands groupes : les lymphokines, produites par les
lymphocytes ; et les monokines, secrétées par les macrophages.

Selon leurs caractéristiques biologiques dominantes, aujourd’hui les cytokines sont rassemblées en
quatre grandes familles:

Les hématopoiétines (cytokines de classe 1) : GM-CSF, IL-2a 7, IL-11 a 13, IL-15, ...
Les Interférons (cytokines de classe 1) : IL-10, INF o, INF B, INF v, ...
Les chémokines : IL-8, CCLI, ...

Les Tumor Necrosis Factor: TNF a, TNF B, ... (Goldsby et al., 2003).

1.B.1.2. Les cellules productrices de cytokines :

Les cytokines sont produites par des types cellulaires extrémement variés qui incluent notamment les
cellules hématopoiétiques, les cellules endothéliales, les cellules stromales et épithéliales des divers




organes. Les sources cellulaires principales demeurent les leucocytes dont les lymphocytes et les
Monocytes/macrophages (Banchereau, 1993).

Récepteur Principaux ligands | Principales cellules présentant ce
associés type de récepteur

1.B.1.3. Les récepteurs de cytokines :

Les cytokines agissent sur leurs cellules cibles par un mécanisme analogue a celui des hormones
peptidiques, en se fixant sur des récepteurs membranaires spécifiques, ce qui conduit a I’activation de
seconds messagers intracellulaires et, en retour a I’induction d’une cascade biochimique qui aboutit a
I’effet spécifique de la cytokine (prolifération, différenciation...) (Bach, 2002).

On distingue cing types de récepteurs (Tableau Il): (Boulanger et al., 2003 ; Goldsby et al.,2003).
-Les récepteurs des cytokines de classe | : hématopoiétines (Figure 11)
-Les récepteurs des cytokines de classe Il : interférons (Figure 12)
-Les récepteurs des TNF (Figure 12)
-les récepteurs de la super famille des immunoglobulines (Figure 12)

-Les récepteurs des chémokines (Figure 13)

Tableau Il : les différents types de récepteurs et leurs localisations (Boulanger et al., 2003 ; Goldsby
et al.,2003).




Récepteurs de la superfamille
des immunoglobulines

IL-1,
M-CSF,

C-kit.

Lymphocytes TH, B, NK.
Cellules endothéliales musculaires.
Macrophages et neutrophiles

Hépatocytes.

Récepteurs des cytokines de
classe |

IL-2a9et11a13,15

Lymphocytes TH et Tc actives.

GM-SCF, Certaines cellules NK et TC au repos .
G-CSF, Mastocytes.
OSM, LIF, CNTF.
Hormone de croissance,
Prolactine.
Récepteur des cytokines de | IL-10 Macrophages.
classe Il
INF a, B, v Cellules présentatrices de I’antigéne.
Leucocytes et fibroblastes,
lymphocytes TH1, Tc, cellules NK.
Reécepteurs des TNF TNF a et B, Cellules Nerveuses.
CD40, Lymphocytes B.

Nerve growth Factor.

Récepteurs des chémokines

IL-8.

Neutrophiles.
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Figure 11 : les récepteurs des hématopoiétines (Type 1) (Cavaillon, 1996).
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Figure 13 : Le récepteur des cytokines du type chémokine ( Burteau et al., 2007).

1.B.2. Reseau des cytokines

Le réseau des cytokines constitue un systeéme interactif dont les acteurs sont capables d’interagir
entre eux en modulant mutuellement leurs effets (effets synergiques ou antagonistes), et en induisant
(ou en inhibant) leur expression ou celles de leurs récepteurs (systémes d’amplification en cascade ou
de rétrocontrole) (Figure 14). Ainsi, les cytokines forment un vaste réseau de molécules aux effets
pléiotropies et redondants, qui interagissent entre elles pour induire ou inhiber leur production et
moduler leurs effets, et jouent un réle clé dans 1’établissement et la régulation de la réponse
immunitaire (Théze, 1999).
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Figure 14: Schéma du réseau complexe des cytokines (Goldsby et al., 2000).




1.B.3. Transduction du signal par les récepteurs des cytokines

La transduction du signal débute par 1’appariement des cytokines avec leurs récepteurs membranaires
spécifiques, ce qui va engendrer une cascade de réaction (phosphorylation, dimérisation) aboutissant
a ’expression de différentes fonctions cellulaires.

Dans le cytosol, les sous-unités des récepteurs sont associées a des protéines JAK (kinase Janus, des
tyrosines kinases), qui vont assurer la transduction du signal.

Lors de la formation du complexe dimére-ligand, les JAK sont activées par phosphorylation
réciproque. Ces enzymes vont alors phosphoryler les résidus tyrosines des portions des sous-unités
des récepteurs dans le cytosol.

Les tyrosines ainsi phosphorylées créent des sites d’arrimage pour les protéines STAT (signal
transducers and activators of transcription).

Les protéines STAT subissent une phosphorylation par les JAK, puis sont libérées du site d’arrimage.
Elles vont alors pouvoir se dimériser, et penétrer dans le noyau. La, elles vont activer la transcription
de génes en se fixant sur leurs régions promotrices (Figure 15).

Il existe donc trois niveaux de spécificité de réponse des cytokines :

=

Le récepteur reconnait une cytokine et va induire une voie JAK/STAT particuliere.

2. L’homodimére (ou héterodimere) STAT ne reconnait que certains motifs de la séquence
génétique et ne pourra interagir qu’avec certains promoteur de genes.

3. Ces promoteurs sont multiples, et tous ne sont pas disponibles suivant que le géne s’exprime

ou non dans la cellule-cible (Boulanger et al., 2003; Goldsby et al.,2003).

L’activation de cette voie de signalisation est rapidement interrompue par divers mécanismes
moléculaires, soit constitutivement actifs soit inductibles (Starr et al., 1999). Le plus important
implique le suppressor of cytokine signalling (SOCS), une protéine dont la synthése est induite par
I’activation de la voie JAK-STAT (Figure 16). Les protéines de la famille SOCS (SOCS 1, 2, 3)
présentent une structure similaire avec un domaine SH2 central qui permet leur liaison a JAK. Leur
fonction est de bloquer D’activité enzymatique de JAK, soit directement soit en induisant le
recrutement de phosphotyrosine phosphatases. Leur intervention dans 1’inflammation a été démontrée
in vivo et in vitro. Leur fonction est de bloquer 1’activité enzymatique de JAK, soit directement soit
en induisant le recrutement de phosphotyrosine phosphatases (Starr et al., 1998).
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Figure 16 : Mécanismes d’interruption de la voie de signalisation JAK/STAT ( Hilton et al., 1999).




1.B.4. Les cellules T auxiliaires (T helper)

En produisant des cytokines, ces lymphocytes T aident les cellules B a se deviser, a se différencier et
a produire des anticorps. lls produisent aussi des cytokines qui contrélent le développement des
cellules souches hématopoiétiques. D’autres cytokines sont nécessaires pour le développement des
cellules T cytotoxiques, d’autres encore provoquent I’activation des macrophages, leur permettant de
détruire les pathogenes apres leur ingestion. La majorité des cellules Th sont CD4+ et reconnaissent
I’antigéne présenté a la surface des cellules présentant I’antigéne en association avec les molécules de
classe CMH Il (Cavaillon, 1996; Male, 2002).

1.B.4.1. Les sous populations Th0, Thl et Th2

Les cellules Thl et Th2 sont des sous populations de cellules T auxiliaires qu’on peut distinguer in
vitro en fonction du type de cytokines qu’elles produisent (Figure 17). Les cellules Th1 interagissent
préférentiellement avec les phagocytes mononuclées, alors que les Th2 produisent des cytokines
particulierement importantes dans la différenciation des cellules B. les deux types participent au
développement des cellules cytotoxiques. On considére que les cellules Thl et Th2 dérivent des
cellules ThO (Cavaillon, 1996 ; Male, 2002).

Les cellules de type Thl produisent de I'INF vy, de I’'IL-2, du TNF a et contribuent & la fois aux
réponses humorales et a médiation cellulaire: production d’anticorps d’isotype IgG2a chez la souris,
activation du macrophage, cytotoxicité directe et cytotoxicit¢ dépendante d’anticorps,
hypersensibilité de type retardé.

Les cellules de type Th2 produisent de I’'IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13 et elles contribuent a la
réponse humorale: elles sont impliquées dans la production d’Igk, d’IgGl, ou d’IgG4, dans
I’immunité mucosale au travers de la croissance et de différenciation de mastocytes et d’€¢osinophiles
et de la facilitation de la synthése d’IgA (Romagnani , 1994).

Dans le mod¢le de la différenciation Th1/Th2, I’IL-12 est le principal facteur de différenciation Thi,
tandis que 1’IL-4 est essentielle a I’induction d’une réponse Th2 (O’Garra, 1998).

1.B.4.2. Les sous population Th17 et Treg

Les cellules productrices d’IL-17 sont nombreuses (lymphocytesT, neutrophiles, éosinophiles). Parmi
celles-ci, une de ces populations a profondément modifié le fameux paradigme Th1/Th2 et une autre
a apporté des éléments nouveaux sur les cellules INKT. En effet, il est maintenant bien établi que les
cellules CD4+ productrices d’IL-17A, d’IL-17F et d’IL-22, maintenant dénommées Th17, constituent
une nouvelle voie de différenciation des cellules T CD4+ naives (Steinman , 2007 ; Schmidt-Weber
et al., 2007).

Par ailleurs, des résultats récents mettent en evidence une relation étroite entre les cellules Th17 et les
cellules Treg Foxp3+. Leurs différenciations sont sous la dépendance du TGFp (Figure 18). La
présence d’IL-6 permet la différenciation vers la voie Th17 alors que son absence aboutira a des
cellules Treg (Figure 17) (Tato et al., 2006).
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Figure 17: Intervention des cytokines dans la différenciation des lymphocytes T (Blrgler et al.,
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1.B.5. Cytokines en pathologie et en applications thérapeutiques :

Les premiers essais cliniques étaient: d’abord 1I’immunothérapie anti-tumorale (Rosenberg et al.,
1985), en second lieu I’'immunostimulation a visée vaccinale (hépatite B) chez des patients
insuffisants rénaux immunodéprimés (Meuer, et al., 1989).

Une dizaine de cytokines ont obtenu leur autorisation de mise sur le marché et sont, des a présent,
disponibles sur prescription médicale. C’est notamment le cas de 1’érythropoiétine (EPO), des
interférons (IFN), des GCSF (granulocyte-colony stimulating factor) et GM-CSF (granulocyte-
macrophage-colony stimulating factor) et de I’IL-2 (Fradelizi, 1996).

Quelques déficits comme les infections primitives a mycobactéries ou le syndrome de Buckley ont
récemment ¢té traités par I'IFNy. Le syndrome d’agranulocytose congénitale est trés largement
corrigé par I’administration chronique de G-CSF. Ces effets bénéfiques illustrent bien le role crucial
des cytokines dans les mécanismes de défenses, notamment contre I’infection. A cet égard, une
utilisation particuliecrement remarquable de I’IFNa est le traitement des hépatites chroniques B ou C
(Degos et al., 1990).

L’érythropoiétine (EPO) (Lacombe et al., 1996), le G-CSF et le GM-CSF sont certainement (et de
loin) les cytokines les plus utilisées en clinique (Varet, 1995). Ces trois facteurs qui stimulent la
prolifération des cellules souches de la moelle osseuse (cellules souches érythrocytaires pour EPO et
myeloides pour les CSF) sont, en effet, des produits remarquables pour hater la reconstitution
hématologique en globules rouges ou en polynucléaires de patients traités par des fortes doses de
chimiothérapie.

L’étude des propriétés distinctives des lymphocytes T auxiliaires de type Th2 a montré que les
cytokines qu’ils sécrétent inhibent la réponse Thl et I’'inflammation. Ces résultats ont permis de
démontrer dans les modeles expérimentaux 1’efficacit¢ des cytokines IL-10, IL-4 et IL-13 pour
améliorer ou guérir différentes maladies auto-immunes et inflammatoires. Inspirés de ces résultats
quelques essais cliniques débutent ou sont programmés notamment avec 1’IL-10 (polyarthrite,
maladie de Crohn), puis I’'IL-4 (polyarthrite) (Russo et al., 1996).

Les concentrations sériques ou plasmatiques de certaines cytokines sont augmentées au cours de
I’hydatidose. Leur activité diminue aprés extirpation chirurgicale du kyste a part celle de I’'IL-6 qui
persiste ou méme augmente (Touil et al., 1997; Mezioug, 2002; Mezioug, 2004).

L’INFp est efficace dans le traitement de la sclérose en plaques et permet une diminutiion du nombre
de crises, de I’activité de la maladie et un ralentissement de la progression de la maladie (Li et al.,
2001).




1.B.6. Cytokines et hydatidose

La production de cytokines constitue un marqueur de choix dans I’immunosurveillance et
I’immunodiagnostic lors de I’hydatidose. En effet, la persistance du TNF-a chez les patients
récidivants et pendant les phases chroniques de la maladie constitue un mauvais pronostic. Toutefois,
la diminution de la production de I’'IFN-y et du monoxyde d’azote (NO) apres 1’exérese chirurgicale
du kyste hydatique est le signe d’un bon pronostic (Touil-Boukoffa, 1998).

L'analyse du profil cytokiniqgue a montré que la réponse Thl était la véritable réponse efficace
prédictive d’un bon pronostic, qui se manifestait dans les formes « abortives » d’infection, alors que
des réponses de type Th2, caractérisées par une évolution chronique de la maladie, étaient a I’ ceuvre
dans les formes « progressives » d’infection, manifestées par I'apparition de la maladie et de ses
complications (Mezioug ; Toui-Boukoffa, 2009). Chez les malades, tout se passe comme si les
acteurs de la réponse immunitaire cellulaire se mettaient en place autour des cellules parasitaires,
mais se trouvaient, au moins partiellement, paralysés par l'intervention de cytokines « anti-
inflammatoires » et d'autres médiateurs, comme le NO (Vuitton, 2001).

L’initiation de la réponse immunitaire anti-hydatidose sollicitée par ’antigéne 5 présenté par les
cellules présentatrices d’antigénes (monocytes/macrophages) seraient sous la dépendance de
lymphocyte Thl qui synthétise ’INFy, et qui sous I’action simultanée de 1’antigene 5 et de I’INFy,
participent a la biosynthése du TNFa, et de 1’IL-6. Cette derniére joue un role primordial dans la
différenciation finale des lymphocytes B en cellules sécrétrices d’anticorps anti-F5 (Touil-Boukoffa
etal., 1997).

L’implication de ces deux voies pourrait étre due a 1’existence d’antigénes complexes dans le liquide
hydatique qui contiendrait probablement des épitropes distincts pour chaque population de cellule T
(Mc Manus, 1995).

Le TNFa et I’INFy semblent augmenter parallélement et régresser de la méme fagon apres extirpation
du kyste. Ceci ne s’applique pas a I’'IL-6 dont le taux reste élevé durant les 72 heures qui suivent
I’intervention chirurgicale, et ne revient a la normale qu’aprés un mois (Touil et al, 1998). Cette
persistance est attribuée au stress opératoire induisant un effet inflammatoire.

De plus, I’[L-12 induit la sécrétion de I’'INFy par les cellules T et NK, et joue un rdle essentiel dans la
réponse Thl, et I’inhibition de la réponse Th2 (Regnault, 1992). Le taux de cette interleukine varie en
fonction du stade opératoire et semble suivre le méme profil que 1I’IL-6 (Mezioug ; Toui-Boukoffa,
2009 2009).

L’observation de la production des interleukines : IL-4, IL-5, IL-10 et I’'IL-12 produites, permettrait
de situer l’intervention concurrente de la réponse Th2, chez les patients atteints d’hydatidose
(Regnault, 1992).




Notons que d’autres agents comme les glucocorticoides, le TGFp etl’IL-10 régulent négativement
I’induction de la production de I’'INFy (Sen, 1997).

Il semblerait que 1’abaissement de I’interféronémie apres exérése et absence d’activité interféron chez
les cas de récidives soit dépendante de la localisation, de la taille du kyste et de 1’évolution clinique
du patient (Touil et al., 1997).

L’absence d’INFy en phase de réactive suggere une inhibition de cellules Thl, se traduisant par une
incapacité de répondre a la stimulation des antigenes.




I.C. Le monoxyde d’azote (NO)

I.C.1. Définition

Le monoxyde d’azote est un composé naturel, radical libre et instable, produit de la réduction
bactériologique des nitrates et nitrites dans le sol et les eaux, et de I’oxydation enzymatique de la L-
arginine chez les animaux. Il est biosynthétisé par des systéemes enzymatiques finement régulés
appelés NO-synthases. C’est un médiateur biologique ubiquitaire dont les fonctions passent de
fonctions physiologiques a des mécanismes pathophysiologiques (Ducrocq et al., 2001).

Dans les conditions normales de température et de pression, le monoxyde d'azote (NO) est un gaz
incolore a I'état pur. NO est un radical constitué d'un atome d'azote et d'un atome d'oxygene liés par
une double liaison (Figure 19).

Figure 19 : structure de la molécule NO (Ghafari et al., 2003).

Cette molécule est simple en raison de I’aisance avec laquelle elle franchit les membranes
biologiques et diffuse d’une cellule a 1’autre, constituant ainsi un messager paracrine idéal. Mais la
méme molécule est également complexe en raison de sa forte réactivité chimique lorsqu’il est en
solution aqueuse (cas des systemes biologiques), ainsi que de 1’ubiquité et de I’ambigiité¢ de ses
effets dans 1’organisme. En effet, le NO est impliqué dans certains mécanismes cellulaires de
I’apprentissage et de la mémoire, reproduction ou maintien du tonus vasculaire, mais aussi du
développement des troubles pathologiques au cours de I’inflammation, ainsi que du choc septique ou
certaines formes de neurodégénérescences (Crépel et Lamaire, 1995).




1.C.2. Propriétés physico-chimiques du NO

Le monoxyde d’azote est un composé radicalaire réactif qui se présente sous forme gazeuse. Sa
solubilité¢ dans I’eau est comparable a la solubilit¢ du monoxyde de carbone (CO) et de I’oxygene
moléculaire (O,). La charge nulle du NO le rend soluble dans les solvants apolaires, ce qui facilite sa

diffusion au travers des membranes cellulaires (Sennequier et al., 1998).

Le NO réagit rapidement avec I’ion superoxyde O, pour former I’ion peroxynitrique ONOO qui
possede une toxicité reconnue.

0, + NO $0ONOO

Il se couple au radical tyrosyl de la ribonucléotide-réductase.

Il peut se lier a des sites de coordination libres dans des complexes métalliques. Par exemple, il se
fixe au Fe2+, retrouvé au niveau de ’hémoglobine et de la guanylate cyclase.

Le NO peut se fixer sur I’aconitase au niveau de complexes Fe-S.
Il peut également nitrosyler les sites thiols (SH) libres de protéines (réservoir a NO potentiel).

En solution aqueuse aérobie, le NO est rapidement oxydé en nitrite. La vitesse de cette oxydation
n’étant pas linéaire en fonction de la concentration en NO, celui-ci peut, en faible concentration
diffuser largement (Ghafari et al., 2003).

NO +2 0,9 NO,

1.C.3. Biosynthése du NO

NO provient de 1’oxydation de la L-arginine par un systéme trés complexe, appelé NO-synthase
(NOS, EC 1.14.13.39). La réaction chimique est présentée sur la Figure 20.

Selon les especes animales et dans une espéce selon le type cellulaire, il existe plusieurs isoenzymes
différentes (Tableau Ill), présentant de nombreuses analogies au niveau de la seéquence primaire de la
protéine (Ghafari et Labarde, 2003).

Les NO synthases catalysent la biosynthése de NO par deux mono-oxydations successives a partir de
la L-arginine via la N® -hydroxy-L-arginine (NOHA) qui est I’intermédiare clé de la synthése du NO
(Figure 20) (Boucher, 1993). Ce mécanisme nécessite l’intervention de plusieurs cofacteurs et
groupements prosthétiques. Les NOS consomment du NADPH, la BH4 (tétrabioptérine), le FAD, la
FMN et I’héme (protoporphérine IX de fer) (Figure 21).




1.C.4. Isoformes de la NOS

Plusieurs isoformes de NOS ont été identifiées représentant les produits de trois génes distincts situés
sur différents chromosomes (génes clonés chez I’homme et chez les rongeurs). Chez ’homme, ces
génes sont localisés sur le chromosome 12, 17 et 7 codant respectivement pour les NOS I, Il et 111
(Xuetal., 1994).

La différence essentielle entre les deux types de NOS est que 1’activation des NOS I et IIT dépend du
Ca++, alors que la NOS I est régulée par sa transcription (Drapier et al., 1996).

Néanmoins la NOS n’est pas seulement inductible, car elle est exprimée continuellement dans
I’épithélium respiratoire humain, les plaquettes sanguines, ainsi que de manicre transitoire dans les
vaisseaux sanguins cérébraux au cours du développement du cerveau du rat (Sennequier et al., 1998).
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Figure 20: Mécanisme de biosynthése du NO (Wei et al., 2003) .
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Figure 21 : Fonctionnement général des NOS (Sennequier et al., 1998).

Tableau I11: Caractéristiques des trois types de NO-synthase humaine (Sennequier et al., 1998).

NOS-I NOS-II NOS-I11
Type Constitutive Inductible Constitutive
Cytosol,
Localisation cellulaire | Cytosol Cytosol Membrane,

Mitochondries

Masse Moléculaire

160 130 133
en kDa
Localisation du géne | Chromosome 12, | Chromosome 17, | Chromosome 7, région
humain région 12924 région 17 q11.2 7935-36
o Augmentation de la | EXPression  stimulée | o gmentation de la
Activation par cytokines et/ou

2+ 2+
[Ca ] [Ca ]

endotoxines




1.C.5. Types de régulation des NOS

La NOS II est régulée par I’activation de la transcription de son géne par des associations de
cytokines (INFy, TNFa, IL-1) et/ou par des molécules d’origine bactérienne (lipopolysaccharide
LPS) (Devera et al., 1996), I’activité de la NOS inductible (NOS II) est indépendante des ions
calcium, car elle est fortement couplée a la calmoduline (Sennequier et al., 1998).

L’induction est inhibée par les glucocorticoides, les TGFp et les interleukines IL-4, IL-10 ou I’IL-13.
L’action de I’IL-6 et de I’IL-8 semblent rester sans effet (Tenu, 1993 ; Thiemermann, 1995).

Les NOSI et III ne sont actives qu’aprés couplage a la calmoduline, qui intervient comme
interrupteur permettant le flux d’électrons au sein de I’enzyme, ce qui explique que I’activité de ces
deux isoformes soit régulée par la concentration en Ca** qui assure le couplage a la calmoduline
(Sennequier et al., 1998).

La L-arginine est le substrat de la NOS Il qui le converti en NO et citrulline. Des travaux ont montré
une production concomitante du NO en présence de différentes concentrations de L arginine, ceci est
expliqué par I’utilisation du substrat par I’arginase en produisant ’ornithine et 1’urée. L’activité de
I’arginase a été démontrée dans les macrophages stimulés par les LPS (chiung et al, 1998).

1.C.6. NO et cytokines

Les cytokines interviennent comme inducteur, inhibiteur ou régulateur de la production du NO.
L’INFy et le TNFa sont les plus importants inducteurs de la transcription de la NOS Il. Ces deux
cytokines agissent en géneral en synergie (Drapier et al., 1992). Elles peuvent étre aussi combinées
aux LPS et a I’'IL-1 pour engendrer un effet maximal (Nussler et al., 1992).

La région promotrice de la NOS Il posséde de nombreux sites de régulation potentiels incluent, en
particulier, deux motifs importants : une séquence de liaison de I’interferon regulary factor 1 (IRF-1)
et du NF-xB. Ces deux séquences sont impliquées dans la régulation par I'INFy et le LPS
respectivement.

D’autres cytokines agissent sur la régulation négative de la production du NO, en reduisant la
transcription des ARNm des NOS inductibles, ou encore en affectant leur stabilit¢ (Bogdan et
Nathan, 1998 ; James, 1995). Ainsi, le TGFp, 1I’'IL-4 et ’'IL-10 modulent directement la production
du NO en inhibant I’expression de la NOS II au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Liew
et al., 1991; James, 1995). Leur fonction inhibitrice dépend etroitement de la durée de contact avec
les macrophages avant I’introduction de stimuli nécessaires a leur activation (Liew et al., 1991 ;
James, 1995).

Cependant, I’IL-4 peut avoir un effet inducteur indirect sur la production du NO par I’induction de
I’expression du CD23 (Dugas et al., 1998), qui a un réle fonctionnel dans 1’activation rapide des
NOS Il (Cabrera et al., 2003).




1.C.7. NO et systemes immunitaires

L’expression de la NOS II est généralement le résultat de la réponse inflammatoire localisée ou
diffuse, suite a une infection ou a une altération tissulaire. Le NO produit par les NOS Il, joue par
conséquent un role important dans la régulation, I’initiation et le développement des mécanismes de
défense immunitaire de 1’hote (Dugas et al., 1995; Moncada et al., 1995). L’activation des
macrophages par les cytokines ou des endotoxines provoque 1’expression de la NOS II (Lowenstein
et al., 2004). Le NO produit peut alors agir sur les cellules tumorales, des bactéries ou des parasites
intracellulaires par son action cytostatique et cytotoxique (Nathan et Hibbs, 1991 ; Moncada, 1992).

Le NO est impliqué dans d’autres fonctions du systéme immunitaire tel que : le chimiotactisme,
I’agrégation et I’apoptose des polynucléaires neutrophiles, elles méme productrices de NO (Saini et
al., 2006).

1.C.8. Effets du NO

Les effets du NO sont variables. Dans certains cas, la production de NO a des effetss bénéfiques. En
effet, le NO peut prévenir le thrombose vasculaire (Yao et al., 1992), les lésioins inflammatoires
d’origines cellulaire (Clancy et al., 1992) et les lesions de reperfusion (Kubes, 1993). Produit par les
macrophages, le NO est toxique pour les bactéries, les cellules tummorales et les parasites (Stuehr et
al., 1985 ; Sherman et al., 1991).

Cependant la stimulation de la production de NO peut également entrainer des effets déléteres tels
que I’hypotention arterielle (Moncada et al., 1991), I’inhibition de métabolismes intermédiares
(Hibbs et al., 1998), I’apoptose (Albina et al., 1993) et la production d’un radical oxydant-
peroxynitrite-produit de réaction du NO avec I’anion superoxyde (Pryor et al., 1995).

Le NO est dou¢ d’importantes propriétés immunorégulatrices, il agit directement comme une
molécule immunorégulatrice autocrine ou paracrine régulant notamment la balance Th1/Th2
(Lowenstein et al., 2004).

Le NO joue un réle soit pro-apoptotique, soit anti-apoptotique dans de nombreux types cellulaires. A
faible concentrations, le NO protége les cellules de ’apoptose en activant la protéase CCP32 like et
en augmentant 1’expression de la protéine Bcl2. Les effets pro-apoptotique du NO font intervenir sa
possibilité de réagir avec 1’anion superoxyde O, pour génerer du peroxynitrite ONOO™ ont également
été impliquées (Kolb, 2001 ; Lowenstein et al., 2004).
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I1.A. Matériel

I1LA.1. Matériel non biologique

Appareillage

Verrerie et accessoires

Agitateur magnétique
Autoclave

Balance de précision
Centrifugeuse

Micro centrifugeuse
Chambre de culture
Microscope photonique
pH métre

Réfrigérateur
Spectrophotometre

Vortex

Tube Falcon

Cellule de Mallassez

Cuve de spectrophotometre

Lames et lamelles
Microplaque de 96 puits a fond plat

Pipette Pasteur

Eppendorf

Becher

Erlen Meyer

Fiole

Barreau magnétique

Poire plastique

11.LA.2. Matériel biologique

Le sang

Le sang est prélevé par ponction veineuse au pli du coude dans des tubes contenant de 1’héparine sur

des sujets sains.

Les PBMC

Les cellules mononuclées du sang périphériqgue (PBMC) ont été preparées a partir du sang humain
prélevé chez des donneurs sains (n= 8).




La souche Pseudomonas aleovarans ATCC 8062

Il s’agit de la souche utilisée pour le dosage des nitrites totaux par la méthode de Griess modifiée,
c’est une bactérie caractérisée par la propriété biochimique nitrate réductase. Elle nous a été
aimablement fournie par Mr. Drapier.

Le milieu de culture

Il s’agit du RPMI 1640, ce milieu est enrichie par addition de 5% de sérum de veau feetal
préalablement décomplémenté a +56°C pendant 30 minutes et complémenté avec 1mg/ml de
glutamine, 300mg/ml de Tricine pH 7,4 et 2mM d’un mélange d’antibiotiques (40mg/ml de
Gentalline et 200 000 unités/I de Penicilline, il est destiné a la culture des PBMC.

Le liquide hydatique

Utilisé pour la stimulation des PBMC de sujets sains et le dosage de la concentration en protéines, le
liquide hydatique du foie (LHF) est obtenu par aspiration a partir du kyste hydatique du foie,
préalablement récupéré par ponction aprés intervention chirurgicale chez un patient atteint
d’hydatidose.

Le liquide hydatique du poumon (LHP), servant au dosage de la concentration en protéines, est lui
aussi obtenu par aspiration, a partir du kyste hydatique du poumon préalablement récupéré par
ponction.

L’extrait des pépins de raisin

L’extrait de pépin de raisin posséde une structure moléculaire similaire aux composantes retrouvées
dans la famille des bioflavonoides. Le proanthocyanidine, principe actif de 1’extrait de pépin de raisin
est hydrosoluble, il se fixe aux membranes cellulaires et est un puissant antioxydant. Les extraits des
pépins de raisin contiennent également des polyphénols de taille moléculaire réduite appellés
procyanidines oligomériques. lls possédent aussi des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
confirmées par de nombreuses études in vitro.




11.B. Méthodes
11.B.1. Test de viabilité des protoscolex

La viabilité des protoscolex est déterminée par observation au microscope a phase inversée de leur
mobilité et par test d’exclusion des colorants vitaux : 1’éosine a 0,1%. Les scolex vivants apparaissent
réfringents au microscope photonique, alors que les scolex morts adopteront la couleur de 1’éosine.

11.B.2. Dosage des protéines par la méthode de BRADFORD
11.B.2.1. Principe

C’est une technique colorimétrique basée sur le changement de coloration du bleu de Coomassie lors
de sa fixation aux protéines. Ce réactif, rouge/brun a I'état libre, prend une teinte bleue quand il est lié
aux protéines et par consequent possede un coefficient d'extinction molaire élevé dans le visible (a
595 nm) qui permet un dosage protéique simple et trés sensible.

11.B.2.2. Préparation de la courbe étalon

Une gamme étalon est réalisée dans des tubes a partir de concentrations croissantes d une solution de
BSA 0,1% a des doses allant de 0 a 100 pul et du PBS a un pH de 7,2 pour diluer et réajuster le
volume a 100pul. 3ml du réactif de Bradford sont ajoutés a chacun des tubes pour un volume final de
3100ul. L’ensemble des tubes est mis a 1’obscurité pendant 5 minutes pour permettre a la réaction
chromogene de se produire. Apres ca, le contenu de chaque tube est transvasé dans une cuve a
spectrophotométre, la lecture des DO s’effectue a une longueur d’onde de 595nm.

Les résultats sont regroupés dans le tableau ci-dessous :




Tableau 1V : Préparation de la courbe étalon pour le dosage des protéines.

N° tube BSA (ul) PBS (ul) | Bradford (ml) BSA (ug/ul)
0 0 100 3 0,00
1 5 95 3 0,05
2 10 90 3 0,10
3 15 85 3 0,15
4 20 80 3 0,20
5 25 75 3 0,25
6 30 70 3 0,30
7 35 65 3 0,35
8 40 60 3 0,40
9 45 55 3 0,45
10 50 50 3 0,50

11.B.2.3. Tragage de la courbe étalon

DO a 0,16 y=0,247x
595 nm 0,14 R?=0,928

0,08
0,06 9/0

Absorbance

0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

¢ DOab595nm

BSA (ug/ml) —— Linéaire (DO 4 595 nm)

Figure 22 : Courbe étalon pour le dosage des protéines du liquide hydatique.




11.B.2.4. Mode opératoire

100ul de I’échantillon du liquide LHF sont rajoutés a 3ml du réactif de Bradford puis mis par la suite
en obscurité pendant 05minutes.

De la méme maniére, une lecture de la DO est effectuée a 595nm.

La concentration protéique est déterminée par extrapolation de la valeur de la DO sur la courbe
étalon DO=f ([BSA]) précédemment tracée.

11.B.3. Isolement des PBMC
11.B.3.1. Principe

La séparation des PBMC repose sur une séparation des cellules sanguines selon un gradient de
densité sur milieu liquide, le ficoll-hypaque dont la densité est supérieur a celle des lymphocytes et
des mononuclées qui forment un anneau juste a I’interface du ficoll-hypaque, alors que les globules
rouges et les polynucléaires dont la densité est supérieur a celle du ficoll forment le culot (Figure 23).

Centrifuger sur gradient
s Lk @ Plasma

Sl . ficoll 2 2700 rpm

dl!‘lLl'Je pat T0min » « PBMC

PBS

FICOLL

€ FICOLL

Polynucléaires et = ?
globulesrouges

Figure 23 : Séparation des différents composants du sang.




11.B.3.2. Mode opératoire

Au laboratoire dans des conditions stériles, le sang prélevé a partir de sujets sains est dilué dans du
PBS stérile (volume & volume). Le sang dilué est délicatement versé dans un tube Falcon contenant
un volume de ficoll-hypaque correspondant au tiers du volume total, puis centrifugé pendant
10minutes a 2700 rpm.

Les PBMC formant un anneau blanc a 1’interface sont collectées, lavées 2fois dans du PBS stérile,a
2700 rpm pendant 10 minutes. Le culot récupéré contenant les PBMC sera suspendu dans du RPMI
et les cellules seront comptées au microscope optique.

Evaluation de la préparation
Test de viabilité au bleu de trypan
Principe

Le principe est basé sur la différence de perméabilité vis-a-vis d’un colorant vital (bleu de Trypan).
Ce dernier pénétre dans le cytoplasme des cellules mortes ayant perdus leur fonction membranaire
alors que les cellules vivantes 1’excluent et apparaissent réfringentes sous le microscope optique.

Mode opératoire

La suspension cellulaire est diluée dans du bleu de trypan (0,2%) puis deposée sur cellule de
Malassez. L’observation s’effectue au microscope photonique. Le dénombrement est effectué sur
cing champs choisis au hasard, la moyenne des cellules est déterminée selon la formule suivante :

Densité cellulaire [cellules/ml]= 2,5x10°xM/d.

M : Moyenne de cellules pour les cing champs.

d : Facteur de dilution.




11.B.3.4. Mise en culture et induction des PBMC

Apres leur mise en culture dans du RPMI-1640, une série d’expérience est effectuée sur les PBMC de
sujets sains :

1/- Les PBMC des sujets sains sont exposés a des concentrations croissantes de I’extrait de pépins de
raisin (5, 10, 20, 50, 100) dans des microplaques de 96 puits a fonds ronds. Tout en laissant un
témoin pour chaque échantillon, les cellules sont stimulées avec du LHF 3 heures aprés I’induction a
I’extrait des pépins de raisin.

2/- Les PBMC des sujets sains sont exposés a des doses croissantes (5, 10, 20, 50, 100ug/ml) de
I’extrait des pépins de raisin suivi immédiatement d’une stimulation antigénique au LHF.

3/- Les PBMC des sujets sains sont stimulés au LHF puis exposés apres 20 heures d’incubation a des
doses croissantes (5, 10, 20, 50, 100ug/ml) de I’extrait des pépins de raisin.

Aprés une incubation de 20heures en atmosphére humide en présence de 5% de CO, a 37°C, les
suspensions cellulaires seront récupérées et centrifugées a 12000 rpm pendant 3 minutes. Les
surnageants seront conservés a (- 45°C) en vue des dosages ultérieurs du monoxyde d’azote, les
culots seront observés au microscope photonique.

11.B.4. Dosage des nitrites totaux par la méthode de Griess modifiée

La production du NO dans les surnageants de culture des PBMC stimulées est estimée par dosage des
produits de son oxydation en nitrites et nitrates. La concentration des nitrites totaux (NO, + NO3’) est
déterminée par la méthode de Griess modifiée.

11.B.4.1. Principe

Le réactif de Griess révéele la présence des nitrites par une réaction de diazotation qui aboutit a la
formation d’un chromophore absorbant a 543 nm.

Le NO ¢étant un composé instable, sa mesure se fait par I’intermédiaire de 1’un de ses dérivés qui est
le nitrite a partir des surnageants des PBMC induits au LHF et traités a I’extrait des pépins de raisin.

Le dosage s’effectue par réduction des nitrates en nitrites sous 1’action de la nitrate réductase présente
chez la souche Pseudomonas oleovarans (ATCC 8062).




11.B.4.2. Préparation de la souche

La préparation de la suspension bactérienne s’effectue par 1’ensemencement de la souche en phase
exponentielle sur gélose nutritive. Apres une nuit d’incubation sous agitation a 37°C, des colonies sont
prélevées et suspendues dans un bouillon nutritif. Aprés une nuit d’incubation sous agitation a 37°C, la
suspension est centrifugée a 1500 rpm pendant 20 min a +4°C, puis lavée 3fois au PBS stérile a pH
7,4. Le culot est remis en suspension dans du PBS stérile a raison de 1g/10ml. La suspension
bactérienne peut étre conservée a (- 45°C) en présence d’un agent cryoprotecteur qui est le glycérol a
10%.

11.B.4.3. Mode opératoire

50ul de I’échantillon est mis en incubation pendant 90 min a 37°C en présence de 25ul de la
suspension bactérienne dans 25ul de PBS stérile pour la réduction des nitrates en nitrites. A la fin de
I’incubation, une centrifugation a 2000 rpm pendant Sminutes est réalisée pour séparer les bactéries
du surnageant.100ul de celui-ci sont rajoutés a 100l des réactifs de Griess (50ul de Griess A + 50ul
Griess B), puis une dilution est réalisée dans 800ul d’eau distillée. L’incubation s’effectue a
I’obscurité pendant 20min a température ambiante avant la lecture de la DO a 543 nm.

La détermination de la concentration des nitrites se fait par extrapolation de la valeur de DO obtenue
sur la courbe étalon DO=f ([NaNO;]) (Figure 24).

I1.B.4.4. Courbe d’étalonnage des nitrites

Une gamme étalon est préparée a partir des volumes croissants des nitrites de sodium sur un intervalle
croissant allant de 0 a 20ul, puis ce volume est ajusté a 100ul par I’ajout de PBS stérile. 50ul de
chacun des réactifs de Griess sont additionnés a la solution puis le volume est complété a 1ml avec de
I’eau distillée. L’incubation s’effectue a I’obscurité a température ambiante pendant 20min suivi de la
lecture de DO & une longueur d’onde de 543 nm  (Tableau V).

Tableau V : préparation de la courbe étalon pour le dosage des nitrites.

Numéro PBS (ul) Na NO; | Griess A | Griess B | HO (ul)
(HM) (1) (ul)
1 100 00 50 50 800
2 98 02 50 50 800
3 96 04 50 50 800
4 94 06 50 50 800
5 92 08 50 50 800
6 90 10 50 50 800
7 88 12 50 50 800
8 86 14 50 50 800
9 84 16 50 50 800
10 82 18 50 50 800
11 80 20 50 50 800




11.B.4.5. Tracage de la courbe étalon DO=f ([NaNO,]).

y=10,0346x
R?=0,9686

Figure 24 : Courbe étalon du dosage des nitrites par la méthode de Griess modifiée.
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Figure 25: Démarche expérimentale.
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I11. Résultats et discussion
I11.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le dosage des protéines des liquides hydatiques humains montre bien que la concentration protéique
totale contenu dans le LHF (1,16mg/ml) est supérieur a celle du LHP (0,60mg/ml).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Vidor et al. (1986), qui montrent que les protéines totales
sont en tres faible quantité dans le liquide hydatique humain.

Cette richesse en protéines des kystes hépatiques semble étre liée a la perméabilité des kystes (Vidor
et al., 1986). Ainsi, il a été monté qu’une partie des protéines retrouvées dans le liquide hydatique est
d’origine parasitaire et une autre partie provient de 1’hote.

I11.2. Test de viabilité des protoscolex

Le test de viabilité est réalisé avec un colorant vital, I’éosine a 0,1%. Ce colorant a la propriété de
diffuser a travers la membrane du protoscolex mort qui devient ainsi coloré en orange (Figure 26).
Par contre, lorsque le protoscolex est vivant, sa membrane est imperméable au colorant et apparait
réfringente au microscope photonique. De méme, les protoscolex vivants sont mobiles et présentent
une intégrité et une régularité de la structure membranaire et de la double couronne de crochets
(Figure 27 et 28) par rapport au protoscolex morts qui sont immobiles et montrent une altération de la
double couronne de crochets et une irrégularité de la membrane.




Figure 26 : Protoscolex morts (Gx20).

Figure 27: Protoscolex vivant invaginé (Gx40).
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Figure 28: Protoscolex vivant dévaginé (Gx40).




111.3. Dosage des nitrites dans les cultures des PBMC induites par les antigénes et la molécule
anti-inflammatoire :

Production des nitrites totaux

L’¢étude in vitro a porté essentiellement sur les PBMC des sujets sains induits par LHF et a I’extrait
des pépins de raisin avant et aprés stimulation au LHF.

Aprés 20 heures d’incubation a 37°C, a 5% de CO,, les différentes cultures sont récupérées puis
centrifugées a 3000 rpm pendant 10 minutes. Les surnageants ont été utilisés pour doser le NO par la
méthode de Griess, alors que les culots ont été analysés au microscope photonique afin d’évaluer la
prolifération cellulaire.

La stimulation antigénique des PBMC par le LHF montre un état d’activation et de multiplication
des cellules caractérisé par une augmentation de la densité, de la taille des cellules et un virage du
milieu de culture lors de 1’addition de I’effecteur antigénique (Figure 31). Les résultats du dosage du
NO dans les surnageants de culture indiquent une production substantielle par rapport au PBMC des
sujets sains non stimulées (Figure 29), ceci suggére I’implication du NO dans la réponse anti-
hydatique. Nos résultats corroborent avec ceux de Touil et al. (1998), qui ont montré 1I’implication du
NO dans le mécanisme de défense mis en jeu par I’hote au cours de 1’échinococcose humaine.

La production du NO a été révelée dans le cadre de parasitoses a développement intracellulaire telles
que Plasmodium falciparum (Anstey et al, 1996), leishmania donovani, leishmania major. En effet,
la quantité de NO produite augmente parallélement a une hausse de I’activité antiparasitaire. D’autres
parasitoses notamment celles causées par trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondi sont également
associées a I’expression de la NOS II (Nusssler et al, 1994 ; Riches et al, 1998 ; Das et al, 2001).

Les taux élevés de NO retrouvés chez les sujets sains induits au LHF seraient dus a la régulation
positive de la NOSII sous I’action de I'IFN-y et de la TNF-a produite par le systeme
monocyte/macrophage.

De nombreux travaux ont été menés dans ce sens dont ceux de Kleinert et al (2003), qui ont montré
que les inducteurs de la NOS 11 les plus fréquents sont des cytokines inflammatoires (IL1B, INFy,
TNFa), les prostaglandines (PGE2) et les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries Gram négatif.

Drapier (1997) a montré a son tour que la NOS Il est inductible dans les macrophages murins par les
LPS et certaines cytokines comme I’'TFN-y, le TNF-a et I'IL-1. Elle génére de grandes quantités de
NO.

La production élevée du NO serait donc liée a I’activité d’une NOS 1II inductible (iNOS) présente
dans les macrophages. Cette isoforme aurait alors un role clés dans la cytotoxicité mediée par les
macrophages en produisant du NO en réponse a un stimulus.




L’apport exogéne de 1’extrait des pépins de raisin (Spg/ml, 10pg/ml, 20ug/ml) aux cultures des
PBMC avec le LHF a montré une diminution significative du taux du NO (Figure 29), ce qui suggéere
que cette molécule induit une regulation négative sur la NOS II.

Au microscope, les cellules ont une forme arrondie mais apparaissent plus petites, la prolifération est
moins dense que pour le témoin induit au LHF (Figures 32, 33 et 34).

La diminution des taux du NO lors de I’ajout de la molécule a des concentrations de 5, 10 et 20pug/ml
serait associée a une régulation négative de la NOSII par ’extrait des pépins de raisin qui activerait la
voie Th2 productrice de I’IL-10 et I’'IL-4. En effet, il a ét¢é montré par Drapier et al (1997) que les
cytokines de la voie Th2 a savoir I’IL-4 et I’IL-10, possedent un effet inhibiteur sur la iINOS.

De méme, Kleinert et al (2003) ont montré que les inhibiteurs de la production du NO sont des
cytokines, anti-inflammatoires, telles que I'lL4, I’'IL10, I’IL13, le TGFp et les corticoides qui
suppriment 1’expression de I’iNOS a un stade transcriptionnel ou post-transcriptionnel, cela se traduit
par la réduction de la production du NO par les macrophages.

D’autres études menées par Gonzalez et al., ont montré de 1’extrait de Polypodium leucotomos avait
un effet modulateur sur la balance Thl/ TH2 in vitro. Ainsi, cette molécule phythothérapeutique
inhibe partiellement les cytokines Thl (IL-2, IFN-y et TNF-a) aprés stimulation des PBMC,
contrairement aux cytokines Th2 qui ont significativement augmentés. Ce qui explique son réle
immunosuppresseur et anti-inflammatoire.

A des concentrations de 50 pg/ml et 100 pg/ml de I’extrait des grains de raisin, on observe a nouveau
une augmentation du taux du NO (Figure 29), une augmentation qui peut étre due a la cytotoxicité
provoquée par les fortes doses de I’extrait des pépins de raisin.

Au microscope, les cellules stressées sont dans un état rétrécis et parfois amorphe (Figures 35, 36).

La cytostase des PBMC est due a I’hyper production du NO qui inhiberait la ribonucléotide réductase
et la synthése de I’ADN, I’ADN-alkyltransférase et la réparation de I’ADN, d’ou une inhibition de la
prolifération cellulaire (Lepoivre et al, 1990).
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Figure 29 : Résultat du dosage des nitrites/nitrates.

Figure 30 : Témoin PBMC (Gx20).




Figure 31 : PBMC + Antigene (Gx20).

Figure 32 :
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Figure 33 : PBMC + Antigene + Extrait des pépins de raisin (10ug/ml) (Gx20).

Figure 34 : PBMC + Antigene + Extrait des pépins de raisin (20ug/ml) (Gx20).




Figure 35 : PBMC + Antigene + Extrait des pépins de raisin (50ug/ml) (Gx20).

Figure 36 : PBMC + Antigéne + Extrait des pépins de raisin (100pg/ml) (Gx20).







CONCLUSION

Notre étude a montré I’action d’une molécule anti-inflammatoire; 1’extrait des pépins de raisin, sur la
production du NO lors de I’hydatidose.

Les tests in vitro ont montré que 1’extrait des pépins de raisin aurait un effet modulateur négatif sur la
production du NO.

Une corrélation positive a été rapportée entre I’expression de la NOS 11 et le taux de NO produit.
Cette expression serait négativement corrélée par 1’effet inhibiteur de 1’extrait des pépins de raisin a
une dose inférieur a 20 pg/ml.

Cette molécule anti-inflammatoire pourrait avoir un effet souhaitable lors d’une bithérapie anti-
hydatique, dans le sens ou elle modulerait la sécrétion du NO et éviterait ainsi son effet cytotoxique.

Vu les critéres intéressants de cette molécule, il serait judicieux de poursuivre les recherches. Ainsi,
I’étude in vivo sur modéle animal approprié serait indispensable pour déterminer les doses seuils de
I’extrait des pépins de raisin responsables de cet effet modulateur.

L’¢largissement de 1’¢chantillonnage et la mise au point d’un protocole thérapeutique utilisant
I’extrait des pépins de raisin comme molécule anti-inflammatoire modulatrice, seraient une ouverture
vers une thérapie prometteuse.

Il serait aussi intéressant d’étudier la balance NOS Il/arginase via cette molecule, en vue de situer son
implication dans la modélisation de la réponse immunitaire au cours de 1’hydatidose.

Par ailleurs, 1’étude de 1’index mitotique apporterait plus d’orientation quant a I’action de I’extrait des
pépins de raisin sur les cellules.
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ANNEXES

Préparation des solutions de laboratoire

Tampon phosphate (PBS)

NaCl. ..., 8g
KL 0.2¢
N E1 2 = NS 1.15¢
[ P VS 0.2¢
Eaudistillée ... qsp 1000 ml

Gel agarose dans I'eau distillée
AGAIOSE. ..t lg

Eaudistillée ..............cooiiiiiiiii . qsp 1000ml

Réactif de Bradford

Bleu de comassie G250.............cooeiviiiinnn. 100 mg
Acide ortho phosphorique..........cccoooiiniiiiiiinnns 100 mi
Ethanol @95% ......oveviniii 50 ml
Eaudistillée...............ooooi qsp 1000 ml

Sérum albumine bovine (BSA)
BS A 0.1g

Eaudistillée.............cooooiiii i, qsp 100 ml

Eau physiologique




Réactif de Griess | : 0,5%
Naphtyl éthyléne diamine dichloride.................. 0,5¢
HCT A 20%00cuveevieeeeeieieeeieeeeieeee e e e e 100 ml

Réactif de Griess Il : 5%
Sulfamilamide.........cccceviiinii s 5¢
HCT @ 20%. e e 100 ml




