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Introduction

Introduction :
Les pneumopathies d’hypersensibilités (PHS) ou alvéolites allergiques extrinseques sont des
pathologies des voies aériennes résultantes d’une exposition prolongée et répétée aux allergenes
organiques issus d’animaux, de plantes, et parfois a des substances chimiques causant

principalement des inflammations au niveau des alvéoles pulmonaires (Leone et Richeldi, 2020).

L’une des formes les plus fréquentes des PHS est la maladie d’éleveurs d’oiseaux ou Poumon
d’éleveurs d’oiseaux (PEO), sa prévalence reste rare surtout chez la population pédiatrique.

Les antigenes provoguant le PEO proviennent majoritairement de protéines d’origine aviaire
(fientes, plumes, sérum...etc.). Les chercheurs au fil des découvertes ont pu identifier plusieurs
espéces d’oiseaux impliquées dans I’apparition de cette maladie, plus particulierement les
Colombiformes (pigeons, colombes, tourterelles) et les Psittaciformes (perruches, perroquets, les
inséparables...etc.) (Habra et AbdulWahab, 2018 ; Rouzet et al., 2018).

La maladie d’éleveur d’oiseaux se présente sous trois phases successives : une phase aigle
présentant des symptdmes comparables a une infection virale (fievre, asthénie, toux...etc.)
facilement réversible par I’éviction des sources allergéniques suspectées. Une phase subaigué,
intermédiaire, difficile a diagnostiquer, ses symptomes ressemblent a ceux de la phase aigiie. Une
phase chronique, c’est I’étape finale de la maladie, mais aussi le stade le plus dangereux pour le
systéme respiratoire humain en raison des dégats tissulaires irréversibles (fibrose et formation de
granulomes pulmonaires) engendrés par une réaction inflammatoire persistante. Diverses
approches thérapeutiques sont disponibles pour ce stade de la maladie mais la corticothérapie
prolongée reste le traitement le plus efficace malgré sa lourdeur et ses nombreux effets indésirables
(immunodépression, troubles hormonaux, hypertension artérielle) (D’souza et Donato, 2017 ;
Walters et al., 2018).

Par ailleurs, la recherche de nouvelles alternatives thérapeutiques plus efficaces avec moins
d’effets secondaires est actuellement un des objectifs principaux de la recherche scientifique dans
le monde. Dans ce contexte, ce travail vise a étudier I’effet thérapeutique de I’huile de lentisque,
un remeéde naturel utilisé en médecine traditionnelle Algérienne pour traiter les reflux

gastrocesophagiens, I’asthme, la jaunisse, et les allergies (Abdeldjalil et al., 2014).

Dans cette étude nous procédons d’abord au développement d’un modele animale de la
maladie d’éleveurs d’oiseaux chez des rats. Ces derniers seront traités avec I’huile de lentisque
pistachier. Différents paramétres seront évalués tels que les scores allergiques, le profil des

protéines sériques et I’histologie pulmonaire.
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Chapitre | L’hypersensibilité

| — L hypersensibilité :

C’est une réaction excessive contre un agent infectieux, un agent exogéne inoffensif, ou un
antigene appartenant au soi avec comme conséquences des dommages tissulaires et des
manifestations auto-immunes.

Selon les mécanismes, on peut distinguer plusieurs types d’hypersensibilité :

= L’hypersensibilit¢ Immunologique Allergique (HSIA) : qui repose sur des mécanismes

immunologiques dépendants des récepteurs de I’immunité adaptative (BCR/TCR).

= L’hypersensibilit¢ Immunologique Non Allergique (HSINA): dont les mécanismes

reposent sur des recepteurs dépendants de I’immunité innée non spécifique a I’antigene.

= L’hypersensibilit¢t Non Immunologique (HSNI) : impliquant des mécanismes toxiques,
enzymatiques, ou pharmacologiques, ou les cellules immunitaires ne sont pas la cible initiale
de I’antigene (Evrard, 2020).

| — 1/ Définition de I’allergéne :

Un allergéne est une substance antigénique pouvant provoquer une réaction
d’hypersensibilit¢ immédiate avec une réaction clinique associée chez un individu

génétiquement prédisposeé et dans un environnement propice.

Les allergenes courants sont: les pollens, les spores fongiques, les acariens, les

médicaments, mais aussi les venins d’insectes et certains produits biologiques.

La réponse allergique dépend de la voie d’exposition aux allergenes. Les aéroallergénes
inhalés provoquent des réponses allergiques de nature respiratoire. L’exposition par ingestion
ou par injection donne lieu a des réactions gastro-intestinales, cutanées ou anaphylactiques (Lei
et Grammer, 2019).

La plupart des allergenes sont des protéines ou des glycoprotéines dont le poids moléculaire
varie de 5 000 a 100 000 Da, bien que les polysaccharides et les substances de faible poids

moléculaire puissent également étre des allergénes (Stewart et al., 2014).
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La prédisposition génétique et les facteurs environnementaux déterminent si un individu sera
sensibilisé a un allergene, et qu’une exposition ultérieure au méme allergéne (d’une
concentration suffisante) pourra déclencher une réponse physiologique, en interagissant avec

les IgE spécifiques liees aux mastocytes et aux basophiles.

Les allergénes peuvent induire la production d’IgE (HS 1), mais certains allergénes induisent

d’autres réponses immunologiques (1gG, IgA et cellulaire).

L’ immunogénicité d’un antigéne augmente avec : la taille, la solubilité, la stabilité (a la
chaleur et a la protéolyse), le pliage conformationnelle, et la durée d’exposition (Viswanathan
et al., 2018).

Il — Facteurs de risque entrant dans I’apparition de I’hypersensibilité :

L’hypersensibilité sous toutes ces formes est un groupe de pathologies courantes d’origine
multifactoriel (plusieurs facteurs peuvent influer sur sa survenue ou du moins augmenter le

risque d’apparition d’une hypersensibilité).

Apres plusieurs études, les différents chercheurs ont pu isoler et classer ces facteurs de risque

comme suit :

Il - 1/ Facteur ou composante génétique :

Un enfant, dont les deux parents sont allergiques a plus de chance de souffrir d’une allergie
gu’un enfant qui a un seul parent ou — plus encore - aucun parent allergique. Cette notion définit

les « enfants a risque », bien identifiés pour I’asthme allergique (Willemsen et al., 2008).

A propos de la composante génétique de I’allergie, il n’existe pas « un gene de I’allergie »
au contraire cette composante génétique est souvent polymorphe (Vicente et al., 2017 ;
Schlapbach et al., 2014).

De nombreuses études G-WAS (Genome-Wide Association Studies) ont analysé
simultanément des centaines de SNP (Single Nucleotide Polymorphims) dont plusieurs
concernent des génes impliqués dans les réponses immunitaires innées ou adaptatives (ex :
TLR1, IL13, HLA-DQ) (Pividori et al., 2019 ; Hernandez-Pacheco et al., 2019).
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Tableau 1 : Localisations chromosomiques de 7 locus associés a I’asthme ou a I’allergie dans au
moins 5 GWAS sur I’asthme ou au moins 2 GWAS sur des maladies allergiques (Pividori et al.,

2019).

Régions
chromosomiques

Nombre
d’associations avec
I'asthme

Nombre d’associations
avec l'allérgie

Les génes

6p21.3

28 (10)

HLA-DQB1, HLA-DRB1,
HLA-DRB6, HLA-
DQA1, HLA-DPAL, HLA-
B, HLA-C,

MICA, MICB, COL11A1,
TCP11, SCUBE3, HLA-
DOB, HCP5, MCCD1

10p14

15(7)

GATAS3, CELF2, SFTA1P,
l0c101928272, RP11

2q12.1

13(7)

IL1R1, IL1RLY, IL1IRL2,
IL18R1, IL18RAP,
MIR4772, SLCOA2,
SLC9A4

5q22.1

12(7)

CAMK4, WDR36,
SLC25A46, TMEM232,
TSLP

5q31.1

11(9)

C50rf56, SLC22A5, IRF1,
KIF3A, IL4,

CCNI2, IL13, RADS0,
SEPT8

9q24.1

11(8)

RANBPG, IL33,
KIAA2026,
MIR4665, TPD52L3,
GLDC, UHRF2

17q12-21

11(7)

ORMDL3, GSDMB,
ZPBP2, ERBB2, MED1,
CSF3, ERBB2, GRBY,
GSDMA, GSDMB,
IKZF3, LRRC3C, MED24,
MIEN1,

MIR4728, MIR6884,
PGAP3, PNMT,
PSMD3, SNORD124,
STARD3, TCAP
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Tous les génes qui ont une relation avec la survenue d’une maladie allergique sont appelés
les genes de susceptibilité aux maladies allergiques et sont divises en 4 groupes majeurs (voir

figure 5) :

Premiérement, les génes de détection de I’environnement. Ce groupe de génes code pour des
molécules qui modulent directement I’effet des facteurs de risque environnementaux pour les
maladies allergiques, par exemple, des génes comme TLR2, TLR4 et CD14, qui codent pour
les composants du systeme immunitaire inné, interagissent avec les niveaux d’exposition
microbienne pour modifier le risque de réponses immunitaires allergiques. Les
polymorphismes des géenes glutathion-S-transférase (GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTMS5,
GSTT1 et GSTP172) modulent I’effet des expositions au stress oxydant, comme la fumée de
tabac et la pollution atmosphérique sur la sensibilité a I’asthme (London et al., 2009) (Breton
et al., 2009).

Deuxiémement, les génes qui influent sur la fonction des membranes cellulaires en tant que
barriére. Une forte proportion des nouveaux genes identifiés pour la susceptibilité aux maladies
allergiques gréace a des approches de liaison et d’association a I’échelle du génome a été
démontrée pour étre exprimeée dans I’épithélium. Cela comprend des génes comme le FLG, qui
affectent directement la fonction de la barriére cutanée et qui sont associés non seulement a un
risque accru de dermatite atopique, mais aussi a une sensibilisation atopique accrue. D’autres
génes de susceptibilité, tels que ’ORMDL3/GSDML, PCDH1, et C110rf30, sont également
exprimes dans I’épithélium et pourraient jouer un réle dans la régulation éventuelle de la

fonction de la barriere épithéliale (Koppelman et al., 2009 ; Esparza-Gordillo et al., 2009).

Troisiemement, les génes de régulation de I’inflammation (atopique). Ce groupe, comprend
les génes qui régulent la différenciation TH1/TH2 et la fonction des effecteurs (par exemple :
IL13, IL4RA et STAT674 ; TBX21 [facteur de transcription codant pour la boite T] ; et
GATAZ376), ainsi que des genes tels que I'IRAKM, PHF11 et UPAR23 qui régulent la
sensibilisation atopique et le niveau d’inflammation produit & I’emplacement de 1’organe final
pour les maladies allergiques. Cela comprend également les génes qui régulent le taux
d’éosinophilie sanguin (IL1RL1, IL33, MYB et WDR36) (Suttner et al., 2009 ; Barton et al.,
2009).



Chapitre | L’hypersensibilité

Et enfin quatriemement, les génes de réponse tissulaire. Ce groupe comprend les genes qui
modulent les conséquences de I’inflammation chronique (par exemple, le remodelage des voies
respiratoires), tels que I’ADAM3317 et PDE4D, qui sont exprimés dans les fibroblastes et les
muscles lisses, et ’'COL29A1 ; codant un nouveau collagene exprimé dans la peau liée a la
dermatite atopique. Certains genes, peuvent affecter plus d’une composante de la maladie. Par
exemple I’IL13 régule & la fois la sensibilisation atopique par le changement d’isotype IgE mais
a également des effets directs sur I’épithélium des voies aériennes et le mésenchyme, favorisant
ainsi la métaplasie des cellules de gobelet et la prolifération des fibroblastes (Himes et al.,
2009 ; Holloway et al., 2008).
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Figure 1 : Geénes de susceptibilité aux maladies allergiques (Holloway et al., 2010).

Il — 2/ Facteurs ou composants environnementaux :

La modification des habitudes alimentaires ; la diminution de la consommation d’acides gras
oméga 3 (Ye et al., 2019), I’augmentation de la consommation d’acides gras oméga 6, la
diminution des apports d’antioxydants seraient des facteurs de risque d’atopie (Gardner et al.,
2020). L allaitement a été jusqu’a présent considéré comme un facteur de protection vis-a-vis

du risque atopique a la condition d’étre prolongé (> 3 mois) et sa diminution dans les pays
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riches pourrait contribuer au développement de I’atopie mais les études sont contradictoires sur
le sujet (Matheson et al., 2012 ; Kramer, 2011).

Le tabagisme actif et le tabagisme passif maternel (in utero, actif et passif) augmenterait la
synthése des IgE et favoriserait la sensibilisation aux pneumallergénes, voire aux
trophallergénes (Ahmed et al., 2020 ; Accordini et al., 2012).

L’environnement allergénique ; une forte quantité d’allergenes dans I’environnement
favorise généralement la sensibilisation. Ce point est actuellement discuté pour les phanéres de
chats et de chien et semble plus net pour certains allergénes professionnels (Voisin, 2013 ;
Lodge et al., 2012).

Les allergies sont plus fréquentes depuis I’avénement des antibiotiques et de la vaccination
(Metzler et al., 2019 ; Arumugham, 2015).

La pollution atmosphérique ; certains polluants comme les particules de diesel favoriseraient

la synthese d’IgE et la sensibilisation aux allergénes (Moradi et al., 2018).
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Figure 2 : Impact de la pollution atmosphérique sur les types cellulaires du systeme immunitaire.
(Glencross et al., 2020).
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La vitamine D possede un effet immunomodulateur sur les réponses inflammatoires des
voies respiratoires médiée par les allergénes en agissant sur les récepteurs (VDR) exprimés par
plusieurs cellules immunitaires dont les lymphocytes B et T, les macrophages, et les cellules

dendritiques.

La vitamine D a montré sa capacité a inhiber les réponses Thl et Th2 en inhibant la
production de I’INFy ainsi que I’IL4 et I’IL13 (Mirzakhani et al., 2014).

Il — 3/ Le microbiote :

Le microbiote représente I’ensemble des microorganismes, bactéries, virus, ou
champignons, qu’on trouve dans la peau et tout au long du tube digestif. Ce microbiote a
différentes fonctions dont une majeure qui permet de stimuler, développer et orienter les
réponses immunes. Sans le microbiote le systeme immunitaire ne peut se développer (Aitoro
et al, 2017).

La fonction la plus importante du microbiote intestinal est probablement la résistance a la
colonisation, en s’opposant a la colonisation des bactéries pathogenes, cette flore entre en

compétition avec les sites de fixation et produit des substances antibactériennes.

Le GALT est I’organe de I’immunité le plus grand, exposé guotidiennement a des quantités
importantes d’antigénes bactériens (agents infectieux) et alimentaires, ce qui lui confére un réle

majeur dans le développement de la tolérance immunitaire (Penders et al, 2007).
Parmi les bactéries du microbiote intestinal on peut distinguer trois groupes :

- Les lactobacilles, dont la plupart semblent induire une réponse Th1l.
- Les bifidobactéries, ayant des réles similaires aux lactobacilles.
- Le groupe constitué d’entérobactéries, staphylocoques et clostridium est quant a lui

potentiellement associé a des allergies.

La composition de la flore intestinale est différente chez les nouveaux nés. En effet, il a été
observé selon une étude que la flore des enfants atopiques et non atopiques avait une
composition bactérienne différente a I’age de trois semaines (tableau 2) (Kallioméki et al,
2001).
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La flore intestinale est donc un facteur trés important dans la mise en place précoce et future

du systéme immunitaire.

Tableau 2 : Bactéries présentes au niveau de la flore intestinale d'enfants &gés de 3 semaines
(Kalliomaéki et al., 2001).

Bactéries présentes

Bactéries présentes

Bactéries présentes

Enterobactéries

en plus grande en proportion en plus faible
proportion intermédiaires proportion
Non atopiques Bifidobactéries Lactobacilles Clostridia

Atopiques

Clostridia

Lactobacilles
Enterobactéries

Bifidobactéries

Il — 4/ Lathéorie hygiéniste :

La théorie hygiéniste a été proposée par Strachan en 1989 en faisant une étude prospective
sur plus de 17000 enfants Anglais, démontrant le lien entre le développement de symptémes
allergiques et le nombre de freres et sceurs.

En effet, selon cette théorie, les derniers nés sont les moins susceptibles de développer des
allergies par rapport a leurs fréres et sceurs aines.

Ceci, est db au fait que les plus petits sont exposés aux pathogénes, ayant des contacts non-
hygiéniques avec leurs fréres et sceurs, et sont donc plus susceptibles de développer des
infections que leurs ainés (Scudellari, 2017). Strachan a mis I’accent sur le fait que ces

infections auraient un role protecteur contre les manifestations allergiques chez I’enfant.

A la naissance, le systéme immunitaire adaptatif vire beaucoup plus vers des réponses TH2,
a I’origine de la stimulation des lymphocytes B producteurs d’anticorps de type IgE, et la
production de cytokines tels que I’IL-4 et IL-5, activant ainsi les éosinophiles (Delves et al.,
2011).

De nos jours, les enfants se lavent fréquemment les mains, et se douchent de fagon réguliere,
réduisant ainsi I’opportunité d’infections et en méme temps, augmentant les chances de
développer des manifestations allergiques telles que I’asthme ou I’eczéma. Les bases de la

théorie hygiéniste sont donc posées : un environnement trop propre ou I’utilisation exageérée
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d’antibiotiques seraient susceptibles d’augmenter le risque de développement des allergies, et

ce par un manque d’infections durant I’enfance (Bloomfield et al., 2016).
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Figure 3 : I’hypothése hygiéniste et théorie de la « contre-régulation » pour l'allergie
(Kumar et Bhatia, 2013).

111 — Classification des hypersensibilités Immunologiques Allergiques :

Gell et Coombs ont classé les réactions d’hypersensibilité en quatre sous-types en fonction
du type de réponse immunitaire et le mécanisme effecteur responsable des Iésions cellulaires et

tissulaires (Uzzaman et Cho, 2012).
I1 -1/ L’ hypersensibilité de type I :

Dépendante d’un mécanisme impliquant les effecteurs de I’immunité adaptative, plus
précisément les lymphocytes B et T (Th2), elle est médiée par les IgE.
Elle correspond cliniquement aux conséquences de I’activation brutale des mastocytes et des

polynucléaires basophiles (Dispenza, 2019).

13



Chapitre | L’hypersensibilité

La production des IgE passe d’abord par une phase de sensibilisation durant laquelle
I’allergene est présenté aux lymphocytes T naifs par les cellules présentatrices de I’antigene
(CPA). Les lymphocytes se différentient en Th2 (en présence de I’IL4 et I’IL13) qui sécrétent
I’IL4, IL5, IL13 et activent les lymphocytes B induisant une commutation de classe vers la

chaine lourde epsilon (Ce) pour produire des IgE.

Les LB secrétent des IgE spécifiques a I’allergéne qui se lient a leurs récepteurs a haute
affinité (FceRI) présents a la surface des basophiles et des mastocytes (Galli et Tsai, 2012).

Aprés une deuxiéme exposition au méme allergene, celui-ci est capté par au moins deux IgE
fixés aux cellules (pontage), puis un signal intracellulaire est transmis causant la dégranulation
rapide des mastocytes et des polynucléaires basophiles, c’est la phase de déclanchement (figure
4).

Ces granules contiennent des médiateurs préformés (ex: I’histamine, I’héparine, la
sérotonine) qui sont a I’origine de I’apparition des symptémes allergiques en quelques minutes,

tels que I"urticaire, I’cedéme, I’hypotension, et I’éternuement (Burton et Oettgen, 2011).

14
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Une réaction retardée (phase tardive de I’HS immédiate) peut avoir lieu quelques heures
apreés la réponse primaire, caractérisée par I’accumulation des cellules inflammatoires activées

(neutrophiles, monocytes/macrophages, éosinophiles) (Lambrecht et Hammad, 2015).
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Figure 4 : Mécanisme de I'nypersensibilité de type | (Baldo et Pham, 2013).

I1-1-1/L’atopie :

C’est I’ensemble des symptdmes associés a une prédisposition génétique le plus souvent
familiale, favorisant la production d’immunoglobulines de type IgE spécifiques a un allergene.
Cette prédisposition se traduit par le développement de la dermatite atopique (DA), I’allergie

alimentaire, de I’asthme et d’autres manifestations allergiques (De Wit et al., 2019).

L'hérédité de plusieurs génes influence la tendance a la surproduction d'IgE, et cela se
retrouve dans des familles, comme le montre clairement la transmission autosomique de
I'allergie, mais les chercheurs pensent que le modeéle d'hérédité complet est multigénique (Qi et
al., 2018).
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Une théorie expliquant la genése de I'atopie suggere qu'elle pourrait résulter d'une régulation
anormale des cellules T helper et des lymphocytes T suppresseurs qui devraient contribuer a la
production d'IgE par les plasmocytes (Kim et al., 2018 ; Hemler et al., 2015).

Il existe plusieurs chromosomes et génes associés a I’atopie dont, le chromosome 5 (5q)
associe au groupe de genes des cytokines (IL-3, IL-4, IL-5, IL-13), le CD14, le récepteur béta-
2-adrénergique, et le GM-CSF (Asquith et al., 2008 ; Laset et al., 2019 ; Sahin et al., 2014).

11 -1-2/I"anaphylaxie :

L'anaphylaxie est une réponse allergique systémique de type I, potentiellement mortelle. Elle
survient apres I’exposition d’une personne sensibilisée aux allergenes tels que des aliments, des
médicaments, venins d'insectes urticants, venins d'insectes piqueurs, et les vaccins (Lieberman
etal., 2015 ; Simons et al., 2015).

Elle peut se manifester sous différents symptoémes : I’urticaire, sifflement, des difficultés a
respirer, des vomissements et des diarrhées, une hypotension, une diminution du niveau de
conscience. Les symptomes apparaissent en général 30 min apres I’exposition a I’allergéne mais
peuvent parfois étre plus tardifs. lls peuvent survenir dans n’importe quel ordre chronologique

et indépendamment les uns des autres (Ellis, 2020).

Les données concernant les mécanismes immunologiques de I’anaphylaxie chez des sujets
humains sont limitées, en raison de préoccupations éthiques, évidentes et de la nature de cette
réaction potentiellement mortelle. Les études humaines sur I’anaphylaxie ont consisté a induire
chez des volontaires des piqures d’hyménopteres et a collecter des échantillons chez des
patients se présentant aux urgences. L’IgE est I’isotype dont la concentration dans la circulation
est de loin la plus faible (50 — 200 ng/mL d’IgE circulantes totales chez les sujets sains contre
environ 10 mg/mL pour les 1gG). Cependant les IgE peuvent étre trouvées a des niveaux

beaucoup plus élevés chez des patients allergiques (Dullaers et al., 2012 ; Oettgen, 2016).

Les mastocytes sont les cellules majoritairement impliquées dans les réactions
anaphylactiques IgE-dépendantes (mécanisme de dégranulation cité précédemment). Les
médiateurs de ces cellules (a I’origine des symptdmes) sont : I’histamine, la tryptase, la
sérotonine, les protéoglycanes, les protéases, les facteurs chimiotactiques et les médiateurs

lipidiques néosynthétisés : la prostaglandine D2 (PGD2), leucotriéne B4 (LTB4), facteur
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d'activation des plaquettes (PAF), cystéinyl leucotrienes (LTC4, LTD4, LTE4,), cytokines
(TNF-alpha, L4, IL-5, IL-6, IL-8) (Tomasiak-k.ozowska, 2018).

Les anticorps 1gG, les composants du systéme du complément (C3a, C5a), et les substances
qui provoquent la dégranulation directe des mastocytes, peuvent jouer un role dans la
pathogénese des réactions anaphylactiques indépendante des IgE. Dans les anaphylaxies 1gG-
dépendantes, des complexes IgG/antigéne se forment, et se lient aux récepteurs (FcyR) a la
surface des monocytes, basophiles, et des neutrophiles, ce qui entraine la libération de
médiateurs (PAF) (figure 5). Les observations cliniques suggerent que I'anaphylaxie
dépendante des IgG est induite par I'administration parentérale de grandes quantités d’antigene,
par exemple des produits médicaux biologiques (anticorps chimériques humanisés et anticorps
monoclonaux humains), le dextran, I'aprotinine ou le facteur de von Willebrand (Finkelman et
al., 2016).

A At low concentration of IgG Abs B At high concentration of antigen/IgG Abs
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CyslLTs PAF CysLTs
Prostaglandins CysLTs
Heparin
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2 Various cytokines/chemokines LN

Figure 5 : Voies potentielles dans I’anaphylaxie médiée par les anticorps
(Reber et al., 2017).
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111 -2/ L hypersensibilité de type Il :
Les réactions d’HS Il, appelées réaction cytotoxique, se caractérisent par la présence
d’anticorps IgM et/ou IgG contre des antigénes de surface des cellules.

Ces antigenes se trouvent généralement sur les leucocytes circulants, les érythrocytes, les

plaquettes, ou sur les cellules épithéliales des muqueuses et des membranes basales.

Les complexes immuns (CI) présents a la surface des cellules activent la voie classique du
complément (C5-C9) causant ainsi la lyse de la cellule cible.

Les 1gG peuvent induire une ADCC en se liant a leur récepteur (FcyRIIb) exprimé par les
NK et les macrophages ce qui provoque la libération des granules contenant des perforines et
des granzymes qui éliminent la cellule (Celik et al., 2014).

Et enfin, les IgM et les 1gG peuvent se lier a leur récepteur Fc exprimé par les phagocytes

afin de les activer et d’initier la phagocytose.

Les maladies relevant de ce type d’hypersensibilité sont généralement : des accidents de
transfusions sanguines incompatibles, le syndrome de Good Pasture, la maladie de Graves, et

les cytopénies médicamenteuses (Basu et Banik, 2018).
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Figure 6 : Mécanisme de I'hypersensibilité de type Il (Male et al., 2013).
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111 -3/ L hypersensibilité de type I11 :

Dans les réponses de type 111, des anticorps IgG et IgM sont formés et dirigés contre des
antigénes (du soi ou étrangers) pour ensuite former des complexes immuns qui ne sont pas

suffisamment éliminés de la circulation par le systeme immunitaire inné (Roncati et al., 2020).

Ces complexes se déposent dans les tissus et activent la voie classique du complément
engendrant des lésions dans I’organe. Les sites de dép6t des complexes immuns sont
généralement les petites arteres, les glomérules rénaux, et les capsules synoviales des
articulations provoquant ainsi des vascularites, des glomérulonéphrites, et des arthrites

respectivement (Celik et al., 2014).

Les neutrophiles et d’autres cellules inflammatoires sont attirés dans les sites de dep6t des
Cl par les anaphylatoxines (C3a et C5a) causant des dégats tissulaires par libération de radicaux

libres et d’enzymes lysosomales (Fan et al., 2020).

Certaines maladies auto-immunes présentent les caractéristiques cliniques des réponses
d’HS 111, notamment le Lupus Erythémateux Disséminé (LED) et la Polyarthrite Rhumatoide
(PR) (Eggleton, 2013).
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antigen with IgG immune ECy cells phagocytosis
complex
[ormation

Figure 7 : Mécanisme de I'hypersensibilité de type Il (Basu et Banik, 2018).
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111 — 4 / Hypersensibilité de type IV :

L hypersensibilité de type IV est principalement définie par le temps nécessaire au
développement de la réactivité, normalement initiée dans les 12-24 heures suivant I'exposition
a l'antigéne avec un temps de réaction compris entre 48 et 72 heures. Comme cette réponse n'est

pas immédiate, elle est également appelée " hypersensibilité retardée ". Elle est due a
I’exposition a une variété d’antigénes dérivés de microorganismes, ou a des composes
chimiques spécifiques. Contrairement aux autres types d’hypersensibilité, I’hypersensibilité
retardée n’est pas directement médiée par les anticorps mais plutét par des lymphocytes T CD4+

(Th) spécifiques a I’antigene (Hwang et Jeffrey, 2015).

Les antigenes (endogénes ou exogénes) sont reconnus par les CPA (cellules de Langerhans,
macrophages) et présentés aux lymphocytes Th1l spécifiques qui deviennent sensibilisés. En
reconnaissant I’antigéne, les lymphocytes Th1l initient une réponse inflammatoire locale. Les
cytokines sécrétées (principalement I’INFy, le TNFa, et I’IL2) recrutent les macrophages et
d’autres lymphocytes spécifiques participant dans la réaction inflammatoire (Druszczynska et
al., 2017).

Type IV Hypersensitivity  Delayed — cellular immunity
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Ingestlng macrophages T cells infiltrate. Macrophages
Antigen in skin produce cytokines present antigen to Tcells

Figure 8 : Mécanisme de I'hypersensibilité de type IV (Keogan et al., 2006)

Il existe trois variantes de I’atteinte qui différent selon le temps d’apparition de la réaction :

11 -4 -1/ Hypersensibilité de contact (48 — 72h) :

C’est une maladie inflammatoire récurrente de la peau qui débute le plus souvent dans

I’enfance. L’activation des lymphocytes T spécifiques par les cellules dendritiques présentant
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des hapténes est considérée comme un événement clé du processus allergique et le debut de la

pathologie (Vocanson et al., 2017).

11 — 4 - 2/ Hypersensibilité tuberculinique (48 — 72h) :

Initialement décrite par Koch, survient chez les patients atteints de tuberculose ou vaccinés
contre la tuberculose lorsqu'on leur injecte de la tuberculine (produit dérivé du bacille
tuberculeux) par voie sous-cutanée. lls réagissent par une induration, un gonflement et une

rougeur de la peau (Pelzer et al., 2018).

11 — 4 — 3/ Hypersensibilité granulomateuse (21 — 28 jours) :

L'hypersensibilité de type granulomateux résulte de la persistance dans les macrophages
d'agents pathogénes intracellulaires ou d'autres substances que la cellule est incapable de traiter
ou de détruire. Elle se produit pour divers antigénes, notamment le béryllium, le talc et la silice,
lorsque les macrophages sont incapables de les digérer. Dans l'alvéolite allergique, la CPA est
incapable de traiter et d'assimiler les complexes immuns, et des granulomes se développent.
Une autre maladie est la sarcoidose, dont I'antigene est inconnu mais qui entraine la formation

de granulomes (Thangaraju et Venkatesan, 2018 ; Mortaz et al., 2016).
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Chapitre 11 La maladie d’éleveurs d’oiseaux

I — Origine et définition :

C’est en 1965 que la maladie fut décrite pour la premier fois chez un éleveur de pigeon ayant

été hospitalisé plusieurs fois avec des symptémes similaires a ceux d’une pneumonie.

La maladie d’éleveurs d’oiseaux ou poumon d’éleveurs d’oiseaux (PEO) est une maladie
pulmonaire immunologique causée par une exposition prolongée aux protéines aviaires
antigeniques chez des personnes sensibilisées. Ces protéines sont présentes dans les fientes
d’oiseaux, mais aussi dans les plumes de certaines especes aviaires, elles provoquent une
réaction d’hypersensibilité humorale et/ou cellulaire chez I’h6te (Rouzet et al., 2017 ; Asdell
et Fox, 2017).

Cette maladie représente la forme la plus courante des pneumopathies d’hypersensibilité
(PHS) dans le monde avec une prévalence correspondant a 66 — 68% de toutes les formes de
PHS et de 6 a 20% chez les éleveurs de pigeons. Cependant, la prévalence chez la population
pédiatrique est extrémement rare ; estimée a quatre cas sur un million d’enfants.

La prévalence de la PEO varie géographiquement, ce qui peut s’expliquer en partie par le
climat local, la disponibilité des ressources médicales, la culture locale, les conditions de vie,
les facteurs raciaux, le tabagisme, mais aussi la durée et I’intensité de I’exposition aux antigénes

(Nogueira et al., 2018 ; Soumagne et al., 2019).

Selon le nombre des cas, I’atteinte est trés rare. Les chercheurs pensent qu’elle se développe
en passant par deux étapes, la premiere étant une prédisposition génétique et/ou une exposition
environnementale, la seconde représente I’exposition aux antigénes eux méme (Selman et al.,
2012).

Il — Les antigénes responsables de la PEO :

Les antigénes responsables de la survenue des PHS peuvent étre classés en trois grandes
catégories : les micro-organismes et les moisissures, les protéines d'animaux et d'insectes, et les

composés chimiques (Dalphin et Gondouin, 2015).

Ces substances antigéniques répondent a certains critéres généraux communs : elles sont «
respirables » d’une taille d’environ 3 a 5 microns (pour pouvoir atteindre les alvéoles
pulmonaires), résistantes a I’épuration mucociliaire, capables de fixer le complément et d’agir
comme adjuvants pour induire la réponse immunologique par la production d’lgG (Dalphin,
2001).
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De nombreuses espéces d’oiseaux sont impliquées dans la maladie, surtout les
colombiformes (pigeons, colombes) et les psittaciformes (perruche, perroquets) pour les cas les
plus fréquents. L exposition aux pigeons est le cas le plus étudié dans la PEO (Chan et al.,
2011).

Tableau 3 : Les espéces d’oiseaux impliqués dans I’apparition de la maladie d’éleveur d’oiseaux

(Chan et al., 2011).

Les oiseaux impliqués dans la PEO

Colombiformes Pigeon, colombe, tourterelle

Perruche, perroquet, les inséparables,

FRIEBUEIES calopsitte, cacatuidé

Passeriformes Canarie
Ansériformes Canard, oie
Galliformes Poule, dinde, faisan, perdrix

Des études ont montré que la composition protéique des fientes d’oiseau est plus similaire
entre deux souches de la méme espece qu’entre des especes différentes. Il a été montré que les
antigenes aviaires et les mycobactéries non tuberculeuses sont les causes les plus fréquentes des
PHS aigues et chroniques (Rouzet et al., 2014 ; Suhara et al., 2014).

I11 — Diagnostic de la PEO :

Le diagnostic de la PEO repose sur un faisceau d’arguments anamnestiques, cliniques et
paracliniques, il nécessite une analyse approfondie de I’environnement car cette maladie est
difficile a diagnostiquer, et les symptdmes n’y sont pas spécifiques et peuvent mimer d’autres
maladies (Jallouli et al., 2020). Les questions sur le mode de vie font partie intégrante de
I'anamnése et doivent inclure une évaluation des risques potentiels liés a I'exposition
professionnelle et animale. Les cliniciens doivent recueillir les antécédents professionnels et les
loisirs chez tout patient présentant un essoufflement inexpliqué. Le diagnostic précoce de cette

entité est important car il peut inverser la maladie et, s'il n'est pas pris en charge, il peut conduire
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a des lesions pulmonaires irréversibles, a une insuffisance respiratoire et méme a la mort
(Chopracetal., 2017).

Actuellement, la PEO est diagnostiquée en mettant en évidence la présence d’anticorps
dirigés contre les protéines des fientes d’oiseaux dans le serum des patients. Plusieurs méthodes
pour rechercher les précipitines (I’immunodiffusion et I’immunoélectrophorese) ou les 1gG
totaux (ELISA et I'immunoCAP) ont été utilisées de maniere routiniére en laboratoires
d’analyses (Rouzet et al., 2017).

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est I’outil le plus sensible et le plus précis pour identifier
une alvéolite chez des patients suspectés d’avoir une PHS, avec des valeurs de lymphocytes et
de mastocytes dépassant les 60% et 1% respectivement. La mise en évidence d’une infiltration
lymphocytaire peut aider a différencier une PHS d’autres atteintes pulmonaires comme la

pneumonie interstitielle idiopathique (Sullivan et al, 2020 ; Villar et al., 2016).

Pour confirmer le diagnostic on peut recourir a une biopsie transbronchique. Les biopsies
peuvent révéler une pneumonie lymphocytaire interstitielle, des cellules géantes, des
granulomes (sans nécroses), et de bronchiolites cellulaires. Au cours des stades chroniques, la
fibrose peut imiter d'autres types de pneumopathies interstitielles. Un diagnostic certain peut
toujours étre étayé par des données cliniques et radiologiques, cependant, il n’existe aucune
méthode approuvée pour diagnostiquer les PHS. L’exposition professionnelle ou
environnementale a I’agent causal, des symptomes récurrents aprés I’exposition, les tests
sérologiques positifs, et éventuellement une perte de poids sont des signes révélateurs des PHS.
Le lavage bronchoalvéolaire, la scanographie, et si nécessaire, une biopsie sont des procédures

qui peuvent confirmer le diagnostic (Riario Sforza et Marinou, 2017).
IV — Aspects cliniques et évolution de la PEO :

Les aspects cliniques de la PEO et des autres PHS ont été catégorisés en trois formes, aigué,
subaigué et chronique selon la quantité d’antigene et la durée d’exposition. Dans la forme aigug,
les symptdmes pseudogrippaux prédominent et associent fiévre, frissons, toux, fatigue,
myalgies et arthralgies, qui surviennent de quatre a huit heures aprés I’exposition et durent
quelques heures, parfois quelques jours. La dyspnée n’est pas constante. La forme subaigué est
difficile a identifier car elle n’est pas particulierement différente de la forme aigue, elle apparait
progressivement sur une période de quelques jours a quelques semaines et associe toux et
dyspnée. Elle peut évoluer vers une insuffisance respiratoire séveére, qui conduit a

I’hospitalisation. La forme chronique regroupe géneralement toux, dyspnée, fatigue et
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amaigrissement sur une période qui va de quelques mois a quelques années. La PHS chronique
est encore divisée en deux types : le type récurrent et le type insidieux (Cagle et Kerr, 2018 ;
Oliveiraet al., 2017).

Une nouvelle classification en deux catégories a été récemment proposée ; Le type 1 avec
des symptdmes systémiques récidivants (frissons, myalgies et arthralgies) et une radiographie
pulmonaire standard normale, et le type 2 avec souvent un hippocratisme digital, une
hypoxémie, un trouble ventilatoire restrictif et une fibrose au scanner thoracique & haute
résolution. Le type 1 est similaire a la forme aigué des PHS et survient préférentiellement chez
les individus exposés aux micro-organismes (en particulier le Poumons Du Fermier). A
I’inverse, le type 2 correspond a la forme chronique classique fibreuse et survient
principalement chez les individus ayant une exposition chronique aux antigénes aviaires. La
plupart des « anciennes » formes subaigués appartiennent maintenant au type 1. L’évolution et
le pronostic de la PHS s’accordent mieux avec cette nouvelle proposition de classification et

semblent dépendre du type et du mode d’exposition (Dalphin, 2018).

Exposition antigénique
Inhalarion de ’antigéne aviaire

[
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Figure 9 : Schéma de la dynamique et de I’évolution possible de la maladie du PEO (Rouzet, 2017).
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IV — Physiopathologie de la PEO :

Les mécanismes immunologiques impliqués dans cette maladie ont été décrits comme une
combinaison de réponses HS Ill (réaction médiée par les complexes immuns) et HS 1V
(formation de granulome), avec une activation des macrophages alvéolaires et des lymphocytes
T (Costabel et al., 2012).

La phase aigué est initiée lorsque I'antigéne inhalé se lie a un anticorps 1gG spécifique. La
formation de complexes immuns déclenche la cascade du complément et active les
macrophages (C5). En conséquence, ces macrophages sécretent diverses chimiokines, telles que
I'IL-8, et la protéine inflammatoire des macrophages-al (MIP-1a). D’autres cytokines sont
libérées entrainant une infiltration importante de leucocytes, principalement les polynucléaires
neutrophiles. La MIP-al contribue a la différenciation des cellules ThO en cellules Th1l et agit
comme une molécule chimiotactique pour les macrophages et les lymphocytes (Jose et Craigh,
2016).

Les phases subaigué et chronique sont caractérisées par une réponse immunitaire exagérée
médiée par les lymphocytes T (réaction d’HS-1V), ceci est due a une exposition continue et
répétée aux antigenes. La migration accrue de ces lymphocytes, leur prolifération locale, et la
diminution de I’apoptose contribuent a I’alvéolite lymphocytaire T. Ce processus est dépendant
du facteur de transcription STAT-4 et de T-bet, un regulateur majeur de la lignée Th1. Plusieurs
études ont montré le role de I’INFy et I’IL-12 dans la polarisation vers cette lignée. Les
processus immunitaires qui conduisent a la persistance de la maladie et la progression vers la
fibrose sont moins clairs. Cependant les caractéristiques associées a la forme chronique de la
maladie sont : une augmentation des lymphocytes T-CD4+, un ratio CD4+/CD8+ plus
important dans I’LBA, et une polarisation Th2 avec une diminution importante du nombre des
lymphocytes T-CD8+. La sécrétion importante de cytokines et des protéases par les T-CD4+
au niveau des alvéoles pulmonaires, des branches, et dans les zones interstitielles des poumons
contribue : aux lésions pulmonaires, a la formation de granulomes, et provoque des fibroses

(Spagnolo et al., 2015 ; Jacobs et Kligerman, 2018).
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Figure 10 : Physiopathologie de la pneumopathie d’hypersensibilité (Knutsen et al., 2019).

Les fumeurs possédent un faible taux d’anticorps sériques dirigés contre les antigénes
impliqués dans les PHS, cet effet a été attribué aux effets immunomodulateurs de la nicotine.
Dans les modéles murins, la nicotine induit une diminution de la phagocytose des macrophages
alvéolaires et de la présentation d’antigenes, une réduction de la formation d’anticorps et une
diminution de sécrétion de cytokines proinflammatoires. La nicotine diminue également la
réactivité des sous-types lymphocytaires Thl et Th17, qui sont impliqués respectivement dans
la formation de granulomes et I’apparition fibroses pulmonaires. Ainsi la nicotine semble
étouffer I’inflammation et la fibrose. Plusieurs autres composants de la fumée de tabac ont
démontré des effets immunosuppresseurs dans des modéles animales et peuvent également étre

responsables de la diminution de l'incidence des PHS (Hutton et al., 2020).
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Chapitre Ill Le lentisque pistachier (Pistacia lentiscus)

I — Origine et classification :

Figure 11 : Feuille, fleur, graine du Pistacia lentiscus (Tela Botanica, 2011).

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiaceae comprend au moins 11 especes ayant en

quasi-totalité une aire de distribution tropicale ou subtropicale (Trabelsi et al., 2012).

Parmi ses espéces, le Lentisque pistachier, Pistacia lentiscus, Lentisque ou Arbre au mastic
est un arbrisseau dioique appartenant a I’ordre des sapindales, a la famille des Anacardiaceae
et au genre Pistacia. Caractérisé par sa forte odeur de résine. Ses fleurs sont plus ou moins
marrons et regroupées en racemes, ses fruits sont des drupes de couleur verte (fruits non murs)

et de couleur rouge ou noir (fruits mdrs) (Djerrou et al., 2011).

~ad : d) < - b
Figure 12 : Fruits mars du Lentisque pistachier (Boudieb et al., 2019).
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Tableau 4 : Classiffication botanique du lentisque pistachier (Gacem et al., 2020).

Pistacia lentiscus
Regne Plantae
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece Pistacia lentiscus

Le Lentisque pistachier se dénomme en dialecte local dans la région de Constantine (Algérie)
: dro ou droo ; et dans la région de la Kabylie (Algérie) : I’amadagh, et le fruit se dénomme
tidekt (Benselem, 2015).

Il — Régions phytogéographiques :

Figure 13 : Aires de répartition géographiques du genre pistacia (Belfadel, 2009).
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Le genre Pistacia compte quatre régions phytogéographiques : méditerranéenne, irano-

touranienne, sino-japonaise et mexicaine (Polese, 2011).

Alors que I’espéce en elle-méme (Pistacia lentiscus) se retrouve sous forme d’arbustes qui
contribuent a constituer les foréts, broussailles et les maquis le plus souvent dans les terres
arides ou semi-arides et est d’origine méditerranéenne (Bacchetta et al., 2015) plus précisément
dans 6 pays : le Maroc, le nord de I’Algérie, la Tunisie, le sud de I’Espagne, le sud de la France
et enfin I’lItalie (Bardaeu, 2009).

I11 — Utilisation du lentisque pistachier :

Le Lentisque pistachier ou Pictacia lenticus a eu un large éventail d’applications au cours
des siecles. L’une des plus anciennes remonte a la civilisation nuragique (1800 a 238 avant J.-
C.) et a été attribuée a la population sarde : I’huile obtenue par pressage a froid des baies a été
largement utilisé a des fins sociales, c.-a-d., maison ou lampes votives, la cuisine, ainsi que
comme remede populaire. Cette habitude est confirmée par la présence de résidus d’« olium
lentiscinum » souvent trouvés lors de fouilles archéologiques dans des « torculaires » (anciens
moulins a huile) (Rauf et al., 2017 ; Treitler et al., 2017).

Aujourd’hui, le Lentisque pistachier est considéré comme un phytostabilisateur de
I’environnement en raison de sa capacité a désintoxiquer le sol des polluants nocifs et des
métaux lourds. En outre, son utilisation représente une source importante pour augmenter la
qualité du lait et les produits laitiers provenant de ruminants parcourant le maquis
méditerranéen (Elgubbi et al., 2017 ; Cabiddu et al., 2019).

111 -1/ Utilisation de la résine ou mastic :

La résine du Lentisque pistachier a été utilisée en Europe, au début du siécle, en médecine
(comme anti diarrhéique pour les enfants et comme antiscorbutique ainsi que sous forme de
cataplasme ou pour faire des fumigations), en dentisterie (pour I’occlusion des dents cariées)
(Pachi et al., 2020).

En Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie) cette résine servait de parfum. En Orient, la
résine est traditionnellement utilisée comme masticatoire parfume pour protéger les gencives et
rafraichir I’haleine. Cette resine est connue par son effet analgésique, antibactérien,
antifongique, antioxydant, anti-théogonique, expectorant, stimulant, diurétique et

spasmolytique (Saiah et al., 2016 ; Jamila et al., 2014 ; Dedoussis et al., 2004).
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Le mastic est souvent cité comme un reméde efficace contre certaines maladies telles que
I'asthme, diarrhée, infections bactériennes, ulceres gastroduodénaux et comme un agent

antiseptique du systéme respiratoire (Paraschos, 2010).

111 =2 / Utilisation des feuilles :

En Afrique du Nord, une infusion de feuilles traitées a la chaux était utilisée pour chasser la
mauvaise haleine ainsi que I’odeur de sueur. En Libye, les feuilles, riches en tannins, étaient
utilisées pour le tannage, alors qu’en Italie elles étaient utilisées pour soulager les rages de dents
(Louhaichi et al., 2011 ; Guarrera et al., 2005).

Les feuilles sont toujours employées au Maroc et en Tunisie et en Palestine sous forme de
décoction comme diurétique et emménagogue, et/ou réduites en poudre pour traiter les maladies
du ventre et de I’intestin et calmer le pyrosis (reflux du liquide acide gastrique de I’estomac
vers I’esophage) (Muklada et al., 2013 ; Hafsé et al., 2015).

Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que I’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulceres, maux

d'estomac, asthme et problemes respiratoires (Lev et Amar, 2002 ; Said et al., 2002).

111 — 3/ Utilisation des fruits :

En Algérie les fruits du lentisque sont consommés pour apaiser les reflux gastro-
esophagiens, I’asthme, la jaunisse, les allergies respiratoires. Et les fruits non comestibles
fournissaient une huile claire pouvant servir a I’éclairage (Abdeldjalil et al., 2014).

En Sardaigne les fruits du lentisque sont traditionnellement utilisés pour traiter les

obstructions fécales ; ou constipation (Bullitta et al., 2007).

Les fruits du lentisque pistachier produisent une encre indélébile lorsqu’elles sont cuites avec
de I’alun (Maxia et al., 2013).

Les baies sont essentiellement utilisées pour extraire une huile de couleur verte ou marrons

suivant la nature des fruits (I’huile utilisée dans nos recherches) (Mezni et al., 2012).
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Matériels et méthodes

I — Matériels biologiques :

Pour notre expérimentation, nous avons utilisés des rats Wistar albinos comme modéle
animal, des protéines de fientes de perruche ondulées comme antigéne pour induire une réaction
allergique et provoquer I’apparition de la maladie d’éleveur d’oiseau. Ainsi que, I’huile de fruits
du lentisque pistachier ou pistacia lentiscus comme traitement potentiel pour cette maladie.

| -1/ Rat « Wistar albinos » :

B S T e

Figure 14 : Rat Wistar albinos.

Les rats Wistar sont une souche non consanguine polyvalente utilisée dans toutes les
disciplines de la recherche médicale et biologique. Cette souche a été sélectionnée par
« Donaldson » au « Wistar Institute » (USA) en 1906 a partir d’un stock de I’université de
Chicago.

I -1-1/Conditions d’élevage :

Notre étude a été réalisée sur 24 rats (femelle) fournies par I’animalerie de I’université des
freres Mentouri a Constantine. L’élevage est réalisé dans des cages en plastique, avec un
couvercle sous forme d’une grille en métal et des copeaux de bois comme litiere, elle-méme
remplacée chaque 48h. L’élevage s’est déroulé a une température et un degré d’humidité
ambiants compris entre 20-25°C et 40-70% respectivement.

L’ alimentation journaliere des rats lors de notre expérimentation était assez standard ;

composée de 200 g de petits batonnets a ronger accompagnés d’un litre d’eau.
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I — 2/ Perruches ondulées ou « Melopsittacus undulatus » :

La perruche ondulée est un perroquet appartenant a I’ordre des psittaciformes et a la famille
des psittacidés. Les perruches se différencient des perroquets par la longueur plus importante
de leur queue. Originaire d’Australie, la perruche ondulée mesure entre 18 et 24 centimetres de
long et pése entre 25 et 45 grammes. Cet oiseau est caractérisé par son plumage vert et sa téte
jaune. En captivité, la couleur de sa robe peut varier du violet, au bleu ou au gris. Des rayures
noires sont également visibles sur le haut du crane et sur ses ailes, et des taches noires se
trouvent autour de sa gorge. Son bec est court et de couleur olive, et ses yeux sont de couleur
noire (Prin et al., 2018).

Figure 15 : Photo d’une perruche ondulée « Melopisttacus undulatus ».

| — 2 -1/ Extraction des protéines aviaires :

Dans un tube sec 1.1g de déjections sont pesé et mélangé avec 2.2 ml de solution aqueuse
(ratio 0.5\1) et laisser reposer pendant 24h. La solution est ensuite centrifugée pendant 20 min
avec une vitesse de rotation de 1500 tours/min. Le surnageant est ensuite utilisé pour
I’immunisation des rats contre les protéines des fientes de perruches ondulées.
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I — 3/ Huile de fruits du lentisque pistachier ou « Pistacia lentiscus » :

L’huile utilisée dans notre expérimentation provient de la wilaya de Collo et a été extraite

des fruits du lentisque pistachier et en utilisant une méthode d’extraction traditionnelle.

L’extraction de I’huile végétale du lentisque pistachier comporte plusieurs étapes :

La récolte des baies du lentisque suivi de I’effeuillage, le lavage a I’eau et le séchage a I’air

libre des fruits. Apres le séchage, les fruits sont broyés et malaxés pour étre transformés en pate

et enfin, le mélange obtenu subie une décantation (séparation de I’huile des déchets a I’aide

d’eau) puis stockés dans un flacon hermétique a I’abri de la lumiere.

Récolte - Effeuillage

Broyage — Malaxage

Deécantation.

Figure 16 : Méthode d’extraction de I’huile végétale du lentisque pistachier (Djerrou., 2011).

I1 — Dosage des protéines dans les fientes aviaires :

Il — 1/ Préparation de la solution de Bradford :

Dans un erlenmeyer, 50 mg de Bleu Brillant de Coomassie (BBC) sont mélangé avec 25 ml

d’éthanol a 97°. Apres agitation pendant 2h (a 200 tours/minute), 50ml d’acide

orthophosphorique sont ajouté au volume et complété jusqu’a 0.5 L avec de I’eau distillée.
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Il — 2 / Dosage des proteines aviaires :

Le dosage des protéines dans la solution de fientes d’oiseaux a été réalise selon la méthode
de Bradford en mélangeant 1 ml de solution protéique avec 4 ml de solution de Bradford.

L’absorbance est ensuite mesurée a une longueur d’onde de 465 nm.

11 — Répartition et traitement des rats :
11 — 1/ Répartition des lots :

Lors de nos recherches, les rats ont été distribués en 4 lots de 6 rats :
* Lot 1 : control, recoivent une injection intrapéritonéale de 1ml de PBS.

* Lot 2 : les rats de ce lot regoivent 0,5 ml d’huile de lentisque chaque jour pendant une semaine

Figure 17 : gavage des rats (I’huile) & I’aide d’une sonde.
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* Lot 3:PHS

* Lot 4 : PHS + huile.

Les lots 3 et 4 sont traités selon deux étapes, comme suit :
- Etape 1 : phase d’immunisation :

La phase d’immunisation consiste a provoqué une réponse immunitaire contre les protéines
de fientes d’oiseaux. Les rats des lots 3 et 4 recoivent 3 injections intrapéritonéales de 10 mg/kg
d’ovalbumine, a raison d’une injection par semaine. La derniere injection est accompagnée de
protéines de fientes aviaires (allergenes) avec une concentration de 9,40 mg/kg. L’LPS (a 10

mg/kg) est utilisé comme adjuvant.

- Etape 2 : sensibilisation et traitement :

Les rats des lot 3 et 4 recoivent quotidiennement 10 pL d’allergene dans chaque narine
(Figure 16), chaque jour pendant 1 semaine. Les rats du lot 4 sont traités en méme temps avec

0.5 ml d’huile de Lentisque pistachier. (figure 15).

Figure 18 : Administration intranasale des protéines allergénes.
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IV — Evaluation de la réaction allergique :

L évaluation de la réaction allergique se fait quotidiennement, aprés chaque traitement,
durant la phase de sensibilisation. Les rats restent sous observation durant les 60 minutes qui
suivent la sensibilisation afin de déterminer les scores allergiques (compris entre 0 et 5) assignés
par les symptomes suivants :

0 ; Aucun symptomes.

1 ; Grattement autour du museau et de la téte.

2 ; Poches autour des yeux et de la bouche.

3 ; Respiration difficile et\ou cyanose autour de la bouche et de la queue.

4 : Perte d’activité ou tremblement et convulsion.

5 ; Déces de I’animal.
Aprés une semaine de traitement, les rats sont disséqués et les échantillons sériques sont
conservé a -20C et les organes poumons et fois sont conservé dans le formol & 10% pour I’étude

histologique.

V — Réalisation des lames histologiques et observation au microscope :
V - 1/ Réalisation des lames histologique :

La réalisation de coupes histologiques comporte 8 étapes successives ; la déshydratation,
I’inclusion ou I’enrobage, la coupe au microtome, fixation de la coupe sur la lame, le

déparaffinage, la réhydratation, la coloration de la coupe et enfin le montage.

e Ladéshydratation :

Les fragments d’organes fixés precédemment sont placés dans des cassettes. Ces derniéres

sont immergées dans des bains d’alcool avec une concentration croissante pour déshydrater

I’organe sachant que la paraffine est tres hydrophobe.
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Tableau 5 : concentration et temps des bains alcooliques utilisés pour de la déshydratation

des tissus
Alcool 70° 85° 90° 100°
Temps 10 min 30 min 45 min 1h30

Ensuite les cassettes sont mises dans 3 bains successifs de safsolvant (xyléne) de concentration

identique pendant 15, 30 et 45 min.

e Inclusion et enrobage :

Les cassettes sont enrobées dans de la paraffine préalablement fondue dans des moules

métalliques (la paraffine est chauffée pendant 1h dans une étuve a 56°C - 60°C). L’organe est

placé, a I’aide de pinces, en veillant au sens pour obtenir une coupe de tous les tissus. Le moule

est ensuite fermé et placé dans un congélateur pour refroidir la paraffine et faciliter le

démoulage.

e Coupe au microtome :

Figure 19 : Cassette contenant un fragment d’organe (foie).

Apreés le refroidissement de la paraffine, les échantillons sont démoulés des cassettes. Les

blocs de paraffine obtenus sont ensuite dégrossés a la main et coupé a I’aide d’un microtome

en coupes fines de 3um d’épaisseur. Enfin, les coupes sont recueillies sur des lames en verre.
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Figure 20 : Rubans contenant les coupes tissulaires obtenus par découpe a I’aide du microtome.

e Fixation de la coupe sur la lame :

Sur une plaque chauffante maintenue a une température de 50°C, on place une lame sur
laquelle on dispose une solution d’eau distillée albuminée a 1% en veillant a faire un déme
d’eau sur la lame pour éviter les bulles d’air. L’eau albuminée permet a la coupe de bien glisser
sur la lame, on dépose alors la coupe histologique sur la lame. On égoutte la lame, en renversant
simplement I’eau en exces sur un sopalin, on place la lame de facon droite pour bien la faire
sécher puis on met la lame dans une étuve a 56°C pendant 1h. Cela permettra d’enlever le reste

de la paraffine plus facilement et de bien fixer la coupe sur la lame.

e Déparaffinage :

Pour enlever la paraffine en veillant a ne pas enlever la coupe de la lame ; on passe notre

lame dans 2 bains de 2 min de toluéne.
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e Réhydratation :

La réhydratation de notre coupe histologique passe par plusieurs bains d’alcool avec une

concentration décroissante.

Tableau 6 : Concentration et temps des bains alcooliques utilisés pour la réhydratation.

Alcool 100° 80° 50°

Temps 2 min 2 min 2 min

Pour terminer on place la lame dans 2 bains ; un bain d’eau du robinet et un autre bain d’eau

distillée pendant quelques secondes.

e Coloration des coupes histologiques :

Les lames sont immergées dans un bain d’hématoxyline pendant 5 min, puis rincées a I’eau.
Elles sont de nouveau trempées dans un autre bain d’éosine pendant 3 min et laver a I’eau
distillé. La premiére coloration permet de colorer les noyaux alors que la seconde colore le

cytoplasme en rose.

2 autres bains d’alcool a 90° et 100° pendant 1 min chacun va permettre d’enlever les résidus

de colorant restants dans les lames.

e Montage et lecture des lames.
e Observation au microscope optique trinoculaire.

VI - Sélection des échantillons sériques et électrophorese capillaire :

VI -1/ Sélection des échantillons sériques :

Nous avons sélectionné des échantillons sériques pour I’électrophorése ; deux rats ayant eu
les scores allergiques les plus éleve dans les lots 2 (H) et 3 (PHS).

D’autres échantillons ont été choisis ; un rat du lot 4 (PHS + Huile), et un autre rat du lot 1

(C) comme échantillon témoin.
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VI - 2/ Electrophoreése capillaire :

La séparation électrophorétique des protéines a été réalisee a l‘aide de I‘appareil SEBIA
CAPILLARYS 2, qui utilise un tampon alcalin pour séparer les protéines sériques en 6 fractions
principales (albumine, alphal globuline, alpha 2 globuline, beta 1 globulin, beta 2 globuline et
gammaglobuline).

Chaque fraction, a I‘exception de I‘albumine, contient au moins 2 composants. La
proportion relative de ces différentes fractions peut aider a établir un diagnostic et un
pronostic pour certaines pathologies.

Figure 21 : Automate SEBIA CAPILLARY'S 2 congu pour I’électrophorese capillaire.

Les tubes Eppendorf contenant les sérums sont placés dans un rac, celui-ci est glissé dans le
porte-objet de I’automate. L’analyse se fait un échantillon a la fois depuis le premier.
L’echantillon est d’abord dépose dans un tampon (PH = 10), I’utilisation d’un courant electrique

(700V) provogue une migration contrdlée par un effet thermoélectrique.
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La séparation des protéines est rapide et avec une trés bonne résolution.

La détection est effectuée par un systéeme optique (lampe au deutérium).

Detector

Capillary

High-voltage I
power supply —17
~—— Solvent reservoirs —

Figure 22 : Systeme de I’électrophorese capillaire (Skoog et al., 2014).

Il existe une forte différence de potentiels électriques (charges positives dans la solution
tampon / charges négatives des parois du capillaire) générant un courant d’électroendosmose

important qui entraine les protéines du coté cathodique.

||| Ordre de détection des fractions
| -

\Iphal
3
(

\lphal

\ lbumine

AR PANVANYA) N

Figure 23 : Profil électrophorétique normal montrant les 6 fractions : I’albumine, la fraction Alpha 1 (a1 glycoprotéine
acide ou orosomucoide et al anti-trypsine), la fraction Alpha 2 (Céruléoplasmine, Haptoglobine et a2-
macroglobuline), la fraction Béta 1 (Hémopexine et Transferrine), la fraction Béta2 (Complément et IgA) et la fraction
Gamma (IgM, IgG, IgD, IgE).
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Résultats

I — Dosage des protéines aviaires :

Figure 24 : Gamme d’étalonnage.

On remarque d’apres notre gamme d’étalonnage (figure 24) une variation de couleur selon
la concentration des protéines extraites dans chaque tube (plus la concentration des protéines
est élevée plus la couleur bleue s’intensifie).
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage

Le taux de protéines dans les fientes des oiseaux a été calculé selon la gamme d’étalonnage

(figure 25). La teneur en protéines des fientes est estimée de 9.45 mg/ml.
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I1 — Evaluation des résultats allergiques :
Selon la figure 26, on constate que :

Au bout du septiéme jour de I’induction allergénique, la majorité (67%o) des rats du lot 03
(PHS) ont atteint le stade 4 et seulement 33% d’entre eux ont atteint le stade 1.

Alors que par comparaison, seulement 40% des rats du lot 04 (PHS + huile) ont atteint le
stade 4, 20% ont atteint le stade 3 et 40% ont atteint le stade 1.

Donc, les rats traités avec I’huile du Lentisque pistachier ont 27% (67 - 40) moins de chances
d’arriver au stade 4 de la réaction allergique.
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Figure 26 : Histogramme de la répartition des scores allergiques chez les rats des lots 3 (PHS), et 4
(PHS + huile) au cours d’une semaine.
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I11 — Profile électrophorétique des proteines sériques :

111 -1/ Albumine sérique :

Les résultats (figure 27) montrent que le traitement avec I’huile de lentisque entraine une
diminution des taux d’albumine. L’administration de I’huile réduit le taux de I’albumine chez
les rats sains (réduction de 10%) ou traités avec I’allergene (une réduction de 4%). Les rats

atteints de PHS par contre présentent des taux comparables a ceux du lot contréle.
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Figure 27 : Taux de I’albumine sérique des lots : C (control), H (huile), A (PHS), AH (PHS +
huile).
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111 — 2/ Fraction alpha-1:

Les résultats (figure 28) montrent que le traitement avec I’huile de lentisque entraine une
augmentation des taux de la fraction alpha-1. L administration de I’huile augmente le taux de
la fraction alpha-1 chez les rats sains traités avec I’huile (augmentation de 5%) ou traités avec
I’huile en présence de I’allergene (augmentation de 2%). Les rats allergiques par contre

présentent des taux comparables a ceux du lot contrdle.
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Figure 28 : Taux de la fraction alpha-1 dans les échantillons sériques des lots : C (control), H
(huile), A (PHS), AH (PHS + huile).
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111 — 3/ Fraction alpha-2 :

Les résultats (figure 29) montrent que le traitement avec I’huile de lentisque entraine une
augmentation des taux de la fraction alpha-2. L administration de I’huile augmente le taux de
la fraction alpha-2 chez les rats sains traités avec I’huile (augmentation de 4%) ou traités I’huile
en présence de I’allergene (augmentation de 2%). Les rats allergiques par contre présentent des

taux comparables a ceux du lot control.
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Figure 29 : Taux de la fraction alpha-2 dans les échantillons sériques des lots : C (control), H
(huile), A (PHS), AH (PHS + huile).
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111 — 4/ Fraction beta :

Les résultats (figure 30) montrent que le traitement avec I’huile de lentisque entraine une
augmentation des taux de la fraction beta chez des rats sains (augmentation de 2%), alors que

I’allergéne diminue le taux de cette fraction (diminution de 2%).
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Figure 30 : Taux de la fraction beta dans les échantillons sériques des lots : C (control), H (huile), A
(PHS), AH (PHS + huile).
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Il -5/ Fraction gamma :

Les résultats (figure 31) montrent que le traitement avec I’huile de lentisque entraine une
diminution des taux de la fraction gamma. L’administration de I’huile réduit le taux de la
fraction gamma chez les rats sains traités avec I’huile (baisse de 2%) mais fait augmenter les
taux de la fraction gamma chez les rats traités avec I’huile en présence de I’allergéne
(augmentation de 4%). Les rats allergiques par contre présentent des taux supérieurs de 4.5% a

ceux du lot contrdle.
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Figure 31 : Taux de la fraction gamma dans les échantillons sériques des lots : C (control), H (huile),
A (PHS), AH (PHS + huile).
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IV — Etude de I’effet de I’huile de lentisque sur la structure pulmonaire chez les rats
atteints de maladie d’éleveurs d’oiseaux :

IV — 1/ Tissu pulmonaire du lot control :

alvéole

Figure 32 : Structure histologique des tissus pulmonaires chez les rats du lot Control.
BRR = bronchiole respiratoire, BRT = bronchiole terminale, VP = veine pulmonaire.
AetB:G=x40.C: G =x100.

Les coupes histologiques des tissus pulmonaires chez les rats du lot control (figure 32)
désignent une structure pulmonaire standard sans aucune altération structurale. La figure
montre deux bronchioles, I’une terminale (BRT) et I’autre respiratoire (BRR) (figure 32A). Ces
bronchioles ont une structure préservée, Les BRT se caractérisent par une lumiere trés réguliere
interrompue seulement par le départ des bronchioles respiratoires. Tandis que les BRR
apparaissent comme un conduit a paroi incomplete ou de nombreux canaux y débouchent. Les
alvéoles pulmonaires apparaissant comme des cavités arrondies (figure 32A), entourées d’un
tissu conjonctif renfermant de nombreux capillaires, et un épithélium endothéliforme dont seuls
les noyaux aplatis apparaissent nettement.
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IV — 2/ Tissu pulmonaire du lot huile :

Figure 33 : Structure histologique des tissus pulmonaires chez les rats du lot huile (A : GX40). BRT =
bronchiole terminale. (B) BRT dilatée avec lumiére comprenant du mucus GX100. (C) : structure des
alvéoles pulmonaires préservée GX100

Les coupes histologiques des tissus pulmonaires chez les rats du lot traité avec I’huile de
lentisque (figure 33) montrent un changement structural au niveau des BRT, les bronchioles
sont plus larges présentant une forme irréguliere témoignant I’existence d’une dilatation

musculaire (muscle de Reissessen) avec sécrétion de mucus dans la lumiére (figure 33B fleche).

La structure fonctionnelle des alvéoles pulmonaires, par contre, est préservé (tissu conjonctif

et I’épithélium endothéliforme).
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IV — 3/ Tissu pulmonaire du lot PHS :

Figure 34 : Structure histologique des tissus pulmonaires chez les rats du lot PHS (A, B : GX40).
BRT : bronchiole terminale. (C) : bronchoconstriction du BRT, et une agrégation
lymphocytaire avec un grossissement plus important. G = x100. (D) : fusion alvéolaire G =
X100.

Les coupes histologiques des tissus pulmonaires chez les rats du lot PHS représenté dans la
figure 34 désignent des altérations structurales caractérisant les deux phases aigue et subaigué
de la PEO. On note la présence d’une bronchoconstriction de BRT (désignée par une fléche
noire), et une agrégation lymphocytaire importante (cercle noir) (figure 34A). On observe
également (figure 34B) la fusion de plusieurs alvéoles pulmonaires (cercle) provoquée par la

perte des tissus conjonctifs et de I’épithélium endothéliforme qui les entouraient.
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IV — 4/ Tissus pulmonaires du lot rats PHS traité a I’huile de lentisque :
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Figure 35 : Structure histologique des tissus pulmonaires chez les rats du lot PHS + huile
(AetB:G=x40, C: G =x100). BRT = bronchiole terminale.

Les coupes histologiques des tissus pulmonaires du lot PHS + huile (figure 35) désignent
une atténuation des atteintes reliées aux phases aigue et subaigué de la PEO montrant un effet
protecteur de I’huile du Lentisque pistachier. On observe sur la figure 35A la présence d’une
Iégere bronchoconstriction (fleche noir) au niveau d’une BRT et une agrégation lymphocytaire
modérée (cercle). La structure fonctionnelle des alvéoles pulmonaires (tissu conjonctif et
I’épithélium endothéliforme) est préservée (figure 35B).
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Discussion

Le but de notre travail est d’évaluer I’effet thérapeutique du lentisque pistachier sur I’une
des formes les plus courantes des pneumopathies d’hypersensibilité ; la maladie du poumon
d’eleveur d’oiseaux ou PEO. Nous avons choisi une technique d’immunisation suivie par une
sensibilisation aux protéines des fientes d’oiseaux. Il existe plusieurs méthodes pour induire la
PEO chez les animaux ; induction des protéines aviaires par voie intraveineuse, les injections
intrapéritonéales et sous-cutanées, ainsi que I’induction par voie nasale, bien que I’injection par
voie intraveineuse peut causer la formation importante de complexes immuns ayant comme
conséquence une réponse immunitaire systémique accompagneée par des Iésions importantes au

niveau hépatique et une insuffisance multi-organe (Mitaka et al., 2011 ; Li et al., 2020).

Notre méthode est avantageuse comparativement aux autres car elle mime la réaction
naturelle, I’utilisation des LPS entraine une réponse par les IgG ce qui caractérise la réponse
naturelle. En effet, plusieurs travaux ont prouvé que I’LPS pouvait stimuler la signalisation
TLR4/BCR chez les lymphocytes B naifs et ainsi induire une commutation de classe vers la
chaine lourde gamma (1gG) et ceci indépendamment des lymphocytes T (Pone et al., 2012).

| — Effet du lentisque pistachier sur les scores allergiques :

Lors de notre évaluation des scores allergiques chez les rats des lots 3 (PHS) et 4 (PHS +
huile) nous avons remarqué une forte disparité entre nos deux lots ; au bout du 7 jours
d’induction, la majorité des rats du lot 3 (67%) ont atteints le stade 4 de la réaction allergique
(stade avancé), alors qu’au bout de la méme période, seulement 40% des rats du lot 4 ont atteint
le stade 4 ce qui fait une différence de 27% entre les deux lots. Ces résultats prouvent que le
lentisque pistachier a un effet limitant I’évolution des scores allergiques et ainsi réduisant les

symptdmes inflammatoires.
Il - Impact du Lentisque pistachier sur le bilan électrophorétique des protéines sériques :

L analyse du profil électrophorétique montre quelques changements dans les différentes
fractions de protéines sériques, mais le traitement avec I’huile de lentisque a I’effet le plus

marque.

L albumine est la proteine majoritaire du plasma sanguin, synthétisé par le foie. Son réle
principal est le transport des acides gras libres, des hormones et des médicaments, ces multiples
capacités de liaison et sa forte concentration plasmique en font une protéine de transport et de

détoxification importante pour I’organisme (Yuwen et al., 2017). Nos résultats montrent que la
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sensibilité aux fientes des oiseaux chez les rats n’affecte plus les fractions sériques et par
conséquent la production hépatique de I’albumine. Cependant, le traitement avec I’huile de
lentisque pistachier entraine une diminution des taux d’albumine sérique chez les rats des deux
lots : huile et PHS + huile (figure 27). Cette diminution peut étre expliquée par la diminution
des taux de la forme libre de I’albumine (qui est la fraction détectée par I’électrophorése).
Diverses études ont montré que I’albumine peut se lier aux polyphénols et aux flavonoides (Xue
et al., 2020), composés richement représentés dans I’huile du Lentisque pistachier (Arab et al,
2014). Mais aussi, aux acides gras libres dont I’huile de lentisque contient des quantités trés

élevées (Yousfi et al, 2003), ce qui entraine la diminution de la fraction d’albumine libre.

Nos résultats montrent également que le profil électrophorétique des trois fractions alpha-1,
alpha-2, et beta (al anti-trypsine, a2- macroglobuline, la transferrine, C3 et C4...etc.) n’a pas
été affecté chez les rats atteints de PHS ou les rats PHS + lentisque. Néanmoins, il est a noté
que le traitement des rats avec I’huile du lentisque uniqguement provoque une augmentation du
taux de ces trois fractions (figures 28, 29, 30). Cette augmentation s’explique par la perturbation
du statut lipidique (LDL) induite par I’huile. Cette conclusion est soutenue par I’étude de
Benhammou et al., 2018 qui a démontré que I’huile du Lentisque pistachier posséde une teneur
tres élevée en acides gras insaturés (70%) et en acides gras saturés (26%). Il est a noté également
gue nous avons constaté une augmentation du poids pondérale chez rats traités a I’huile, ce qui

supporte cette hypothése (tableau annexes).

L’huile du lentisque pistachier a induit une diminution des taux de la fraction gamma chez

les rats du lot (huile) mais aucun changement n’a été observé chez les rats le lot (PHS + huile).

La gammaglobuline est lI'une des trois principales fractions de globuline déterminée par
I’électrophoréese. Les gammaglobulines sont répertoriées comme ayant une fraction composée

principalement d'immunoglobuline G (IgG) (Niwa et al., 2019 ; Johnson, 2012).

Durant la phase d’immunisation qui précéde la survenue du PEO, il y a une sécrétion
importante d’lIgG spécifiques aux protéines aviaires. La phase aigle et subaigué de la PEO
(hypersensibilité de type I11) est caractérisée par la formation de complexes immuns (IgG —
protéines aviaires). Cependant, selon notre profil électrophorétique (taux de la fraction gamma),
cette augmentation importante d’lgG n’a pas été constatée (figure 31). Ce phénoméne
s’explique par la physiopathologie de la PEO ; lors de la phase aigiie de la maladie,

I’augmentation de la perméabilité vasculaire provoque la migration des IgG sériques vers les
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tissus pulmonaires ce qui entraine une baisse de leur concentration dans le sang (figure 36)
(Hernandez, 2014 ; Costabel et al., 2020).
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Figure 36 : Migration des IgG sériques vers le tissu pulmonaire (Schéma de synthese).

111 — Observation des coupes histologiques :
111 — 1/ Effet des protéines aviaires sur la structure pulmonaire des rats :

Les observations des coupes histologiques du lot PHS (exposé aux protéines aviaires
uniquement) ont montré une bronchoconstriction des BRT, une infiltration lymphocytaire
importante, une fusion alvéolaire avec perte des tissus conjonctifs et des épithéliums

endothéliformes (figure 34).

L’infiltration lymphocytaire serait la conséquence de la sécrétion des cytokines
proinflammatoires (IL-1, IL-6, IL-12, TNF, MIP-1, CCL18), cette derniéere étant fortement
chimio-attractive vis-a-vis des lymphocytes. Ces cytokines sont également impliquées dans
I’expression de molécules telle que I'ICAM-1 qui va renforcer I’interaction entre les

macrophages et les lymphocytes (Girard et al., 2009).

Selon Wiegman et al., 2020, les Iésions alvéolaires sont dues a la libération de facteurs
inflammatoires tels que I’IL-1a, IL-6, IL-8, CXCL-12, CCL2, ICAM-1, KEAP-1 et MIF, a
I'activation de voies intracellulaires telles que la voie MAPK, le TLR, etc. Et enfin, a I'induction
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d’un stress oxydatif causé par une diminution de la réponse antioxydante et une augmentation

de la production de radicaux libres.

La bronchoconstriction est une contraction anormale de la paroi lisse des voies respiratoires
résultante de I’interaction complexe entre les cellules et les médiateurs proinflammatoires. Cette
contraction est due a une sécrétion importante par les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles)
de médiateurs inflammatoires dont I’histamine, la prostaglandine D2/ F2a, et les leucotrienes
C4, D4, E4 (Lumb et Horncastle., 2019).

Ainsi, ces lésions pulmonaires confirment nos observations des scores allergiques (la
majorité du lot PHS a atteint un score avance de la réaction allergique). Ces lIésions pulmonaires

caractérisent la phase aiglie et subaigué de la PEO.

111 — 2/ Effet de I’huile du Lentisque pistachier sur la structure pulmonaire des rats sains
ou atteints de PEO :

Lors de nos observations, on a constaté la présence d’une bronchodilatation (figure 33) au
niveau d’une BRT, avec une sécrétion importante de mucus dans sa lumiere chez les rats traités

uniquement avec I’huile du Lentisque pistachier.

Ces résultats valident les travaux de plusieurs chercheurs, Boutemine et al., 2018 ont
démontré que le Lentisque pistachier a un effet gastro-protecteur en stimulant les cellules
caliciformes (cellules en gobelet) responsables de la sécrétion du mucus, cette sécrétion va
former une couche protégeant le tractus gastro-intestinal. Les cellules caliciformes sont aussi
présentes dans les poumons, plus précisément au niveau des parois entourant les bronchioles
(dans I’épithélium en dessous des muscles de Reissessen et a coté des cellules ciliées) (voir
figure 37).
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Figure 37 : Structure cellulaire d’une bronchiole (Schéma de synthése).

La stimulation de ces cellules par le Lentisque pistachier au niveau des tissus pulmonaires

a provoqué une sécrétion anormale de mucus visible dans la figure 33B.

D’un autre part, les coupes histologiques chez les rats atteints de PEO et traités par I’huile
de Lentisque pistachier ont montré une atténuation substantielle des lésions au niveau
pulmonaire par rapport aux rats traités par I’huile uniquement ; on remarque une diminution de
la bronchoconstriction et de I’infiltration lymphocytaire avec la préservation des alvéoles

pulmonaires.

L’huile de lentisque pistachier est pourvue d’une composition chimique assez complexe, il
contient une multitude de molécules ayant un pouvoir antioxydant. Ces molécules sont classées
en deux grandes catégories : les phénols/polyphénols et les monoterpénes/sesquiterpénes
(Djebari et al., 2021).

Les polyphénols peuvent bloguer les réactions en chaine des radicaux libres, agissant comme
inhibiteurs  d'enzymes ou agents chélateurs de métaux, alors que les
monoterpenes/sesquiterpénes peuvent neutraliser les radicaux libres et fonctionnent par le biais

d'un mécanisme de donneur d'électrons (Arab et al., 2014 ; Aissi et al., 2016).

La préservation de la structure fonctionnelle des alvéoles pulmonaires serait la conséquence
de I’effet antioxydant du lentisque pistachier ; la neutralisation des radicaux libres sécréetes par
les neutrophiles lors de la phase aigue/subaigué de la PEO (hypersensibilité de type Il1I)

proviendrait des molécules qui composent I’huile du lentisque pistachier.
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Ces molécules (phénols, polyphénols, monoterpénes...etc.) en neutralisant les radicaux
libres permettraient une diminution de la réaction inflammatoire et ainsi la sauvegarde des

structures pulmonaires (figure 38).

Phase aigue/subaigué de la PEO (hypersensibilité de type IlI)

O -
o
molécule antioxydante du . / polynucléaire
®

lentisque pistachier PY f \\ neutrophile
\
o |
/

2 neutralisation des radicaux —
libre 1 sécrétion de radicaux libres

+ ®
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N
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Figure 38 : Effet des molécules antioxydantes du lentisque pistachier dans la neutralisation des
radicaux libres sécrétés durant la phase aigie et subaigués de la PEO (Schéma de synthése).

Durant la phase aiglie de la PEO, I’inflammation provoque une sécrétion de cytokines
proinflammatoires (IL-1, IL-6, TNFa), ces dernieres causent une infiltration importante de

neutrophiles et de macrophages dans I’interstitium alvéolaire (Knutsen et al., 2019).

Il a été prouvé que I’huile du lentisque pistachier pouvait inhiber la sécrétion des cytokines
proinflammatoires, plus précisément I’IL-6 et le TNFa, et réguler I’expression du facteur
nucléaire NF-kB. On donc peut conclure que I'huile de lentisque pistachier réduit la migration
des leucocytes vers le tissu endommageé et présente une activité anti-inflammatoire (Maxia et
al., 2011).

65



CONCLUSION ET

PERSPECTIVES




Conclusion et Perspectives

La PEO est I’une des formes les plus communes des PHS, décrite comme une alvéolite
médiée par des réponses immunitaires exagérees vis-a-vis d’antigénes aviaires chez des
personnes sensibilisées. Elle combine les mécanismes cellulaires des hypersensibilités de type

I11 et IV selon son degré d’évolution,

Ce travail a permis d’évaluer I’effet thérapeutique de I’huile de lentisque pistachier sur un

modele murin atteint de PEO.

Sur la base de nos résultats nous avons constaté que I’huile de lentisque réduit les symptémes
(scores) allergiques et par consequent ralentit I’évolution de la maladie. Sur le plan
histologique, I’huile de lentisque pistachier a montrée des propriétés antiinflammatoires
traduites par : une diminution de la bronchoconstriction (effet bronchodilatateur), baisse de la

réaction inflammatoire dans le tissus pulmonaire (préservation de sa structure géenérale).

Et enfin nos recherches ont pu affirmer I’effet stimulateur du lentisque pistachier sur les

cellules productrices de mucus se trouvant dans les bronchioles (action mucolytique).

Cependant, d’autres données expérimentales sont encore nécessaires pour consolider nos

propos :

- Effectuer d’autres tests complémentaires ; CRP, myélopéroxydase, bilan cytokinique, un
lavage bronchoalvéolaire, test ELISA, NFS, pour mieux définir les mediateurs cellulaires
protéiques impliqués dans la PEO.

- Tester d’autres voies d’induction et de traitement ; voie atopique, nébulisation, injections

trachéales et voir leurs impacts dans I’évolution de la PEO.

- Modifier les doses et la durée de I’induction et/ou le traitement pour essayer d’atteindre la

phase chronique de la PEO (Granulomes, fibroses).

- Isoler plus précisément les molécules antioxydantes d’intérét du Lentisque pistachier et étudier

leurs possibles synergies afin de maximiser I’effet thérapeutique du Lentisque sur la PEO

Le Lentisque pistachier semble étre une solution thérapeutique prometteuse, qui pourrait a
terme remplacer ou du moins diminuer la corticothérapie nécessaire pour traiter la PEO et ainsi

améliorer sa prise en charge.
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ANNEXES




Glossaire :

Eosine :

L'éosine est un acide, qui a une affinité sélective pour le cytoplasme cellulaire (végétal ou
animal) ; il se fixe de préférence aux molécules basiques et peut remplacer le

colorant carmin pour les préparations de zoologie.

On l'utilise souvent avec I'hématoxyline qui colore bien les noyaux cellulaires.
L'éosine est pour cette raison trés utilisée comme colorant pour la microscopie en laboratoire,
pour teindre le cytoplasme des cellules, le collagene, les fibres musculaires.
Une catégorie de granulocytes ; les éosinophiles, dont le nombre augmente au cours
des allergies et de certaines parasitoses, tirent leur nom de ce colorant.

Hématoxyline :

L’hématoxyline est un colorant basique qui donne une couleur bleu ou bleu-noir aux substances
acides des cellules et tissus. Ainsi la chromatine des noyaux composée d’acide
désoxyribonucléiques se colore en bleu foncé par I’hématoxyline. De méme le cytoplasme est
coloré plus ou moins intensément en bleu di aux ribosomes qui contiennent I’acide
ribonucléique. Les substances ou structures qui se colorent en bleu par I’hématoxyline sont dites

basophiles.

L’hématoxyline est utilisée trés couramment dans les laboratoires d’histologie pour les
colorations de routine. Il est souvent associé a I’éosine afin d’obtenir un marquage complet des

structures cellulaires.
LPS:

Le lipopolysaccharide (ou LPS) est un composant essentiel de la paroi bactérienne des bactéries

a Gram négatif.

Sur le plan immunologique, le lipopolysaccharide constitue I'antigéne O des bactéries a Gram
négatif. Le LPS est un lipide complexe auquel est attaché un polysaccharide qui est responsable
de la spécificite antigenique de I'antigene O. Sur le plan physiopathologique, le LPS,

extrémement toxique, représente I'endotoxine des bactéries a Gram négatif.
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BBC :

Le bleu de Coomassie, ou Brillant Blue, est un colorant bleu communément employé pour
colorer les textiles (industrie), et les protéines (analyse chimique). En se liant aux protéines, le
bleu de Coomassie permet de les doser en solution par colorimétrie (méthode de Bradford), ou
de les visualiser en gel d'‘électrophorese type SDS-PAGE (Sodium DodedecylSulfate-
Polyacrylamide Gel).

Cytokines :

Les cytokines (du grec cyto, cellule, et kinos, mouvement) sont un ensemble hétérogene
de protéines ou de glycoprotéines solubles (masse moléculaire moyenne de 8 a 50 kDa). Elles
jouent le réle de signaux permettant aux cellules d'agir a distance sur d'autres cellules pour en
réguler l'activité et la fonction. A la différence des hormones dont le taux de sécrétion est
continu bien que modifié par des signaux physiologiques, les cytokines sont synthétisées
principalement en réponse a un signal activateur. Chaque cytokine peut étre produite par de
nombreux types de cellules. Les cytokines agissent sur des cellules cibles en se fixant sur des
récepteurs spécifiques de haute affinité. La liaison d’une cytokine a son récepteur induit un
ensemble de signaux d’activation, de prolifération, de différenciation ou de mort cellulaire. La
plupart des cytokines entrainent des réactions en cascade en induisant la production d’une autre
cytokine par leurs cellules-cibles. Leurs effets sont trés souvent redondants : I’induction d’une
méme réponse cellulaire peut étre obtenue avec différentes cytokines se fixant chacune sur son

récepteur specifique.
Lymphocytes :

Les lymphocytes sont des cellules qui ont un r6éle majeur dans le systéme immunitaire. En
matiére de structure et de fonction, on distingue trois lignées lymphocytaires différentes : les
lymphocytes B et T, de petite taille, et les lymphocytes NK, de grande taille et granuleux. Les
lymphocytes sont des leucocytes (globules blancs) de petite taille se trouvant principalement

dans les ganglions lymphatiques et la rate.
Lymphocytes T :

On les appelle les lymphocytes "T" a cause de leur lieu de maturation dans le Thymus. Ils sont
responsables de I'immunité dite cellulaire car ils ont la capacité de détruire les cellules
reconnues comme infectées. Ils représentent environ 80% des lymphocytes. En présence d'une

bactérie, d'un virus, d'un champignon ou d'un envahisseur étranger, les lymphocytes T se
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multiplient et s'associent avec d'autres types de globules blancs pour se débarrasser de la

menace. lIs ont aussi la capacité d'indiquer aux lymphocytes B de fabriquer des anticorps.
Lymphocytes B :

Les lymphocytes "B", appelés ainsi pour la "Bourse de Fabrice" (organe chez les oiseaux dans
lequel ils arrivent a maturité), arrivent a maturité, chez 'Homme, dans la moelle osseuse. llIs
sont responsables de la réponse immunitaire dite humorale spécifique grace aux anticorps
(immunoglobulines) gu'ils produisent et qui servent a la reconnaissance spécifique et a la

destruction de I'agent pathogene. lIs représentent environ 10% des lymphocytes.
Anticorps :

Un anticorps est une protéine du sérum sanguin sécrétée par les lymphocytes B (globules blancs
intervenant dans lI'immunité) en réaction a l'introduction d'une substance étrangere (antigéne)

dans I'organisme.
Complexe immun :

Un complexe immun est le résultat d'une interaction moléculaire entre un anticorps et
un antigene ; L'anticorps possede une affinité spécifiqgue pour un épitope particulier de
I'antigene. Celui-ci est reconnu par le paratope de I'anticorps, qui correspond a la partie appelée
variable. Le complexe immun est un processus de I'immunité inné qui a pour réle de protéger
I'organisme contre les molécules du non-soi (bactéries, virus). L'interaction anticorps-antigene
peut provoquer ; soit I'activation du complément qui va détruire I'antigéne ou la phagocytose du

complexe immun, et sa digestion.
Neutrophiles :

Les polynucléaires neutrophiles ou granulocytes neutrophiles désignent un type de globules
blancs qui naissent dans la moelle osseuse et ont pour réle la défense de I'organisme contre les
corps étrangers comme les levures ou les bactéries. Ils sont produits dans la moelle osseuse avec
les autres globules blancs et migrent ensuite dans le sang et les tissus infectes (peau, intestins...).
Les polynucléaires neutrophiles sont des globules blancs phagocytes puisqu'ils peuvent
absorber les corps étrangers, dont les bactéries. Leur nombre augmente donc lors d'une infection

bactérienne.
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Macrophages :

Un macrophage est une cellule d'origine sanguine, qui provient de la transformation
du monocyte. 1l est localisé dans les tissus pouvant étre soumis a des infections ou a une

accumulation de débris a éliminer (foie, poumons, ganglions lymphatiques, rate...).
Les macrophages possédent trois fonctions principales :

- La phagocytose (ingestion de bactéries, levures, débris cellulaires...). La vésicule
intracellulaire formée est appelée phagosome, qui sera dirigé vers le lysosome pour sa

dégradation compléte.
- Une activité de sécrétion ; cytokines etc....

- Une coopération cellulaire (c'est une cellule présentatrice d'antigenes, relation avec

les lymphocytes).

Ce sont donc des acteurs de I'immunité innée, puisqu'ils phagocytent des éléments non

spécifiques. lls sont attirés vers le lieu d'une inflammation par chimiotactisme.
Radicaux libres :

Les radicaux libres sont molécules instables d’oxygéne qui prennent les électrons d’autres
molécules pour s’auto-stabiliser. Une réaction en chaine est alors provoquée, conduisant au
vieillissement de la peau. Ils sont fabriqués en exceés par les cellules sous I’effet de différents

stress.
Antioxydant :

Un antioxydant (AOX) est une molécule qui ralentit ou empéche

I'oxydation d'autres substances chimiques a leur contact.

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydoréduction qui transfére des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux qui entrainent
des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont capables d'arréter ces réactions en
chaine en se réduisant avec les radicaux et annihilant ainsi leur action. Ces propriétes se trouvent

beaucoup dans les familles des thiols et des phénols.
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Tableau :

Gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2

Solution
de 4 ml 4 ml
Bradford

4 ml

4 ml 4 ml 4 ml

Protéines
aviaires 100 uL 80 uL
extraites

60 uL

40 uL 20 uL OuL

Eau

distillé Oul 20 ul

40 uL

60 uL 80 uL 100 uL

Tableau : Effet de I’huile du Lentisque pistachier dans le gain de poids chez notre modele murin.

Poids moyen (g)

Avant I’administration de I’huile

188 g

Apreés I’administration de I’huile

215 g

Augmentation pondérale

27 g (augmentation de 14.3%)

Tableau : Evaluation hebdomadaire de la réaction allergique chez les rats du lot 3.

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Jour 1 1 0 3 0 1 1
Jour 2 0 3 4 1 0 1
Jour 3 1 4 4 1 0 1
Jour 4 1 4 4 4 1 1
Jour 5 1 4 4 1 0 1
Jour 6 3 4 4 1 0 1
Jour 7 4 4 4 4 1 1




Tableau : Evaluation hebdomadaire de la réaction allergique chez les rats du lot 4.

Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
Jour 1 3 1 1 3 1 3
Jour2 0 1 1 4 1 4
Jour 3 0 1 1 4 1 4
Jour 4 1 3 3 5 1 3
Jour 5 3 4 3 X 3 4
Jour 6 1 4 3 X 3 4
Jour7 1 4 3 X 1 4




Résumeé :

La maladie du poumon d’éleveurs d’oiseaux (PEQ) est une alvéolite allergique causée par
I'exposition répétée a des allergenes aviaires (fientes, plumes) chez des hétes sensibilisés.

La PEO se présente sous les formes aigué, subaigué ou chronique en fonction de I'exposition
aux antigenes et de la réponse de I'héte. Son diagnostic reste difficile car elle présente des
symptémes similaires a ceux d'autres maladies pulmonaires. La PEO est une combinaison
d'hypersensibilité de type Il et de type IV ; des anticorps IgG sécrétés contre des antigénes
aviaires avec la formation de complexes immuns, et une inflammation importante dans le
parenchyme pulmonaire. L’objectif de ce travail est de tester I'effet thérapeutique du
Lentisque Pistachier sur la PEO. L’étude a été réalisé sur des rats Wistar apres induction de
réaction allergique aux protéines de fientes aviaire. Nos résultats ont montré que I'huile du
Lentisque pistachier réduit les scores allergiques chez rats, il affecte le profil électrophorétique
des protéines sériques en augmentant les fractions alpha et beta. Sur le plan tissulaire, I’huile
possede un effet protecteur contre les altérations pulmonaires induites par la maladie PEO
comme la bronchoconstriction, la perte de la structure alvéolaire, et [linfiltration
lymphocytaire. Cet effet est lié au pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de ces molécules
bioactives. D’un autre c6té, le Lentisque pistachier s’est avéré étre un puissant stimulant des

cellules sécrétrices de mucus (action mucolytique).



ABSTRACT:

Bird fancier’s lung (BFL) is an allergic alveolitis caused by repeated exposure to avian allergens
(droppings, bloom) in sensitized hosts. BFL is the most common form of hypersensitivity
pneumonitis (HP) mainly affecting adults. BFL presents as acute, sub-acute or chronic forms
based on the exposure to antigens and host response. Its diagnosis remains difficult as it
shows similar symptoms to other lung diseases. The disease is a combination of type Ill and
type IV hypersensitivity; IgG antibodies secreted against avian antigens with immune complex
formation, and extensive inflammation in lung parenchyma. This study was carried out to
demonstrate the therapeutic effect of Pistacia lentiscus on BFL. The experiment was
conducted on Wistar rats by inducing an allergic reaction against avian droppings proteins.
Our results showed that Pistacia lentiscus oil reduces the allergic scores in rats, it affects the
electrophoretic profile of serum proteins by increasing the alpha and beta fractions.
Histologically, the oil has a protective effect against BFL-induced pulmonary alterations such
as bronchoconstriction, loss of alveolar structure, and lymphocytic infiltration. This effect is
related to its antioxidant and anti-inflammatory bioactive molecules. On the other hand,
Pistacia lentiscus has been shown to be a powerful stimulant of mucus-secreting cells

(mucolytic action).
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Résumé :

La maladie du poumon d’éleveurs d’oiseaux (PEO) est une alvéolite allergique causée par I'exposition
répétée a des allergenes aviaires (fientes, plumes) chez des hotes sensibilisés.

La PEO se présente sous les formes aigué, subaigué ou chronique en fonction de I'exposition aux
antigénes et de la réponse de I'hdte. Son diagnostic reste difficile car elle présente des symptémes
similaires a ceux d'autres maladies pulmonaires. La PEO est une combinaison d'hypersensibilité de type
Il et de type IV ; des anticorps IgG sécrétés contre des antigénes aviaires avec la formation de
complexes immuns, et une inflammation importante dans le parenchyme pulmonaire. L’objectif de ce
travail est de tester I'effet thérapeutique du Lentisque Pistachier sur la PEO. L’étude a été réalisé sur
des rats Wistar aprées induction de réaction allergique aux protéines de fientes aviaire. Nos résultats
ont montré que I'huile du Lentisque pistachier réduit les scores allergiques chez rats, il affecte le profil
électrophorétique des protéines sériques en augmentant les fractions alpha et beta. Sur le plan
tissulaire, I’huile possede un effet protecteur contre les altérations pulmonaires induites par la maladie
PEO comme la bronchoconstriction, la perte de la structure alvéolaire, et I'infiltration lymphocytaire.
Cet effet est lié au pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de ces molécules bioactives. D’un autre
cbté, le Lentisque pistachier s’est avéré étre un puissant stimulant des cellules sécrétrices de mucus

(action mucolytique).
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