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Introduction

Introduction

L’échinococcose kystique est une maladie parasitaire répandue sous forme endémique
dans différentes régions du monde (Bakkali, 2017). Elle résulte du développement tissulaire
de la larve hydatique (hydatide) d’un cestode appelé Echinococcus granulosus. C’est une
anthropozoonose cosmopolite qui sévit de facon endémique dans les pays du bassin
méditerranéen plus particuliérement en Algérie ou elle constitue un véritable probleme de
santé publique, elle sévit en zone d’élevage (ovins, bovins, caprins, porcins, camélides,
équidés) (Aubry, 2013).

L'échinococcose kystique est due a la dissémination par voie systémique du parasite
dans la majeure partie des cas dans le foie et les poumons (bakkali, 2017). Elle est

caractérisée par sa persistance chez 1’hdte intermédiaire entrainant 1’infection chronique.

Plusieurs travaux ont rapporté I’implication du monoxyde d’azote dans les mécanismes
anti parasitaires. C’est un biomédiateur synthétisé¢ par les NO synthases (NOS). C’est un
messager intracellulaire et un effecteur de nombreuses fonctions biologiques, il a été détecté
au cours de plusieurs parasitoses telles que la leishmaniose (Drapier, 1996).Ce radical
hautement réactif est produit via la NO synthase inductible au cours de la réaction
inflammatoire et serait impliqué dans les mécanismes de défense de 1’hote contre
Echinococcus granulosus au cours de 1’hydatidose (Touil et al., 1998 ; Bouteldja et al.,
2013).

Ainsi, la NOS inductible «iNOS»> ou «NOS Ib» produit de grandes quantités de NO.
Ce dernier conduit a la formation des dérivées telles que le nitrite (NOy), le nitrate (NO3) et le
peroxynitrite (ONOQO") qui est un puissant oxydant. Il a été rapporté dans ce sens, que le
peroxynitrite est impliqué dans le processus d’apoptose et de nécrose (Zeghir-Bouteldja et
al., 2009).

Dans ce contexte, les objectifs de la présente étude porte sur les points suivants :
-Synthése d’une solution de peroxynitrite par la méthode du quench flow.
-Etude de I’effet in vitro du peroxynitrite sur la viabilité du kyste hydatique.

-Evaluation de I’effet cytotoxique du peroxynitrite sur le tissu pulmonaire.

-



Introduction

Notre travail est répartit en deux parties, une partie bibliographique rappelant quelques
généralités sur I’hydatidose et le monoxyde d’azote. La partie expérimentale comprendra le

matériel et méthode utilisés pour la réalisation de ce travail, ainsi que les résultats obtenus.
Enfin, nous terminerons par une discussion génerale.

]
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Chapitre | : ’échinococcose Kkystique
I.1. Définition

L’hydatidose est une maladie parasitaire répandue sous forme endémique dans
differentes régions du monde (bakkali et al., 2017). Elle est causée par une infection par le
stade larvaire (métacestodes) des ténias du chien appartenant au genre Echinococcus (famille

Taeniidae) et est également référé comme échinococcose kystique.
I.2. Classification d’E. granulosus

Le débat taxonomique se poursuit encore aujourd’hui au sein d’E. granulosus. Ce
dernier présente une grande diversité (Zeghir-bouteldja, 2018). Cependant ce parasite est
classé comme suit :

Phylum : Platyhelminthe
Sous-Phylum: Neodermata
Classe: Cestoda
Sous-Classe: Eucestoda
Ordre: Cyclophyllidea
Famille: Taeniidae

Genre: Echinococcus

Les trois grandes formes morphologiques d'échinococcose sont cliniguement
reconnues : 1’échinococcose kystique causée par E granulosus, 1’échinococcose alvéolaire
causée par E multilocularis, et 1’échinococcose polykystique causée par Echinococcus vogeli

ou Echinococcus oligarthrus (craig., 2007).
1.3. Les souches d’Echinococcus granulosus

Le genre Echinococcus granulosus présente une grande variation de phénotype, ce qui a
conduit les chercheurs a établir une nouvelle taxinomie (Romig et al., 2006; Thompson et
McManus, 2002). Il y a une taxinomie des zoonoses a tendance épidémiologique qui tient
compte des modalités de transmission et vient compléter la classification de 1’organisation

mondiale de la santé (OMS) qui est a tendance biologique (Euzeby, 1997).

Les récentes études en biologie moléculaire révélent 1’existence de dix (10) souches

d’E. granulosus (G1 a G10). Il s’agit d’E. granulosus au sens strict (G1 a G3), d’E. equinus

-
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(G4), d’E. ortleppi (G5) et d’E. canadensis (G6 a G10) (Itoetal., 2006; Jenkins et al., 2006 ;
Romig et al., 2006). Les souches d’E. granulosus ont une morphologie variable ce qui rend
difficile leur taxinomie (Moro et Schantz., 2006).

1.3.1. La souche G1 Chien-Mouton

La souche G1, affecte les ruminants, les porcins et I’homme. Les hotes définitifs sont le
chien, le loup, le renard, le chacal et le dingo (Thompson et McManus, 2002). La souche
ovine espagnole affecte en plus des ovins, les bovins, les caprins, les porcins, le sanglier et
I’homme (Mwambete et al., 2004), alors qu’en Italie la souche Gl affecte le buffle
(Capuano et al., 2006). Cette souche prédomine dans le bassin méditerranéen, au Pays de
Galles (Romig et al., 2006) et en Amérique du Sud (Kamenetzky et al., 2000). Des études,
révélent que les ovins sont infectés a la fois par la souche ovine G1 et par la souche G3
(Varcasia et al., 2007) Les souches G1 et G3, peuvent également coexister chez le buffle. La

localisation chez 1’héte intermédiaire touche surtout le foie et les poumons.
1.3.2. La souche G4 chien-cheval

E. equinus infecte le cheval. Cette souche n’est pas pathogéne pour 1’homme

(Torgerson et Bedke, 2003). La localisation privilégiée chez 1’hdte intermédiaire est le foie.
1.3.3. La souche G5 chien-beeuf

Les hotes définitifs sont le chien et le renard. Cette souche infecte rarement 1’homme.

La localisation chez I’hote intermédiaire est surtout pulmonaire (Kamenetzky et al., 2000).
1.3.4. La souche G6 chien-dromadaire

Les hotes définitifs sont le chacal et le chien. La souche G6 est responsable de
I’hydatidose humaine. Le foie et les poumons sont les organes les plus touchés chez les hotes

intermédiaires (Maillard et al., 2007; Kamenetzky et al., 2000).
1.3.5. La souche G7 chien-porc et inclus la variante G9

Elle infecte le porc, les caprins et le sanglier. La localisation principale chez 1’hote

intermédiaire est le foie (Varcasia et al., 2007).

-
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1.3.6. La souche G8 chien-cervidés, chien-homme

Les hotes définitifs sont le loup et le chien. Les hotes intermédiaires sont les cervides
(renne, €lan, cerf) et ’homme. La localisation chez 1’hote intermédiaire est le poumon.

1.3.7. La souche G10
C’est la souche européenne ou souche cervidés (Romig et al., 2006).
1.3.8. La souche lion

Les hotes intermédiaires sont le zebre, le buffle, 1’antilope et probablement la girafe et
I’hippopotame (Thompson et McManus., 2002). Les caprins et les sangliers peuvent étre

infectés par les souches G1 et G7 (Mwambete et al., 2004).
|.4. Description morphologique d’Echinococcus granulosus

Le teenia Echinococcus granulosus responsable de I’hydatidose est un cestode qui se

présente sous trois formes évolutives:
1.4.1. La forme adulte

C’est un ver plat hermaphrodite mesurant 2-7 mm de long qui vit fixé entre les villosités
de I’intestin gréle du chien. Sa longévité varie entre 6 mois et 2 ans. Il comporte 3 parties a
savoir une téte, un cou et un corps. La téte ou le scolex est d’aspect piriforme pourvue de 4
ventouses arrondies et d’un rostre saillant qui lui permettent de se fixer sur la paroi intestinale
de I’hote. Le corps est formé de trois a 5 anneaux dont le dernier anneau est gravide contenant
jusqu’a 1500 ceufs mars appelés aussi embryophores (Figure 01). Arrivé a maturité, ce
dernier anneau se détache du reste du parasite pour étre rejeté dans les selles en libérant ses

ceufs. Un anneau gravide est éliminé toutes les 2 a 5 semaines (wejih et al., 2017).

v
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Figure01l : Stade adulte d’Echinococcus granulosus (Anofel, 2007).
1.4.2. L’ceuf

Les embryophores sont de forme Iégerement ovoide mesurant 30 a 40 um, non
operculés, protégés par une coque épaisse et striee (Figure02). L’embryophore contient un
embryon hexacanthe a six crochets ou oncosphére. Les embryophores sont résistants dans le
milieu extérieur, leur survie dépend des conditions d’humidité et de température (wejih et al.,
2017).
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Figure02: Morphologie générale de 1’ceuf d’Echinococcus granulosus (laamrani et al.,
2007).
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1.4.3. La larve ou hydatide

Une fois fixé dans les visceéres de 1’hote intermédiaire ou accidentel, 1’embryon
hexacanthe perd ses crochets, se vacuolise, développe une vésiculisation centrale et prend
alors une forme kystique. Sa croissance se fera de fagcon concentrique & la maniere d’une
tumeur bénigne. La vitesse de maturation est lente, dépendante de 1’espéce hote et du viscere

parasité. Elle varie chez I’étre humain de 1 a 30 mm par an (wejih et al., 2017).
1.5. La morphologie des kystes

La larve d’E. granulosus a un diametre variable, d’une taille a peine visible a une taille
équivalente a un ballon de football. Rempli de liquide sous pression, le kyste a un aspect
arrondi ou plus ou moins ovalaire (Figure 03), avec parfois des « bosses » dues a la formation
de vésicules filles exogénes. De I’extérieur vers I’intérieur, le kyste est formé de plusieurs

membranes:
1.5.1. L’adventice

Formée par une couche de cellules du tissu héte qui sont écrasées par le volume du
kyste, n’appartient pas au parasite. Cet adventice comprend du tissu fibreux et des granulomes

inflammatoires et giganto-cellulaires.
1.5.2. La cuticule

Dont I’épaisseur varie avec 1’age du kyste, & une consistance élastique, de couleur
blanche brillante. Cette membrane anhiste, d’aspect lamellaire, est constituée de cholestérol,

de galactose et de protéines, mais est pauvre en glycogéne.
1.5.3. La membrane proligére

La membrane germinative tapissant la face interne de la membrane anhiste, elle est trés
fine de 10 a 25 microns d’épaisseur, comporte de nombreuses cellules chargées de lipides et
d’autres de glycogéne et est riche en acides aminés. Parfois apparaissent des bourgeons qui
proliférent pour former les futures vésicules filles, soit a I’intérieur de la cavité (vésicule fille
endogene) soit a ’extérieur (vésicule fille exogene), ces dernieres pouvant essaimer dans tout

I’organisme.
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Les kystes peuvent atteindre 25 cm de taille, ils sont remplit d’un liquide hydatique
(wejih et al., 2017) qui est limpide (eau de roche) et contient du « sable hydatique », c’est-a-
dire des scolex (400 000 par mm?®). En cas de fistulisation dans les voies biliaires ou dans les

poumons, le liquide devient respectivement brun ou purulent (Bourée et Bisaro., 2007).

Cuticule
Proligére (2 et 3
= membranes parasitaires)

Capsule proligére
Scolex
Vésicule fille endogéne

Liquide hydatique

Vésicule fille exogéne
en formation

Figure03: Schéma de la morphologie générale du kyste hydatique (Laamrani et al., 2007).

1.6. Le cycle de parasite

Le cycle d’Echinococcus granulosus comprend deux hétes: un héte définitif (HD)
représenté par des carnivores, principalement le chien, et un héte intermeédiaire (HI)
correspondant a un herbivore le plus souvent le mouton. Le cycle classique domestique dans
les zones rurales d’¢levage. Les embryophores ¢liminés dans le milieu extérieur avec les
selles du chien vont souiller le paturage et sont ingérés par les moutons. lls pénétrent la paroi
digestive et gagnent par la circulation sanguine les visceres, principalement le foie et les
poumons, ou ils se transforment en larve hydatique. Le cycle est bouclé lorsque le chien
dévore les viscéres des moutons parasités. L’homme se contamine souvent en ingérant des
aliments ou de I’eau contaminée par les embryophores ou aprés contact avec des chiens
parasités. C’est un hote dit « accidentel » correspondant a une impasse parasitaire (Figure

04), ses visceres n’étant pas accessibles aux chiens (wejih et al., 2017).
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Figure04 : Cycle évolutif d 'Echinococcus granulosus (Blibek, 2009).
L.7. Les caractéristiques cliniques de ’hydatidose
1.7.1. Les symptomes de I’hydatidose

En raison du caractére silencieux et une évolution lente du kyste hydatique, le
diagnostic est établi plusieurs années apres 1’infestation. En ’absence de signes spécifiques de
I’hydatidose, les symptdmes apparaissent suite a la compression exercée sur les organes
hébergeant le kyste hydatique. Tous les organes peuvent étre atteints, mais essentiellement le
foie et le poumon (Bourée et Bisaro, 2007).

La diversité des manifestations cliniques du kyste hydatique est liée a :

-Son siége anatomique (sa localisation), sa taille et donc son effet de masse sur les organes
adjacents;

-L’¢état du kyste hydatique;

-Sa rupture spontanée ou traumatique;

-Son extension secondaire;

-La libération d’antigénes parasitaires responsables d’une réaction d’hypersensibilité

systémique (Zeghir-bouteldja, 2018).
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1.7.2. Les localisations du kyste hydatique
1.7.2.1. La localisation hépatique

La localisation hépatique est la plus fréquente environ 76% concernant le Kkyste
hydatique. Les symptdémes varient selon la situation dans le foie, la taille et le caractére
hermétique ou fissuré du kyste. Les symptémes cliniques sont tres tardifs (plusieurs annees)
par rapport a I’installation du scolex dans le foie (Bourée et Bisaro, 2007). Elle est le plus
souvent symptomatique, révélée par des signes indirects secondaires a des compressions de

voisinages telles que : ictére, hypertension, nausées... (Carmoi et al., 2008).
1.7.2.2. La localisation pulmonaire

La localisation pulmonaire du kyste hydatique vient au deuxieme rang des localisations
viscérales apres la localisation hépatique (Yucel et al., 2016) avec une fréquence de 15%. Elle
est primitive ou secondaire, la latence clinique est moins longue (Eckret et al., 2001; Aubry,
2013). Le plus souvent asymptomatique, elle peut se révéler par une toux, une douleur

thoracique, une hémoptysie (phase primitive) (Bourée et Bisaro, 2007).
1.7.2.3. Les localisations rares

D’autres localisations sont possibles mais nettement plus rares, telles que le pancréas, le
diaphragme, le petit bassin, le sein, 1’orbite (provoquant une exophtalmie), la thyroide, la
langue ou encore le thymus révélées par des douleurs et des troubles (Bourée et Bisaro,
2007).

1.8. Diagnostic de I’échinococcose kystique

Le diagnostic définitif pour la plupart des cas de 1’échinococcose kystique se fait par
des méthodes d'imagerie, tels que la radiologie, I'échographie, la tomographie d'axiale
calculée (scanner) et I'imagerie de résonance magnétique.

L'immunodiagnostic est utile non seulement dans le diagnostic mais aussi pour le suivi
des patients aprés chirurgie ou suite a un traitement pharmacologique. La détection de la
circulation des antigénes d’E granulosus dans le sérum sont moins sensibles que la détection
d'anticorps, qui reste la méthode de choix. Les méthodes immunologiques les plus utilisées

ELISA, dosage indirect des anticorps anti-hémagglutination, le test d'agglutination de latex, et
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le test immunoblot. Le test d’immunofluorescence des anticorps et arc immunoélectrophorese
sont également utilisés. Les antigenes de kyste hydatique tels que le liquide hydatique
constituent la source habituelle du matériel antigénique utile dans 1’immunodiagnostic. En
outre, I'antigene des lipoprotéines B et I'antigene 5 sont les antigénes majoritaires du liquide
hydatique. Ils sont largement utilisés dans les tests d'immunodiagnostic d’échinococcose
kystique. Le géne codant pour l'antigeéne 5 a été cloné et il pourrait étre lié étroitement aux
protéases de la famille de la trypsine (McManus et Zhang, 2003).

1.9. Réponse immune de I’héte

La survie prolongée d’E. granulosus a I’¢tat de kyste dans I’organisme indique
I’existence de mécanismes lui permettant d’échapper a la réponse immunitaire humorale et
cellulaire. L’établissement du kyste hydatique dépend a la fois de phénomeénes immunitaires
protecteurs et du parasite. Les molécules libérées localement par le protoscolex et le kyste
sont particulierement sensibles aux macrophages. La réponse immunologique serait plus

faible au poumon qu’au foie.

Le chien acquiert un certain degré d’immunité qui limite la réinfestation, 1’apparition de
nouveaux strobiles et la formation de nouveaux kystes. Les kystes présents ne sont pas
détruits.

Chez I’homme, il existe une production d’anticorps qui ne semble pas intervenir dans la
défense de I’organisme. L hydatidose induit une €¢osinophilie et la production d’un taux élevé
d’anticorps, principalement d’IgG de sous-classe 4 et d’IgE. Les cytokines interviennent dans
la relation hote-parasite par une production significative d’interleukines telles que I’IL- 4 et,
dans une moindre mesure, d’autres cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, et I’interféron- gamma
(PTEN-y). Les caractéristiques structurelles du périkyste, le nombre, la taille et la localisation
du kyste dans le foie conditionnent la production d’IL-1, d’IL-2 et d’IL-4, alors que la

production de tumor necrosis factor (TNF-a) est abaissée lors de fistule biliaire.

Les lymphocytes T helper (Thl et Th2) régulent la réponse immune. La susceptibilité a
la maladie est liée a une forte réponse Th2 alors que la réponse de type Thl est protectrice
(Torcal et al., 1996 ; Touil-boukoffa et al., 1998).
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1.10. Traitement de I’échinococcose kystique

Le traitement radical de 1’hydatidose nécessite I’ablation du kyste, en sachant que la
séparation entre 1’adventice et la membrane anhiste est trés facile. Les techniques varient
selon la localisation la taille et le nombre de kystes: périkystectomie totale ou partielle
(Bourée et Bisaro, 2007).

Une méthode peut étre utilisée dans certains cas : ponction-aspiration-injection
réaspiration (ou PAIR) consistant & ponctionner un peu de liquide puis a réinjecter du serum
hypertonique qui détruit les scolex et qui est ensuite réaspiré. Apres intervention chirurgicale,
une surveillance sérologique est indispensable pendant plusieurs mois afin de vérifier la
disparition des anticorps. En cas d’hydatidoses multiples, voire inopérables, un traitement
médical a été proposé par le mébendazole puis par le flubendazole. Il est réalisé actuellement
par I’albendazole (400 a 800 mg/ jour) pendant plusieurs mois ou années, parfois associé au
praziquantel. La dose est plus élevée chez les sujets immunodéprimés. Le traitement est

d’autant plus efficace que les kystes sont jeunes et petits (Bourée et Bisaro, 2007).

Depuis 1996 a ce jour, le 27°™ congrés mondial de 1’échinococcose a été organisé
conjointement avec 1’organisation mondiale de la santé (OMS) en Algérie, a I’issue de cette
rencontre, le traitement médical (Albendazole) sera préconisé prochainement et autorisé en

vente en Algérie (Zeghir-bouteldja, 2018).
1.11. Prophylaxie

La lutte contre I’hydatidose ne peut se concevoir sans la mise en place de mesures de
contrdle et de prophylaxie adaptées au contexte local ou régional concerné. Elle doit associer
des programmes d’éducation sanitaire des populations exposées particulierement quant au
respect des régles d’hygiéne alimentaire et a la gestion des visceres parasités, une législation
rigoureuse contre 1’abattage non controlé, la limitation des populations de chiens errants et le
dépistage et traitement des chiens parasités. La vaccination du cheptel reste du domaine de la

recherche malgré des avancées concrétes (wejih et al., 2017).
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Chapitre 11 : le monoxyde d’azote

Plusieurs travaux de recherche rapportent 1I’importance du réle du radical NO dans des
processus physiologiques trés variés. La découverte du premier réle biologique du monoxyde
d’azote (NO) a ¢été initiée par Ferid Murad en 1976. Sa découverte dans le systéme
cardiovasculaire a valu le Prix Nobel de physiologie et de médecine en 1998 aux chercheurs
Robert Furchgott, Louis J. Ignarro et Ferid Murad (Zeghir-bouteldja, 2018).

11.1. Définition de monoxyde d’azote
Le monoxyde d’azote est un radical libre d’origine endogéne (Eric et al., 1999),

constitué¢ d’un atome d’azote et d’un atome d’oxygene liés par une double liaison.

Dans les conditions normales de température et de pression, se présente sous forme

gazeuse (Nicolas et al., 1998).

Il est produit par une grande variété de cellules chez les mammiferes dont les cellules
endothéliales, les cellules neuronales, les cellules musculaires lisses, les macrophage, les
polynucléaires neutrophiles, les plaquettes, les fibroblastes et les hépatocytes, (Eric et al.,

1999). 1l est rapidement oxydé en nitrite (Nicolas et al., 1998).

11.2. Propriétés physicochimiques de monoxyde d’azote

Le NO est un radical libre et lipophile. Il diffuse librement a travers les membranes
cellulaires (Zeghir-bouteldja, 2018). Ce dernier est un composé gazeux incolore, inodore,
peu soluble dans 1’eau, inflammable mais comburant. C’est un composé instable du fait de sa
structure électronique (Girard et al., 1997). Ainsi il est susceptible de réagir avec de
nombreuses protéines et enzymes, notamment via leurs cofacteurs métalliques (nitrosylation)
ou leurs résidus cystéine (nitrosation) (Parent et al., 2013). Il peut réagir avec les différents
radicaux libres, certains acides aminés, certains ions metalliques, comme il peut réagir
rapidement avec 1’ion super-oxyde O, pour former 1’ion peroxynitrite ONOQ’, connu par sa
toxicité (Nicolas et al., 1998).

Sa demi-vie in vivo est d'environ 10 secondes. Sa faible solubilité aqueuse conduit a la
formation de nitrites (NO;") et de nitrates (NO3") dont le dosage permet d’évaluer la quantité

de NO en solution.
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En solution aqueuse, le NO réagit rapidement avec 1’oxygeéne formant le trioxyde
d’azote (N,03), rapidement décomposé en ion nitrosonium (NO®) et nitrite (Zeghir-
bouteldja, 2018).

11.3. La biosynthése de NO

Le NO est formé a partir de I'un des deux atomes d'azote terminal chimiquement
équivalents du groupement guanidine de la L-arginine, d'une part, et de I'oxygene moléculaire
(Oy), d'autre part. L'autre produit de synthése, formé de maniére stoechiométrique avec le NO,
est la L-citrulline. La réaction de biosynthése du NO et de la L-citrulline a partir de la L-
arginine et de 1'O, est sous la dépendance d'une famille d'enzymes, les NO synthases (NOS)
(Figure 05) (Dinh-xuan et al., 1998).

La réaction L-arginine-NO est NADPH dépendante, nécessite de 1’oxygeéne et de
nombreux cofacteurs en particulier des flavines, des thiols et la tétrahydrobioptérine (Girard
etal., 1997).
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Figure 05: mécanisme de biosynthese de NO (Wei et al., 2003).

11.4. Les isoformes des NO synthases
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Il existe au moins trois isoformes pour lesquelles les ADN complémentaires ont été
clonés (Tableau 01) (Dinh-xuan et al., 1998). Ces trois isoformes codées par trois géenes
distincts localisés sur les chromosomes 12, 17 et 7 codant respectivement pour les NOS I, 11 et
1l (Ghafari et Labarde, 2003), différent entre elles par leurs fonctions et leurs
caractéristiques biochimiques. Les isoformes présentes dans les cellules endothéliales (NOS
[11), d'une part, et les cellules nerveuses (NOS 1), d'autre part, appartiennent a la famille de
NOS constitutives, tandis que l'isoforme macrophagique (NOS II) appartient a la famille de
NOS inductible.

Bien que normalement présente dans la cellule (endothéliale ou neuronale), I'isoforme
constitutive de la NOS n'est pas active en lI'absence d'une augmentation transitoire du calcium

intracellulaire et de I'activation de la calmoduline qui en résulte.

L'activité de la NOS inductible est responsable d'une synthése du NO beaucoup plus
importante par rapport a la production physiologique provenant de l'activité de la NOS
constitutive. Cependant, la classification actuelle concernant les NOS constitutive et
inductible semble inadéquate dans des cellules qui, comme les cellules épithaliales
bronchiques et nasales, expriment de fagcon quasi permanente la NOS inductible. L'expression
constitutive de la NOS inductible serait due a la situation particuliére de ces cellules qui sont
constamment exposées a des aéro-contaminants et a divers stimulus pro-inflammatoires
d'origine atmosphérique. Il est probable que I'expression de la NOS inductible puisse, dans ce
cas, étre bénefique dans la mesure ou le NO ainsi produit participe a la défense immunitaire

non spécifique des voies aériennes (Dinh-xuan et al., 1998).
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Le monoxyde d’azote

Tableau 01 : Les trois principales isoformes des N O synthases (Dinh-xuan et al., 1998).

Isoformes Neuronale (NOS 1) | Inductible (NOS 2) | Endothéliale (NOS 3)
Activite Constitutive Inductible Constitutive
Localisation 12qg24.2 17cen-q12 7035-36
chromosomique

du géne

Masse moléculaire | 150 kDa 130 kDa 135 kDa

de la protéine

Fonction du produit | Neurotransmission | Bactéricidie Vasodilatation

NO Tumoricidie

Cofacteurs Dépendante Indépendante Dépendante

Ca++/ Calmoduline

Effecteurs

membranaires

Acides aminés

neuroexcitateurs

LPS, IL-TNFa, etc.

Acétylcholine,

Bradykinine, etc.

11.5. Métabolisme et mécanisme d’action cellulaire de NO

L’activité de la NOS inductible (NOSi) est réglée au niveau transcriptionnel. Les
cytokines sont de puissants inducteurs de NOSi dans divers types cellulaires, alors que les
glucocorticoides, les interleukines 4 et 10 et le facteur B de croissance tumorale (TGF-P)
inhibent la production de NO. Dans la plupart des cellules, et en particulier dans les
ostéoblastes humains, I’association de plusieurs cytokines active NOSi plus intensément que

ne le ferait séparément chaque peptide (Barlet et al., 1999).

Le NO active la guanylate cyclase soluble de la cellule musculaire lisse et augmente la
concentration intracellulaire d'un second messager, le guanosine monophosphate cyclique
(GMPc) (Thebaud et Mercier, 1997). Le GMPc, en activant une proteine-kinase, stimule

<
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1’AMPc calcium-dépendant. 1l en résulte une sortie de calcium a travers le sarcolemme du

muscle vasculaire lisse (Moutafis, 1996).

NO peut également réagir avec des radicaux libres tels que le radical superoxyde et
provoquer la formation d’¢léments dont la toxicité contribue aux dommages cellulaires
caractéristiques de la réponse inflammatoire. De plus, les interactions NO-radicaux libres
participent vraisemblablement au contrdle de 1’activité oséoclastique. En effet, le superoxyde
et le peroxyde d’hydrogeéne stimulent la résorption osseuse et, pendant celle-ci, les

ostéoclastes produisent du peroxyde d’hydrogéne (Barlet et al., 1999).

1.6. Les effets de NO

Les effets de NO sont variables, dans un méme tissu, le NO peut étre protecteur ou
cytotoxique (Berard, 1997). La production de NO a des effets bénéfiques puis qu’il est
impliqué dans la réponse immunitaire a une agression microbienne, les processus
inflammatoires, le choc septique, la mort neuronale au cours de l'ischémie, certains
mécanismes cellulaires de I'apprentissage et de la mémoire, de I'érection (Griper et Lemaire,
1995). Le NO a un effet cytostatique non spécifique sur les bactéries, les cellules tumorales et
les parasites.

Cependant la stimulation de la production de NO peut également entrainer des effets
déléteres tels que la mort neuronale par D’effet cytotoxique provoquer par la production
intense de NO. Dans le systtme immunitaire comme dans le neurone, selon la quantité
produite, le NO va rester un messager intracellulaire ou diffuser (devenant messager

intercellulaire) ou provoquer la mort de la cellule productrice (Berard, 1997).

Le monoxyde d’azote, joue un réle soit proapoptotique, soit anti-apoptotique dans de
nombreux types cellulaires (Kolb, 2001). Les effets pro-apoptotique du NO font intervenir sa
possibilité de réagir avec I’anion superoxyde Oy~ pour générer du peroxynitrite ONOO" ont

également été impliquées (Blibek, 2009).
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I1.7. NO et systeme immunitaire

Les cellules dans lesquelles la NO synthase de type Il peut étre induite par des
cytokines et des micro-organismes émettent de facon continue et soutenue du monoxyde
d'azote (Griper et Lemaire, 1995). Le NO produit par les NOS II, joue par conséquent un
réle important dans la régulation, I’initiation et le développement des mécanismes de défense
immunitaire de 1’h6te (Dugas et al., 1998). Le flux de NO ainsi produit exerce dans la cellule

émettrice et dans son environnement une action antivirale, antibactérienne et antiparasitaire.

Au voisinage de la cellule productrice, ce flux est suffisant pour bloquer la prolifération

de cellules tumorales mais aussi de lymphocytes T activés (Gripel et Lemaire, 1995).

11.8. La cytotoxicité de monoxyde d’azote

Le peroxynitrite (ONOQ") est un oxydant biologique puissant, formé a partir d’une
réaction de diffusion limitée extrémement rapide entre deux radicaux libres 1’anion
superoxyde (O, ) et le monoxyde d’azote (NO). Ce dernier est largement connu comme un
important messager intercellulaire dans les systémes cardiovasculaire et nerveux ou dans les
réactions immunologiques. Le peroxynitrite induit plusieurs effets cytotoxiques incluant la
peroxydation lipidique, la nitration des protéines et leur oxydation, 1’altération oxydative de
I’ADN, TI’activation des meétalloprotéinases de la matrice extracellulaire ainsi que
I’inactivation de nombreuses enzymes. Il en résulte un dysfonctionnement dans différents
processus cellulaires et I’induction de la mort cellulaire par apoptose et nécrose, selon les taux

de peroxynitrite (Lahmar-Belguendouz et al., 2013).

La cytotoxicité du NO est en majeure partie due a I'inhibition d'enzymes impliquées soit
dans la respiration mitochondriale soit dans la réplication de I'ADN. Compte tenu des
relations existant entre les processus inflammatoires et le radical NO, il semble donc
nécessaire de quantifier la production du NO dans les voies aériennes des sujets ayant une

inflammation bronchique aigué et / ou chronique (Dinh-xuan et al., 1998).
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Notre travail a porté sur I’é¢tude histologique des fragments pulmonaires de bovin
atteints d’échinococcose kystique dont le but est d’étudier I’effet du peroxynitrite sur la
viabilit¢ de I’hydatide et les différents changements physiopathologiques sur un organe
infecté par la larve hydatique. Par une observation microscopique apres réalisation des coupes

histologiques et coloration.

111.1. Matériel

Pour la réalisation de cette étude, nous avons eu a utiliser, d’une part, le matériel ayant
servi pour les activités menées aux abattoirs (Réalisation des prélévements), et d’autre part, le
matériel nécessaire pour la réalisation des coupes histologiques effectuées au sein du
laboratoire d’anatomopathologie de 1’établissement hospitalier Mohamed Boudiaf de la
wilaya de Bouira, et de biochimie au niveau des laboratoires de la faculté des sciences de la
nature et de la vie et des sciences de la terre (FSNVST) de I’université Akli Mohand Oulhadj
(UAMOB) De la wilaya de Bouira

111.1.1.Matériel biologique
111.1.1.1.Kystes hydatiques

Les kystes hydatiques pulmonaires ont été obtenus a partir des bovins atteints
I’échinococcose hydatique au niveau de 1’abattoir d’Ain Bassam. Les Kystes hydatiques sont

collectés dans des conditions stériles rinces a I’eau physiologique et conservés a +4°C.
111.1.1.2.Les biopsies

Les biopsies sont prélevées a partir des poumons de bovins atteints I’hydatidose et sont

fixées dans du formaldéhyde 4%.
111.1.1.3. Le milieu de culture

Le milieu utilisé dans nos expériences est le milieu DMEM enrichi avec 10% de sérum
de veau feetal décomplémenté a +56°C pendant 30 minutes et complémenté avec 1mg/ml de
L-Glutamin, de 300 mg/ml de Tricine pH 7.4 et 2 Mm et d’un mélange d’antibiotiques (40
mg/l de Gentalline et 200.000 unités/l de Péniciline. 1l est utilisé pour la culture des

membranes Kystiques.
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111.1.2. Matériel non biologique

111.1.2.1. Appareillages et equipements

Les appareils et I’équipement utilisée au cours de notre expérimentation est résumé dans

le tableau 02.

Tableau 02: Appareillages et équipements

Appareillages Marques
Spectrophotomeétre OPTIZEN 3220UV ®
Autoclave WiseClave ®

Haut aspirante

KUGEL medical ®

Balance de précision

AR124CN OHAUS® ADVenturer

Haut a flux laminaire

CRumaFI-2 ®

Haut chimique Chemcap™'®
Etuve 2 37°C Venticell ®
Automate de déshydratation (autotechnicum) | Leica ®

Appareil d’enrobage

Leica EG 1160 ®

Microtome

LEICARM 2125RT ®

Bain-marie 45°C

Leica HI 1210 ®

Plaque chauffante a 75°C

Leica HI 1220 ®

Microscope optique

KONUS ®

111.1.2.2. Accessoires et verreries

e Micropipettes a volume variable (20ul, 100pl, 1000ul) ;

e Trousse de dissection ;

Lame et lamelle ;

Cuve de spectrophotomeétre ;

Fioles ;

Bec benzéne (alimentation gaz) ;

Bechers ;

Eppendorfs ;

e Erlenmeyers.
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111.1.2.3. Réactifs

e Formaldéhyde a 4% et 10% ;
e Acide chlorhydrique (HCI) ;
Chlorure de sodium (NaCl) ;

e Phosphate de potassium (KH,PO4;
¢ Hydroxyde de sodium (NaOH) ;
¢ Nitrite de Na (NaNO,) ;

e Eau oxygéné (H,0,) ;

e Eau physiologique ;

e Eau distillée ;

e Xyléne;

e Alcool absolu ;

e Paraffine ;

e Hématoxyline ;

e Eosine 4 10% ;

e Baume de canada : Eukitt.

e I’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3)

111.2. Méthodes

La démarche expérimentale suivie au cours de notre travail est résumée dans la figure
07.

111.2.1. Synthése d’une solution de peroxynitrite par la méthode du «quench flow»

Cette méthode nécessite une solution d’eau oxygénée (0.6M) dans HCI 0.7M et une
deuxiéme solution de nitrite de sodium (0.6M) (Annexe 1). Ces solutions sont pompées et
mélangées au niveau d’une jonction (T). La réaction de 1’acide nitreux avec le peroxyde
d’hydrogéne conduit a la formation de 1’acide peroxynitreux. Une solution aqueuse de soude
NaOH (1.5M) est additionnée rapidement (Figure 06).

La solution du peroxynitrite synthétisée est récupérée dans une fiole sur un mélange de
glace et de sel pour conserver la solution qui est plus stable a des températures inférieures a
0°C.

La concentration est déterminée par la loi de Beer Lambeer :

0
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A=L.C. €

Sachant que : Amax =320 nm, le coefficient d’extinction molaire €=1670M™.cm™

ONOOH
instable —
/

™~ +
Y e

PN

0.6 MH,0,
0.7MHCl aq

0.6MNaNO,  NaOHLSM golution de ONOONa"

Figure 06: Protocole de synthése du peroxynitrite par la méthode du« quench flow ».

Afin d’¢éviter les interférences avec les nitrites, une DO corrigée est déterminée en
mesurant 1’absorbance de la solution préparée qui est DOspy et 1a DOso+kH2p04 QUi COrrespond

a la densité optique de la solution du peroxynitrite apres addition de 100mM de phosphate de
potassium pH 7,4.

Do corrigée = DOsoy -DO0goj + kH2P04

La solution du peroxynitrite est filtrée et stockée a —70°C.
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Poumons infectés

Préparation des
Elimination fragments tissulaires

Ponction du
liquide hydatique

v

Solution de peroxynitrite Milieu DMEM Fragments de kyste + le tissu

présence de CO,

<+——| Mise en culture des pieces

\ 4

Coupe histologique Etude des changements physiopathologiques

Figure 07: La démarche expérimentale (Photographie originale).
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111.2.2. Obtention des membranes kystiques d’Echinococcus granulosus

Les tissus qui contiennent les kystes hydatiques ont été rincés avec 1’eau physiologique
pour éliminer 1’exces de sang, elles sont coupes sous haute & flux laminaire en petites
fragments de 0.5cm (figure 08) qui présentent les piéces de membranes (germinative et

laminaire).

Figure 08 : Image d’un poumon infecté par un kyste hydatique(A), réalisation des

coupes macroscopiques (B) (Photographie originale).

111.2.3. La mise en culture des pieces de membrane

Les microplaques ont été remplies avec différents volumes de milieu DMEM (366-
395ul) et la solution de peroxynitrite (4-30ul), avec deux puits témoins pour faire la
comparaison (Annexe 2). Les pieces de membranes ont été mises en culture dans les puits

(Figure 09).

Les cultures sont incubées a 37°C dans une atmosphere humide saturée avec 5% de CO,
en présence de différentes concentrations croissante de peroxynitrite (10, 20, 30, 40, 50, 60,
70,80uM) pendant 24 heures, 48 heures et 72 heures. Afin de testée 1’action des dérivés du

NO sur les membranes kystiques.
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Figure 09 : Image de la mise en culture des pieces de membrane dans le milieu DMEM

(Photographie originale).

111.2.4. Technique de préparation des coupes histologiques

La préparation des coupes fines a été réalisée effectuée selon différentes étapes de
techniques histologiques (HOULD, 1999). Ces étapes sont les suivantes :

-Réalisation des coupes et éventuellement fixation des prélévements ;
-Déshydratation ;

-Inclusion en paraffine (Enrobage) ;

-Coupe de bloc de paraffine ;

-Coloration manuelle a ’Hémalun-Eosine ;

-Montage lame et lamelle ;

-Observation en microscope (lecteur et interprétation).
111.2.4.1. La fixation des piéces dans le formaldéhyde

L’étape consiste a mettre les piéces de membranes aprés la culture dans des flacons
contenant 1 ml de formaldéhyde a 4% pendant 24 a 48 heures afin de mieux fixer et conserver
les échantillons. Apres enregistrement et étiquetage des échantillons, des leur réception au
laboratoire d’anatomopathologie de 1’établissement hospitalier Mohamad Boudiaf de Bouira.
Sous haute aspirante, les fragments sont placés dans des cassettes en plastique, qui
comportent les numéros d’identification pour chaque prélévement. Ces cassettes ont été

placées dans un bain remplis de formaldéhyde a 10% puis sont lavées a 1’eau courante pour
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¢liminer 1’excés du formaldéhyde (Figure 10). Ces échantillons feront 1’objet d’étude

histologique.

Figurel0: Image de la fixation des pieces dans le formaldéhyde (photographie originale).
111.2.4.2. Déshydratation et eclaircissement

La déshydratation est une opération qui permet d’éliminer 1’eau contenue dans le tissu,
I’opération doit étre progressive pour que la substitution n’entraine pas de déformation des
tissus. Elle comporte une série de bain d’alcool avec des concentrations d’ordre croissant qui
se déroulent dans un appareil a circulation automatique (Lieca®) (Figure 11) et qui assure
une agitation continuelle des paniers contenants les cassettes. Il s’agit d’un appareil a bain
multiples. Disposé en cercle, le panier contenant les tissus est suspendu a un systeme mobile
qui le transporte d’un bain a I’autre selon un programme prédéterminé. Le systéme de
transport est construit de telle maniere que le panier subisse une agitation pendant toute

I’opération qui dure 22 heures (Tableau 03).
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DEEE 28 4
. 0o
jc]c]ujol

Figure 11:Automate de déshydratation (Leica®) (photographie originale).
Tableau 3 : Etapes de déshydratation.

Etapes Opération Bains Durée
1 Fixation Formol 10% Quelques minutes
2 Poste-lavage Eau courante passage
3 Alcool 450 % 2 heurs
4 Alcool a 70% 2 heurs
5 Alcool a 90% 2 heurs
6 Déshydratation Alcool a 100% 2 heurs
7 Alcool a 100% 2 heurs
8 Alcool a 100% 2 heurs
9 Alcool & 100% 2 heurs
10 Eclaircissement Xyléne 2 heurs
11 Xyléne 2 heurs
12 Imprégnation Paraffine 1 heur 30 minutes
13 Paraffine 1 heur 30 minutes

111.2.4.3. Inclusion en paraffine (enrobage)

Les échantillons déshydratés sont inclus dans la paraffine dans des moules en inox.
Cette étape permet une solidification de 1I’échantillon par leur polymérisation. On place les
molécules d’eau initiales, par la paraffine qui est liquide a 60°C et dure a la température

ambiante. Elle est soluble dans les solvants cités précédemment donc cela permettra sa
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pénétration dans les tissus. Les moules sont laissés pour refroidir sur une plaque de
refroidissement (Figure 12) et ensuite les blocs sont démoulées, on obtient un bloc qui pourra

étre correctement coupé. Ces blocs servent aussi de moyen de stockage des échantillons.

Casettes

Figurel? : Inclusion en paraffine (photographie originale).

111.2.4.4. La réalisation des coupes histologiques

Les coupes histologiques se font a I’aide d’un appareil, microtome (Leica®). Les blocs
sont placés selon la position de la lame du microtome. Le procédé débute par un

dégrossissement a partir de 20 a 50 um puis faire réduire progressivement 1’épaisseur jusqu’a
atteindre 3pm. En fin on obtiendra un ruban (Figure 13).
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Figurel3: Réalisation des coupes histologiques (photographie originale).

111.2.4.5. Etalement, collage et séchage

Apreés avoir réalisé les coupes, elles sont mises dans un bain marie a une température de
45°C qui permet d’effectuer un bon étalement des coupes, sans replis, sur les lames porte
objet. Ensuite, les lames sont séchées et collées pendant 15 min sur une plaque chauffante a

75°C (Figure 14).

Figureld: Etalement, collage et séchage (photographie originale).
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111.2.4.6. Déparaffinage et réhydratation

Il s’agit du passage des lames dans deux bains de xyléne pendant 15 min pour chacun,
puis un passage dans des bains d’alcool avec des concentration décroissantes 100%, 90%,

70% pendant 3 min pour chaque bain, apres en rince dans un bain d’eau (Figure 15).
111.2.4.7. Coloration et montage

Les lames sont colorées a 1’hématoxyline pendant 50 sec puis rincer avec de I’eau
courante jusqu’a la disparition de couleur. Plonger les lames 1 min et 40 sec dans un bain
d’éosine, rincer aven d’eau distillée pendant 1 min. les lames sont réhydratées par passage
dans des bains d’alcool avec des concentrations 90%, 100% pendant 1 min pour chacun, enfin

en les mettre dans un bain de xyléne (Tableau 4).

Figurel5 : Déparaffinage et Coloration (photographie originale).

Le montage se fait classiqguement entre lame et lamelle. Il consiste a déposer une goutte
de colle (Eukit) sur une lamelle couvre-objet. Ensuite, les lames sont retirées du dernier bain
de toluene et sont rapidement recouvertes par la lamelle. Les lames ainsi recouvertes de
lamelle sont retournées ensuite rapidement tout en évitant d’inclure des bulles d’air entre les
lames et les lamelles. L’ensemble est laiss¢ a température ambiante afin de permettre la

fixation des lamelles sur les lames (Figure 16).
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Figurel6 : Le montage (photographie originale).

Les lames sont donc prétes pour étre observées au microscope en vue d’un lecteur et

d’une interprétation.
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Tableau 04 : principales étapes de coloration a I’Hémalun-Eosine (HE).

Etapes . ]
Milieu Durée
01 Xylene 15Minutes
02 Deparaffinage Xyléne 15Minutes
03 | FEfapesde Alcool & 100% 3 min
préparation a la
04 coloration Alcool a 90% 3 min
05 Hydratation Alcool a 70% 3 min
06 Eau courante Passage
07 Hémalium 50secondes
08 Etape de Eau courante Passage
coloration Coloration
09 | proprement dit Eosine Iminute et 40seconde
10 Eau distillée 1 min
11 Etape de Alcool 90% Imin
préparation au ) ] i
12 Déshydratation | Alcool 100% 1min
montage
13 Eclaircissement | Xyléne Passage
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111.2.4.8. observation microscopique des coupes histologiques

L’observation des coupes vise essentiellement a décrire les changements
microscopiques par une étude comparative avec des tissus sains témoins. L’interprétation des

données recueillies permet d’établir un diagnostic histologique.

Les lames sont examinees au microscope optique (KONUS®) (Figure 17). Elles sont
tout d’abord observées aux faibles grossissements (objectif 4) pour apprécier I’architecture
des tissus pulmonaires, puis aux forts grossissements (objectifs 10) pour observer les détails

du tissu examiné, permettant ainsi d’identifier les changements sur les coupes histologiques

examinées.

Figure 17 : Observation des coupes histologiques au moyen d’un microscope

optique (photographie originale).
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IV.1. Résultats
IV.1.1. Obtention de la solution du peroxynitrite
1V.1.1.1. Production du peroxynitrite de sodium (ONOONa)

Au cours de notre étude nous avons obtenu une solution de peroxynitrite qui répond aux
caractéristiques physicochimiques de la solution du peroxynitrite synthétisée par la méthode
du Quench flow. Ainsi nous avons obtenu une solution de couleur jaunatre d’un pH alcalin
(pH12) (figure 18).

La réaction de nitration par le peroxynitrite a été testé sur les groupements phénoliques
de la phénophtaléine permettent de mettre en évidence la réaction de nitration de la tyrosine in

Vivo.

Figure 18 : Solution de peroxynitrite de couleur jaune produite par la méthode de
«QuenchFlow » (photo originale).

Cette solution est rapidement congelée pour éviter la décomposition du peroxynitrite en

d’autres intermédiaires. Le peroxynitrite a une demi- vie de 1.9 s a un pH neutre.

La concentration de la solution du peroxynitrite tient compte de la dilution considérée
pour le test dans du NaOH (0.3 M).

1V.1.1.2. Etude de la réaction de nitration par le peroxynitrite

L’utilisation de la phénophtaléine, indicateur trés largement utilisé dans les dosages
acido-basiques, sa zone de virage de I’incolore au rose étant comprise entre pH 8.2 & 10 a
permis de démontrer la capacité du peroxynitrite a nitrater les composants phénoliques a pH

neutre.
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L’addition de quelques gouttes de phénophtaléine a 1% préparée dans 1’Ethanol a la
solution de peroxynitrite (de couleur jaune, pH alcalin) a entrainé le virage de la coloration
vers le rose indiquant la forme déprotonée de 1’indicateur (Annexe 3).

L’addition de I’hydrogénocarbnate de sodium (NaHCO3) donne une coloration jaune.

La nitration est visualisée a pH 8,2 par la présentation de la coloration jaune. Dans ces
conditions, le peroxynitrite se décompose en quelques secondes, 1’apparition de la couleur
jaune n’indique pas qu’il s’agit du peroxynitrite, sa persistance montre que I’indicateur a été
nitraté (Figure 19).

La concentration du CO, a travers la mesure du HCOs nous oriente sur la mesure de la

nitration des phénols.

Solution de phénophtaléine.

Solution de peroxynitrite.

Apparition de couleur rose aprés addition de la phénophtaléine a 1 %.

Apparition de couleur jaune apreés addition de I’hydrogénocarbonate de sodium
(NaCOs,)

Figure 19 : Mise en évidence de la réaction de nitration des groupements phénoliques de la

phénophtaléine par le peroxynitrite (Photo originale).
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1VV.1.2. Examen macroscopique du poumon infesté de kystes hydatiques

L’observation des poumons infesté par le kyste hydatique a I’ceil nu a montré que sa
taille ainsi que sa forme sont modifiees et déformées en fonction du nombre et de la
dimension des kystes (un seul kyste ou polykystique) (Figure 20). Ces organes présentent une
hypertrophie. A la surface de I’organe, apparaissent plusieurs lésions a contour blanchatre
présentant une kyste rempli de liquide hydatique dans le cas d’un kyste superficiel, alors que
d’autre étaient adhérents aux parenchymes pulmonaire et leur détections ne se fait que par

palpation.

Figure 20 : Hydatidose pulmonaire d’origine bovine (photographie originale).

1VV.1.3. Etude de I’effet in vitro du peroxynitrite sur les membranes du kyste hydatique
1V.1.3.1. Effet sur la membrane germinative adhérente a la membrane laminaire

Les premiéres modifications liées a I’action cytotoxique du peroxynitrite apparaissent
progressivement aprés 36 heures d’incubation. Elles sont caractérisées par la perte de I’aspect
lamellaire de la couche laminaire et un brunissement progressif traduisant un effet dégénératif

sur la membrane (Figure 21).

L’étude in vitro de la cytotoxicité du peroxynitrite sur des pieces de membranes
hydatiques (membrane germinative adhérente a la membrane laminaire) a montré un effet
dégénératif du peroxynitrite a une concentration de 40 uM observé apres incubation des
cultures a 37°C dans une atmosphere humide saturé avec du CO,. L’intensité de 1’action

cytotoxique est caractérisée par un noircissement li¢ a [Daltération de la membrane
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germinative. Ces observations montrent que I’action cytotoxique dépend de la concentration

en peroxynitrite et du temps d’exposition.

De plus, nous avons egalement observé des débris de la membrane germinative dans le

milieu de culture indiquant des altérations affectant les membranes kystiques conduisant ainsi

au detachement de la membrane germinative et de la couche laminaire.

[
»

Concentration du peroxynitrite (LM)

Figure 21 : Effet in vitro du peroxynitrite sur la couche laminaire présentant un brunissement
en présence de différentes concentrations croissantes de peroxynitrite apres 48 heures

d’incubation a 37°C. T: Culture témoin.
IVV.1.4. Etude histologique

1V.1.4.1. Tissu pulmonaire sain

L’observation microscopique des coupes histologiques du tissu pulmonaire sain (Figure
22) ont montre un parenchyme caractérisé par la présence d’alvéoles sous forme de cavités

plus ou moins polygonales de diamétre variable.

g
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Figure 22: Coupe histologiques d’une biopsie d’un poumon sain d’un bovinobserve au

microscope optique apres coloration a 1’hématoxyline éosine GX10.

A : Artére ; B : Branche ; AL : Alvéole ; L. é : Lumiére étoilé ; P. R : Parenchyme Remanié ;
P. A : Paroi alvéolaire.

1V.1.4.2.Tissu pulmonaire affecté par la larve hydatique

Les observations microscopiques des coupes histologiques ont montré une altération du
tissu pulmonaire avoisinant le kyste hydatique caractérisée par 1’instauration d’une réaction
inflammatoire dans la zone périkystique.

La présence de la larve hydatiqgue a provoqué une compression du parenchyme
pulmonaire traduit par la réduction de 1’espace alvéolaire (Figure 23).

L’observation microscopique de la larve hydatique est constituée de deux couches, une
membrane interne germinale cellulaire trés riche en noyaux et une couche externe laminaire

stratifiée constitue de plusieurs lamelles concentriques, ces deux couches sont accolées 1’une a

I’autre.
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Figure 23 : Tissu pulmonaire affecté par la larve hydatique observé au microscope optique

apres coloration a I’hématoxyline éosine GX10.
C. L : Couche laminaire

Z. F : Zone fibreuse

1V.1.4.3. Etude des effets cytotoxiques in vitro du peroxynitrite

- Aune concentration de 10 pM

Nous avons observé un effet direct du peroxynitrite sur I’intégrité des membranes
kystiques (Figure 24) caractérisé par une altération des tissus traduit par une perte de la

structure lamellaire de la couche laminaire avec une modification d’espace intra-alvéolaire.

A

Figure 24 : Effet cytotoxiques du peroxynitrite vis-a-vis du tissu pulmonaire a une
concentration de 10 uM (photo originale) GX 4.
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A.C : Altération compléte
D. M. A : Destruction de mur alvéolaire

-A une concentration de 20 uM

L’effet du peroxynitrite a montré une altération compléte de I’aspect lamellaire de la
couche laminaire associé a une altération du tissu pulmonaire (Figure 25) apres 48 heures
d’incubation suggérant le déclenchement d’un processus d’apoptose.

Figure 25 : Effets cytotoxiques du peroxynitrite vis-a-vis du tissu pulmonaire a une
concentration de 20 uM (photo originale) GX 10.
A.C.L : Altération compléte de la couche laminaire ; A.T.P : Altération du tissu pulmonaire.

-A une concentration de30 uM

L’observation microscopique a montré une destruction du mur alvéolaire, la réduction

de I’espace alvéolaire, destruction de la structure du tissu pulmonaire (voir les figures ci-
dessous).
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Figure 26 : Effets cytotoxiques du peroxynitrite vis-a-vis du tissu pulmonaire & une
concentration de 30 uM observé au microscope optique GX10.
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D.L : Détachement des lamelles; D.C.L : Destruction de la couche laminaire;

D.A : Destruction des artéres; D.M.A : Destruction du mur alvéolaire.

-A une concentration de 40 uM
Structure dense de 1’aspect lamellaire (Figure 27) indiquant une perturbation des
lamelles(GX40) en présence de 40 UM du peroxynitrite.

Figure27 : Effet du peroxynitite sur la membrane laminaire mise en culture dans du DMEM
incubée pendant 48 heure a 37°C dans une atmosphére humide saturé avecdu CO, et

concentration de 40 uM observé au microscope optique apres coloration a I’hématoxyline

éosine GX10.

R. E. A : Rétrécissement de I’espace alvéolaire ; L. D : lamelle détaché ; T.N: Tissu nécrosé ;

a : Rétrécissement de 1’espace alvéolaire; P.A.L : Perte de ’aspect lamellaire.
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-A une concentration de 50 uM, 60 uM, 70 uM, 80 uM
L’Altération de la couche laminaire (Figure 28) indique que le peroxynitrite est

hautement cytotoxique ce qui confirme leur role dans 1’action antihydatique.
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Figure 28 : Effets cytotoxiques du peroxynitrite avec altération des tissus pulmonaires et la

destruction cellulaire a differents concentration GX10.
A : Concentration de 50 uM
B : Concentration de 60 uM
C : Concentration de 70 uM
D : Concentration de 80 uM
D.M.T: Destruction marquée du tissu ; P.A.L : Perte de ’aspect lamellaire

D.C.L : Destruction de la couche laminaire ; D.A : Destruction des arteres
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V1.2. Discussion générale

L’effet cytotoxique du peroxynitrite a été rapporté dans plusieurs pathologies et
maladies dégénératives, cette propriété lui permet d’étre une cible potentielle dans 1’action
antihydatique comme agent scolicide. En effet son action scolicide a été montré dans les
travaux réalisés par Boutelja et al., 2009. L’effet cytotoxique du peroxynitrite sur la
membrane laminaire du kyste hydatique a 40 uM témoigne de I’efficacité du NO in vitro
déclenchant également le détachement de cette membrane de la membrane germinative qui

représente une source de nutriments essentiels au développement des protoscolex.

L’effet cytotoxique du peroxynitrite a été évolué sur des fragments tissulaires du
poumon, I’étude histologique a montré la réduction de I’espace alvéolaire rappelant I’impact
de la réaction inflammatoire sur le tissu pulmonaire avoisinant le kyste hydatique. Des
destructions progressives des tissus pulmonaires ont été observées avec I’augmentation de la

concentration de cet anion.

Rappelons que le peroxynitrite est une molécule qui est formée au cours d’un processus
inflammatoire en présence d’une concentration équimolaire de I’anion superoxyde. Le
peroxynnitrite constitue un puissant oxydant dérivé du NO. En effet, les travaux de Touil-
Boukoffa et al., (1998) ont montré I’implication de ce radical dans la réponse immunitaire

vis-a-vis-du kyste hydatique.

La production induite de NO nécessite un controle parce qu’il peut étre délétére pour
I’hdte par son action cytotoxique. Le peroxynitrite est un oxydant hautement réactif produit
par la combinaison de superoxyde (O;) et de NO (Beckman et al., 1990 ; Pryor et
squadrito, 1995). La formation du peroxynitrite a été rapportée dans plusieurs processus
inflammatoires et semble entrainer des dommages tissulaires, notamment au cours de

I’inflammation chronique du tractus gastro-intestinal (McCafferty, 2000).

L’effet cytotoxique du peroxynitrite a été démontré pour les cellules lymphoblastiques
(Li et al., 2002 ; Yamamoto et al., 2002). Les cellules endothéliales de 1’aorte humaine
(Foresti et al., 1999), les ostéoblastes (Reiff et al., 2001), kératinocytes (Szabo et al., 1999)
les monocytes cardiaques (Arstall et al., 1999). Des concentrations de moins de 20 mM de
peroxynitrite induisent I’apoptose des tymocytes (Virag et al., 1998). a forte concentration de
peroxynitrite, la mort cellulaire provient par le processus de nécrose caracterisée par la

perturbation de I’intégrité de la membrane plasmique (Virag et al., 1998).

&



Chapitre 1V Résultats et discussion

La production de NO a été révélée dans le cadre de parasitoses a développement
intracellulaire telles que plasmodium falciparum (Anstey et al.,, 1996); Leishmania
donovani ; Leishmania major. En effet, la quantité de NO produite augmente parallelement a
une hausse de I’activité anti-parasitaire. D’autre parasitoses notamment celles causées par
Tripanosoma cruzi, Toxoplasma gondii sont également associées a I’expression de la NOS2
(Nussler et al., 1994 ; Riches et al., 1998 ; Das et al., 2001).

Cependant, plusieurs agents scolicidies tels que I’eau oxygénée H,O, a 20 volume et le
glycose hypotonique sont utilisés en chirurgie mais ils ne sont pas efficaces car la survenue
d’échinococcoses secondaires a été souvent observée apres chirurgie. Dans ce contexte, nous
avons tenté de chercher d’autres agents tels que le peroxynitite qui est impliqué dans I’action

anti- hydatique.

Par ailleurs, le S-nitriso-N penicillamine (donneur de NO) entraine la destruction de
Leishmanies (Salvati et al., 2000). Le NO détruit Schistosome in vitro et in vivo (Moncada
et al.,, 1997 ; Colasanti et al., 2000). Les kystes hydatiques de murins a Echinococcus

granulosus sont détruits par le NO produit par les macrophages péritonéaux.

Des études in vitro ont confirmé 1’effet cytotoxique du peroxynitrite pour les parasites.
De plus, il a été rapporté que cet anion réduirait la viabilité de Fasciola hepatica maintenu in
vitro dans la bile (Sadeghi-Hashjin et Naem, 2001).

L’action cytotoxique de peroxynitrite a été également observée pour les parasites a
multiplication intracellulaire. 1l a été rapporté que le peroxynitrite est cytotoxique vis-a-vis de
la forme amastigote de Leishmania amozonensis en culture (obtenus a partir de la forme
promastigote). A I’inverse, le NO est cytostatique, le peroxynitrite est un effecteur produit par

les macrophages important dans la destruction de Leishmania in vivo (Linerares et al., 2001).

L’action antiparasitaire a été également observée in vitro pour trypanosoma cruzi

(Figueiredo et Souto-Padron, 1999).

L’intérét de 'utilisation des dérivé de NO tel que, le peroxinitrite de sodium présente
une certaine efficacité dans une perspective préconisant la cytotoxicité de ces métabolites
dans un contexte antiparasitaire développé dans un but thérapeutique. Cette suggestion est

appuyée par la forte production endogéne de NO au cours de I’hydatidose.

&



Chapitre 1V Résultats et discussion

Cette étude ouvre des perspectives a long terme pour une thérapie par des donneurs de
NO qui contribuent a I’atteinte de la viabilité de I’hydatide et permettre probablement sa

résorption.

&



Conclusion

Conclusion

Cette étude constitue une contribution a la mise en évidence de I’implication du
monoxyde d’azote dans la lutte anti-hydatique. En effet, nos résultats soulignent le role
effecteur direct du monoxyde d’azote dans la réponse immunitaire de 1’hote. Ainsi, le
monoxyde d’azote particulierement son dérivé le peroxynitrite a montré une action toxique

Vvis-a-vis de I’hydatide en affectant 1’intégrité de ses membranes.

L’étude histopathologique du tissu pulmonaire affecté par le kyste hydatique a montré
un processus inflammatoire indiquant une réponse immunitaire intense entrainant des

altérations au niveau des tissus pulmonaires avoisinant le kyste hydatique.

Le peroxynitrite & une concentration de 10uM a montré une altération de la couche
laminaire mais il n’a pas induit de cytotoxicité sur le tissu pulmonaire. Cependant a partir
d’une concentration de 20uM, le peroxynitrite a montré des altérations aussi bien au niveau
des membranes kystiques que le tissu pulmonaire et dont I’intensité des altérations est

dépendante de la concentration de cet anion suggérant un processus d’apoptose.

Le peroxynitrite pourrait ouvrir des perspectives quant a I’utilisation d’agents scolicides

car il a induit une toxicité in vitro comme agent scolicide.

A regard global de nous résultats, notre étude sera une ouverture vers le développement
de nouveaux agents scolicides pouvant étre utilisés dans les techniques préconisées dans le
traitement chirurgicale de la parasitose afin de prévenir les récidives et d’empécher la

survenue d’échinococcose secondaire due a la dissémination de vésicules ou de protoscolex.

En perspective, il serait important
-D’explorer la voie de la NOSII qui en faveur de I’élimination du parasite.
-De tester d’autres molécules sur la viabilité du kyste hydatique.
-De mettre en évidence sa production in situ par la recherche de marqueurs.

-ldentifier les protéines cible du peoxynitrite.
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Annexes

Annexe 1 : Préparation des solutions de laboratoire

Solution d’eau oxygénée HzO2 (0.6M)........ovvviviviiie e, 0.408g/20ml d’eau distillée
Solution d’acide chlorhydrique HCI (0.7M)..........cvveeivninennn. 0.511g/20ml d’eau distillée
Solution de nitrite de sodium NaNO2(0.6M)...........ccvvevviinennnn, 0.828g/20ml d’eau distillée
Solution aqueuse de soude NaOH (1.5M)........c.ccoviiiiiieni e 1.29/20ml d’eau distillée

Annexe 2 : Tableau dedilution

Concentration initiale de peroxynitrite

10 20 30 |40 50 60 |70 80
Vomem (MI) |395,84|391,67|387,5|383,34| 379,17 | 375 | 370,84 | 366,67
Vonoo (pl) 4,16 (833 [125 (16,66 [20,83 |25 |29,16 | 33,33

Annexe 3 : virage de la couleur de la phénophtal éne (zone de virage : pH 8,2 -10)




Glossaire

Apoptose : (ou mort cellulaire programmée) est le processus par lequel des cellules
déclenchent leur auto-destruction en réponse a un signal. C'est lI'une des voies possibles de
la mort cellulaire, qui est physiologique, génétiquement programmée, nécessaire a la survie

des organismes multicellulaires. Elle est en équilibre constant avec la prolifération cellulaire.

Cosmopolite : Un organisme cosmopolite Se dit d’une espéce, vegétale ou animal, a

distribution géographique tres vaste et rependue dans quasiment le monde entier.

Giganto-cellulaire : L’artérite giganto-cellulaire (ou maladie de Horton) fait partie du groupe
des vascularites systémiques. Elle affecte les vaisseaux sanguins de gros et moyen calibres, en
particulier les vaisseaux de la téte, dont les arteres temporales.

Hermaphrodite : Est un personnage de la mythologie grecque. Son nom a été utilisé pour

créer le terme hermaphrodisme, qui désigne ce qui réunit les caractéristiques des deux sexes.

Immunodéprimée : On dit d'une personne qu'elle est immunodéprimée lorsque son systéeme
immunitaire n'est plus capable de faire face correctement a des microbes. Les personnes
immunodéprimées vont étre incapables de gérer normalement des micro-organismes qui, en

temps normal, ne présentent aucun danger.

Métacestode: méta du grec. meta, «apres au-dela de » qui indique le changement, la

postériorité, la supériorité, le dépassement.

Un cestode est unendoparasite dans le tube digestif des vertébrés, y compris
les poissons, les oiseaux et les mammiferes, le corps étant constitué d'une série
de segments appelés proglottides ou proglottis. Ils n'ont pas de systeme digestif , comme les
ténias.lls ont des cycles biologiques complexes qui impliquent plusieurs hétes, y compris les

humains.

Nécrose : est une forme de dégat cellulaire qui mene a la mort prématurée et non

programmée des cellules dans le tissu vivant.

Nitrosation : Est un processus (réaction organique) de conversion de composés organiques
dits « précurseurs » en composés dits « nitroso- », c'est-a-dire dérivés de composés contenant

la fonction chimique R-NO (ex : nitrosamines).
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Glossaire

Nitrosonium : L’ion nitrosonium est I'oxycation NO*, dans lequel I'atome d'azote est lié & un
atome d'oxygéne par une triple liaison, le cation portant dans son ensemble une charge

positive.

Nitrosylation : Est l'incorporation covalente d'une fraction d'oxyde nitrique dans une autre
molécule (généralement organique). Ceci est souvent accompli par I'exposition a l'acide
nitreux ou a un équivalent efficace (une solution de nitrite de sodium et d'acide
chlorhydrigue). La nitrosylation aide au mécanisme de réparation de I'ADN et a la régulation

des processus cellulaires.

Ostéoclastes : Sont les macrophages des 0s. Ce sont des cellules multinucléées possédant de
quelgues noyaux a une cinquantaine de noyaux (syncytium) au niveau de leur pole apical,
d'origine hématopoiétique. Elles ont un diameétre de 50 a 100 um. Elles sont responsables de
la résorption du tissu osseux, par le processus de l'ostéolyse, et participent donc a son

renouvellement continu.

Perikystectomie : Est un geste délabrant exposant aux risques de lésions des structures

avoisinantes et de saignement de la cavité résiduelle.

Proapoptotique : Bcl-2 est le prototype d'une famille de genes qui peuvent étre soit pro-
apoptotiques — entre autres Bax, Bak, Bok, Bad, Bid et Bim — ou anti-apoptotiques — parmi
lesquels Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Nrl13 (ou Nrh - DIVA/BOO).

Steechiométrique : Du grec ancien («élément ») et (« mesure »), est un calcul qui permet
d'analyser les quantités de réactifs et de produits qui sont en jeu au cours d'une réaction
chimique. C'est aussi la proportion des éléments dans une formule chimique. Jeremias
Benjamin Richter (1762-1807) fut le premier a énoncer les principes de la steechiométrie,

en 1792. 1l écrivait alors :

« La stechiométrie est la science qui mesure les proportions quantitatives ou rapports de

masse dans lesquels les éléments chimiques sont impliqués. »

Zoonoses : Sont des maladies et infections dont les agents se transmettent naturellement des
animaux vertébrés a I'homme, et vice-versa. Le terme a été créé au XIX®siécle, a partir

du grec z6on, « animal » et nosos, « maladie », par Rudolf Virchow.
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Abstract

Hydatidosis is a cosmopolitan parasitosis caused by the larval form of a cestode called
Echinococcus granulosus. It is not only one of the most devastating parasitic diseases in
humans, but it is also very difficult and expensive to treat and prevent. The involvement of
NO in the antihydatic action has been demonstrated in severa in vitro and in vivo studies. In
this context. Our work focused on histopathological study which showed the establishment of
an inflammatory process. On the other hand, the study of the in vitro effect of peroxynitrite
synthesized by the Quench flow method. Our results showed a degenerative effect on the
laminar membrane resulting in progressive browning depending on the peroxynitrite
concentration. The histological study showed cytotoxic effects of peroxynitrite on pulmonary
tissue at a concentration of 40 uM. These data could contribute to the development of new
effective scolicidal agents that could be used in therapeutic techniques requiring the use of
scolicidal agents.

K eywor ds. Echinococcus granulosus, nitric oxide, peroxynitrite.
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Résumé

L hydatidose est une parasitose cosmopolite causée par la forme larvaire d’un cestode
appelé Echinococcus granulosus. Elle est non seulement I’une des maladies parasitaires les
plus dévastatrices chez I’hnomme, mais elle est également trés difficile et couteuse a traiter et a
prévenir. L’implication du NO dans I’action antihydatique a été démontrée dans plusieurs
études in vitro et in vivo. Dans ce contexte. Notre travail a porté sur éude histopathol ogique
qui a montré I’instauration d’un processus inflammatoire. D’autre part I’étude de I’effet in
vitro du peroxynitrite synthétisée par la méthode du Quench flow. Nos résultats ont montré un
effet dégénératif sur la membrane laminaire traduit par un brunissement progressif dépendant
de la concentration en peroxynitrite. L’étude histologique a montre des effets cytotoxiques du
peroxynitrite vis-a-vis du tissu pulmonaire a une concentration de 40 uM. Ces données
pourrait contribuer au développement de nouveaux agents scolicides efficaces qui pourraient

étre utilisé dans les technique thérapeutique nécessitant I’utilisation d’agent scolicide.

Mots clés : Echinicoccus granulosus, monoxyde d’azote, le peroxynitite.
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