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Résumé :

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une affection pulmonaire dont
le premier facteur de risque est le tabagisme. Elle est caractérisée par une diminution
progressive des debits aériens non totalement réversible associée a une destruction des parois
des alvéoles et une inflammation chronique. Cette maladie, est un véritable probléme de santé
publique qui pourrait, selon I’OMS, étre la 3*™cause de décés a I’horizon de 2020.

L’objectif de notre étude est d’établir un modele murin de BPCO chez des souris male de type
BALB/c afin d’étudier, d’une part, les changements histologiques et anatomiques
d’emphyséme au cours de la BPCO. D’autre part, une analyse de I’expression du monoxyde
d’azote (NO) plasmatique a été réalisée.

La démarche expérimentale a été élucidé comme suivante : il s’agit d’une étude de type
témoin basée sur trois injections intra péritonéale de I’extrait de tabac (CSE) fraichement
préparé pour chaque administration pour les lots du souris traitées et des injection du PBS
stérile pour les lots du souris témoins, selon un calendrier bien précis durant un mois
d’expérimentation (j1, j12, j23 et sacrifice en j29). Par la suit une étude macroscopique des
rates et des poumons a été réalisée ainsi qu’une analyse histologique des coupes transversales
des poumons ont été procédées par la coloration d’hématoxyline et a I'éosine (HE). En fin, des
dosages plasmatiques du monoxyde d’azote (NO) ont été faites par la méthode griess afin
d’évaluer sa teneur et son association aux processus inflammatoires et aux changements
histopathologies observés.

Les résultats obtenus révelent une destruction des parois pulmonaire et des Iésions tissulaires
témoignent d’une installation d’un emphyseme pulmonaire. Aussi, une expression systémique
importante du NO a été notée et ceci en association avec I’infiltration des cellules
inflammatoires au poumon et parfois une hémorragie locale signe d’hypertension pulmonaire.

Finalement, toutes ces observations présentent des similitudes avec les mécanismes
physiopathologiques observés chez les patients atteints de BPCO ce qui suggere que ce

modele expérimentale est un bon exemple d’étude pour cette maladie.

Mots clé:modeéle murin, BPCO, emphyséme, concentré de tabac, monoxyde d’azote
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Introduction :

La muqueuse respiratoire est I’interface entre I’organisme et le monde extérieur, elle est
donc en premiére ligne de défense face aux agresseurs polluants tels que les particules de
tabac la fumé de cigarette. Ces agresseurs sont considérés comme des facteurs de risque de
plusieurs pathologies chroniques, pulmonaires et extra-pulmonaire, parmi ces maladies on a :
la Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO).

La BPCO qui est un probleme majeur de la santé publique a la fois pour sa sévérité et sa
fréquence. Selon I’organisation mondiale de santé, sa prévalence sera doublée en 2020 ce
qu’il arend la 3°™ cause de mortalité dans le monde entier.

C’est une pathologie regroupant I’ensemble des maladies obstructives broncho-pulmonaires,
a I’exclusion de I’asthme. Elle se définit par trois grand phénotype y compris la bronchite
chronique, I’hypersécrétion de mucus et I’emphyséme, ils existent séparés ou en combinaison.

Le fumé de tabac est considéré comme le principal facteur responsable de développement
de la maladie car il joue un rdle crucial dans I’activation et I’attraction des cellules
immunitaires. Ces derniéres liberent d’autres molécules tels que les cytokines pro-
inflammatoire, ces éléments contribuent au développement d’une inflammation pulmonaire
se traduit par les différents signes caractéristique de BPCO dont les mécanismes
physiopathologiques restent mal élucidés.

Dans cette optique, afin de mieux comprendre ces mécanismes, nous nous intéressons en
premier lieu a I’établissement d’un modéle expérimentale murin. Nous avons choisis un
modéle de I’'emphyseme pulmonaire observé lors de la BPCO présentant des similitudes avec
I’anatomie pulmonaire de I’homme.

Aussi, nous avons renforcé cette étude histologique par la mesure de taux de monoxyde
d’azote(NO). Le NO qui est définit comme étant un biomédiateur détecté au cours de
plusieurs pathologies inflammatoires [McMicking et al ,1997], afin d’éclaircir le lien entre

I’emphyséme et le changement d’expression de ce biomarqueur inflammatoire.
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I. Généralité sur la Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)

I-1. Définition :

La BPCO est une maladie chronique qui se caractérise par une limitation non totalement
réversible des débits aériens, souvent lentement progressive. Cette limitation des débits est
secondaire a une réponse inflammatoire anormale aprés inhalation d’aerocontaminant

(particules, gaz délétere) dont le principal est fumée de tabac [GOLD ,2009].

I-2 .Classification de la BPCO :

La meilleure fagon d’estimer I’obstruction bronchique est la spirométrie. La diminution du
rapport de Tiffeneau définit le syndrome obstructif et la valeur du VEMS spécifie de degré
d’obstruction qui permet de classer les patients BPCO selon des stades de sévérité différents.
Il existe plusieurs classification internationales pour définir I’obstruction la plus usuellement
pratiquée est la «Global initiative for chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) », selon le
GOLD en 2006 on distingue quatre stades de sévérités [GOLD, 2009] semble étre standard
actuel.

Elle classe les patients BPCO en quatre stades de sévérité selon la valeur de leur VEMS :

VEMS/CV<0.70 et
GOLDI (faible) VEMS1> 80% prédite
VEMS/CV<0.70 et
GOLDII (moyen) 50%<VEMS1<80% prédite
VEMS/CV<0.70 et
GOLDIII (sévére) 30%<VEMS1<50% prédite
VEMS/CV<0.70 et
GOLDIV (tres sévere) VEMS1<30% prédite

Tableau 1 : Classification de la BPCO [Atsou et al ,2012]
2



Partie | : Recherche Bibliographigue

I-3. Epidémiologie :

Dans le monde, la mortalité par la BPCO devrait doubler en 2020 par rapport a 1990 et
devenir la troisieme cause de mortalité (apres les cardiopathies ischémiques et les maladies
cérébrovasculaire) en raison de I’augmentation du tabagisme, notamment chez les femmes
[Murry et al, 1997] .

En France, la prévalence des BPCO est estimée & 15,5% chez les hommes et 14.8 % chez les
femmes [Molinie et al, 2003] .En Amérique plus de 26 millions américains souffrent de cette
pathologie en 2003 et représente la 4™ cause de mortalité [Mapel et al, 2004]. En Algérie la
prévalence des BPCO est vraisemblablement sous estimée car ces affections ne sont
généralement diagnostiquées qu’une fois devenues apparentes sur le plan clinique et déja
passablement avancées .Une étude statistique en Algérie a estimé qu’en 2010 la prévalence de

la BPCO serait de 250.000/36.000.000 habitants[Zidouni et al,2005] .

I-4 .Facteurs étiologiques :

Les facteurs de risque incriminés dans la BPCO sont a la fois liés au patient et a
I’environnement [GOLD, 2005].

I- 4-1. Facteurs endogénes :

Le facteur héréditaire le mieux connu dans I’étiologie de la BPCO est le déficit en alpha 1
antitrypsine. La mutation genétique & I’origine de ce déficit est rare et atteint généralement
des personnes d’Europe du Nord. Elle se transmet sur le mode récessif. La conséquence de
cette mutation est une moindre résistance du tissu pulmonaire aux agressions [Senn et
al ,2005].

On compte aussi I’hyperréactivité bronchique (elle-méme dépendant & la fois de facteurs
génétiques et environnementaux) est un autre facteur de risque connu de la BPCO [GOLD,
2005].

La croissance des poumons pendant la gestation et I’enfance interviendrait également dans la
prédisposition a la BPCO [GOLD, 2005].
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Pendant longtemps, la prévalence de la BPCO et la mortalité qui y est liée étaient nettement
supérieures chez les hommes par rapport aux femmes. Cela ne semble plus étre le cas
actuellement dans les pays industrialisés ou les deux sexes sont quasi égaux devant cette
pathologie [GOLD, 2005]. Cette nouvelle tendance reflete vraisemblablement le changement
de comportement tabagique des femmes, mais pourrait révéler également une plus grande
susceptibilité des femmes aux effets du tabac [GOLD, 2005].

I-4-2. Facteurs exogenes :

De nombreuses substances toxiques pour les poumons peuvent intervenir dans le
développement de la BPCO avec une contribution plus ou moins importante [GOLD, 2005].
Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur de la BPCO, la fumée de tabac contient de
multiples composants chimiques et oxydatifs qui peuvent étre impliqués dans la genése de
I’inflammation caractérisant la BPCO [GOLD, 2005]. Ces composants peuvent agir sur
plusieurs aspects de la physiopathologie de la BPCO : stimulation de la sécrétion de
médiateurs inflammatoires, effet toxique directe sur I’épithélium et la matrice extracellulaire,
déséquilibre de la balance protéase anti protéase par différents mécanismes et induction d’un
stress oxydatif [GOLD, 2005].

Le tabagisme est un facteur de risque bien connu menant : au cancer de divers organes, les
maladies des artéres et des maladies respiratoires comme la broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO) [Almiral, 2004].

Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur impliqué dans plus de 80% des BPCO
[GOLD, 20068].

1-4-3 Autre facteurs de risque :

Des antécédents infantiles d’infections sévéres ont ainsi été associes a une diminution de la
fonction pulmonaire et a une augmentation des symptdmes d’atteinte respiratoire a I’age
adulte [GOLD, 2005].

I-5. L aspect anatomopathologique :

Deux mécanismes sous-tendent I’obstruction bronchique de la BPCO. Il s’agit de I’atteinte
des petites voies aériennes et de la destruction du parenchyme pulmonaire [GOLD, 2005].
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La contribution relative de ces des deux mécanismes differe largement d’une personne a
I’autre [GOLD, 2005].

Précédemment, on insistait sur cette différence, en dissociant la bronchite chronique
(modification de la structure des bronches et hypersécrétion bronchique), de I’emphyséme
(dilatation des espaces aériens et destruction des parois alvéolaires).Actuellement, certains
experts considerent que la définition de la BPCO peut se passer distinction [GOLD, 2005].

I-5-1. Lésion des vaisseaux pulmonaires :

I-5-1-1. Bronchite chronique :

La bronchite chronique est caractérisée par une inflammation de la muqueuse bronchique,
une hyperplasie des glandes muqueuses, une hypersécrétion bronchique et une augmentation
de la perméabilité épithéliale [MacNee, 2006].

La Fumée de cigarette favorise la migration des cellules inflammatoires dans I’épithélium et
I’hypersécrétion de mucus. Les atteintes des grosses bronches sont faiblement corrélées a la
sévérité de I’obstruction évaluée sur le VEMS [Lams, 2004]. A ce titre, la bronchite
chronique n’est pas obligatoirement associée a un trouble ventilatoire obstructif, mais en
constitué un facteur de risque [Lams, 2004].
30%des patients atteints de bronchite chronique développent ultérieurement un trouble
ventilatoire obstructif [Molfino, 2005]. Cependant, les Iésions inflammatoires des petites
bronches et des bronchioles, présentes dés les stades précoces, sont d’autant plus importantes
que la BPCO est sévere [Molfino, 2005]. Ces Iésions inflammatoires sont caractérisées par
I’épaississement de la paroi bronchique et par I’obstruction de la lumiere bronchique par un
exsudat inflammatoire et muqueux [Molfino, 2005]. L’infiltrat inflammatoire (macrophages,
lymphocytes T et B) participent a I’obstruction endo-liminale et a I’épaississement de la paroi
des petites bronches [Molfino, 2005].

Il se définit aussi comme une expectoration chronique due a une augmentation de la
production des sécrétions bronchiques durent au moins trois mois par ans consécutifs, sans
autre cause identifie. En effet, I’agression de I’épithélium bronchique par un aerocontaminant
va entrainer des cils vibratiles ainsi qu’une inflammation de la muqueuse [Similoswski, 2007].
On observera alors une augmentation de la taille et du nombre de glandes a mucus
(augmentation de la sécrétion du mucus) et une hyperplasie des cellules caliciformes

(diminution de la lumiére bronchique) [Similoswski, 2007].
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Figure 1 : Schéma représentative de la Bronchite chronique [Brunner et al, 2006].

I-5-2. Lésion des grosses voies aériennes :

I-5-2-2 .L’emphyseme :

L’emphyseme est du a la détérioration ainsi qu’a la disjonction des fibres élastique des
poumons qui seront remplacées par des fibres plus épaisses et irréguliéres (remodelage
pulmonaire) [Similoswski, 2004]. La definition de I’emphyséme se fait sur des critéres
anatomiques, le diagnostic de celui-ci reposant sur I’imagerie médicale (scanner) [Reychler,
2007]. 1l se caractérise par une dilatation anormale et permanente des territoires pulmonaires
situés en aval des bronchioles et a la perte d’élasticité alvéolaire.

Il existe deux types d’emphysemes : les emphysemes centrolobulaire (atteinte des bronchioles
respiratoires) et pan-lobulaire (atteinte des canaux et sac alvéolaires). Tous ces phénomenes
vont tendre a diminuer la force de rétraction élastique du poumon) [Reychler, 2007].
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Figure 2: Schéma représentative d’Emphyséme centrolobulaire et pan-lobulaire

[SPLF, 2004].

I-6. Les manifestations cliniques :

Les symptomes de la

BPCO et I’asthme peuvent étre tres semblables .1l n’est donc pas

toujours aisé de différencier ces deux pathologies. D’autant qu’elles peuvent coexister chez le

méme patient [Global strategy ,2006].

Une toux modérées le matin (toux de fumeur) et des expectorations sont souvent les premieres

manifestations de la BPCO et peuvent précéder les signes d’obstruction bronchique de

plusieurs années [Institut de veille sanitaire, 2006].

Généralement, les symptdmes n’apparaissent pas avant 40 ans [WHO, 2006] et sont

largement ignorés par les patients [GOLD, 2005].

Progressivement, une dyspnée s’installe. Elle est alors persistante (présente chaque jour) et

peut étre aggravée par I’effort ou par une infection respiratoire [GOLD, 2005].

En outre, les patients souffrant de la BPCO ont généralement des comorbidités associées,

comme I’atrophie musculaire, les maladies cardiovasculaires, la dépression, I’ostéopénie, et

les infections [Sin et al, 2006] qui contribuent a une forte morbidité de la maladie.
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Figure 3 : Schéma représentative les manifestations intra et extra pulmonaires au
cours de la BPCO [Atsou, 2012].

La BPCO est marquée par des épisodes d’exacerbations, impliquant des pathogenes
bactériens et /ou viraux dans 80 % des cas [Sethi, 2004]. La limitation des débits aériens
vésicatoire résulte de deux mécanismes distincts, mais souvent associés : I’obstruction des
voies aériennes (bronchite chronique obstructive) et la destruction du parenchyme pulmonaire

(emphyseme) [Djelili ,2013].
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Figure 4: Destruction du mur alvéolaire, perte d’élasticité, les petites voies aériennes ne sont
plus attachées, fibrose pulmonaire, destruction du lit capillaire et réduction du diamétre des

voies respiratoires (bronchiolite oblitérant) [Barnes, 2004].

I-7. Diagnostic :
I-7-1. Spirométrie:

Le diagnostic est basé principalement sur la spirométrie. Elle mesure la limitation du débit
d'air et il est nécessaire pour confirmer un diagnostic de la BPCO.
La spirométrie post bronchodilatatrice confirme la composante partiellement réversible de
l'obstruction des voies aériennes chez les patients atteints de BPCO.
D'une maniere générale, les résultats d'obstruction sur les tests de fonction pulmonaire sont en
corrélation faible avec I'ampleur anatomique de I'emphyseme, avec des valeurs de résultats de
0,4 a 0,7et I'emphyséme peut impliquer 30 % du parenchyme pulmonaire sans la présence
d'obstruction d'écoulement d’air [Muller ,1991] [Pratt ,1987].

I-7-2. Radiographie thoracique:

La radiographie thoracique peut étre utile dans le diagnostic différentiel et doit étre obtenue
sur tous les patients [GOLD, 2007].
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Il est nécessaire pour exclure d'autre maladies et d'établir la présence des comorbidités
importantes telles que l'insuffisance cardiaque [GOLD, 2007].

L’emphyseme sévere peut étre clairement diagnostiqué a partir des radiographies,
I’emphyséme léger n'est pas aussi évidant des radiographies, et 'emphyséme modéré est
diagnostiqué a partir des rayons X de la poitrine seule environ 50 % du temps [Celli ,1995].

I-8. Traitement :

La prise en charge des patients BPCO devrait comprendre 4 volets : I’évaluation et le suivi
de la maladie, la diminution des facteurs de risque, la stabilisation de la BPCO et la gestion
des exacerbations.

L’accompagnement de patients vers I’arrét de tabagisme est I’action la plus importante car la
mieux a méme d’influencer I’histoire naturel de la maladie [Institut de veille

Sanitaire ,2006].

Les bronchodilatateurs sont le pilier du traitement des symptémes de la broncho-
pneumopathie chronique obstructive. 1ls peuvent étre administrés a la demande ou sur une
base réguliere [GOLD ,2005]. Parmi les substances Actives possibles, les B2-mimétiques, les
anticholinergiques et la théophylline sont les médicaments de choix, seuls ou en combinaison.
Des corticostéroides inhalés peuvent étre ajoutés au traitement chez les patients
symptomatiques dont I’atteinte fonctionnelle est sévere (Volume Expiratoire Maximal par
Seconde < 50%) et qui subissent des exacerbations répétées (telles que 3 sur les 3 dernieres
années).Par contre, les corticostéroides devraient étre évités par voie systémique lors d’un
traitement chronique au vu de I’importance de leurs effets négatifs [GOLD ,2005].

Une oxygénothérapie peut s’avérer nécessaire a un stade évolue de méme qu’une assistance

ventilatoire [Institut de veille Sanitaire, 2006].

10
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I1: La physiopathologie de la BPCO

I11.1.Définition :

Actuellement, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est définit comme
une affection respiratoire caractérisée par une inflammation chronique responsable de

nombreux changements physiopathologigques au niveau des voies aériennes.

D'une facon générale, I’inflammation observée dans les poumons de la BPCO résulte de
I'inhalation de particules et de gaz déléteres. La fumée de tabac a la capacité d'induire cette
inflammation et d'entrainer par elle-méme des dommages directs dans les bronches et le
parenchyme pulmonaire. Il est trés probable que d'autres facteurs de risque pour la BPCO

soient en mesure d'initier un processus d'inflammation similaire [Daheshia ,2005].
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Figure 5: Les évenements moléculaires et cellulaires immuno-pathologique de la BPCO
[Djelili, 2013].
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11.2.Les cellules inflammatoires :

L'inflammation des voies aériennes est constante au cours de la BPCO et touche les voies
aériennes proximales (VAP) et les voies aériennes distale(\VAD) [Hogg et Timens, 2009].

Le pourcentage de bronchioles contenant des polynucléaires neutrophiles, des macrophages,
des lymphocytes TCD4 et CD8, des lymphocytes B, ainsi que des follicules lymphoides
(témoignant d'une profération lymphocytaire in situ) augmente avec la sévérité de

I'obstruction bronchique [Hogg et al, 2004].

11.2.1.Les cellules myéloides:

11.2.1.1.Macrophages:

Les macrophages alvéolaires jouent un rdle important dans la BPCO. lls sont activés par la
fumée de cigarette. Leur nombre est multiplié par 5a10 dans les bronches, le parenchyme
pulmonaire, le lavage Broncho- alvéolaire (LBA) et les expectorations induites. Le nombre
des macrophages alvéolaires est corrélé a la sévérité de la BPCO [Barnes et al, 2003].

Ils sont localisés en particulier au niveau des lésions emphysémateuses. Cette cellule joue un
role de plaque tournante dans la BPCO [Barnes et al ,2003]. Les corticostéroides sont
inefficaces sur les macrophages de sujets BPCO, du fait d'une diminution de l'activité histone
déacétylase. La baisse de cette activité enzymatique correle avec l'augmentation du TNF-a,

de l'interleukine 8 et de la diminution de la réponse aux corticostéroides [Barnes et al ,2003].

La fonction phagocytaire des macrophages est significativement réduite par la fumée de
cigarette [Kirkham et al ,2004]. En outre les changements phénotypiques des macrophages
alvéolaires humains stimulés par la fumée de cigarette modifient les protéines de matrice qui
régule vers le bas considérablement leur capacité de phagocyter les neutrophiles apoptotiques
[Kirkham et al ,2004].

11.2.1.2. Les polynucléaires neutrophiles :

Les polynucléaires neutrophiles dans le cadre de la BPCO sont en nombre accru. lls sont
activés dans les expectorations et le lavage Broncho-alvéolaire (LBA) [Barnes et al,

12
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2003].Une faible augmentation de ces cellules est constaté dans le parenchyme et la paroi
bronchique. lls fabriquent des enzymes protéolytiques, neutrophile élastase, cathepsine,
métallo-protéase : MMP8, MMP9 et des radicaux libres de I’oxygéne [Barnes et al, 2003].

Ils sont recrutés et activés par des facteurs tel que le GM-CSF, le GCSF, l'interleukine 8, le
leucotriéne B4, CXCL8, CXCL1 , CXCLS5 agissent sur les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes grace au récepteur CXCR2 [Barnes et al, 2003].

Les récepteurs FC qui sont impliqués dans la phagocytose par linteraction avec le
complément sont supprimés par la fumée de cigarette [Mehta et al ,2008].

Les Produits de neutrophiles induisent une hypersécrétion de mucus, a la fois par un effet de
secretagogue aigue et par une augmentation de I'appareil de production de mucus bronchique
[Nadel ,1991].

L'exposition aux médiateurs de I'inflammation pourrait affecter la structure et la contractilité
du muscle lisse bronchique, contribuant a l'obstruction des voies aériennes périphériques. Une
forte corrélation entre le dysfonctionnement des voies aériennes périphériques dans la BPCO
et le nombre de Polynucléaire (PN) Neutrophile dans les expectorations [O’Donnell et al,
2004].

11.2.1.3.Autres :

11.2.1.3.1.Eosinophiles et mastocytes:

Bien que les éosinophiles et les mastocytes sont des cellules effectrices importantes dans

L’asthme, lls n’ont pas ce pivot dans BPCO, Dans I’exacerbation de la BPCO I’éosinophilie
de la paroi des voies aériennes a été observée a un niveau similaire a celui trouvé dans
I’asthme avec une augmentation associée de I’expression de RANTES par et les cellules
épithéliales des voies respiratoires [Zhu et al, 2001].
Au cours de la BPCO stable, une augmentation du nombre de polynucléaires éosinophiles a
été observée dans les expectorations [Shironjit et al, 2006]. Le liquide LBA, et dans la paroi
des voies respiratoires, augmentation des niveaux de protéine éosinophile cationique (ECP)
dans Liquide LBA [KLUCHOVA et al 2007] et [Panzner et al, 2003] et [Pesci et al, 1998].
11.2.1.3.2.Les cellules épithéliales:

Les cellules épithéliales alvéolaires peuvent étre une source importante de médiateurs de
I'inflammation et des protéases dans la BPCO. Ces cellules sont activées par la fumée de
cigarette produisent des médiateurs inflammatoires, a I’exemple de : TNF-qa, IL-1R, GM-CSF
et IL-8 [Floreani et al, 2003].

13
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Les cellules épithéliales dans les petites voies respiratoires peuvent étre une source importante
de TGFR, ce qui favorise alors une fibrose locale [Takizawa et al, 2001]. Le facteur de
croissance vasculaire endothéliale (VEGF) semble étre nécessaire pour maintenir la suivie des
cellules alvéolaires. Le blocage des récepteurs du VEGF (de VEGFR2) chez les rats induit
I'apoptose des cellules alvéolaires et I’'emphyséme comme pathologie. Dont les mécanismes
restent obscurs [Kasahara et al, 2000].

Les cellules épithéliales des voies respiratoires sont également importantes dans la défense
des voies respiratoires. Glaire produite a partir les cellules caliciformes piege les bactéries et
les particules inhalées [Adler et Li, 2001], ils sécrétent les défensives et d'autre peptides
cationiques avec des effets antimicrobiens et font partie du systéeme de défense innée, mais
sont également impliqués dans les processus de réparation des tissus [Aarbiou et al, 2002].

11.2.2.1L es cellules lymphoides :

11.2.2.1.Les cellules lymphocytaires Thl (CD4), TH17 et T reg :

Antigenes dérivés de la fumée cigarettes et les agents bactériens ou viraux, les produits de
dégradation de la matrice extracellulaire, et peut étre auto-antigénes de tissus pulmonaires
peuvent stimuler les réponses immunitaires adaptatives dans les poumons des patients atteint
de BPCO avec la participation des cellules cytotoxiques les cellules TCD8+, T helper 1 et
TH17 et de la réponse des cellules B par la production d'anticorps [Nikoletta et al ,2013].Le
nombre de cellules TCD8+ pulmonaires augmente substantiellement avec les hauts stades de
limitation du débit aérienne et I'emphyseme [Nikoletta et al ,2013]._Le nombre des cellules
CD4+ sont élevés dans les voies respiratoires et les poumons des fumeurs atteints de BPCO.
Deux types de cellules CD4 accumulent dans les poumons des patients atteints de BPCO
stables les cellules TH1et TH17 [Nikoletta et al ,2013].

Les patients de BPCO ont une augmentation du taux d'IL-23 et IL-17 dans I'épithélium
bronchique .Au contraire, les fumeurs souffrant de BPCO ont beaucoup moins de cellules T
régulatrices (Treg) dans les poumons et faible niveaux d'IL10 [Nikoletta et al ,2013].

11.3.le Monoxyde d’azote dans la BPCO :

11.3.1.le Monoxyde d’azote(NO) :

Le monoxyde d’azote (NO) est I’une des plus petites molécules biologiquement actives
[Strober et al. ,2002]. C’est un radical libre qui peut traverser la membrane cellulaire et agir
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comme un messager biologique intracellulaire et extracellulaire. 1l intervient dans de

nombreux processus physiologique tel que : la défense de I’h6te et la communication
neuronal [McCarthy et al ,2008].

11.3.2.Biosynthése du monoxyde d’azote :

Le NO est un radical libre synthétisé a partir d’un acide aminé la L-Arginine (L-Arg), et

d’oxygéne moléculaire par une famille d’enzymes appelées les NO synthase (NOS)
[Schroeder et Kuo, 1995].
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Figure 6 : Nitric oxide (NO) et ces dérivés. INOS : NO Synthase Inductible [Boyer, 2011]

La NOS activé est un tétramere formé par deux protéines NOS et deux molécules de
calmoduline .Elle convertit la L-Arginine en NO et en L-citrulline en présence du NADPH et
de I’oxygene (O,) et les cofacteurs suivants : BH4, FAD, FMN et I’lhéme. La demi-vie du NO
est trés courte [Palmer et al. ,1987].Cependant, apres oxydation il y a formation de composés
plus stables qui sont les nitrites (NO; ) et les nitrates (NO3") [Cross et Wilson, 2003].
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11.3.3.Les NO Synthases :

NO Synthases (NOS) on un poids moléculaire d’environ 130-160 KDa. Actuellement, au
moins trois isoformes distinctes de NOS ont été isolés et clonés: eNOS (endothéliale, NOS
1), INOS (NOS inductible, NOS I11) et n NOS (NOS neuronale, NOS I111) [Fugen ,2004].

-Ces trois isoformes codées par trois génes distincts et situés sur trois chromosomes différents
se distinguent entre elle par leur fonction, leur localisation cellulaire, leurs caractéristiques
biochimiques et par la quantité de NO synthétisée ainsi que la durée de sa production par les
cellules spécialisées.

Ces 3 isoformes peuvent étre exprimées soit de maniere constitutive ou de maniére inductible
[Kolios et al, 2004].

La NOS1 (neuronal) et la NOS3 (endothélial) : elles sont de synthése constitutive et elles
sont Ca *? et calmoduline dépendantes [Kronck et al ,1998].

LLa NOS2 (iNOS) : de synthése inductible Ca ** et calmoduline indépendant, le NO est
produit en concentration micro molaire [Kronck et al . ,1998]. L’exposition a des produits
microbiens comme le LPS ou a des cytokines pro-inflammatoire comme I’IFN-y, le TNF-a, le
TNF-a et I’IL-1p induit I’expression des génes de I’iNOS [Fazio, Let al, 2014].

11.3.4 Participation des radicaux libres de I‘oxygene (ROS) au

développement de I‘emphyseme :

L‘excés d‘oxydants est une des caractéristiques du poumon emphysémateux. Le taux
d‘H,0; dans I‘air exhalé est plus élevé chez les sujets fumeurs et les sujets BPCO par rapport
aux sujets non fumeurs [Dekhuijzen, 2004]. Alors que les produits de la peroxydation
lipidique, marquant la présence d‘especes réactives de l‘oxygene, sont détectés a des taux
élevés dans le condensat de I‘air exhalé et le tissu pulmonaire des fumeurs atteints de BPCO
par rapport a ceux des fumeurs indemnes d‘emphyseme et des non-fumeurs [Rahman ,2002].
De méme, la 8-Hydroxy-2- deoxyguanosine (8-OH-dG), qui est produite par les dommages
oxydatifs de I'ADN induits par les radicaux libres de I‘oxygéne est augmentée dans le
poumon périphérique des patients emphysémateux [Deslee et al, 2009]. La relation de cause
a effet entre la production de radicaux libres de I‘oxygéne et la survenue d‘un emphyséme
pulmonaire est évidente dans des modéles animaux. Le traitement par des chélateurs des
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oxydants tels la N-acétyl-cystéine ou la thioredoxine protégent les animaux contre
I‘emphyséme induit par I‘élastase [Rubio et al ,2004] / [Kinoshita et al, 2007].
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111 .Modéle murin BPCO

Il existe peu de modéles animaux de la BPCO secondaires a I’exposition a des particules de
la pollution, des poussiéres et des fumées issues des carburants de biomasse. La plus grande
partie des modeles utilise I’exposition a la fumée de cigarette ou d'autres approches
(administration d’élastase, par exemple), et des animaux modifiés génétiquement
[Dagouassat et Boczkowski, 2012].

La premiéere question & se poser dans ce contexte, c'est la constitution du modele le plus
proche de la BPCO humaine Qui est elle-méme composée d’au moins quatre lésions
anatomiques :

-I'emphyseme pulmonaire

-remodelage des voies aériennes de petite taille (y compris la métaplasie des cellules
caliciformes)

-la bronchite chronique

-I'nypertension artérielle pulmonaire.

I11.1. Les conditions pour avoir un bon modele de BPCO :

Un bon modéle animal de BPCO devrait présenter des similitudes: avec L’anatomie
pulmonaire de I’homme, la pathologie étant étroitement liée a I’anatomie du poumon et avec
les mécanismes physiopathologiques de la BPCO humaine [Dagouassat et Boczkowski,
2012]

I11.2. Espéce, age et sexe de modele BPCO :

Les especes, I'age et le sexe des animaux utilisés sont tous des considérations critiques.

De nombreuses études ont utilisé des cobayes, des rats et des souris comme mammiféres
modéles pour linduction de la BPCO expérimentale induite par CS (cigarette smoke)
[Dagouassat et Boczkowski, 2012].

Une limitation de l'utilisation des rongeurs dans la modélisation de la BPCO est qu'il ya
beaucoup moins de branches des voies aériennes dans leurs poumons par rapport aux
humains.

Les études d'exposition au CS chez les rongeurs ont montré des similitudes importantes dans
les réponses immunitaires et le développement de la pathologie a celles observées chez les
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patients atteints de BPCO. Ainsi, les modéles animaux de cette pathologie expérimentale sont
tres prometteurs pour l'utilisation dans le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

-Les rats :

Peu d'études ont utilise le rat comme modéle pour l'induction de la BPCO induite par le
tabagisme .Plusieurs groupes ont démontré I'induction de [l'inflammation suivie de
I’emphyséme [Kratzer et al. ,2013]. Dans certains cas, I'emphyseme a été observé apres
seulement 2 mois d'exposition a la CS, ce qui représente une période de temps
significativement plus courte que ce qui est couramment nécessaire dans les études sur cobaye
et souris [Kratzer et al. ,2013].

-Les souris:

Le sexe peut jouer un réle dans le développement de la maladie, car les souris femelles
semblaient développer des pathologies de BPCO a un rythme plus rapide que les souris males
lorsqu'elles étaient exposées a des doses identiques de CS [March et al. ,2006].

I11.3.les majeures approches d’induction des signes de BPCO

expérimentales (emphyséme):

Différents modeles animaux ont été et sont utilisés pour examiner la physiopathologie de la
BPCO chez I’homme. Aucun de ces modéles ne reproduit toutes les caractéristiques de la
maladie. Ceci étant dit, le modéle d’exposition a la fumée de cigarette semble le plus proche
de la pathologie humaine [Boczkowski ,2012].

Le modele d’administration pulmonaire d’élastase garde sa place, spécialement quand il est
difficile de développer le modele d’exposition a la fumée de cigarette. Les modéles
transgéniques sont potentiellement utiles, mais les résultats obtenus lors de leur utilisation
doivent étre interprétés avec précaution [Boczkowski ,2012].

Ainsi que notre modéle d’étude d’emphyséme par d’injection intrapéritoniales de I’extrait de
tabac (CSE), a été déja proposé par ZHANG et al en2013 ont démontre que le CSE méne au
développent rapide de I’emphyseme de méme fagon que I’exposition a la fumée de cigarette.
Ils induisent I’emphyseme et des Iésions au niveau de muscle squelettique et cardiaque par
I’injection intra-péritonéale de CSE [Zhang et al ,2013].
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D’autre étude sont déja utilisé ce modele expérimental de BPCO a I’exemple de He et al en
2015.
Ils ont réalisé une comparaison entre I’induction de I’emphyseme par la fumé de cigarette et
I’injection de I’extrait de tabac pour évaluer le meilleur modéle qui reproduit I’ensemble des
échangent histologiques et inflammatoire de I’emphyséme [He et al, 2015].
Les résultats obtenu ont démontré une ressemblance des ces données quoique avec le modéle
d’induction d’emphyséme par injection intrapéritoniale du CSE on obtient de bon résultats
dans une courte période et avec des moyens plus simple. Ainsi que Lamb et al en 2012, ils
ont utilisé ce modele pour étudier, en plus de I’emphyseme, les mécanismes inflammatoire de
la BPCO [Lamb et al, 2012].
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. Matériels et méthodes

Etablir un model murin d’emphyséme au cours de la BPCO par I’injection intra péritonéale

de I’extrait de tabac :
I.1.Materiels :
I.1. 1. Les matériels non biologiques :(voir I’annexe 1)

Les matériels non biologiques sont des appareils existent dans laboratoire comme des
grandes appareils par exemple : spectrophotomeétre, aussi les réactives comme griess A et B,
les colorants de I’étude histologique (Hématoxyline et Eosine), et les verreries comme bécher
et entonnoir.

I-1.2. Les matériels biologiques
I-1.2-1. Les animaux :

Cette étude a été réalisée sur 20 souris BALB/c males et adultes agés (8 semaines), Pesant
entre 30-58 g.
Avant le début de la période expérimentale, un temps d’acclimatation d’une semaine au
niveau de I’animalerie.
Les souris ont eu un acces libres a I’aliment et a I’eau sous des conditions de températures
ambiantes (22 C°) et d’humidité (55%) avec un cycle répété de 12h d’obscurité /lumiere
régulier tout au long de I’étude.

1-1.2-2. Le concentré du tabac :

Nous avons utilisé une boite de cigarette (Marlboro Red@ dont la composition basale conne
Est constitué de : 10mg de Goudron par boite, 0.8mg de nicotine/boite ,10mg de CO/boites,
Erg(Ergostérol) :15.99 ng/mg, LPS : 10.77p mol/mg.

I1-1.2-3. Le plasma:

Le plasma a été récupéré a partir du sang prélevé par décapitation immédiate des souris a
I’aide d’un ciseau stérile. Le sang est mis dans des tubes avec EDTA. Apres centrifugation du
sang pendant 10 minutes a 10 000rpm, le plasma a été récupéré et conservé a -20°C pour des

dosages des nitrites résiduels.
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I-1.2-4. Récupération des organes :
Apres sacrifié les souris par décapitation immédiate dans le jours 29 les organes poumons et
la rates ont été récupérés
-Récupération de la rate :
La rate a été délicatement récupérée puis sa longueur et son poids ont été mesurés.

-Récupération de poumons :
Les poumons ont été délicatement récupérées puis sa longueur et son poids ont été mesurés

puis elles ont été nettoyés et fixés au formol a 4% pendant 24h Pour 1’étude histologique.

1-2. Méthodes :

I-2.1 Préparation de I’extrait de tabac (PBS-CS) :
I1-2.1-1 .Préparation de solution Phosphate-Buffered Saline (PBS)

La solution PBS (en francais Tampon Phosphate Saline) est une solution tampon qui
maintient approximativement le méme PH malgré I’addition de petites quantités d’une Acide
ou d’une base, ou malgré une dilution.

Pour préparé la solution PBS a PH entre (7,2-7,4) besoin les produits suivant : Kcl, Nacl,
NayPo4, KH,PO4 (Voir I’annexe 2).

I-2.1-2 Préparation I’extrait de tabac :

Selon He et al, 2015, La préparation de I’extrait de tabac s’effectue par le concassement
d'une seule cigarette brulé et sa perfusion dans de PBS. Par la suite, la solution obtenue CSE
(cigarette smoke extract) est connectée a une pompe a vide sous une pression constante de -
0,1 Kpa (-1mbar) puis verser dans un entonnoir mené d’un papier filtre en standard (0.22pum)
pour filtration et stérilisation.

La concentration de I’extrait de tabac est déterminée selon la formule suivante (concentration
de solution C= masse m / le volume de solution v). La solution a été préparee fraiche pour
chaque utilisation.
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"- ml de Il
PBS

tabac brulé Alensuration la quantité
de tabac brulé

—

avide

Lasolution I"extrait de tabac

(CSE) CSE : Cigarette Smoking Extract

PBS: Phosphate Bulfered Saline

Figure 07 : Protocol de préparation de I’extrait de tabac

I.3.Induction de I’emphyséme: chez des souris BALB/C

La composante emphysémateuse de la BPCO expérimentale a été induite chez 20 souris
males de type BALB/c. Les souris sont subdivisées en 2 groupes
-groupes témoins : les souris traitées par le PBS (n=10)
- groupes traités : les souris traitée par le PBS-CS (n=10)
L’induction se fait par I’administration intra péritonéales du 0.3ml/ 20g de solution PBS-CS
pendant un mois. Selon le calendrier suivi par HE et al ,2015.
Les souris ont été surveillées quotidiennement pendant toute la durée expérimentale (1mois)
(Voir I’'annexe 3).

1.4. Dosage de monoxyde d’azote (NO) :

L’évaluation des nitrites résiduels issus de plasma a été réalisé par la méthode de Griess
modifié [Touil, 1998].

1.4.1. Principe de méthode Griess :

La méthode Griess est recommandée pour la quantification des nitrates et des nitrites car elle

est plus facile, plus rapide, moins colteuse et plus sensible que les autres méthodes, la
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méthode griess permet le dosage du NO par la quantification des nitrites résiduels, qui sont
des métabolites physiologiques stables du NO .les concentration sont quantifiés par un dosage
colorimétrique a une longueur d’onde A=543 nm

La concentration des nitrites sont déterminées par extrapolation de la valeur de DO obtenue
sur le courbe étalon DO=f ([NaNO2]) (Annexe 4).

1.4.2. Mode opératoire :

A 50 pL de sérum dans I’eppendorf opaque (pour évité la photosensible) sont ajoutés 25 pL
de griess B puis 25 puL de griess A (Voir I’annexe 5). Le volume final est complété a 500 L
par 400 uL de I’eau distillée. Aprés une incubation de 20min a I’obscurité, et mélangé la
solution a I’aide de vortex pendant une minute, la lecture de la Densité optique (DO) est

réalisée a I’aide de spectrophotométre (A=543nm).

1.5. Etude macroscopiqgue et histologie des organes :

1.5.1 Etude macroscopique :

Apres avoir récupéré les organes (la Rate et les poumons), nous avons réalisé une étude
Macroscopique a I’eeil nue afin de déterminer les caractéristiques morphologiques et physique

a savoir : le poids, la taille, la couleur.
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1.5.2 .Etude histologique :

Figure 08 : protocole expérimental pour la réalisation des coupes histologiques au

niveau de poumons.

1.5.2.1.Mode opératoire :

1. Fixation des poumons dans le formol de 4 % pendant 2J pour évité I’activité enzymatique
et pour conserveé I’organe a longue duré.

2. Insertion dans les casettes et preparation des blocks.

3. Déshydratation par des bains d’alcool a une concentration croissante de 70 % a 100 %
pendant 30min pour éliminer le reste de I’eau.

4. plonger les casettes dans deux bains de xyléne pendant 20min pour chacun pour évité
mélangé I’alcool avec le formol.

5. Inclusion des cassettes dans la paraffine pendant 2H a T°= 56°C pour préparation les
bloques ainsi pour le durcissement et pour avoir les coupes sous microscope c'est-a-dire pour
passage le luminaire pendant I’observation.
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6. Préparation des blocks

7. Réalisation des coupes a 5 um par le microtome.

8. Séchage des lames dans étuve a T°= 37°C.

9. L’étalement et séchage des lames.

10. Déparaffinage, réhydratation des coupes puis Coloration par I’hématoxyline et I’éosine de
but de coloration est coloré le noyau en violet et le cytoplasme en rose let montages des
lames

11. Observation microscopique.

1.6.Analyse statistique :

Nous avons utilisé aussi le logiciel Graph PAD prism7® pour la représentation des donnés
numeérique et graphique et aussi dans la réalisation de I’analyse statistique :

-calcul de moyenne

-Calcul de I’Ecartype

-Test de student

-ANOVA
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[ 20 souris males sont subdivisé en 2 groupes ]
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Récupération des organes
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méthode griss De poumons et rates des poumons

Figure 9 : La démarche expérimentale
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Partie 11l : Résultats et Discussion :

I11-1- Evolution pondérale de différents groupes :

L’évolution pondérale des différents groupes expérimentaux en mesurant le poids de chaque
souris dans JO et dans J 29 de I’expérimentation.
Les résultats obtenus démontraient une chute pondérale importante chez les souris du groupe
traités. Méme observation a été notée chez les souris du groupe témoin mais de fagon

moins apparente. Sachant qu’au début de I’expérience les deux groupes présentaient les

mémes caractéristiques physiques.

Groupe témoin (g) Groupe d’etude (9)

Début fin Début fin
Moyenne 44.32+ 31.25+ 39.8+ 19+
ECARTYPE 1.75 3.57 9.96 5.11

Tableau 02 : L’évolution pondérale au cours de I’expérimentation
Les valeurs sont exprimés par les moyennes et I’écart types, les résultats obtenus ont étaient

graphiquement représentés en figure (10)
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= T
(=]
[—™
20 - T
0 = T T
<
& & ®
Q“& Q"é
> < I

Figure010 : Evolution pondérale des différents groupes au début et a la fin de I’expérience ;
GT: groupe témoin, GE : groupe traité
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L’analyse statistique a démontré que les deux groupes, étude et témoin, ne présentaient
aucune différence significative au début de cette étude (P non significatif). Par contre, a la fin
de I’expérimentation, nous avons observé une chute pondérale importante chez les souris du
groupe d’étude avec un P <0.0001. Ceci suggere un effet important de I’extrait du tabac sur
I’évolution pondérale des souris ce qui corrobore parfaitement avec les données de la
littérature.

La perte de poids est I’'une des caractéristiques de BPCO tel qu’indiquaient Rodrigo de las
Heras Kozma et al en 2014 dans leurs travaux. Ces derniers suggerent que le fumé de tabac
contribue a la perte de poids et le development de I’emphyseme chez I’animal exposé
[Kozma et al, 2014]. De méme Mineur et al démontraient que la nicotine diminuait
I’ingestion des aliments et donc une chute pondérale [Mineur et al, 2011].

A I’inverse, le groupe controle traitait par une injection du PBS selon le méme calendrier que
le groupe d’étude, présentait une faible baisse pondérale. Cette perte du poids est expliqué
probablement par une mauvaise adaptation de ces souris aux conditions environnementales
principalement que la durée de I’expérimentation est relativement courte, pas plus de 29 jours.

I11-2- Etude macroscopique

I11-2-1 -L’aspect morphologique de la rate :

Figure 11 : Aspect morphologique de la rate chez les souris traité (A) souris témoin par
CSE (B)

L’observation des rates des souris traitées par le cigarette smoke extract (CSE) apres
sacrifice nous a permis de constater des changements morphologiques par apport aux
témoins :

Les rates de groupe controle ont une couleur marron et une taille normale de 1.5 cm en

moyen, le poids varie de 0.069g a 0.111g, En revanche, les rates de groupe CSE ont une
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couleur marron foncé, le poids de 0.140g a 0.227¢g et d’une taille de moyenne de 1.6 cm. Ce
qui témoigne I’existence probablement une splénomeégalie en raison d’une réaction

inflammatoire causée par le concentré de tabac injecté.

poids de la poids de la la taille de la la taille de la
rate de groupe rate de groupe rate (GT) rate (GE)
témoin(GT) traité (GE)

MOYENNE 0.0824 0.176 1.5 1.6

ECARTYPE 0.017 0.085 0.07 0.72

Tableau 03 : mensuration des dimensions des rates de souris des deux groupes étudiés

111-3- Aspect morphologique des poumons :

L’analyse macroscopique des poumons des souris apres sacrifice nous a permis de constater
des changements morphologiques des poumons des souris traitées pas CSE par apport aux
témoins :

Les poumons de souris de groupe témoin ont une couleur rosatres claire, d’une taille normal
entre 1cm a 1.3cm. Par contre, celle du groupe d’étude traité par I’extrait de tabac ont une
couleur marron pale et une taille volumineuse entre 1.4cm al1.8cm, caractérisé par des taches

blanches munie par des petites point noir.
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Figure 12 : Aspect morphologique de poumons chez les souris témoins(a) souris traité par
CSE (b)

I11-4- Analyse histologique des poumons :

Les coupes histologiques de différents fragments de poumons des souris témoins traitées par

le PBS montrent une architecture tissulaire ou alvéolaire normale sans aucune altération
(figurel3.a ,14.c), les mémes observations ont été notées par Zhang et al en 2013.
Par contre chez les souris traitée par le PBS-CS (Figurel3.b, 14.d et Figure 15), on a
remarqué I’existence d’une grande distension des voies aériennes des alvéoles pulmonaires,
destruction du parenchyme pulmonaire, la dégradation et désorganisation de paroi alvéolaire.
Aussi, on note la présence d’une infiltration des cellules inflammatoires autour des
bronchioles. Ces mémes observations ont été soulevées par He et al en 2015.
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Grossissement

Les coupes de groupe témoin Les coupes de groupe traité

G 10x10
Figure 13 : Coupe Transversale au niveau de lobe droite supérieur de
poumon de souris  témoins et traités (coloration HE observées au
microscope photonique a G (10 x10)
\ ; : ‘Struchlre‘létérogene
G 40 x10

d: G{}bﬁw)

Figure 14: Coupe Transversale au niveau de lobe gauche supérieur
de poumon de souris traité et témoins (coloration HE observées au

microscope photonique a G (10x40).
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Figurel5: Coupe Transversale au niveau de lobe gauche supérieur de

poumon de souris CSE (coloration HE observées au microscope
photonique a G(10x100).

Dans I’ensemble, I’analyse histologique a démontrait que le traitement des souris BALB/c
par I’extrait de tabac endommageait les parois alvéolaires, I’Epithélium de vaisseaux
pulmonaires et les capillaires, ce qui favorise I’installation d’un emphyséme pulmonaire qui
reste clairement représentant dans notre cas. Ces premiers signes d’emphyséme sont
ressemblable, dans ses caractéristiques anatomiques et histologiques, a celui observé chez les
patients atteint de BPCO. Ceci rejoint les observations déja faites par Zhang et al en 2013
En outre, on a observeé I’infiltration de cellules inflammatoires vers le tissu pulmonaire
(figure 15). Afin d’expliquer cette infiltration, Zhang et al ont réalisé des études in vitro. lls
affirment que le CSE induisait I’expression des molécules d’adhésion par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins ce qui permis la migration des leucocytes a partir de
circulation sanguine [Zhing et al, 2013].

L’infiltration des cellules inflammatoires au niveau des poumons a été souvent notée dans la

littérature (He et al ,2015 / Zhing et al, 2013).

La présence des macrophages alvéolaires au niveau des espaces alvéolaires est souvent

corrélée avec une réponse inflammatoire sévere. L’activation de ces cellules est induite par les
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composants du tabac, a I’exemple du lipopolyscchacaride (LPS), qui stimule les voies de
signalisation intracellulaires des cellules inflammatoire au niveau des poumons menant a
I’activation du

facteur de transcription NF-kB responsable de la transcription des génes qui code pour les
cytokines proinflammatoires tel que le TNF-a et les Chimiokines impliquées dans
I’exacerbation et le recrutement des autre cellules au niveau pulmonaire. Parmi les cellules
qu’on peut aussi observer les neutrophiles. Ces cellules jouent un role crucial dans la
sécrétion des médiateurs proinflammatoires et des enzymes comme les protéases et les
cathepsines. Tous ces éléments sont impliqués dans I’installation d’emphyseme (Lee et al)
[Lee et al, 2012].

111-5 - DOSAGE DE MONOXYDE D’AZOTE :

I11-5-1 Etude de la production du monoxyde d’azote ex vivo par la méthode

de Griess modifié :

Le dosage des nitrites au niveau des plasmas des souris (groupe traités et le groupe témoins) a

donné les résultats suivant :
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Figure 16 : la teneur plasmatique des Nitrites résiduels

La production de NO, est plus élevé chez le groupe traité (CSE) (200.6+.25.86uM) par
rapport au groupe contrdles (170.3£52.57uM). Les résultats obtenus révélent une différence
non significative entre les souris traitées par CSE et les témoins.

La production importante des NO,™ chez les souris du groupe témoin s’oppose aux données
de la littérature. Dans notre cas, le groupe témoin présentait des valeurs non homogenes
traduites par un Ecartype élevee.

L’analyse profonde de ce groupe révele une production maximales chez certains souris
témoins (294.6+1.44uM), tandis que d’autre exprimées un niveau plus bas du NO,  au niveau
plasmatique (87.5+15.9uM).

Nous avons donc subdivisé ce groupe en deux Sous groupes :
Témoins type 1 avec une forte expression du NO2- et témoins 2 avec une faible expression du
NO, .

Les résultats obtenus sont représentaient graphiquement en figure 17.

35



Partie 111 ; Résultats et Discussion

Conoemiration
de N, Bl
4010 =
300 =
200 -
100 —I_
0 - Les groapees
LY " -@a.
o {;:a‘f <«
&

ﬂ'ﬁ-

Figurel?: classification des souris étudiées en fonction de la teneur plasmatique des nitrites

résiduels GT : groupe témoins, GE : groupe d’etude.

Une différence significative entre la teneur du NO;™ est observés entre les souris témoins de
type2 (87.5+£15.9uM) et les souris de groupe traité (234.6+36.34uM) avec un
P value =0.0402. Ceci confirme que I’induction de I’emphyséme par le concentré du tabac est
associée a une production importante du NO. Ce dernier étant produit par plusieurs types
cellulaires, a savoirs les cellules immunitaires ainsi que les cellules épithéliales pulmonaires
peuvent avoir un role pro-inflammatoire et vasodilatateur au niveau local.
Le taux élevé du NO2" observés chez les souris témoins du type 1 est de (294.6+1.44uM) est
expliqué par I’effet que ces souris pourraient présenter des signes inflammatoires, méme apres
sacrifice, avec un changement de comportement (manque de mouvement, fatigue, perte

d’appétit).

Nos résultats obtenus indiquent que I’extrait de tabac induit une production accrue du NO a
I’origine d’une inflammation pulmonaire comme il a été affirmé par Rennard et al, 2004
La fumée d'une cigarette contient plus de 45.000 produits chimiques, qui ont divers effets

toxiques, mutagenes et cancérigenes. Ces données ont été soutenus aussi par les travaux de
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Lee et al ,qui ajoutaient que les constituants de fumé de tabac (particulierement ROS)
activant les cascades de signalisation intracelleulaires de cellules épithéliales. qui méne a
I’activation des génes des molécules inflammatoires a I’exemple du IL-8 et TNF-a.

La sécretion de ces médiateurs inflammatoires conduisait au recrutement des cellules
immunitaires et enfin une inflammations chronique [Lee et al ,2012] .

Cette augmentation d’expression du NO serait donc liée a NOSII inductible. Cette isoformes
aurait alors un réle clé dans I’activité des macrophages alvéolaire en produisant du NO en

réponse a un stimulus par des particules de tabac lors de I’inflammation pulmonaire.

Nos résultats confirment que I’augmentation de monoxyde d’azote a été impliquée dans la
réponse inflammatoire au cours de I’emphyséme. Les travaux de McMicking et al ont
montré que la NOSII est inductible dans les macrophages murins par les LPS et certaine
cytokines comme I’'IL1R, IFNy, TNFa. Cette activation génere la production de grandes
quantités de NO [McMicking et al ,1997]

En revanche la diminution de taux du NO, serait associée a une régulation négative de la
NOSII par les particules de I’extrait de tabac qui activerait la voie TH2 productrice d’IL-10 et
IL4. En plus, il a été montré par Drapier et al que les cytokines de la voie TH2 a savoir I'll-
4 possedent un effet inhibiteur sur la NOS [Drapier et al, 1997].

Ceci renforce aussi le role du NO dans la physiopathologie de la BPCO sachant que ce

dernier est de profil Thl.
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111-6 -Analyse de I’association entre I’emphyséme et la production de NO :

Figurel8 : Coupe transversale au niveau de lobe gauche supérieur de poumon de souris CSE
(coloration HE observé au microscope optique (G :10 x40)

On note la présence d’un infiltrat des cellules surtout les erythrocytes au niveau des poumons
des souris traités par CSE .

Nos résultat, indiquent la présence d’une hémorragie au niveau des poumons a l’origine
d’une hypertension pulmonaire . I’hypertension pulmonaire est fréquente dans une BPCO en
stade sévere. La fumée du tabac elle-méme pourrait provoquer un dysfonctionnement
endothélial dans les vaisseaux pulmonaires, probablement médiatisé par un facteur relaxant
dérivé de I'endothélium. Ces observations renforcent le role vasodilatateur du NO au niveau

pulmonaire [Szilasi et al, 2006].
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Conclusion :

La Bronchopneumopathie chronigque obstructive (BPCO) est une des maladies pulmonaires
les plus répondues, elle est caractérisée par une limitation obstructive partiellement réversible
des débits aériens. L’inflammation est une caractéristique de la Broncho-pneumopathie

chronique obstructive.

Apres avoir traité les souris par I’extrait de tabac(CSE) par voie intrapéritoniales. Les
résultats de dosage de NO : ont démontré que I’extrait de tabac induisait une augmentation
de production de monoxyde d’Azote au niveau systémique et probablement locale confirmant
ainsi I’infiltration importante et diffuse des cellules inflammatoires.

Enfin a I’issue de I’examen histologique, viennent appuyer nos suggestions confirmant
I’induction de ’Emphyséme aprés le traitement par le CSE ainsi qu’une désorganisation de

I’architecture tissulaires de poumons.

Bien que il n’ya aucun model animal (BPCO) capable de mimer la pathologie humains, les
différent types de modéle disponible nous offrons des informations fiable non seulement sur
la complexité et la physiopathologie hétérogenes de la maladie mais aussi de mécanisme de

leur progression et exacerbations.

Une grande compréhension de ces mécanismes peut aider pour améliorer le statut clinique
des patients et dans le développement de nouvelles thérapies ainsi que pour prévenir le

déclin accéléré de la fonction du poumon et le taux de mortalité.

Nos résultats préliminaires suggerent que ce modéle d’étude de I’emphyseme pulmonaire
pourrait constituer un bon exemple d’étude des différentes manifestations histologiques.
Nous avons pu observer quelques signes précis d’emphyseme a savoir des Iésions, une

infiltration importante et diffuse des cellules inflammatoires.

39



Annexes




Annexel: les matériels non biologiques

Appareillage

Verrerie et accessoires

Les réactifs et les
colorants

-Agitateur magnétique
-Balance
-Centrifugeuse
-Microscope photonique
- PH métre
-Réfrigérateur
-Spectrophotomeétre
-Vortex

-Glaciere
-Microtomes

-Bain marie

-Plaque chauffante

-appareil photo de
microscope

-étuve

-pompe a Vide

-Tube Falcon

-Cuve de spectrophotomeétre
-Lames et lamelles
-Eppendorf

-Becher

-Fiole

-Barreau magnétique

-Seringue stérile a I’'usage
unique

-L’eau distillée

-verre de montre
-Entonnoir

-Papiers filtre
-Micropipette et ampoules
-trousse a dissection
-Cuvette a dissection

-Les cassettes d’inclusion
-le moule d’inclusion
-Cole(Ekit)

-Blanche de découpe

1. Les boites de poudre
Nacl. NaH2Po4.
KH,Po4. Kcl

2. Hcl. NaOH

3. boite de cigarette
(Marlboro Red)

4. Formol
5. L’alcool
6. xylene
7. Paraffine

8.colorants Hématoxylin
e et Eosine

9. Griess AetB




Annexes 2: Solutions et tampons

Il est composé de 3x102 mol de Nacl, 0.53x10° mol de Kcl, 2x'®®*mol de Na , H, Po4,
Et 3x%* mol de KH,PO, sont mis dans de I'eau distillé et homogénéisé sous agitateur

magnétique. Le PH doit étre compris entre [7.2 ,7.4].

NaclKelNa2H2P quanbtes des produts

04 KH2Pod

La solution de phosphute
buffered saline (PBS)a Mensuration le PH
Ve 200ml

Figure : Protocole de préparation de solution phosphate Buffered salin (PBS)



Annexe3 : le calendrier d’injection de CSE et PBS

Lot 2 (Groupe
D’étude )

Lot 1 (Groupe
Témoins)

Injection intraperitoneal un
volume de CSE et PBS
I00161% | | 12001%1%) | 1300115 lls'“iﬁ“

v V v
J1 : Ji3 2

Annexes4: courbe d’étalon pour le dosage de NO

* v=0.010x + 0.029
a7 F=0.992
05 /
-] 0s /
= /
03 /
~ ./
01 /
-
o +2 . . . : . .
0 10 20 30 a 50 80 70
[NaNO2] pM

Figure : courbe étalon DO=f ([NaNO2] uM) des nitrites




Annexes 5 : Réactifs de Griess:

Griess A et Griess B sont des réactifs jouent un role dans la detection les nitrite résiduels.
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Abstract:

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a pulmonary disorder which the first risk factor is smoking .It is
Characterized by a gradual decrease in air flow not totally reversible associated with destruction of the alveolar walls and a
chronic inflammation. This disease is a real public health problem, could, According to WHO, become the 3" Cause of death
by 2020.

The objective of our study is to establish COPD mouse model in BALB / ¢ male in order to study, on the one hand the
histological and anatomic changes of emphysema during COPD.On the other hand an analysis of the expression of plasmatic
Nitric oxide was achieved.

The experimental approach was as follows: a type control study based on three intra-peritoneal of freshly prepared tobacco

extract (CSE) for each administration for the batches of treated mice and injection of the sterile PBS for the batches of the
control mice, according to a precise schedule during a month of experiment (day1,day12,day23 and sacrifice in day29).
By soot a macroscopic study of spleen and lung was achieved as well as a histological analysis of the transversal sections of
the lungs was proceeding by staining of hematoxylin and eosin (HE).Finally, the dosage of Nitric oxide (NO) was made
using the Griess method to evaluate its contents and its association with inflammatory processes and histopathological
changes observed.

The results obtained reveal the destruction of the pulmonary walls and tissues lesions testify the installation of pulmonary
emphysema. Also, a systemic expression of NO was noted and this association with inflammatory cell infiltration to the lung
and sometimes local hemorrhage signs of pulmonary hypertension.

At last, these observations have similarities with physiopathological mechanisms observed in patients with COPD,
suggesting that this experimental model is a good example of study for this disease.

Key words: murin model, COPD, Emphysema, Tobacco concentrate, Nitric oxide.
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