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Introduction



La maladie de Behget (MB) est une vascularite multi systémique chronique. C’une
maladie relativement rare mais universelle qui s’étend tout au long de la route de soie
(Mahr et al, 2014), caractérisée cliniguement par une aphtose, le plus souvent bucco-
génitale associées a des manifestations systémiques dont les plus fréquentes sont cutanées
oculaires et articulaires, et les plus graves sont neurologiques, cardiovasculaire et
intestinales (Duffy 1990 ; Lie 1992).

Bien que la physiopathologie de la MB demeure en grande partie obscure, il est bien
établie qu’elle implique des facteurs infectieux, génétiques et des anomalies de 1'immunité
a la fois innées et adaptatives soulevant des interrogations sur la nature de la maladie, auto-
inflammatoires, auto-immune ou plut6t au carrefour des deux.

Cette maladie, présente des caractéristiques cliniques qui semblent étre principalement
auto-inflammatoires (qui se traduit par une inflammation accrue au niveau des vaisseaux
sanguins). De plus, cette association engendre la difficulté du diagnostic ainsi que la prise

en charge des patients atteints.

Cependant, le traitement de la maladie repose principalement sur la corticothérapie, les
immunosuppresseurs (Greco et al.2018) et la colchicine (Balkan et al.2019).

Par ailleurs, de récents travaux fondamentaux ont permis une meilleure compréhension de
la maladie et ont conduit a I’identification de nouvelles stratégies thérapeutiques.
(Houman et al., 2014 ; Chambrun et al, 2012).

Comme la maladie de Behget est une maladie inflammatoire, le but du traitement repose
donc sur la modulation de I’inflammation, la nicotine étant une molécule activatrice des
récepteurs cholinergiques ( inhibiteur de la voie NFkB) présente donc des propriétés anti-
inflammatoires qui a fait preuve thérapeutique dans une panoplie de pathologies
inflammatoires et constitue donc une piste de recherche prometteuse ce qui nous incite a
tester son efficacité et pour la premiére fois dans un modéle expérimental (MB provoquée
par la Tropomyosine).

L’objectif de notre étude est donc de mettre en évidence 1’effet anti-inflammatoire de la
nicotine dans la maladie de Behcget par le dosage des marqueurs immunitaires a savoir IL-
6, IL-6R IL-1B, TNFa, IL10, IL-37 et le NO, ainsi que son effet protecteur contre les

Iésions tissulaire de la rétine et du cerveau, en effectuant des coupes histologiques.
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CHAPITRE I
Géneralités

La maladie de Behget
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I.1.Historique

La maladie de Behcet existe depuis I'antiquité mais sans qu'elle soit correctement définie.
La premiére description a été faite par Hippocrate il y a 2500 ans, qui dans son ouvrage
"Epidemion" décrit une maladie endémique en Asie Mineure, caractérisée par des ulcéres
aphteux, des déflexions des parties génitales et une atteinte ophtalmique aqueuse de
caractére chronique faisant perdre la vue a de nombreuses personnes (Feigenbaum A,
1956). Puis la maladie a été identifiée en 1930 par un ophtalmologiste grec, Benedictos
Adamantiades, apres I'apparition d'un cas de Iritis a hypopion récidivant, jusqu'au 20e
siecle, 1937, ou un dermatologue turc, Huluci Behget, avait donné son nom donc depuis

qu'il a été identifié comme la maladie de Behcet (Davatchi et al., 2015).

1.2.Epidémiologie

La maladie de Behget est universel, d’une prévalence variée et ubiquitaire qui s'étend de
I’Asie a la Méditerranée en passant par la Turquie et I’Iran, d'ou le nom de ““ la maladie de
la route de la soie” donc ils ont supposé que l'agent étiologique de la MB a été véhiculé
par cette ancienne route de marchands (Figure 1).

La MB est fréquente en Turquie, avec une prévalence estimée a 420 pour 100.000
habitants, ce qui rend la fréquence de la MB dans la Turquie la plus élevée par rapport aux
autres pays. Pour les autres pays d’Asie tels que le japon, les estimations suggérent une
prévalence entre 7-13,5-100 000. En Europe, la prévalence varie entre 0,27 et 15,9/100
000 habitants avec un taux croissant du Nord au Sud (Mahr et al., 2014).

La MB reste rare dans d’autres continents tel qu’en Amérique, en Afrique et en Australie.
Au Maghreb, elle est de 110/100000 habitants en Tunisie et plus de 900/100000 au Maroc
(Bennouna-Biaz et al., 1995; Benamour et al., 1998). Cependant, les données
épidémiologiques en Algérie ne sont pas encore établies (Ghembaza et al., 2017).

Des différences de prévalence en fonction de 1’origine ethnique suggerent que le risque de
la maladie reste élevé chez des personnes ayant migré d’une zone de forte prévalence vers
une zone de faible prévalence. L'dge moyen d’apparition de la maladie se situe entre la
2éme et la 4éme décennie de la vie en effet les formes des sujets jeunes sont plus séveéres.

Il y’a une prépondérance masculine dans la région méditerranéenne contrairement a
I'extréme orient ou les femmes sont beaucoup plus touchées mais présentent des formes

moins séveres que les hommes (Leonardo et al., 2015).

W
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Figure 01 : La prévalence la maladie de Behcet dans le monde. Les chiffres représentent

des taux de prévalence pour 100 000 habitants (Yazici et al., 2018, Adapté).

I.3.Manifestations cliniques
La MB se caractérise par différentes manifestations clinique dont certains sont dites

majeurs ou prédominante et d’autres sont dites mineurs ou rare (Djaballah-lder, 2018).

1.3.1.L’atteinte cutanéo-muqueuse

Les ulcérations buccales sont généralement les premieres ainsi que les plus fréquentes les
symptdmes apparaissent chez 97.5% des cas, mais elles ne sont pas systématiquement
présentes. Ils constituent d’ailleurs le critére obligatoire de la MB. Ces aphtes peuvent étres
uniques ou multiples et peuvent toucher les gencives, la langue, les muqueuses labiales et
buccales (Zuber et al., 2008 ; Davatchi F et al., 2016).

Les ulcérations génitales semblent étre les secondes manifestations qui apparaissent elles
touchent 65.7% des patients atteints de la maladie, et elles sont douloureuses et laissent des
cicatrices apres la guérison (Davatchi et al.,2016 ; Djaballah-lder, 2018).

Les lésions cutanées touchent 64.6% des patients, on les retrouve sous forme des papules
ou pustules, des lésions de type acnéique, des pseudo-folliculites, des érythemes noueux,

des ulceres, et des Iésions nécrotiques (Zeidan, et al., 2016).




Géneéralités-La maladie de Behcet | Chapitre I

1.3.2.L’uvéite

L’atteinte oculaire a été rapportée chez 58.1% des patients atteints, elle est plus fréquente
et plus sévéere chez les hommes que chez les femmes. Les Iésions oculaires peuvent toucher
la chambre antérieure « uveéite antérieure & hypopion » et/ou la chambre postérieure «
uvéite postérieure » (Zeidan et al., 2016 ; Davatchi et al.,2016).

Les patients avec des Iésions oculaires ont des symptdmes variables, incluant une vision
trouble, des douleurs oculaires, une photophobie, une lacrimation exagérée, une rougeur
oculaire (Zuber et al., 2008).

1.3.3. L’atteinte articulaire

Elles touchent 47 a 69% des patients atteints de la maladie de Behget et elle peut précéder
de plusieurs années les autres manifestations. Les atteintes articulaires se caractérisent par
de I’arthralgie, de la mono arthrite ou de la polyarthrite. Les articulations les plus touchées
sont les genoux, suivis des poignets, des chevilles et des coudes (Mason et al., 1969 ;
Zeidan et al., 2016).

1.3.4. L’angio-Behcet
L’ensemble des manifestations vasculaires au cours de la MB est appelé angio-Behcet.
Elle affecte 7 a 49 % de patients dont la comparaison du sexe révele une majorité
masculine (Chekaoui, 2019). Les thromboses veineuses sont observées dans prés de 30 %
des cas. L’atteinte artérielle (thrombose, sténose, anévrysme) est plus rare (2 a 7 %) mais
constitue un facteur pronostique péjoratif (Comarmond et al., 2014) et peuvent mener a
des crises cardiague ou des saignements de différents organes (Zeidan et al., 2016).

1.3.5. L’atteinte gastro-intestinale
Appelé aussi I'entéro-Behcet, elle touche 7% des patients atteints de la MB. Les principaux
signes cliniques sont a type de douleur abdominale, diarrhées ou hémorragies digestives.
Ces manifestations présentent beaucoup de similarité avec les maladies inflammatoires de
I’intestin, la maladie de Crohn en particulier le diagnostic différentiel de la MB et la
maladie de Crohn repose sur les autres manifestations associées, en particulier les Iésions
cutanéo-mugueuses. (Wechsler et al., 2005 ; Garcia-Palenzuela et al., 2012 ; Davatchi
et al., 2016).

1.3.6. La neuro-Behcet
L’atteinte neurologique touche 2-44% des patients selon la population étudiée et elle
semble étre plus fréquente dans les pays du Moyen-Orient et des pays méditerranéens,
cette atteinte apparait en moyenne 5 ans apres les premiers symptémes de la maladie chez
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I’adulte mais elle est associée a une haute morbidité sur le long terme et a une mortalité
estimé a 5-10% (; Wechsler et al.,2005 ; Zeidan et al., 2016).

Le systeme nerveux central (SNC) est plus impliqué (90% des cas) que le systeme nerveux
périphérique (SNP) qui est tres rare, elle peut étre classé en trois types: Primaire, dans
laquelle I'implication neurologique est directement due a la MB et est appelée NBD
(neuro-Behcet disease) qui présente deux formes parenchymateuse (dans 80% des cas), et
non parenchymateuse. Secondaire, dans lequel les manifestations neurologiques sont le
résultat de complications neurologiques secondaires a une atteinte systémique de la MB.
Ou tertiaire, dues aux thérapies utilisées pour manifestations systémiques, c’est a dire
neurotoxicité du systeme nerveux central.

Des symptdbmes comportementaux et psychotiques, appelés «neuro-psycho-Behcet»,
peuvent étre observés au cours de la MB. Les fonctions cognitives sont également
susceptibles d'étre affectées (Siva et al., 2001 ; Siva et al., 2009).

|.4.Etiologie

La MB est apparu depuis des siecles, mais son étiopathologie demeure inexpliquée.
L’hypothése la plus répandue est qu’une réponse inflammatoire importante est élicitée par
un ensemble de facteurs environnementaux tels que les agents infectieux sur un terrain
génétiquement prédisposé capable d’induire des anomalies de la réponse inflammatoire et

de la réponse immunitaire (Amoura et al., 2006 ; Houman et al., 2014) (figure2).

ENVIRONMENTAL
TRIGGERS

nts such as
herpes
ein-Barr virus
and cytomegalovirus

Heat shock proteins

INCREASED INFLAMMATION
rotluten IMMUNE PRODUCTION OF
RESPONSE PROINFLAMMATORY
ACTIVATION CVTOKINES
GENETIC
PREDISPOSITION
Family history
HLA-Bsa1 IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23,
IL-10 IL-33. TNF-alpha. IFN-
IL23R/IL12RBz2 gamma

HLA, human leukocyte antigen; IFN, Interferon; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor.

Figure 2 : Schéma hypothétique de la pathogenicité de la maladie de Behcet.

(https://www.behcetsconnection.com/about-behcets)
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1.4.1 La prédisposition génétique
La susceptibilité genétique a été suggérée par rapport a l'existence des antécedents

familiaux, ainsi que la prépondérance de la maladie dans le bassin méditerranéen (Piram

et al., 2014).

1.4.1.1. Gene HLA (Human Leukocyte Antigen)
Des études antérieures ont montré qu'une certaine prédisposition immunogénétique est
présente dans le développement de la maladie de Behcet, qui est étroitement associée a
HLA-B51. Selon une étude faite par Z. Amoura et son équipe, la fréquence de 1’antigéne
HLA-B51 varie de 40 a 80 % chez les personnes atteintes, trois fois supérieure a celle
observée chez les témoins, quelle que soit la prévalence de cet alléle dans la population
générale. Cependant, une analyse des populations japonaise, grecque, espagnole et
italienne, indique que la distribution des sous-types B 51 chez les malades est exactement
la méme que chez les sujets controles (Amoura et al., 2006), ainsi d’autres études récentes
ont signalé une diminution de la fréquence de HLA B51 dans une population japonaise
(Chambrun et al., 2012), de la on déduit que I’implication du géne HLA B51 dans la

maladie de Behcet n’est pas un facteur de susceptibilité direct .

1.4.1.2. Géne du TNF (Tumor necrosis factor)
Le TNFa est une des cytokines pro-inflammatoires majeures de la MB. L'association entre
la MB et Le polymorphisme de la région promotrice de TNF a été confirmée chez des
patients japonais, de facon qu’il peut y avoir deux alleles dans le site promoteur: TNF* B1

et TNF* B2, qui sont associés a une production élevée de TNF par les monocytes et sont

plus répandus chez les patients MB (Verity et al., 1999).

1.4.1.3.Géne MICA
Les mutations des génes MIC (de MIC-A a MIC-E), codant pour des proteines qui
présentent une faible homologie avec les molécules HLA classiques (20 a 35 %), sont a
I'origine d'une reconnaissance anormale des protéines d'HLA par le systéme immunitaire
(Deng et al., 2018). Il a été suggéré qu'un un déséquilibre de liaison entre 1’alléle MICA-
A6 ou MICA-A9 et HLA-B51 est une des causes de 1’augmentation du risque de
développer la maladie de Behget (Hughes et al., 2005) (Figure 3).
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Figure 3: Genes HLA, MIC et TNF (Amoura et al., 2006).

1.4.1.4. Autre genes

a. Géne MEFV
Des études récentes ont suggéré que les mutations du géne codant pour La protéine de la
fievre méditerraneenne (MEFV) pourraient agir comme modificateurs dans la maladie de
Behcet (Deng et al., 2018).

b. Géne d’IL 10
Les polymorphismes dans le géne codant a I’IL 10, une cytokine anti-inflammatoire, ou
son promoteur peuvent entrainer des modifications dans ces fonctions immunitaires, en
contrélant l'activité des LT, les NK, et méme l'activité des macrophages (Wakefield et al.,
1992).
ces polymorphismes sont associés a une expression réduite de cette cytokine anti-
inflammatoire chez les personnes atteintes de la MB par rapport au témoins (Remmers et
al., 2010).

c. Géne codants pour I'IL 1 et ’TIL 6

Les interleukines 1 et 6 sont des cytokines pro-inflammatoires majeurs chez les patients
atteints de la MB et elles sont considérées comme des principaux médiateurs
inflammatoires sécrétés par les leucocytes menant aux développement de la maladie
(Chekaoui et al., 2018 ; Karasneh et al., 2003).

Il s’est avéré que les polymorphismes du gene IL-6 jouent un rdle dans les maladies
inflammatoires et auto-immunes chroniques. Dans une étude portant sur une population
coréenne une augmentation des taux plasmatiques d'IL-6 et une expression accrue de
I'ARNmM d'IL-6 ont éte observees chez des patients porteurs de I'allele IL6 vntr *C (Chang
et al., 2005).
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d. Géne ICAM
ICAM est une glycoprotéine de surface appartient a la famille des immunoglobulines,
L'hyper expression de cette molécule d’adhésion intracellulaire pourrait contribuer au
recrutement des neutrophiles (Amoura et al., 2006).
e. STAT 4

L'association entre le STAT4 et la MB a été signalée pour la premiére fois dans une
population chinoise (Hou et al., 2012). Cette analyse a été ensuite reproduite dans des
populations coréenne, turque, et iranienne (Ortiz et al., 2014) et elle a révélé la présence
d’un SNP dans le STAT4, rs897200 qui pourrait jouer un rdle dans la pathogenése de la
MB a cause d’une expression accrue de géne de STAT4 et une hausse production de I'IL

17 (Hou et al., 2012).

1.4.2. Facteurs environnementaux et infectieux

1.4.2.1. L’infection bactérienne
Plusieurs agents infectieux ont été étudiés, dont les bactéries telles que le Streptocoque, les
Mycobactéries, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ou
Mycoplasme. Le Streptocoque, en particulier sanguis, a été le plus incriminé (Mumcu et
al., 2007). Cet agent infectieux est impliqué dans le déclenchement et l'entretien des
poussées de la maladie. Cette hypothese est basée sur plusieurs constatations tels que la
récurrence des aphtes buccaux suite aux infections oto-rhino-laryngologiques, 1’induction
d’une réaction d’hypersensibilité lors de 1’injection d’extraits d'antigénes streptococciques
et intradermiques et surtout la diminution de la fréquence et de I’intensité des poussées
d’aphtoses lors de I’utilisation d’une prophylaxie anti streptococcique au long cours
(Calguineri et al., 1996).

1.4.2.2. L’infection virale

Des infections virales, en particulier celle par le virus herpés simplex (HSV), le
cytomégalovirus (CMV) et I’Epstein Barr virus (EBV) ont été évoquées comme de
possibles facteurs étiologiques (Mumcu et al., 2007). Les taux d'infection a HSV et des
anticorps anti-HSV sériques etaient plus elevés chez les patients avec MB que chez les
contréles (Tojo et al., 2003).
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1.4.3.les mécanismes immunopathologiques

1.4.3.1 r6le des cellules immunitaires innées
A. Les neutrophiles
Les neutrophiles chez les patients atteints présentent une activation intrinseque élevée et
participent généralement a une infiltration périvasculaire des lésions (Eksioglu et al.,
2001). Les anomalies du stress oxydatif médiées par les neutrophiles peuvent jouer un role
important dans la pathogenése de la MB, et les produits protéiques d'oxydation avances
(AOPP), peuvent étre un marqueur utile pour surveiller la progression et la gravité de
I'activité de la maladie chez les patients atteints (Yazici et al., 2004). La dysfonction
endothéliale et I'inflammation vasculaire des neutrophiles sont parmi les facteurs

déclencheurs de la thrombose chez les patients atteints de MB (Chambrun et al., 2012).

b. Les NK (Natural killer)

Les NK occupent une position clé a l’interface entre immunité innée et immunité
adaptative et selon le profil cytokinique secrété et les récepteurs exprimés on reconnait les
NK1, NK2, NK17, NKreg et NK22. Il a été recemment rapporté que les cellules NK jouent
un rdle important dans la dominance Th1l chez les patients MB, et la cytokine IFNy de type
Th1 est connue pour inhiber les cellules Th17 de produire la cytokine IL-17. En raison de
I'effet inhibiteur de I'lFN-y, la fonction dominante des cellules NK1 a été augmentée, et
une sécrétion accrue d'IFN-y peut inhiber les cellules NK2, NK17 et NKreg chez les
patients MB (Tong et al., 2019 ; Zhang et al., 2006). Par ailleurs, les résultats de 1’étude
de Yamaguchi suggere que le rapport NK-1/NK-2 contréle I’expression de la MB
(poussé/rémission) a travers la modulation de la réponse Thl /Th2 (Yamaguchi et al.,
2010).

C. LT yo (lymphocytes gamma-delta)
Les lymphocytes yd font partie de la premiére ligne de défense contre les micro-
organismes et le maintien de la croissance et I'intégrité de tissu épithéliale (Amoura et al.,
2006).
Des études récentes ont montré que Les lymphocytes Tyd jouent un rdéle important dans
les lésions inflammatoires associées aux modeéles expérimentaux de maladies auto-

immunes. Les lymphocytes Tyd activées favorisent la production de I'lL-17 et accélére le
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développement de l'uvéite auto-immune expérimentale (EAU) (Nian et al., 2011),
confirmé ensuite par Houman et al. sur des modéles expérimentaux, les lymphocytes Tyd
participe a I’activation des lymphocytes Thl et Th17 qui ont un réle important dans la MB
(Houman et al., 2014).
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Figure 4: Le role des cellules immunitaires innées dans la pathogenese de la maladie de
Behcet (Tong et al., 2019).

1.4.3.2. Role des cytokines
Les cytokines sont des médiateurs solubles de nature protéique ayant un large spectre
d’actions sur une variété de cellules cibles et du fait que la maladie de Behcet est une
vascularite multi-systémique (processus inflammatoire). 1l est actuellement admis que la
réponse immunitaire au cours de la MB est essentiellement de type Thl et Th17 (Houman
et al., 2014).

On retrouve de majeurs cytokines pro-inflammatoires menant au développement de la
maladie pour lequel plusieurs études se sont intéressées I’IL-1, I’'IL-6 et le TNF-a y font
partie, ces cytokines sont présentes dans le liquide oculaire de patients atteints de MB et
sont considérées comme les principaux médiateurs inflammatoires (Houman et al., 2014 ;
Tong et al., 2019) (figure 5).

&
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- les cytokines Thl
Diverses études ont prouvé l'existence d’un déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur
d’une orientation Th1l et que les fréquences de ces cellules ainsi que leurs cytokines telles
que IL-2, IL-12, IL-18 et IFN- v, étaient significativement élevés chez les patients atteints
de MB (Aridogan et al., 2003 ; Ahn et al., 2006 ; Houman et al., 2014).

El Asrar et al. a signalé que le niveau d’IFN vy dans I'humeur aqueuse des patients MB était
significativement élevée, en effet cette molécule joue un role primordiale dans 1’activation
et le maintien de la réponse inflammatoire (El Asrar et al., 2011). Il s’est avéré aussi que
des niveaux élevés d’IL-12 dans le sérum des patients atteints de MB la rend une cytokine
Thl clé (Djaballah-ider, 2018). En parallele I'lL-18 participe en grande partie a la
production d'IFN- y et stimule indirectement les cellules T a sécréter IL-12 et IFN- y cela
suggere que I'lL-18 est impliquée dans la pathogenése de la MB (Zhou et al., 2012). Ce

qui soutient le fait que les cytokines de type Th1 sont étroitement liées a la maladie.

- Les cytokines Th2
Il a été rapporté que les cytokines Th2 étaient significativement présentes dans la MB.
Premierement. Des niveaux significatifs en IL-4 ont été constatés chez 56,5 % des patients
présentant une uvéite dans le cadre d’'une MB (Touil et al., 2006). Par ailleurs, une autre
étude de Belguendouz et al a suggéré que I'augmentation de I'IL-4 pourrait réguler a la
baisse I'expression du NO, antagonisent I'effet de I'lFNy, ce qui suggére que I'lL10 semble

avoir un réle protecteur (Belguendouz et al., 2011).

- Les cytokines Th17

Il est connu que la MB est dominée par la réponse Th1l mais une accumulation de preuves a
illustré le role des cellules Th17 qui produisent essentiellement 1’IL-17, IL-21, et IL-23
pour moduler l'inflammation et l'auto-immunité (Singh et al., 2014). Les niveaux
d'expression des cellules Th1l7 et des cytokines apparentées ont été signalés chez les
personnes atteintes.

Premierement, Chi et al. ont constaté que les fréquences des cellules Thl7, de leurs
cytokines et le facteur de transcription ROR vy t étaient significativement plus élevés chez
les patients MB actifs que chez les patients MB en rémission (Chi et al., 2008 ; Nanke et

al., 2018). Ces cellules et leurs cytokines associées semblent jouer un r6le majeur dans la

¢
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pathogenése de la maladie en induisant I’inflammation chronique et I’activation des
polynucléaires neutrophiles (Touil-Boukoffa et al., 2015).

De plus, Geri et al ont constaté que 1’IL-21 jouait un rdle important dans la MB, par
I’activation des Th17 et I’inhibition des Treg. lls ont également montré que des cellules
productrices d’IL-21 et d’IL-17A étaient présentes dans le LCR de patients avec atteinte
neurologique active (Geri etal., 2011 ; Houman et al., 2014).

Donc les cellules Thl et Th17 sont liées a I'inflammation active dans la MB, et I'équilibre
Thl / Th17, I'équilibre Th17 / Treg et I'axe IL-17, 23 jouent un réle important dans les

réponses inflammatoires et pathologiques (Tong et al., 2019).

- Les cytokines Th22

En présence d'IL-6 et de TNF- o, les LT CD4 + naif se différencient en cellules Th22 qui
sécrétent principalement IL-22 une cytokine qui favorise 1I’inflammation et TNF-a..

Sugita et al ont mis en évidence des clones de Th22 au niveau de ’humeur aqueuse de
patients atteints d’'une MB avec uvéite active. Ces clones produisaient des taux élevés
d’IL-22 et de TNF-a (Sugita et al., 2013).

Cependant, d'autres études ont suggéré que le niveau d'lL-22 dans le surnageant des PBMC
stimulées chez les patients MB avec uvéite active était plus élevé que chez les patients sans
uvéite ou chez les témoins normaux et que le niveau d'IL-22 était associé a la gravité de

vasocularite rétinienne (Tong et al., 2019).

- Les Cellules T régulatrices (Treg) et leurs cytokines

Les L Tregs jouent un role central dans le contréle de la tolérance immunitaire et le
maintien de I'noméostasie immunitaire (Campbell et al., 2011 ; Sawant et al., 2014).

les fonctions immunosuppressives des cellules Treg ont éte identifiées, qui sont
principalement médiées par la sécrétion de cytokines telles que IL-10, IL-35 et TGF- B (Li
etal.,, 2015 ; Tong et al., 2019).

Une étude a montré que les lymphocytes T régulateurs activés étaient moins nombreux
chez les patients que chez les sujets sains. Néanmoins, ces Tregs étaient capables d’inhiber

les cellules effectrices ce qui signifie qu’ils étaient fonctionnels (Houman et al., 2014).
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Figure 5: Le role des cellules T et des cytokines dans la pathogenése de la maladie de
Behcet. (Tong et al., 2019).

1.4 .3.3.Lymphocytes B

Le nombre normal des lymphocytes B chez les patients ne suffit pas pour négliger le role
de l'immunité a médiation humorale au cours de la MB, a cause de la production de
différents isotypes des immunoglobulines et des auto anticorps au cours de cette pathologie
Les lymphocytes B des patients avec MB expriment des niveaux élevés de marqueurs
d’activation tels que les marqueurs my¢loides CD13, CD33, et les CD80 et CD45RO *,
avec une sécrétion accrue d'immunoglobulines par le biais de plusieurs mécanismes
(Eksioglu et al., 1999 ; Amoura et al., 2006).

Des anticorps ont été retrouvés chez des malades ayant une autre pathologie inflammatoire,
mais la présence d’IgM parait spécifique de la MB. L’alpha-tropomyosine et I’AgS sont
des antigenes reconnus par les immunoglobulines des patients atteints de MB (Amoura et
al., 2006).

1.4.3.4. Auto-antigenes

Les autoantigenes, via le mimetisme moléculaire, jouent un réle clé dans le developpement
de la MB. Plusieurs auto-antigenes ont eté observés, notamment les protéines de choc
thermique (HSP), l'antigéne S, la protéine de liaison aux rétinoides interphotorécepteurs
(IRBP), a-tropomyosine, et af- cristallin Grace a I'étude de I'nomologie de séquences entre

les protéines M de la paroi cellulaire streptococcique et la tropomyosine, des épitopes

=



Géneéralités-La maladie de Behcet | Chapitre I

immunologiques partagés ont été révélés. La similitude entre cette protéine de surface
streptococcique et la tropomyosine suggere que le mimétisme moléculaire peut conduire a
I'inflammation observée dans le MB via linduction d'une immunoréaction a la
tropomyosine. En effet, une immunoréaction a I'antigéne S et a I'lRBP, qui sont des auto-
antigénes specifiques de la rétine, a été suggérée comme étant impliquée dans la
pathogenese de la MB (Tong et al., 2019).

1.4.3.5. Auto-anticorps

Dans la MB plusieurs auto-AC ont été étudiés pour démontrer leur rble pathogéne mais
aucun résultat n’était convaincant. Les plus étudiés sont les anticorps anti cellules
endothéliales (AECE) malgré que leurs corrélation avec les activités de la maladie en
particulier I'atteinte vasculaire reste hypothétique (Kapsimali et al., 2010 ; Chambrun et
al., 2012).

D’autres auto-AC ont été recherchés tels que les AC anti o — tropomyosin qui ont été
observés chez 26,6% des patients MB ayant une uvéite postérieure, et plein d’autres (Mor

et al., 2002).

1.4.4.Anomalies de la réponse inflammatoire

1.4.4.1.Les protéines du choc thermique HSP (Heat Choc Proteins)

Les HSP sont une classe de protéines hautement conservées retrouvées dans les
microorganismes et les tissus des mammiféres. Elles sont exprimées suite & un état de
stress tel que la chaleur, ou les infections. Elles constituent aussi des antigénes puissants
pour I’activation lymphocytaire T. La famille des HSP60 comprend la HSP65 (65 kDa) qui
est commune a plusieurs microorganismes qui correspond a 60% la protéine humaine
HSP60 (60 kDa), qui est principalement exprimée au sein des mitochondries (Lehner et
al., 1997).

HSP60 agirait comme signal de danger et provoquerait une réponse inflammatoire rapide
avec production de cytokines et des molécules d’adhésion .Quatre peptides du HSP65
mycobactérien et leurs homologues au niveau de HSP60 humain, sont capables de stimuler
la prolifération des lymphocytes T au cours de la MB, ce qui pourrait entrainer
secondairement, par réactivité croisée, une prolifération de cellules T auto-réactives vis-a-
vis des HSP60 humaines (Pervin et al., 1993).

o
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1.4.4.2. Le monoxyde d’azote (NO)
Le monoxyde d’azote, NO est une molécule endogene, paracrine, dotée d’une forte activité
vasodilatatrice. Le NO est considére comme un excellent messager intercellulaire sous
I'état dissous grace a sa solubilité et sa capacité de diffusion a travers les membranes
biologiques. cette molécule joue un réle primordiale dans la réponse immunitaire
antiparasitaire, antibactérienne ainsi contre les cellules tumorales (Mansuy et al., 1995 ;
Vadon-Le Goff et al., 1998).

a.La biosynthése du NO

le NO est formé suite a I’oxydation de son précurseur la L-arginine via les NO synthases
(NOS) (figure 5) qui nécessite la présence du NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate) et plusieurs co-facteurs (Mansuy et al., 1995).

NADPH NAD+

\/ L- citrulline + NO

NOS
FMN/FAD/CaM/Heme/BH4

L- arginine + O2

Figure 6: réaction chimique de la synthése de NO (Mansuy et al., 1995).

le FAD (flavine adénine dinucléotide), le FMN (flavine mononucléotide), la BH4 (tétrahydrobioptérine), la
FMN et le FAD servent de transporteurs d'électrons tandis que le héme et la BH4 (des cofacteurs) catalysent

la réaction de la L-arginine et L’O2 qui s'accompagne de la production de la L-citrulline.

b. les NO Synthases (isoformes) : (Tableau 1, voir annexes)

Il existe trois isoformes de NOS d’une localisation génomique, et distribution cellulaire
différente ainsi que leurs fonctions biochimiques, mais ils ont en commun la production du
NO, il s’agit de :

e La NOS neuronal (nNOS ou NOS1) isolée des cellules neuronales.
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e La NOS endothéliale (eNOS ou NOS3) isolée des cellules endothéliales.
les deux isoformes sont a expression constitutive et dont I’activation est
dépendante du calcium.

e La NOS inductible (iNOS ou NOS2) dont I’expression de cette isoforme
macrophagique est normalement absente a I'état quiescent, ne se manifeste
qu'apres stimulation par exemple par des LPS bactériens et les cytokines
(Djaballah-Ider et al., 2018).

c. I'activation de NOS

I’activation de la synthése de NO dépende du type cellulaire, et son surproduction,
indépendamment des concentrations intracellulaires de calcium, est due a iINOS qui peut
entrainer des effets protecteurs ou dommageables (Bogdan et al., 2001).

L’expression de I’'iNOS dans les macrophages est activée par des inducteurs particuliers, ce
qui participe dans la pathogenese des maladies inflammatoire, y compris la MB. Elle est
d'abord régulée et modulée par des récepteurs cellulaire telles que les récepteurs TLR et le
CD14, ce dernier qui est le récepteur du lipopolysaccharide (LPS) joue un réle essentiel
dans les réponses pro-inflammatoires des monocytes et des macrophages via l'activation de
la voie NFKB. le CD14 a deux formes distinctes; mCD14 (forme ancrée au GPI) et sCD14
(CD14 soluble). Le mCD14 est censé avoir un effet direct sur la simulation LPS via
I’interaction avec le récepteur Toll-like-4 (TLR-4). D’autre part, le IFN-y active I’iNOS via
’activation de la voie de signalisation Jak-STAT qui par la suite augmente I'induction
d'iNOS et la production de NO (Figure 6) (Aktan 2014 ; Belguendouz et al. 2015).
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figure 7: schéma de la voie de signalisation TLR4 (Mortellaro et al., 2015, adapteé ).

Des recherches récentes montrent que la biosynthese du NO via I’isoforme iNOS est
régulée principalement au niveau transcriptionnel, mais également aux niveaux post-
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel par des modifications sur la stabilité
des protéines, la dimérisation, la phosphorylation, la liaison au cofacteur et la disponibilité
du substrat (I'oxygene et la L-arginine) l'inhibition d'iNOS peut étre bénéfique pour le

traitement des maladies inflammatoires (Aktan 2014).
c. implication physiopathologiques du NO

L’oxyde nitrique est directement ou indirectement impliqué dans pratiquement toutes les
opérations cellulaires, les avantages du NO se concentrent principalement sur le systéme
cardiovasculaire mais cela a aussi un impact sur d’autres systémes. En effet, le NO produit
par ’eNOS exerce un effet vasodilatateur, donc il va diminuer la tension artérielle en
élargissant les vaisseaux sanguins. De plus, 1’oxyde nitrique peut interférer avec le

processus de coagulation du sang en inhibant l'agrégation plaquettaire et la prolifération

=
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des cellules du muscle lisse vasculaire, ce qui lui rends un régulateur homéostatique

important et lui permet de surveiller I'athérosclérose (Ignarro et al., 2017).

Le NO produit par la nNOS agit comme un neurotransmetteur dans le SNC ou il régule la
plasticité synaptique, le cycle veille-sommeil, la neurosécrétion, et les processus de
reproduction, et dans le SNP ou il intervient dans la relaxation non adrénergique et non
cholinergique des muscles lisses dans les voies gastro-intestinales et urogénitales.
(Calabrese et al., 2007).

Par ailleurs, dans les réponses immunitaires et inflammatoires le NO est synthétisé
massivement par le systtme monocyte/macrophage ainsi que les neutrophiles suite a une
stimulation de la iNOS par les cytokines pro-inflammatoires. Le NO est doté donc des
capacités bactéricides, fongicides, antiparasitaires, et anti-tumoraux (Vadon-le Goff et al,
1998). Des études récentes ont démontrés que le NO généré par I'oxyde nitrique synthase
inductible peut méme inhibe le cycle de réplication du SRV CoV (Akerstrém et al.,
2005).

De plus, le NO participe a I'immuno-régulation par rapport a sa concentration, si il se
trouve a un faible taux il agit comme un signal d’activation et protége de nombreuses
cellules de I’apoptose, par contre quand il se trouve dans un taux élevé il réagit comme une
molécule immunorégulatrice autocrine ou paracrine, régulant notamment le balance
Th1/Th2 et induisant des effet cytotoxique et apoptotique (Lahmar-Belguendouz et al.,
2009).

En outre, I’oxyde nitrique participe dans la pathogenése de plusieurs maladies auto-
immunes et auto-inflammatoires, une diminution ou un excés de sa production dans un
endroit inapproprié provoque un dysfonctionnement endothéliale qui pourrait étre a

I’origine de nombreuses maladies (Vadon-Le Goff et al., 1998).

I’interaction du NO avec certaines especes réactives d'oxygeéne, tels que I'anion superoxyde
pour former des espéces comprenant des radicaux peroxynitrite ou hydroxyle peuvent
s'avérer encore plus la toxicité et peuvent causer de nombreuses altérations cellulaires via
la peroxydation lipidique et la nitration des protéines au cours de 1’uvéite auto-immune

expérimentale (UAE) (Arroul-Lammali et al., 2012).

&
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Du méme, I’implication du NO dans la MB a été rapportée dans plusieurs études, comme
par exemple I’étude de Belguendouz et son équipe, ou ils ont signalé une production
excessive du NO et des cytokines pro-inflammatoires dans le sérum, le liquide synovial et
I'numeur aqueuse (Belguendouz et al., 2008). 1l existe plusieurs hypothése explicatives du
dysfonctionnement du NO au cours de la maladie de Behcet, le polymorphisme du géne de
eNOS était associé a une sensibilitt MB dans une population italienne dont il peut
influencer la libération du NO endothéliale (Salvarani et al., 2007). D'une autre part, le
taux élevé du NO été associé a une stimulation accrue de la NOS2 par les cytokines pro-
inflammatoires ou les cytokines Thl tels que I'lFN-y, ce qui contribue au développement
du processus inflammatoire au cours de l'uvéite de Behcet active (Belguendouz et al.,
2011).

1.5. Diagnostic

Le diagnostic de la maladie de Behcet repose sur les symptémes clinique essentiellement,
et cela est dd a I'absence des marqueurs biologique pathogénique ou des signes spécifiques
qui permettent sa distinction aux autres maladies inflammatoires (Davatchi et al., 2015).

Aucune maladie n'a jamais incité a autant de criteres de diagnostiques que la MB. Depuis
1946 quinze types de classification différentes ont été proposés. En 1990, les criteres
présentés par 1’International Study groupe of Behget disease (ISG) sont imposés comme les
plus utilisés dans les études épidémiologiques. Ces critéres reposent sur I'existence des
ulcérations buccales répétitives (au moins 3 fois dans un ans) comme un critere majeur,
associés au moins a 2 critere mineurs tels que les ulcérations génitales récurrentes, les
Iésions oculaires, les Iésions cutanées et le test pathergique positif (tableau 02) (Criteria

for diagnosis of Behcet'sdisease ; maher et al. 2014 ).

Une nouvelle classification a été mise: I’International Criteria for Behget’s Disease
(ICBD). Issue de la collaboration de vingt-sept pays, cette classification vise a harmoniser
les critéres d’inclusion des personnes atteintes de maladie de Behget dans les études et cela,
avec de meilleures sensibilité et exactitude que celles de I’ISG (Davatchi et al., 2012 ;
Davatchi et al., 2015) (Tableau 2), les manifestations vasculaires ont été ajoutées aux 5
criteres ISG, et les Iésions aphteuses génitales et les lésions oculaires ont plus de valeur
diagnostique que les autres, ils obtiennent chacun 2 points. Les autres éléments obtiennent
chacun un point. Un patient doit obtenir 3 points ou plus pour étre diagnostiqué / classé

comme ayant une MB. En 2014 ces criteres ont été révises, dont au moins 4 points sont

&
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nécessaires et a I’avantage de comprendre dans ces critéres les manifestations

neurologiques (Tableau?2) (Davatchi et al., 2007).

Tableau 2:Caractéristiques de 5 systemes de classification de la maladie de Behcet
(maher et al. 2014 Adapté)

System de

classification

International Study
Group : 1SG (1990)

International

Criteria for Behcget’s

Revised

International

Variable Disease:1CBD (2006) | Criteria for Behget’s
Disease:ICBD
révisée (2013)

Aphtose buccale (AB) Obligatoire 1 point 2 points

Aphtose genitale (AG) Facultatif 2 points 2 points

Atteinte oculaire Facultatif 2 points 2 points

Atteinte cutane Facultatif 1 point 1 point

Test de pathergie positif | Facultatif 1 point 1 point

Atteinte vasculaire / 1 point 1 point

Atteinte neurologique / / 1 point

de

remplissage des critéres

Conditions

AB et au moins 2

items facultatifs

3 points ou plus

Au moins 4 points

Sensibilité

77,5%

98,3%

96,8%

Spécificité

99,2%

96,2%

97,2%
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1.6. Traitement

La prise en charge thérapeutique de la maladie de Behcet differe selon la séverité de celle-
ci, les facteurs pronostiques et selon le type d’organes atteints (figure7). En général, le
traitement a pour but d'éviter la survenue de lésions irréversibles (oculaires ou
neurologiques), Réduire ou supprimer le nombre de poussées et de contrdler les lésions

cutanéo-mugueuses et articulaires (Comarmond et al., 2014).

*Nouvelles therapies immunomodulatrices
sInterferon-a

sInhibition des cytokines pro-inflammatoires.
*Ciblage des lymphocytes (anti-CD20, CD25,
CD52. )

MB sévére
Ou rréfractaire

Uvéite postérieure
Atteinte digestive
Neurclogique
Vasculaire

*une corticothérapie
systémiques
*Immunosuppresseurs
(ciclosporine A, le tacrolimus, le
méthotrexate, I' azathioprine.)

Atteinte cutanéo- * Colchicine.
mu.qumllse *Corticoides topiques
articulaire *Aspirine

+AINS

Figure 8: Stratégie thérapeutique graduée dans la maladie de Behget (Cacoub et al., 2014,
adaptée).

Le traitement de la maladie repose principalement sur la corticothérapie, les
immunosuppresseurs (Greco et al.,, 2018) et la colchicine (Balkan et al., 2019).
Cependant, le traitement conventionnel n’est pas fonctionnel dans tous les cas de la MB;
c'est pourquoi d'autres mécanismes devraient étre proposés pour moduler I'inflammation.
Un de ces mécanismes qui a été découvert ces dernieres décennies est la voie
anti-inflammatoire cholinergique (CAP). Cette voie est considérée comme une stratégie
thérapeutique prometteuse pour surveiller I'inflammation (Andersson et al,. 2012). Les
récepteurs cholinergiques sont exprimés dans les cellules immunitaires et leur stimulation a
des effets modulateurs sur la réponse immunitaire. Les effets anti-inflammatoires sont
géneralement médiés par les récepteurs nicotiniques cholinergiques (De Rosa et al., 2009 ;

Hoover et al,. 2017) Le réle de la nicotine dans la MB a éte étudié.
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11.1. Définition

L'isolement et I'extraction de composés médicinaux a partir de sources végétales et leur
caractérisation sont une pratique courante depuis un passé récent mais la plupart de ces
produits naturels ont été signalés sans rapportes leurs propriétés biologiques ce qui exige
un réel besoin de tests biologiques fiables capables de détecter un large spectre d'activités
pharmacologiques dans les différentes plantes. La nicotine ou 3-(1-methyl-2-pyrrolidinyl)
pyridine (Figure 8) est I’'un des produits les plus étudiés ce dernier temps, c’est un
analogue de I’acétylcholine, neuromédiateur bien connu pour son action sur les neurones
du systeme nerveux central ou elle se lie a des récepteurs bien spécifique appelés les
récepteurs cholinergiques nicotiniques (nNAChRs). Cette interaction module plusieurs
fonctions comme par exemple les fonctions dopaminergiques et la production de facteurs

neuroprotecteurs (Zaid et al., 2012 ; La nicotinothérapie 2017).

3-(1-methylpyrrolidin-2-yl)pyridine
Figure 9: Structure chimique de la nicotine.

11.2. Les sources de la nicotine

La nicotine est un alcaloide présent dans la famille des solanacées, principalement dans le
tabac (Nicotiana tabacum) ou la substance peut représenter jusqu'a 5% du poids total des
feuilles de la plante (entre 30 et 60 mg), et elle est présente en plus petit quantités
d'aubergine (Solanummelongena), de tomate (Solanumlycopersicum), de pomme de terre
(Solanumtuberosum), de chou-fleur (Brassicaoleracea var. botrytis) et de certaines

fougéres comme Lycopodiellacernua (Seigmund et al., 1999).

La biosynthese de la nicotine est possible aussi dans des laboratoires spécialises dans la
production de la nicotine synthétique. La principale différence est que la nicotine
synthétique a été produite en utilisant les mémes produits chimiques qui contient de la
nicotine mais pas de tabac, en anglais est la "non tobacco nicotine’ (NTN) (Civilini et al.,
1999 ; HILIQ).

&
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11.3. Pourquoi la nicotine ?

Bien que cette molécule soit le majeur composant de la cigarette, plusieurs recherches
scientifique se sont basé sur cette derniere afin de prouver ses effets thérapeutiques et

avantages et ce choix a été base sur:

e La disponibilit¢ de la molécule ainsi que la facilit¢ d’obtention depuis les
différentes sources citées précédemment.

o Propriétés chimiques bien définies.

o Meécanisme d'action sur les récepteurs nicotiniques connu.

e Une piste de recherche prometteuse de traitements révolutionnaires pour les

maladies neurodégénératives.

11.4. Propriétes therapeutiques

L’utilisation de la nicotine dans les stratégies thérapeutiques dépend des conditions, des
caractéristiques et du déroulement propre de chaque essai. Des études précliniques et
cliniques suggérent que la nicotine pourrait avoir un effet bénéfiques en diminuant
I'incidence et / ou la gravité de plusieurs maladies, y compris la sclérose en plaque, la
polyarthrite rhumatoides, la colite ulcéreuse, la maladie de Parkinson (MP), certaines
formes de maladie d'Alzheimer (MA), le diabéte de type | et la maladie de Behget (Piao et
al., 2009 ; Gomes et al., 2018).

Cet alcaloide est alors un médicament approprié qui se fixe aux récepteurs nicotiniques
omniprésents qui existent sous plusieurs formes, chacun ayant une localisation et une
fonction spécifiques. Les recherches sur la diversité des récepteurs cholinergiques centraux
nicotiniques illustrent la complexité des effets de la nicotine sur différents

neurotransmetteurs du cerveau (Deneris et al., 1991).

L'une des premiéres découvertes a l'appui du potentiel anti-inflammatoire de la nicotine
était I'observation que la nicotine altérait a la fois la réponse immunitaire humorale et
cellulaire et produit une réponse modifiée qui se caractérise par une diminution de
I'inflammation (figure 9), une diminution de la réponse d’anticorps et une réduction de la
signalisation médiée par les récepteurs des lymphocytes T. Ces effets proviennent

probablement de I'impact direct de la nicotine sur les lymphocytes T. La nicotine affecte
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également le développement des lymphocytes B et contrble leurs survie via les mémes

récepteurs (Piao et al., 2009).

Figure 10: La voie cholinergique anti-inflammatoire (Scott, D et al., 2006. Adapté)
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Le modele expérimental est considéré comme une étape importante et nécessaire dans
la compréhension de tout type de pathologies et dans 1’avancement de la plupart des
domaines de recherche. De nombreux chercheurs ont essayé de développer un modele
animal a utiliser dans la MB, on trouve des essais faisons intervenir des porcs, des rats, ou
méme des souris (Baharav et al., 2006). Ces derniers peuvent étre divisés en fonction du

paradigme étiologique proposé.

I11.1.L’induction de la maladie
Comme cité auparavant, la maladie de Behcet est multifactorielle ce qui rend son induction
dans un modele expérimentale possible de plusieurs manieres: en utilisant des facteurs

environnementaux, des bactéries, des virus, la tropomyosine ou I'antigéne S (Figure 10).

11.1.1. Le virus Herpés simplex HSV

Dans la description historique de la MB par Hulusi Behget en 1937 il a été proposé que le
syndrome pourrait étre causé par une infection virale. Pendant de nombreuses décennies,
des efforts ont été faits pour confirmer cette hypothese. Les résultats de nombreuses
données recueillies sur I’importance du VHS dans la MB, I’expression de I’ADN viral et
les essais thérapeutiques anti herpétiques, sont controversés (kaneko et al., 1997). En
1998, Sohn et al. ont signalé que 1’inoculation de 106 pfu de HSV de type | dans le lobe de
I’oreille de souris ICR a produit une maladie de type MB chez environ 50 % des animaux,
y compris des ulcéres génitaux et buccaux, des Iésions cutanées et oculaires, de 1’arthrite et

des troubles gastro-intestinaux (sohn et al., 1998).

I11.1.2. La protéine de choc thermique

La protéine de choc thermique (HSP) a également été impliquée dans la pathogenese de
plusieurs maladies auto-immunes anthropiques et induites expérimentalement comme la
MB, a la fois comme antigenes cibles et comme chaperons intracellulaires impliqués dans
la liaison peptidique aux antigénes HLA (Yildirim, 2012).

Lehner et al. (Lehner et al., 1997) ont signalé que 1’uvéite pourrait étre induite chez des
rats Lewis par 4 peptides dérivés de la séquence des mycobactéries 65 kD hsp, qui
stimulent spécifiquement les lymphocytes TCR v chez les patients présentant des peptides
dérivés de MB et de 65 kD hsp chez les humains. Les rats Lewis des groupes Lehner ne

présentaient qu’un seul symptome oculaire. Les symptémes de MB chez les patients sont

.3



Le modele expérimental | Chapitre III

multiples, chroniques ou récurrents. Donc si des symptomes supplémentaire apparaissent
chez des rats Lewis stimulés par peptide dérivé de HSP, ce modéle animal serait plus utile
(Yildirim, 2012).

111.1.3. L'antigene S

L'arrestine ou Ag-S rétinienne est une protéine immunologique séquestrée existe
principalement dans la région des photorécepteurs de la rétine. Il est utilisé pour I'induction
du modele classique d'uvéite auto-immune expérimentale. Parmi d’autres patients avec
uvéite, Les sérums de patients a MB contenaient des AC dirigé contre 1’Ag-S et leurs
cellules T ont été activées par cette protéine. Cette derniére partage une homologie avec
une séquence conservée dans les molécules HLA-B (aa 125-138) d’une grande importance
(Baharav et al. 2006). Des travaux antérieurs ont montré que L'immunisation avec I’Ag-S
ou la protéine de liaison aux rétinoides interphotorécepteurs (IRBP) provoque une
uvéoretinite auto-immune expérimentale qui ressemble a certaines conditions d’uvéite
humaines (Yildirim, 2012).

111.1.4. La tropomyosine

Les tropomyosines sont une famille de protéines exprimées dans les muscles ainsi que dans
les cellules non musculaires, y compris les cellules épithéliales, les fibroblastes et les
plaquettes (Mahesh et al., 2005).

Plusieurs études ont rapporté I'a-tropomyosine (TPM) comme un auto-antigéne induisant
un auto-anticorps dans les serums de patients atteints de MB (Baharav et al., 2006 ; Touri
et al., 2018).

Mor et coll. (Mor et al., 2002) ont également rapporté que I'immunisation des rats Lewis
avec de l'a-TPM peut induire une uveéite. Ce modele TPM partage certaines
caractéristiques cliniques de la MB et a le potentiel de devenir un modele expérimental
utile.(Mahesh et al., 2005; Baharav et al., 2006).

Pour choisir un mode¢le animal, il faut qu’il répondre aux plusieurs critéres, une similitude
avec la maladie humaine en termes de symptomatologie, physiopathologie et réponse aux
traitements. Il faut qu’il montre aussi une reproductibilité: un taux élevé de réponse a
I'induction de la maladie chez les animaux ainsi qu'une homogénéité de I'apparition et des

manifestations de la maladie entre les animaux (Figure 11).

|
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Le modeéle tropomyosine dans les rats devrait répondre aux critéres cités ci-dessous, il a

également été réalisé dans différentes études (Touri et al.,2018 ; Mahesh et al., 2005) ce

qui le rends un modele idéal et réalisable.

Facteurs Models Protocol > Symptdmes
déclenchants
Les protéines de Rats Lewis Immunisation sous- Un taux élevé (>
choc thermique cutanée et 75%) d'uvéite
(HSP) mugqueuse de rats ressemblant a une
: Lewis avec le atteinte oculaire
peptide 336-351 de dans la MB
I'nomme HSP 60
Le virus de Souris ICR Inoculation de 10 "6 Des ulceres
I'herpés simplex PFU de HSV type | génitaux et
(HSV) au lobe de l'oreille buccaux, des lésions
: des souris cutanées et
oculaires, atteintes
gastro-intestinales
et arthrite.
L'antigéne-S Rats Lewis Immunisation des > Uvéite
rats avec les peptides
de I’Ag-S et de
I’HLA-B
v v v v
La Rats Lewis La vaccination de Atteinte de la

Tronnmvnsine

rats Lewis avec de la
TPM émulsionnée
dans le CFA

peau, des
articulations
et des yeux.

Figure 11:Schéma explicatif des principaux protocols expérimentaux dans I’induction de la

maladie de Behcet (Baharav et al., 2006, adapté).
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La non reéalisation du travail pratique s’est imposé malheureusement suite a 1’épidémie du
Covid-19 que le monde a connu, mais pour donner suite a notre projet nous avons illustré la
méthodologie qu’on allait suivre et nous avons aussi rapporté des résultats d’autres étude du
méme but mais sur d’autres pathologies inflammatoires qui ont été réalisées.

IV.1. Présentation de I'étude

A la lumiere des études déja réalisés sur I'effet de la nicotine dans les différentes maladies
inflammatoires, dont le métabolisme ressemble a ce de la maladie de Behcget, nous
obtiendrons des connaissances sur I'effet anti-inflammatoire de cette molécule et son impact

thérapeutique sur la MB pour la premiére fois en faisant une synthese des résultats obtenues.

1V.2. Matériel

IV.2.1. Matériel biologique

Soixante-dix rats méles de la rase Wistar pesant 180 a 200 g devrait étre utilisés dans cette
étude. Les animaux devrait étre fournis par l'animalerie de notre faculté des sciences
(Mhamed bouguerra boumerdes). lls devraient étre exposés a un cycle lumiére / obscurité de
12 h a température ambiante avec un acces libre a la nourriture et a I'eau. L'étude devrait étre
approuvée par le comité de déontologie et d'éthique de I'Agence thématique de recherche en
sciences de la santé (ATRSS) anciennement Agence nationale de développement de la
recherche en santé (ANDRS). Code: N ° 43-ANDRS-2011.

- Extrait de la nicotine
Sel de tartrate de nicotine d'hydrogéne de la marque Sigma Aldrich avec un minimum de
pureté de 98% TLC d’un poids moléculaire de 462,41 g/mol.
- Numéro : N5260-25G-sigma.
- Formule : CIOH14N2.

1VV.3. Méthodes

IVV.3.1. Préparation de la Tropomyosine

En premier lieu, la TPM devrait étre prépare et purifié avant de Il'utiliser dans le modeéle

expérimental en suivant les étapes suivantes:
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L’o-Tropomyosine devrait étre préparée a partir de muscle de poulet selon la méthode

rapportée par Lin et al. (Lin et al., 1985), avec de légeres modifications (Touri et al,. 2018).

En premier temps, 20 g de muscle devraient étre hachés et homogénéisés dans 200 ml de
tampon A [Tris 10 mM, pH 8,0, KCI 0,1 M, EGTA 2 mM, dithiothréitol 2 mM (DTT)] a4 °
C. Aprés centrifugation a 10000 x g pendant 10 min, le précipité obtenu devrait étre extrait
deux fois a chaque fois avec 200 ml de tampon B (10 mM Tris, pH 8, 1 M KCI, 2 mM EGTA
et 2 mM DTT) pendant 1 h a 4 ° C. Les surnageants devraient étre recueillis apres
centrifugation a 10 000 x g pendant 10 min, puis rassemblés et bouillis pendant 10 min. Aprés
avoir été refroidis sur glace et centrifugés a 12 000 xg pendant 10 min, les surnageants
contenant de la tropomyosine devraient étre fractionnés a 35 et 55% avec du sulfate
d'ammonium. L'extrait de tropomyosine final devrait dialyser intensivement contre (Tris 10
mM, pH 8,0, DTT 0,2 mM et EDTA 2 mM).

IVV.3.2. Protocol expérimental

e un groupe de rats (n=10) devrait étre immunisé dans la patte arriére droite avec 100 pg
de TPM en adjuvant complet de Freund (CFA) (Sigma-Aldrich, USA).

o Ce modele a été utilisé pour tester les effets thérapeutiques de la nicotine.

o la dose optimal utilisée de la nicotine devrait étre a 1.5mg/kg par rapport a la
littérature (Yu et al., 2011 ; wang D. et al., 2019).

e Groupe préventif (n = 10): les rats devraient recevoir un prétraitement quotidien de la
nicotine (1.5 mg / kg) pendant 5 jours consécutifs avant I'immunisation avec la TPM.

e Groupe curatif (n = 10): 5 jours aprés l'injection de TPM (selon 1’apparition des
symptomes), les rats devraient étre traités par la nicotine (1.5 mg / kg) pendant 9 jours.

e Groupe nicotine (n =10): les rats (non induits) devraient recevoir une injection
quotidienne de la nicotine (1.5mg / kg) pendant 9 jours consécutifs.

e Groupe CFA (n =10): les rats devraient recevoir une seule injection de 100 pl de CFA
+ PBS (1: 1 v/ v) dans la patte arriére droite.

e  Groupe témoin (n = 10): les rats devraient recevoir 100 ul de tampon phosphate salin

(PBS) dans la patte arriere droite.
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e Groupe préventif + curatif (n=10): les rats devraient recevoir un prétraitement
quotidien de la nicotine (1.5 mg / kg) pendant 5 jours consécutifs avant
I'immunisation avec la TPM. Ensuite, 5 jours apres l'injection de TPM, les rats
devraient étre traités par la nicotine (1.5 mg/ kg) pendant 9 jours.

e e sacrifice des rats devrait avoir lieu lel4eme jours (Figurel?2).
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Figure 12:La démarche expérimentale.

IVV.3.3. Les méthodes de dosage

a. Dosage de monoxyde d’azote par la méthode de GRIESS modifiée
La production de NO dans les liquides biologiques est indirectement déterminer en mesurant

le taux des nitrites résiduels issus de dégradation oxydative de NO.

a.l. Principe
Le principe de méthode de Griess modifiée tels que décrite par Pr. Touil-Boukoffa (Touil-
Boukoffa et al., 1998) s’agit d’une réaction de diazotation, elle consiste a la formation d’un
sel de diasonium suite au couplage du nitrite avec le sulfanilamide du Griess B. le sel est
ensuite couplé avec une amine « N-(1-naphtyl) éthylene diamine » (Griess A) pour former un
produit azophique chromophore qui absorbe fortement a 543 nm. Le réactif de Griess donne

une coloration rose plus ou moins intense en fonction de la concentration de nitrite.

a.2. Mode opératoire (Touil-Boukoffa et al., 1998)

-
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e Le dosage devrait étre effectué en ajoutant 25 pul de Griess B puis 25 pl de Griess A a
50ul de plasma ou de surnageant de culture.

e Par la suite, on ajoute 400 ul d’eau distillée. Le mélange devrait étre homogénéisé par
le vortex puis incubé dans 1’obscurité pour 20 min

e Ensuite le mélange devrait étre centrifugé pendant 5 min & une vitesse de 6000 rpm.
La densité optique devrait étre lue a une longueur d'onde de 540 nm sur le
spectrophotomeétre microlab 300 qui est proportionnelle a la coloration de nitrite dans
1’échantillon.

e Une gamme étalon devrait étre réalisée au préalable a partir d’une solution de NaNO2
a 500 pM.

e Les concentrations des nitrites résiduels devraient étre calculées par extrapolation sur

une courbe standard.

b. Dosage de cytokines par ELISA

b.1. Principe
L'évaluation de la production des cytokines pro et anti-inflammatoire devrait étre réalisé en
utilisant un kit de test ELISA Sandwich (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Elle est
une méthode immunochimique qui met en ceuvre successivement deux anticorps qui sont
généralement spécifiques de ’antigéne d’intérét. Dans un premier temps, une plaque de
microtitration est recouverte par des AC primaires qui permettent la capture des Ag
recherchés. La présence des antigénes dans I’échantillon analysé est alors détectée grace a
des anticorps secondaires spécifiques couplés a une enzyme. Ces derniers sont revéles par leur
activité enzymatique apres le rajoute du substrat qui provoque 1’apparition d’un produit jaune

révélant la présence éventuelle des antigénes.

b.2. Mode opératoire
Le sacrifice des rats devrait étre fait dans le 14eme jour. Tout d’abords, une ponction
cardiaque devrait étre faite pour récupérer le sang. Le serum est ensuite séparé du sang par
une centrifugation. La production de certaines cytokines devrait étre quantifiée dans le sérum
(IL-6, IL-6R IL-1B, TNFa, IL10 et IL-37). Il s’agit d’un dosage de type ELISA sandwich.
Dans des puits d’une microplaque de microtitration recouverts d’un premier anticorps
monoclonal anti-cytokine, les sérums sont distribues a raison de 100ul/puits. Aprés 2h

d’incubation a température ambiante, 100ul d’anticorps biotinylés ainsi que 100ul de
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streptavidine couplée a la peroxydase ont été ajoutés aux différents puits. Une deuxiéme
incubation pendant 30 mn a température ambiante suivie d’un lavage doit €tre effectuée.
L’activité enzymatique est révélée par addition du substrat de I’enzyme couplé a un
chromogéne (100ul/puits). L’absorbance est lue a 450 nm par spectrophotométrie, 1’ intensité
de la coloration est proportionnelle & la concentration en cytokines présentes dans
I’échantillon. La concentration en cytokines de chaque échantillon doit étre déterminée par

extrapolation sur une courbe standard.

c. Préparation des coupes histologiques

c.1. Principe
La réalisation des coupes histologiques des témoins et des rats traités a la nicotine est
considérée comme une étape importante pour voir I’effet thérapeutique de la nicotine sur les
Iésions oculaires et celles de cerveau.
La préparation des coupes histologiques se déroulait en plusieurs étapes:
> La fixation au formol 10%: pour la conservation morphologique des structures
tissulaires et cellulaires.
> L'inclusion en paraffine: Les tissus doivent passer par une série de solvants
organiques (alcool, xyléne) qui déshydratent et dissolvent les graisses figurées intra
tissulaires. Le bloc de paraffine permettait de rigidifier le tissu en orientant le fragment
dans le sens de la coupe. La coupe au microtome servait a réaliser une coupe tres fine
(5 microns). La coupe doit &tre déposée et étalée sur une lame en verre.
> La coloration permet de colorer spécifiqguement les différentes structures tissulaires et
cellulaires. Les colorants utilisés sont I’hématoxyline (qui met en évidence les noyaux
en bleu) et I’¢osine (qui met en évidence le cytoplasme en rouge).
Les coupes colorées doivent étre ensuite protégées par une lamelle de verre. Les lames

peuvent étre alors examinées au microscope.
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Figure 13 : Schéma récapitulatif de la démarche expérimental.
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Selon I'hypotheése proposée, nos résultats devrait montrer 1’effet modulateur de la
Nicotine sur la synthese des cytokines pro et anti-inflammatoires ainsi que le monoxyde
d’azote (NO). Pour cela une synthése des résultats d’une panoplie de recherches du méme

objectif dans d’autres pathologies ont été rapportés ci-dessous.
V.1. Résultats
V.1.1. Effet de la nicotine sur I’expression des marqueurs immunitaires

V.1.1.1. L’effet de la nicotine sur ’expression des cytokines

Afin d'étudier les effets de la nicotine, un agoniste des récepteurs ACh, sur la production
de cytokines in vitro, Priya Revathikumar et al. Ont mis en culture des astrocytes foetaux
humains stimulés avec de I'lL-1p et traités simultanément avec de la nicotine a différentes
concentrations (1, 10 et 100 uM). Les surnageants cellulaires ont été collectés pour le
profilage des cytokines par ELISA et le test multiplex MesoScale (Revathikumar et
al,2016).

Les résultats ont montré que le traitement & la nicotine limite de maniére dépendante la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 (60,5 + 3,3,%
d'inhibition)(figl4A), I'lL-1 B ( 42,4 + 1,7,% d'inhibition) (figl4B) et TNF- o ( 68,9 +
7,7,% d'inhibition) (fig14C) par les astrocytes humains activés (Figure 14).
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Figure 14: Modulation des effets de la nicotine sur plusieurs cytokines au cours de la

neuroinflammation (Revathikumar et al,2016).
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Cela confirme les résultats précédents de David A Scott (figure 15). Afin d’Exploiter la

voie anti-inflammatoire nicotinique pour le traitement des maladies inflammatoires

épithéliales qui ont trouvé que la nicotine inhibe la libération de plusieurs cytokines (TNF,

IL-1 B, IL-6) sous le contr6le de la NF- kB. Les cellules ont été prétraitées avec de la

nicotine (100 ng / mL) pendant 2h puis stimulées avec du LPS purifié (0 a1 x 104 ng /

mL) pendant 24 h. Les surnageants ont été récoltés par centrifugation et les niveaux de

cytokines pro-inflammatoires ont été déterminés par ELISA (Scott, D et al. 2006).
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Figurelb: I’effet de la nicotine sur I’expression des cytokines inflammatoires (Scott, D et

al.2006).

Une autre étude plus récente (2019) réalisé par Dewei Wang et al. (Wang, D et al. 2019)

pour démontrer les effets neuroprotecteurs de La nicotine en atténuant la production locale

de cytokines inflammatoires aprés une lésion par écrasement des nerfs sciatiques du rat

(figure 16) mais selon Zai-long chi et al. la nicotine n'a pas inhibé la libération de la
cytokine anti-inflammatoire I1L-10 (Zai-long chi et al., 2007) (figure 17).

.
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Figurel6: Effet de la nicotine sur le TNFa et I’IL-18 mesurée par ELISA le jour 1 apres
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figure 17: Effet de la nicotine sur les cytokines et chimiokines 24h apres l'injection de LPS
et de la nicotine (Zai-long chi et al., 2007).
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V.1.1.2. L’effet de la nicotine sur I’expression d’iNOS et la production de monoxyde
d’azote

Afin d’étudier I’effet thérapeutique de la nicotine dans la maladie d’Alzheimer, Qiang Liu,
et al ont mesuré et quantifié l'activité de NOS et le taux de production de NO dans le
cerveau de souris transgéniques agées de neuf mois traitées avec du saccharose ou de la
nicotine plus du saccharose pendant 5 mois (Qiang Liu, et al. 2007).

La figure 18 (A-B) montre que la nicotine provoque une diminution significative de la
production de NO et de l'activité NOS dans le cerveau, en particulier dans le cortex et
I’hippocampe. Ils ont ensuite examiné par RT-PCR en temps réel et Western blot la
production réduite de NO et I'activité enzymatique NOS qui sont attribuables a I'expression
du géne iNOS. Les niveaux d'/ARN (Figure 18C) et de protéine (Figure 18D) d'iNOS sont

tous deux diminués par le traitement a la nicotine.
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Figure 18 (A-B) : la nicotine diminue la production de NO et I'activité de NOS dans le
cerveau, en particulier dans le cortex et I’hippocampe. (Qiang Liu et al. 2007).
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Figure 18 (C-D): La nicotine réduit I'expression d'iNOS (Qiang Liu, et al. 2007).

V.1.2. L'histologie

V.1.2.1. Effet de la nicotine sur les lésions du segment antérieur de I’ ceil

Dans le but d'étudier I'effet de la nicotine sur I'uvéite induite par I'endotoxine (EIU) chez le
rat et le mécanisme moléculaire sous-jacent. Zai-Long Chi et al. ont réalisé des coupes
histologiques de 6 um d'épaisseur et les colorées & I'hématoxyline et a I'éosine. Aucune
inflammation n'a été observée chez les rats traités par la nicotine seule (figure 19B).
Cependant, une inflammation sévéere a été trouvée dans la chambre antérieure et
postérieure 24 heures apres I'administration du LPS (Fig. 19C). Des réductions
significatives de I'inflammation ont été observées dans les yeux de rats traités avec de la
nicotine (2 mg / kg) injectée simultanément avec le LPS (Fig. 19D) (Zai-long chi et al.,
2007).

E
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Figure 19: Coupe histologique de rétine montrant I’effet de la nicotine sur lI'uvéite induite
par le LPS (Zai-long chi et al., 2007).

L’effet de la nicotine sur l'uveite induite par le LPS été aussi mesuré. En observant Les
scores cliniques (Figure 20A) et la teneur en protéines de I'humeur aqueuse (Figure 20B)
apres injection de nicotine et de LPS (les instants sont indiqués). L'évaluation du score
clinique et I'échantillonnage aqueux ont été effectués a 0, 6, 12, 18, 24, 30 et 36 heures
apres l'injection de LPS. La nicotine a été injectée en méme temps que I'administration de
LPS. Moyenne + ET (n = 4 paires d'yeux). * P <0,05; ** P <0,01 par rapport a l'injection
de LPS.

ILs ont déduit que la nicotine a amélioré les scores cliniques et diminué la teneur en

protéines et le nombre de cellules chez les rats atteints d'EIU (Zai-long chi et al., 2007)

E
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Figure 20: I’effet de la nicotine sur l'uvéite induite par le LPS (Zai-long chi et al., 2007).

V.1.2.2. Effet de la nicotine sur les Iésions inflammatoire du SNC

En suivant le Protocol standard de I’histologie, la moelle épiniere des souris des groupes
témoin et nicotine ont été prélevées a la phase chronique de la maladie (Encéphalomyélite
auto-immune expérimentale (EAE)) (jour 30) et analysées par Eran Nizri et son équipe qui
ont montré une préservation de tissus apres traitement a la nicotine avec une diminution de
la démyélinisation, de I’infiltration de microglies et une réduction des dommages (Figure

21) (Nizri et al., 2009).

&
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Figure 21 : Histopathologie de la moelle épiniére des souris traité ou non traité a la
nicotine (Nizri et al., 2009).

(A - C, Groupe non traité; D — F, groupe traité a la nicotine. (A et D) Démyélinisation, (B

et E) Infiltration de la microglie, (C et F) Dommages des axons).

E
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V.2. Discussion générale

De nombreuses preuves suggerent que la nicotine peut avoir des propriétés anti-
inflammatoires.
Notre objectif était de tester pour la premicre fois I’effet de la nicotine comme stratégie
thérapeutique pour la maladie de Behcet dans le modele animal, comprendre son impact
comme molécule anti-inflammatoire et de délimiter les mécanismes immunologiques
modulatrices sous-jacents a ces effets.
Plusieurs propriétés pharmacologiques de la nicotine dans une variété de maladies

inflammatoires ont été prouvées dans les recherches proposées ci-dessus.

Différentes études ont mis en évidence que les leucocytes humains, murins et méme ceux
des rats expriment a leurs surface les récepteurs nicotiniques cholinergiques (a7nAChR)
qui sont largement exprimeés dans le SNC et le SNP (Sharma et al., 2002 ; Wan et al.,
2003), et leur activation endogene par I'acétylcholine ou exogéne par la nicotine, résulte un
effet anti-inflammatoire qui se traduit principalement par une diminution de la production
des cytokines pro-inflammatoires, en particulier TNF-a provenant des monocytes (Parrish
et al., 2008) et IL-1, et I'IL-6 provenant de macrophages par un effet inhibiteur de
I’activation de NF-xB (Sugano et al., 1998). Il a été démontré que 1’exposition chronique a
la nicotine peut conduire & une régulation positive des récepteurs a7nAChR, des études
sur le cerveau des rats et des souris exposes a plusieurs reprises a la nicotine ont montré
une augmentation des récepteurs nicotiniques (Brown et al., 2013 ; Melroy-Greif et al.,
2016).

Afin d’exploiter la voie anti-inflammatoire nicotinique pour le traitement des maladies
inflammatoires épithéliales, David A Scott et Michael Martin ont démontré, dans une
étude in vitro, que la nicotine se lie aux récepteurs alpha-7 nAChR qui se trouve sur
certains types de cellules immunitaires, ces récepteurs peuvent agir comme suppresseurs et
régulateurs du systeme immunitaire en diminuant la libération des cytokines pro-
inflammatoires par les macrophages et les monocytes. La phosphorylation ultérieure du
facteur de transcription STAT3 et SOC3 connues de leur capacité d’interagir avec la voie
NFkB aboutit a I’inhibition de 1’expression des génes codant pour IL-1, IL-6, et de TNF
mais n'affecte pas la voie anti-inflammatoire y compris I'lL-10 (Scott et al., 2006),ce qui
été en concordance avec des résultats trouvés par Revathi Kumar et Wang D dans des
études in vivo (Revathikumar et al., 2016 ; Wang, D et al., 2019).

&
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La phase active de la MB est souvent associée a une augmentation des marqueurs
inflammatoires dont le NO (Belguendouz et al., 2011; Messaoudene et al., 2011 ;
Djeraba et al., 2014). Une étude faite par Qiang Liu et al a rapporté que la nicotine inhibe
la production de NO et I'activité NOS, et réduit I'expression d'iNOS dans un modele murin
de la maladie d'Alzheimer (Liu, et al., 2007). Ces chercheurs suggérent que la nicotine en
tant qu'un agoniste cholinergique active les nAChR, puis prévient la neurotoxicité via un
nouveau mécanisme anti-inflammatoire et celui-la en inhibant les voies de progression de
la neuro-dégénérescence. Qiang liu et ces collaborateurs ont mentionné une voie de
signalisation par laquelle la nicotine peut également inhiber la neurodégénérescence, c'est
via l'activation de 7nAChR par MAPK / NF-kB. Ces données suggerent que la nicotine
active les nAChRs, puis empéche la neurotoxicité aprés un traitement a long terme a la
nicotine qui active la sous-unité 7 de récepteur nAChR et inhibe I'accumulation et le dép6t
de plaques néritiques (AP) dans I'hippocampe (Liu, et al., 2007). Ce mécanisme peut

fournir une nouvelle facon d'interféré avec 1’inflammation pour le traitement de la MA.

Une rémission des Iésions ainsi qu’une restitution des tissus a été clairement observés
apres traitement a la nicotine ce qui signifie que cette molécule a un impact positifs sur les
1ésions qui résultent de I’inflammation. Apreés la réalisation des coupes histologiques, Zai-
Long Chi et al. n’ont observé aucune inflammation chez les rats traités par la nicotine.
Tandis qu’une inflammation sévere a été trouvée dans la chambre antérieure et postérieure
24 heures apres l'administration du LPS (Zai-long chi et al., 2007).

EranNizri et son équipe ont montré une préservation de tissus aprés traitement a la
nicotine avec une diminution de la démyélinisation, de I’infiltration de microglies et une

réduction des dommages (Nizri et al., 2009).

La production des cytokines pro-inflammatoires dans les cellules immunitaires innées est
médiée par la voie NF-kB. En effet la nicotine se lie aux récepteurs alpha-7 nAChR ce qui
empéche ou inhibe la dégradation de IkB, cette protéine inhibitrice masque le signal de
localisation nucléaire de NF-kB et empéche ainsi sa translocation et son activation dans les
monocytes et les macrophages. Des eléments de preuve antérieurs ont démontré que la
nicotine inhibe la translocation de la protéine NFkB stimulée par la LPS, il a également été
trouvé que la nicotine augmente la phosphorylation de la protéine PI3K et de I’AKT, qui

abaisse ’activation de la protéine NFxB dans les macrophages (Teng, P et al,. 2019).

2|
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Malgré toutes ces études sur la nicotine, son effet direct dans la maladie de Behget n’a pas
été encore etudié. L utilisation de cette molécule peut offrir un résultat cliniqgue bénéfique,
et ainsi fournir une stratégie thérapeutique valable pour les troubles inflammatoires. Ce qui

nous a orienté a proposer de tester son efficacité dans un modele animal.

Subramanyam RV a suggeéré dans une étude faites en 2011 qu’il existe une relation entre la
disparition des aphtoses buccales et la consommation du tabac et que plus précisément la
nicotine peut avoir un rdle protecteur sur 1’apparition des aphtes et a trouvé évidemment
que I’incidence des aphtoses buccales récidivantes (ABR) est plus faible chez les
personnes qui fument. Ainsi, la nicotine et ses métabolites peuvent provoquer une
immunosuppression entrainant une diminution de la réponse inflammatoire et empéchant
I’apparition des ABR (Subramanyam RV, 2011).

Etant donné que son réle dans la MB reste non bien étudié, les chercheurs doivent faire des
études approfondies et ciblées afin de déterminer son réle ainsi que son effet sur la
production des marqueurs inflammatoires, et pour avoir plus d’informations sur ces effets

différentiels.

&
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V1. Conclusion et perspectives

Notre mémoire a pour but d’etudier I’effet immunomodulateur de la nicotine dans un
modeéle animal Behcet, en se demandant si cette molécule peut conférer une stratégie
thérapeutique en limitant la production de marqueurs inflammatoires tels que 1’IL-6, TNF

a, et I-IL-1p et D’altération des taux sérique de NO.

Il a fallu donc chercher et rapporter des études dont on a prouvé le réle immunomodulateur
de cette molécule et illustrer son réle thérapeutique dans diverses pathologies
inflammatoires qui présentent un dysfonctionnement similaire a la maladie de Behget ; et
par moyen d’analyse de ces résultats il est clairement constaté que la nicotine diminue le
taux sérique des cytokines citées ci-dessus ainsi que la production du NO qui ont été

mesurés sans et avec la nicotine.

A partir de ce constat, I’essai de cette molécule dans le model expérimental de la maladie

de Behcet aurait pu donner de positifs résultats suivant un protocole bien défini.

Il convenait alors de s’intéresser a adopter cette stratégie thérapeutique et prouver son

efficacité dans un model expérimental et il serait pertinent de :

e Réalisation d’une immunohistochimie afin doser I"'NLRP3.

e [’administration de la nicotine et le tryptophane simultanément.

e Passer a I’examen bactériologique pour tester I’effet antimicrobien de la nicotine
sur le microbiote buccal des patients avec MB.

e Passer a I’essai clinique de la nicotine.

&
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Résumé

La maladie de Behcet est une maladie inflammatoire et auto immune multi systémique
dont I’étiologie reste mal définie, mais essentiellement associé a un déreglement du
systéme immunitaire. Cependant, le traitement de la maladie repose principalement sur la
corticothérapie et les immunosuppresseurs, en raison de leurs effets indésirables d’autres
stratégies thérapeutiques sont proposées. Diverses recherches était menée afin d’illustrer
I’effet immunomodulateur de la nicotine dans plusieurs maladies comme la sclérose en
plaques, le lupus, 1’Alzheimer dans lesquelles Il est prouvé que la nicotine réduit 1’activité
des cellules immunitaires et la sécrétion des cytokines pro inflammatoires tels que 1’IL-6
TNF a, et 1-IL-1P ainsi que D’altération des taux sérique de NO en ciblant la voie de
signalisation NFxB. Ces résultats fournissent des preuves et des perspectives prometteuses
qui pourront mettre en avant I’efficacité de cette molécule dans la maladie de Behget en
I”étudiant dans un model expérimental.

Mots clés: Maladie de behget (MB). Nicotine. Voie NFxB. Model experimental.

Abstract

Behget’s disease (BD) is an inflammatory and autoimmune chronic multi-systemic disease
with an etiology that's still poorly defined. The mentioned disease is essentially associated
with the dysfunction of the immune system. However, the treatment of the disease relies
mainly on corticosteroid therapy and immunosuppressants, due to their side effects from
other proposed treatment strategies. Various researches were carried out to illustrate the
immunomodulatory effect of nicotine in several diseases such as multiple sclerosis, lupus,
and Alzheimer disease, in which it is proven that nicotine reduces the activity of immune
cells and the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 TNF a, and I-IL-1p as
well as alteration of serum NO levels by targeting the NFkB signaling pathway. These
results provide promising evidence and perspectives that can highlight the efficacity of this
molecule in Behget’s disease, which promoted us to study it as an immunomodulatory
molecule in an experimental model.

Keywords: Behget disease (MB). Nicotine. NFkB pathway. Experimental model.

uaidlal)

Y anea Ja1s eliaef saa) Adagiual) 5 Aplgil¥) (ailiaddl @3 45131 delial (il el (1o Cings a0 22y
iy el e lial) Sleall dideld arey A 13 Jay ) ST (ymsall 13gd J5W1 sl gl a1 Cuand) 2y oy ]
) agdl o LS i) e JIE G delid) cildadie 5 488 Gl piadl e Lalal aaiag sed Ml
il 5l (e 220 (goal B Apila U JBL Jumdl Andle 3ok s O (Sar (aall 138 A1 5 il gl SO
sl clatll (Jie daline Gl el b oSy Galdll elid) duail) JB1 2 a8 ¢ g gall 138 (a geady
LS gindl 18 8 i 5 el LA dee o J o oSl o DU a5 s a3 5 403 (a5
Gk oe (NO) s V) 2l Glygine & o a3 WS [L-6, TNFa, IL-1f , Jie <llgi™ s34l
e b Sl Agllad Jga B die a5 sac)y lai Cilga gy Aol ) o3 a3 NFKB e Calagial
el Lad sai (8 e liall el dpualas Led 3alaS Lo ¢ gudall Jagls o Linad Las Cinge

(eroa zisad, NFKB. Jlbwe | G sSll Cangr i s rdpalifal) cilalsl)



Les annexes



Tableau 1: les différentes isoformesdes NOS (Sennequier et al., 1998 Adapte).

Isoformes NNOS /NOS1 INOS/ NOS2 eNOS /NOS3
Localisation 12g24.2 17cen-q12 7035-36
chromosomique
Spécificité neurone Macrophage cellules endothéliale
masse moléculaire 150 kDa 130 kDa 135 kDa
Activité constitutive et stimulable Inductible Constitutive et
stimulable
fonction du produit NO neurotransmetteur Bactéricidie EDRF
Tumoricide (endothelium-derived
relaxing factor
cofacteur Ca2+/ dépendante Indépendante Dépendante
Calmodulin
cofacteurs FAD, FMN, Dépendante Dépendante Dépendante

NADPH

Effecteurs membranaires

acides amines

neuro-excitateurs

lipopolysaccharides
interférons

interleukine 1

acétylcholine
bradykinine

serotonin-ATP




