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Résumé

L’allergie est une exacerbation de la réponse immunitaire vis-a-vis des substances
inoffensives que I’on appelle alors « allergénes » parmi lesquelles, tres largement impliquées,
figurent des protéines et glycoprotéines contenues dans les grains de pollen.

L’allergie au pollen, ou pollinose, est une affection liée a la présence dans I’air, au fil
des saisons, d’une plus ou moins grande quantité de grains de pollen issus de plantes trés
diverses.

Dans notre approche nous avons essayé de comprendre et d’apporter une explication
aux effets du pollen en choisissant le modéle murin compte tenu de leur nombreux avantages
par rapport aux autres modeles et I’instillation nasale de 1’extrait pollinique suspendu dans du
PBS comme moyen de sensibilisation.

Cette expérimentation nous a permis de mettre en évidence les modifications
immunitaires apparaissant dans le cas d’une sensibilisation par I’extrait pollinique telles que :
une augmentation significative de la population cellulaire des liquides nasaux et broncho-
alvéolaires ; une diminution du taux des globules blancs et des neutrophiles ainsi qu’une
augmentation du nombre lymphocytaire et plaquettaire et aussi des éosinophiles ; résultats
démontrés par les frottis qui se sont révélés riches en population cellulaires notamment en
lymphocytes et avec la présence de rares éosinophiles chez les traités. Le nombre des
monocytes en revanche n’a montré aucune différence chez les témoins et les traités.

Les dommages causés a ’organisme sont traduits par une augmentation du poids des
organes (rate et poumons). Une inflammation des poumons caractérisee par une rougeur des
tissus a été remarquée et confirmée par des modifications majeures de la structure
histologique des poumons.

Tous ces résultats témoignent de I’effet néfaste des allergies sur I’organisme et le
systéme immunitaire. L’étude des différentes especes allergisantes et leur pollen ainsi qu’une

meilleure prise en charge des patients s’averent donc utile.

Mots clés : allergie, pollen; extrait pollinique, lavage nasal, lavage broncho-alvéolaire.
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Introduction

L’allergie est une réaction anormale du systéme immunitaire contre des éléments
étrangers a ’organisme tels que les acariens, les pollens, les aliments et les médicaments. Ces
substances, normalement inoffensives et bien tolérées par la plupart de la population, sont
appelées allergénes et déclenchent une réaction inadaptée, excessive et pathologique chez des
sujets dits « allergiques » pouvant se manifester dans différentes régions du corps : sur la
peau, les yeux, dans le systéeme digestif ou encore dans les voies respiratoires : c'est l'allergie,
qui est l'une des formes de I'hypersensibilite .

Depuis plus de trente ans, les allergies respiratoires sont en pleine expansion et sont
causées par des allergenes particulaires de faibles poids moléculaire ; en suspension dans I’air
et qui seront inhalés. Parmi ces allergénes on peut citer les spores de moisissures, les feces

d’acariens et le pollen qui constitue aujourd’hui I’'un des facteurs d’allergies le plus fréquent.

Le pollen représente une multitude de corpuscules microscopiques contenus dans les
sacs polliniques de l'anthére de la fleur. Ces grains minuscules constituent les eléments
fecondants males de celle-ci. Les pollens sont libérés par les plantes dans I'atmosphére pour
permettre la fécondation. La pollinisation correspond au transport du grain de pollen sur le

stigmate de la fleur femelle.

L’allergénicité des grains de pollen (ou potentiel allergisant) est principalement
déterminée par le nombre et la nature des allergénes (essentiellement des protéines) du pollen

d'une espéce et par le nombre de grains de pollen présents dans I'atmospheére.

L'allergie aux pollens touche de plus en plus des patients de tous ages. Mais on note une
prédominance chez l'adolescent et le jeune adulte. Ainsi, on se propose de présenter dans
notre travail I'exemple des allergies déclenchées par le pollen de cypres. Décrites pour la
premiére fois en 1929 aux Etats-Unis, puis en 1945 en Afrique australe et en 1962 en France,
encore considérées comme rares en 1970, elles ont littéralement " explosé " a partir de 1974
sur tout le pourtour de la Méditerranée, au point de constituer aujourd'hui en bien des endroits

un réel probléme de santé publique.

Le pollen de cypres occupe une des premieres places parmi tous les pollens d'arbres

susceptibles ou jugés capables de provoquer des réactions allergiques.


http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=renforcer_systeme_immunitaire_pm
http://www.allergens-controlled.com/document-12-3-les-principaux-allergenes.html
http://www.allergens-controlled.com/document-12-3-les-principaux-allergenes.html
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hypersensibilit%C3%A9_%28immunologie%29

En se déposant sur les voies respiratoires, le pollen de cyprés est responsable d'allergies
dont les manifestations cliniques appelées pollinoses et qui sont caractérisées par des maux de

téte, des crises d’asthme, des rhumes et rhinites.

Pour la réalisation de notre travail nous nous sommes penchés sur 1’étude de ’effet de
I’extrait brut du pollen de cypres sur le systéme immunitaire et avons essayé de comparer les

résultats obtenus avec ceux d’études préalablement effectuées.
Le travail ici présenté est scinde en deux parties :

Une partie théorique visant a expliquer la notion d’hypersensibilité et ses principaux
mécanismes; décrire les pollens en général et celui du cyprés en particulier ainsi que ses
caractéristiques et aborder I’'impact ou I’effet de I’extrait pollinique du cypres sur des sujets

dits « allergiques ».

Une partie expérimentale décrivant en premier lieu le matériel utilisé, ensuite les
méthodes suivies pour la réalisation de notre travail de recherche et se terminant enfin par la

présentation et la discussion des résultats obtenus.
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|. L’hypersensibilité

I.1. Historique

L’allergie constitue un probléme de santé a I’échelle mondiale. Selon 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) elle occupe le quatrieme rang parmi les maladies mondiales. La
découverte de I’allergie remonte avant Jésus-Christ quand Hippocrate et Galen ont découvert
que la consommation du lait de vache ou de chévre peut provoquer des troubles digestifs et de
I’urticaire. En 1483, Richard III avait des boutons rouges aprés quelques heures de I’ingestion
de fraises, c’était une urticaire. En 1586, Marcello Donati décrivit le cas d’un jeune comte qui
développait un angicedéme chaque fois qu’il consommait les ceufs (Dutau et Rancé, 2005).

En 1902, les frangais Charles Richet et Paul Portier décrivaient I’induction
expérimentale d’une allergie fatale chez le chien. Ils ont injecté a un chien des doses
successives non toxiques de venin d’anémones de mer. Quelques semaines apres, ils ont
réinjecté les mémes doses de poison au chien qui réagit violement et meurt. Pour ce
phénomene reproductible, ils ont proposé le terme d’anaphylaxie, dérivé des mot grecs
« ana » : contraire, « phylaxie » : protection (Mondoulet, 2005).

Quelques années apres, en 1905, le premier cas d’anaphylaxie au lait de vache est
rapporté (Bodinier, 2007). En 1906, le terme d’allergie a été utilisé pour la premiére fois.
C’est Clément Von Pirquet (médecin autrichien) et Bela Schik (médecin hongroise) qui
I’utiliserent afin de différencier les réactions utiles des réactions nocives au sein des
différentes réponses immunes, ils ont donc utilisé ce terme pour qualifier une « autre facon de
réagir » du systeme immunitaire (Argibaia, 2012).

Enfin, en 1921, Prausnitz et Kistner firent une expérience restée célébre : Prausnitz, non
allergique au poisson, s’est injecté dans la peau le sérum de Kistner, allergique au poisson. Ils
ont alors montré qu’une injection d’extrait de poisson au méme site provoquait I’apparition
d’une réaction allergique cutanée, une papule érythémateuse, appelée réaction de Prausnitz-
Kdstner. Cette expérience leur permit de démontrer que trois parametres sont importants dans
’allergie : la spécificité envers I’allergéne, ’existence de facteurs présents dans le sérum du
patient allergique préexposé a I’allergene (les réagines) et des acteurs tissulaires présents chez

tous les individus (Espinosa et Chillet, 2006).

Ce n’est qu’a la fin des années soixante qu’Ishizaka et ses collaborateurs aux Etats-Unis
et Johansson et Bennich en Suede démontrent que les réagines appartiennent a une cinquiéme

classe d’immunoglobuline : les immunoglobulines de type E (IgE) (Bennich et al., 1968).

-
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1.2. Définition

Une infection est suivie par la mise en place d’une réponse immunitaire faisant
intervenir de manic¢re coordonnée les différents acteurs de I’immunité. Une immunité
protectrice se met en place et assure I’élimination des agents pathogénes. Cependant, dans
certains cas, la réponse immunitaire conduit a des dégradations tissulaires ou a des
conséquences néfastes sur une ou plusieurs fonctions physiologiques : il s’agit de réactions
d’hypersensibilité¢ (Espinosa et Chillet, 2006).

On peut définir I’hypersensibilité comme une réponse immunitaire spécifique
inappropriée, contre des molécules ou particules non infectieuses, ou exacerbée face a un
antigéne donné et occasionnant souvent des dommages tissulaires (Espinosa et Chillet,
2006).

Le terme « allergie » est composé de deux mots d’origine grecque « allos » pour
« autre» et« ergon » pour « réaction » (Eppe, 2006).

Au sens large, le terme allergie se confond avec une hypersensibilité induite par un
antigéne de ’environnement « I’allergene ». 1l existe des allergies impliquant tous les types
d’hypersensibilité. Dans un sens plus restrictif et le plus souvent utilisé, une allergie est une
hypersensibilité impliquant les IgE (Espinosa et Chillet, 2006).

Elle intervient chez des individus prédisposés génétiquement a produire ce genre de
réponse dans des conditions d’exposition particuliéres. Ces conditions mettent en jeu
’allergéne lui-méme, sa structure, sa dose, son mode d’entrée, sa voie d’entrée, sa fréquence
d’administration, son moment d’entrée et I’individu par son statut immunologique au moment

de la sensibilisation (Poitevin, 2008).

1.3. Classification des réactions allergiques

1.3.1. Classification de Gell et Coombs : En 1963, Gell et Coombs ont distingué quatre
types d’hypersensibilités en fonction des mécanismes immunitaires incrimines et de la
cinétique de la réponse, ils les ont classé en se basant sur les symptémes de ces manifestations
et les quelques mécanismes immunitaires connus a I’époque (Tableau 1) : hypersensibilité de
types I, 11 et 111 liées aux anticorps et hypersensibilité de type IV liée aux lymphocytes. Ces
mécanismes étaient ainsi présentés selon les dommages tissulaires provoqués (Espinosa et
Chillet, 2006).
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Tableau 1 : Classification de I’hypersensibilité, d’aprés Gell et Coombs
(Janeway et al., 2003).

t';‘;f;ee“n’ L';‘l"“s‘;"" IgE ; IgG IgG Cellules Tt Cellules T2 cTL
Antigéne Antigéne Ar;tllgeé\eeﬂj'sesggle Antigéne Antigene Antigéne Antigene
soluble ‘ %l midinice soluble soluble soluble cellulaire
Mécanisme | snvaionsss | %G#SI?CFZT Cellules FcR* Activation des Activation des Oytotoricité
effecteur mastocytes [ gellu%esyr\th)' Complément macrophages éosinophiles
. complexe immun
. 2 vaisseau o
plaquettes sanguingl’ g,
% ! -
O
IL-5 {} éotaxine {}
vVVYwV
chimiokines, cytotoxines, médiateurs
cytokines, cytotoxines de lnflammation
Exemple de Rhinite allergique, | Allergie a certains T 4 Asthme chronique, ;
réaction asthme, anaphylaxie | médicaments l\éaﬁ;ﬁle gé:r?#e pecﬁnr;atr:egg “}"‘."“d’ hinite allergique ge"“a:“et
d’hypersensibilité systémique (e.g. pénicilling) reaction us | reaction tuberculinique chronique e contac

Cette vue est aujourd’hui largement dépassée car on sait que ces manifestations ne sont
que des mécanismes de I’immunité développés face a certains types d’antigénes, mis en jeu de

maniére incontr6lée ou a mauvais escient (Espinosa et Chillet, 2006).

1.3.2. Classification de Johansson : Cette nomenclature classique a été redéfinie au vu
des nouvelles connaissances immunologiques. Au cours de I’année 2001, 1’Académie
Européenne d’Allergologie et d’Immunologie Clinique (EAACI) a publié une nomenclature
révisée des termes utilisés en allergologie qui distingue au sein des réactions adverses aux
aliments, « les réactions toxiques et les réactions non toxiques » (Meyer et al., 2008).

Les réactions toxiques sont liées a des contaminants, par exemple une toxine
bactérienne (intoxication et intoxination alimentaires) (Figure 1). Les réactions non toxiques

peuvent quant a elles étre immunologiques ou non immunologiques (Johansson et al., 2001).
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Reéaction adverse a un

aliment

Reaction non toxigue Reéaction toxique

/\

; e Non immunologique
Inturniologique {(ex. : déficience en lactase)
Mediee par les Igk Non meédiée par les IgE
/\ Lymphocytes T (ex. ; dermatite
Non atopique Atopique de contact, maladie céliaque)
Eosinophiles (ex. : gastro-
. entéropathie)
—» Piglire d’insecte —
|| Médice par les Ig
. (ex. : alvéolite allerzique)
—» Helminthes
—> Autres

—» Médicaments

—» Butres

Figure 1 : Algorithme détaillé des mécanismes des manifestations cliniques

d’hypersensibilité¢ (Johansson et al., 2001).

I.4. Les facteurs étiologiques

Les maladies allergiques sont fréquentes et constituent un réel probléeme de santé

publique et sont occasionnées par plusieurs facteurs :

1.4.1. Les facteurs génétiques (prédisposants) : Les maladies de types allergiques
sont souvent familiales. Le terme atopie désigne une tendance héritée a 1’hyperproduction
d’anticorps de type IgE contre des allergenes communs de ’environnement. Environ 80% des
individus atopiques ont des antécédents familiaux d’allergie contre 20% de la population
normale. On n’observe cependant que 50% de concordance entre jumeaux monozygotes
(Chapel et al., 2004).

Le taux global des IgE sériques, la production des IgE spécifiques et la réactivité
bronchique dépendent tous trois d’un contréle génétique : des génes situés sur le chromosome
5 (le groupe dit du gene de I’IL-4) sont impliqués dans la régulation de la production d’IgE, et

des genes situés sur le bras long du chromosome 11 contrdlent le phénotype atopique.
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L’haplotype HLA-DR3 est 1lié a la survenue d’une allergie au ray Grass commun (ivraie
vivace) (Chapel et al., 2004).
Bien que la susceptibilité génétique soit un facteur important dans Iallergie,

I’environnement joue aussi un rdle déterminant (Chapel et al., 2004).

1.4.2. Les facteurs environnementaux : Plusieurs facteurs de 1’environnement influent

sur la prédisposition immunitaire d’un sujet vis-a-vis des allergies. Parmi ces facteurson a:

L’exposition précoce : Les nourrissons exposes a une plus grande variété d’allergénes

montrent une augmentation de la prévalence des allergies alimentaires (Kanny et al., 1996).

La pollution et le tabagisme passif: Sont des facteurs aggravant le phénomeéne
allergique. lls agissent comme des adjuvants de la réponse allergique (De Swert, 1999).
La pollution a des effets directs sur les cellules B via les hydrocarbures aromatiques,
conduisant a une augmentation de la réponse IgE. Le tabagisme passif quant a lui augmente la
prévalence d’une respiration asthmatique chez I’enfant (Halken, 1992) et conduit a une

augmentation des concentrations d’IgE totales chez ’adulte (De Swert, 1999).

L’Infection : Au sujet de laquelle plusieurs études, tant chez ’homme que chez les
modeéles animaux semblent montrer que la réduction des infections bactériennes peut
contribuer a ’augmentation de la sévérité et de la prévalence des atopies chez I’homme, en

modifiant I’équilibre de la balance Th1/Th2 (Shirakawa, 1997).

Le sexe : Il semble que les garcons montrent un risque d’atopie plus élevé envers les
acariens, le pollen de graminées, I’allergene de I’épithélium du chat, ainsi que pour le

développement de I’asthme (Macdougall et al., 2002).

L’Age : En générale, les taux d’IgE sont tres élevés dans I’enfance et diminuent

rapidement entre 10 et 30 ans (De Swert, 1999).

1.4.3. Les facteurs liés a I’extrait pollinique : Les pollens responsables de réactions
allergiques présentent certaines caractéristiques communes et une quinzaine de familles au
maximum, sont impliquées a des degrés divers, dans les pollinoses. Un premier trait commun

aux grains de pollen allergisants est leur petite taille. L’allergénicité des grains de pollen

-
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dépend aussi de leur nombre (Laaidi et al., 1997), ils doivent également contenir un principe
actif (Dowding, 1988).

D’autre part, les facteurs météorologiques agissent sur la concentration des pollens
dans I’atmosphére. Les facteurs primaires (température ; ensoleillement ; précipitation) sont
ceux qui interviennent directement sur la biologie des especes végétales considérées, au
moment de la croissance des plantes et du développement floral, donc ceux qui conditionnent
la production du pollen, les facteurs secondaires (humidité ; pression atmosphérique,
température) gouvernent ensuite la libération des grains dans l'air, lorsque les anthéres (parties
fertiles des étamines) sont parvenues a maturité. Enfin, les facteurs tertiaires (le vent et la

forme des grains) régissent la dispersion ultérieure de ces grains (Laaidi et al., 1997).

1.5. Les différents types d’allergénes

On peut aussi définir I'allergéne comme une substance extérieure a I’organisme,
d’origine protéique provoquant la réaction du systeéme immunitaire d’un sujet lorsqu’il entre
en contact avec I’organisme, le plus souvent par un contact avec la peau, par inhalation ou par
ingestion [1].

Les allergenes sont des composants naturels de I'environnement. L'identification des
sources d'allergenes responsables de la symptomatologie est indispensable pour initier des
conseils et des traitements spécifiques. Les allergénes, qui sont pour la plupart des protéines,
sont des antigenes qui réagissent avec des IgE spécifiques (Gell et Coombs, 1968).

Les allergenes sont classés d’abord selon les voies de pénétration dans I’organisme car
celles-ci déterminent le mode de présentation de 1’antigéne au systéme immunitaire (Gell et
Coombs, 1968) (Tableau 2).

Ainsi on distingue :

e Lesallergenes pouvant penétrer par ingestion : les trophallergénes ;

e Les allergénes pouvant pénétrer par inspiration ou inhalation de lair: les

pneumallergenes ;

e Lesallergenes injectés ;

e Les allergenes d’objets ou de produits touchés (Gell et Coombs, 1968).

1.5.1. Les trophallergénes : Sont apportés par voie digestive. Ils sont surtout impliqués
chez I’enfant et sont particulierement difficiles a identifier car ils sont souvent masqués dans
I’alimentation (Thérond, 1981).

-
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Selon les origines, les allergénes les plus fréquemment ingérés sont :
e Origine animale : protéines de lait de vache, les ceufs et les crustacées ;
e Origine végétale : arachides (+++), ombelliferes (céleri, carotte...), les fruits

(pomme, péche, kiwi, banane...) (Thérond, 1981).

1.5.2. Les pneumallergénes : Contenus dans I’air, ils déclenchent une réaction
allergique au niveau de l'arbre respiratoire lorsqu’ils sont inhalés. Invisibles a 1’oeil nu, ils
sont plus difficiles, voire impossibles a écarter totalement de I’environnement du patient. Leur
diffusion dans I’environnement dépend de la taille, de la pluviosité et du vent (Chakra,
2009).

1.5.3. Les allergenes injectés : Ce sont les allergénes pénétrants dans 1’organisme par
piqtlires d’insectes tels que les allergénes contenus dans les venins d’hyménoptéres (guépes,

abeilles, frelon...) et pouvant étre a I’origine de chocs anaphylactiques mortels [2].

1.5.4. Les allergénes d’objets ou de produits touchés : Ils provoquent une réaction
quand ils sont en contact avec la peau a titre d’exemple : parfum, les produits cosmétiques,
les metaux des bijoux, certains produits chimiques (colle, vernis), latex et les feuilles des

plantes [2].

-
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Tableau 2 : Les types d’allergénes (Parham, 2003).

Sources communes d’allergénes

Particules inhalées

Pollens de plantes

Squames des téguments d’animaux
domestiques

Spores de moisissures

Excrements d’animaux
microscopiques (e.g. acariens de
poussiére de maison)

Produits injectés

Venins d’insecte

Vaccins

Meéedicaments

Protéines a usage thérapeutique

Produits ingérés

Aliments
Médicaments administrés oralement

Fruits de mer

Objets ou produits touchés

Feuilles vegetales

Produits végétaux industriels

Produits chimiques de synthése
industrielle

Metaux

Sumac vénéux Piece de nickel

I1. Contribution a I’étude du pollen

L’existence du pollen et son role dans la fécondation des plantes étaient déja pressentis
par Hérodote quatre siécles avant J-C. Mais il a fallu attendre le XVIle siécle et I’invention du
microscope pour que I’existence de cette « poussiére végétale » soit avérée. Sphériques ou
ovoides, les grains de pollen sont généralement jaunes, parfois rouges, noirs ou bleuatres.
Leur taille varie de 5 micrometres pour le myosotis a 250 micrometres pour le sapin ou
I’épicéa. Ces éléments reproducteurs microscopiques sont délivrés dans 1’atmosphére en
grande quantité par les organes males des plantes (anthere des étamines). Un pin peut produire
6 a 7 milliards de grains par an, un pied d’ambroisie 2,5 milliards de grains sur une saison [3].

C’est seulement dans les années 1870 que la responsabilité de ces micro-grains dans le
rhume des foins et ’asthme a commencé a étre suspectée : capables de pénétrer dans les voies
respiratoires, ils provoquent chez certains une réaction du systéme immunitaire. Il suffit de 10

grains de pollen par m?® pour provoquer rhinite, conjonctivite, toux persistante, crises
d’asthme... [3].
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I11.1. Arbres au pollen allergisant

Le pollen peut s’avérer tres allergisant et responsable de diverses pathologies dont les
allergies notamment de I’appareil respiratoire [4].

A TD’initiative du Réseau national de surveillance aérobiologique (RNSA), un classement
des especes selon un potentiel allergisant allant de 0 a 5 (0 étant un potentiel nul et 5 un
potentiel tres fort) a été mis en place en France (Tableau 3). Les principaux groupes de
pollens allergisants observés en France sont ceux des graminées fourrageres et cérealieres, des
plantes herbacées et diverses familles d’arbres [4].

Leur pollinisation s’étend sur une longue période, elle commence entre décembre et
février selon la zone géographique avec les cypres, genévriers et cades dans le sud de la
France pour finir fin juin début juillet avec les chataigniers [4].

Tableau 3 : Arbres aux principaux pollens allergisants [5].

Arbres potentiel
Pin

Orme
Peuplier
Marier
Hétre
Chataignier
Noisetier
Saule

wlw|wINN|NIN=|o
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11.2. Le pollen

Le mot « pollen » du latin pollen, fleur de farine, désigne normalement une substance et
ne devrait étre employé qu’au singulier. Dans le langage courant et par assimilation, on utilise
ce terme pour « grain de pollen » au singulier comme au pluriel. Le grain de pollen est
I’élément reproducteur microscopique produit par les organes males des plantes (anthéres des
étamines) (Figure 2). Il intervient dans la fécondation de I’organe femelle des plantes apres
avoir été déplacé et déposeé sur les stigmates des fleurs (Chakra, 2009).
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Le pollen peut étre aussi défini comme un gamétophyte male ou micro gamétophyte en
référence a sa taille microscopique de durée de vie variant de quelques heures a une centaine
de jours. Contenu dans la paroi sporale, il est endosporeé et se développe soit dans des sacs
polliniques appelés microsporanges qui contiennent des microspores non disséminées qui
vont se différencier aprés deux mitoses pour donner des grains de pollen (cas des
gymnospermes tel que le pin sylvestre); soit dans 1’anthére divisée en quatre sacs polliniques
qui a maturité fusionneront deux a deux formant deux loges polliniques. Dans ceux derniers,
les cellules meres diploides des microspores subissent la méiose a 1’origine des microspores
haploides qui se différencieront sur place en grain de pollen (cas des angiospermes tel que le
lis) (Meyer et al., 2008).

Lors de la fécondation, le pollen sera libéré vers 1’extérieur sous forme d’une poussiere

de couleur jaune (Meyer et al., 2008).

connectif faisceau conductews

assise
transitoire

[ phase diploide [ phase haploide

Figure2 : Section transversale d’une anthére mire (Meyer et al., 2008).

11.2.1. Structure du pollen : Un grain de pollen est caractérisé et identifié par sa taille,
sa forme générale, le nombre et la forme des apertures (pores et sillons) et I’architecture

extrémement variée de la membrane externe (exine) (Guerin, 1993).

e La taille : Ils mesurent de 2,5 a 220um selon les espéces, avec une taille moyenne de
20 a 60um (Chakra, 2009). Un grand nombre de pollen anémophile mesure entre 20 et 60um
(Guerin, 1993).

elLa forme: La plupart sont simples. Certains aprés leur maturation dans I’anthére
restent agglomérés en tétrade, la cohérence peut persister entre les grains pour former des

pollinies ou des poliades [6].
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Leur forme ellipsoide se définit en fonction de son orientation dans la tétrade originale
qui permet de reconnaitre un pble proximal, proche du centre et un pdle distal diamétralement
oppose qui permet de construire un axe polaire « pp’ », et un axe équatorial « E » (Figure 3).
Les axes sont repérés sur les grains isolés pour la disposition des apertures. La forme du grain
de pollen est donc définie par le rapport qui existe entre les dimensions deux axes (Figure 4)
(Besancenot, 1989).

- Le grain est dit sphéroidal (equiaxes) quand les deux axes sont égaux : p’=E

- Le grain est dit prol¢ (longiaxe) quand p’ > E

- Le grain est dit oblé (bréviaxe) quand p’<E

Péle Centre de tétrade

Proximal

/o
A

Pole

Figure 3 : Orientation des grains de pollen dans la tétrade (Besancenot, 1989).

g ™
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=

Figure 4 : Formes générales des grains (Besancenot, 1989).

e Les apertures : C’est un pore germinatif par lequel sort le tube pollinique au moment

de la germination du grain de pollen sur le stigmate de la fleur compatible (Meyer et al.,
2008).
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Elles permettent la libération de substances solubles dés que le grain de pollen rencontre
une surface humide (Chakra, 2009) et aussi la régulation du volume de grain en fonction de
I’humidité ambiante (Figure 5) [7].

Il existe deux types d’apertures :
- Les pores : lorsque les apertures sont arrondies ;
- Les sillons : lorsque les apertures sont allongées ;

- Un grain de pollen peut étre pourvu ou non d’apertures [7].

Sillon
Sil
Pore 1Hion l "we

Pollien poré Pollen colpé Pollen colpore O

Figure 5 : Les grains de pollen et de leurs apertures [7].

o)
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e L’exine . Constitue la paroi de la cellule végétative et est elle-méme composee de
sporopollénine substance sécrétée parle tapis de I’anthére et qui imprégne 1’exine non
seulement des grains de pollen mais aussi des spores (Figure 7). La sporopollénine serait un
dérivé des caroténoides, hydrophobe et surtout imputrescible, elle est résistante a 1’hydrolyse
enzymatique comme aux acides concentrés (Meyer et al., 2008).

Grace a la sporopollénine, les pollens sont protégés pendant leur dissémination en
milieu aérien. Leur exine reste intacte méme apres la mort du pollen ou du spore et se

conserve au cours des temps géologiques (Meyer et al., 2008).

11.2.2. Composition analytique du pollen : Le grain de pollen a une composition
biochimique complexe. Il comporte des glucides (cellulose 3 a 10 %, hémicellulose, callose et
divers polysaccharides), des composés lipidiques (acides gras, caroténoides et sporollénine ;

entre 3 et 25 %), des protéines et des éléments minéraux (Chakra, 2009).
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elLipides: Le taux en poids de substances extractives par I’éther varie suivant les

especes entre 1% et 20% du poids sec avec une moyenne d’environ 5% [8].

e Acides aminés libres : La composition qualitative et quantitative en acides aminés

varie considérablement suivant les familles et les espéces [8].

e Les protéines : Elles sont présentes dans la paroi du grain mir et dans le cytoplasme.
Leur taux global varie de 6% a 30%, le taux cytoplasmique est plus représentatif, les protéines
allergiques constitueraient seulement en moyenne 0.5 a 1% des protéines extractives. Les
grains de pollen possedent soit I’ADN, soit I’ARN [8].

e Une palette enzymatique : Elle est indispensable au métabolisme interne et externe
qui permet la construction du tube pollinique particulierement riche en :

- Oxydoreductase, comme les cytochromes;

- Transferases ;

- Isomérases ;

- Ligases et hydrolases [8].

11.3. Présentation de ’espéce allergisante utilisée : Le pollen du cypreés

Le grain de pollen du Cupressus sempervirens est constitué par une monade apolaire,
inaperturée/monopore, de forme sphéroidale ou allongée. Le contour peut étre circulaire ou
ovale. Les dimensions sont petites ou moyennes, 25— 30 micromillimétres (Figure 6). L’exine
est mince, a la surface psyllée avec des granulations irrégulieres. L’intine n’est pas mesurable
dans les pollens intégraux, dans les grains fendus elle regonfle et sort de I’exine. L’intérieur
assume une forme a étoile. Les grains ont la tendance a se casser. Au microscope optique, les
grains des différentes especes de Cupressacées ne sont pas distinguables entre eux
(Ariano et al., 2006).

.
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Figure 6 : Lame de référence du pollen de cypres prise par Bouguenoun Imene 2013.

Les grains de pollen des Cupressacées sont anémophiles. On a aussi observé que
I’activité allergénique du pollen de Cypres se prolonge pendant de longues périodes, méme
des années, aprées élimination de la plante. Il a été souligné, par prick test et par RAST
inhibition qu’un pollen de Cypres « vieux » de six ans, méme en perdant ses caractéristiques
de vitalité et de capacité germinative, maintenait presque inaltérée dans le temps sa puissance

allergisante, par rapport a un extrait « frais » (Ariano et al., 2006).

11.4. Pollen et pollinose

Certains pollens présents dans l'air, peuvent provoquer lorsqu’ils entrent en contact avec
les muqueuses des réactions allergiques chez les personnes prédisposees, voire parfois des
personnes non prédisposees (pollen de cypres par exemple). Ces réactions varient notamment
en fonction du type de pollen et de la quantité émise dans I'atmosphére et semblent en
augmentation depuis plusieurs années [9].

L’ensemble des manifestations cliniques induites par ces réactions allergiques au pollen
est appelé pollinose [3].

Les pollinoses sont des pathologies a part entiere. Et I’ampleur du probléme est tel, en
30 ans ces irritants petits grains ont doublé le nombre de leurs victimes dans les pays
industrialisés, que ’OMS est partie en guerre contre cette “pollution verte” [3].

Le point suivant sera donc porté sur les pollinoses et les allergies respiratoires dues au

pollen notamment celles causées par le pollen du cypreés.
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I11. Allergies dues aux extraits polliniques

C’est seulement dans les années 1870 que la responsabilité des « corpuscules organisés
disséminés dans 1’atmosphére » commenga a é&tre suspectée en tant qu'origine de
manifestations pathologiques que 1’on n’appelait pas encore des allergies.

L’anglais Blackley fut ainsi le premier a apporter la preuve du réle joué par le pollen
dans le rhume et ’asthme des foins (Laaidi et al., 1997). Puis, dans les années vingt, le
medecin Cooke suscita une avancée décisive des connaissances, avec ses recherches sur le
réle de I’hérédité chez les allergiques et sur la sensibilisation au pollen de graminées, a
I’origine de la rhinite saisonniére. A sa suite, Noon prépara les premiers extraits allergéniques,
auxquels il put réaliser des « vaccinations » ou désensibilisations (Laaidi et al., 1997).

Aujourd’hui les allergies respiratoires constituent les allergies les plus fréquentes en
Europe et partout dans le monde. Elles sont au premier rang des maladies chroniques chez
I’enfant et sont la 3°™ cause de décés derriére les maladies cardio-vasculaires et les cancers
[10].

I11.1. Mécanismes allergiques causés par le pollen

Le mécanisme d’allergie au cypres est celui de I’hypersensibilité de type I. Elle se
déroule classiqguement en deux étapes. La premiere étape est la phase de sensibilisation. Au
cours de cette étape, les principaux événements sont la production des IgE spécifiques d’un
antigene et la liaison de ces IgE a leur récepteur notamment sur les mastocytes et les
basophiles. Cette étape est muette cliniquement et ce n’est qu’aprés un contact ultérieur avec
I’allergeéne, lors de la phase de déclenchement, que surviennent les manifestations cliniques
allergiques : ’agrégation des IgE spécifiques liées a leur récepteur par 1’allergene entraine la
libération, par les cellules effectrices, des médiateurs de la réaction allergique (Blanc, 2008).

Nous décrirons en premier lieu les acteurs et les cellules effectrices qui produisent la
réponse de type | (Tableau4). Les propriétés caractéristiques des allergenes et les mécanismes

de la sensibilisation seront présentés par la suite.
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Tableau4 : Récapitulatifs des acteurs de I’hypersensibilité (Chakra, 2009).

Cellules actrices Réle dans le mécanisme allergique Schéma

Se fixe sur les mastocytes pour le

IgE pontage de 1’allergeéne et

déclencher ainsi la phase
effectrice

Cellules présentatrices
d’antigenes, sont les seules a
Cellules dendritiques initier une réponse immunitaire
adaptative aux antigenes qu’elles

présentent

Sécrétion interleukine4, intervient

Lymphocytes T (Thy) dans la communication isotypique
des cellules B
Lymphocytes B Cellules présentatrices

d’antigeénes, synthese d’IgE

Basophiles Contiennent les médiateurs
chimiques tels que I’histamine, la
sérotonine, I’héparine ; expriment
fortement les récepteurs pour les
Mastocytes FCeRI

Contiennent les médiateurs
inflammatoires.
Eosinophiles Sources de cytokines amplifiants

les réponses Thy
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I11.1.1. Les acteurs: Plusieurs cellules interviennent dans le déroulement du

mécanisme de ’hypersensibilité de type | et ceci a plusieurs niveaux.

I11.1.2. Le mécanisme immunitaire : Résulte de la fixation de I’antigéne a des

anticorps IgE spécifiques.

e Production d’IgE ou phase de sensibilisation : Tout commence par la pénétration de
I’antigene a travers la peau et les muqueuses. Cette pénétration est facilitée par les propriétés
irritatives ou enzymatiques de [’antigéne responsable d’une diminution de I’étanchéité
tissulaire. Une fois arrivé, il est phagocyté et apprété par les cellules présentatrices d’antigéne
(Espinosa et Chillet, 2006).

Les fragments allergénes ainsi preparés sont alors présentés aux lymphocytes Th qui
vont se différencier en Thz sous I’action de I’interleukine IL-4. Les Thzainsi actives vont alors
induire la différenciation des lymphocytes B et la production d’immunoglobulines IgE en
produisant des interleukines (surtout IL-4 et IL-5), mais aussi en ayant un contact direct via
des récepteurs membranaires (Espinosa et Chillet, 2006).

Un renforcement de la production d’anticorps est obtenu grace a la libération d’IgE ;
puisque ces derniers vont se coupler aux recepteurs membranaires des basophiles et des
mastocytes, qui vont ainsi libérer de I’IL-4 augmentant par la méme occasion la production
d’IgE. On a donc une boucle de production d’anticorps qui s’accompagne, lors de la
réintroduction de I’antigéne, d’une libération de médiateurs de I’inflammation par ces mémes

cellules (Espinosa et Chillet, 2006).

e Dégranulation des mastocytes ou phase effectrice immédiate : Ainsi le couplage de
I'IgE sur les récepteurs membranaires des basophiles et mastocytes induit une production
d’interleukines, mais elle engendre également la libération des substances contenus dans les
vacuoles comme I’histamine, ainsi que la synthése de médiateurs lipidiques comme les
prostaglandines (tel que PGD>) ou les leucotrienes (tel que LTC4) (Figure 7et 8). Tout ceci
va alors conduire a des réactions corporelles typiques (Male, 2007) :

- Au niveau de la peau : On va observer une vasodilatation avec passage de liquide,
formant ainsi des papules ou méme un cedéme de Quincke. Il pourra aussi y avoir un
érythéme induit par I’histamine (Male, 2007).

- Au niveau systémique : Des symptémes de chute de tension peuvent apparaitre ainsi

qu’un choc anaphylactique dans les cas extrémes (Male, 2007).

.
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- Au niveau du nez : Les mediateurs vont induire une obstruction nasale provoquant des

éternuements et un écoulement (Male, 2007).

Figure 7 : Le pontage, par ’antigéne et I’IgE, des récepteurs FceRI a la surface du

mastocyte active la cellule et déclenche sa dégranulation (Parham, 2003).

e Phase effectrice tardive : L’activation des basophiles et des mastocytes peut aboutir a
des intensités différentes des mécanismes de I’inflammation allergique prolongée. C’est-a-
dire que I’expression des molécules d’adhésion vasculaires est renforcée par I’action de
I’histamine, des leucotriénes et des interleukines. Ceci permettra la constitution d’un infiltrat
inflammatoire a cause de I’attraction de phagocytes qui en résulte (Genetet et Male, 2005).

Plus tard, I’activation des éosinophiles aboutit 4 une augmentation de cette réaction, par
la libération de médiateurs renforgant la production d’IgE et donc en renforgant la réaction

inflammatoire (Genetet et Male, 2005).
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Figure 8 : schéma récapitulatif de I’hypersensibilité type I (Parham, 2003).

111.2. Les maladies causées par le pollen

Les allergies respiratoires sont essentiellement dominées par la maladie asthmatique et
la rhinite (Devouassoux, 2003).

Les mécanismes physiopathologiques a leurs origines ne sont pas univoques, mais le
déterminisme IgE est prédominant. Ce sont des pathologies extrémement fréquentes, qui
constituent de vrais problémes de santé publique (Devouassoux, 2003).

111.2.1. Les maladies respiratoires

e L’asthme . Est une maladie inflammatoire chronique des petites bronches qui peut
s’accompagner ou non d’exacerbations prenant alors la forme de crises plus ou moins aigiies
(dyspnée, toux, sifflement respiratoire) (Chakra, 2009).

Un rapport d’expertise de I’OMS définit I’asthme ainsi : « état inflammatoire chronique
des bronches dans lequel de nombreuses cellules jouent un réle, en particulier les mastocytes,
les éosinophiles et les lymphocytes T » (Chakra, 2009).

L asthme allergique est une allergie respiratoire, caractérisé par une hyperréactivité des
voies aériennes aggravées spécifiquement par 1’inhalation de certains allergenes [11].

Il se distingue de la maladie asthmatique, non spécifique, qui peut survenir en réaction a
d’autres facteurs comme les infections virales, 1’effort, I’inhalation de substances polluantes,
la prise de certains médicaments non spécifiques ou encore le stress.... L’asthme est d’origine

allergique dans la majorité des cas [11].
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Les composantes spécifiques et non spécifiques sont souvent associées et doivent étre

prises en compte dans la prise en charge globale de I’asthme [11].

e La rhinite : Est déefinie comme une maladie inflammatoire nasale : «rhino» signifie
nez et la terminaison «ite » fait simplement référence a une inflammation. Il s’agit d’une
maladie tres fréquente puisqu’elle touche 10 a 40 % de la population générale (Devouassoux,
2003).

Cette pathologie est rare avant I’age de 5 ans, débute le plus souvent a la puberté pour
les rhinites allergiques polliniques et plus tard, entre 15 et 30 ans, pour les rhinites
perannuelles. Les intrications avec les autres maladies allergiques sont importantes,
notamment avec la pathologie asthmatique (Devouassoux, 2003).

Dans I’allergie saisonniere, en relation avec les pollens, la rhinite est souvent associée a
une conjonctivite : ¢’est le classique « rhume des foins » (Devouassoux, 2003).

La rhinite allergique s’inscrit dans le cadre général de la maladie allergique atopique. La
démarche pour établir le diagnostic repose avant tout sur un interrogatoire bien conduit et un
examen clinique soigneux. Le bilan complémentaire est centré sur la réalisation des tests
cutanés. Son intérét repose essenticllement sur I’identification d’un ou plusieurs antigenes et
de leur responsabilité dans I’apparition de la symptomatologie. Elle permet parfois d’engager

une éviction antigenique ou une immunothérapie spécifique (Devouassoux, 2003).

111.2.2. Les maladies cutanées

e Urticaire : L’urticaire n’est pas une maladie en soi, mais un signe physique. On appel
urticaire des épisodes répétés de lésions bien délimitées, cedémateuses, érythémateuses et
prurigineuses. Le bord des Iésions est surélevé. Son aspect est tellement caractéristique que le
diagnostic est généralement trés facile contrairement a I’identification de la cause vu que les
examens de laboratoires sont peu utiles. En effet, I'urticaire provient d’une accumulation
soudaine et localisée de liquide dans le derme due a une augmentation brutale et localisée de
la perméabilité vasculaire du derme. De nombreux mécanismes pourraient étre mis en cause,
certains sont de nature immunitaire, d’autres ne le sont pas. Les mastocytes du derme sont une
source importante de médiateurs vaso-actifs (Chapel et al., 2004).

On distingue plusieurs types d’urticaires dont I'urticaire aigue qui est de courte durée ;

sa cause est identifiée dans seulement 50% des cas. Le diagnostic d’une poussée d’urticaire
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provoquée par une réaction de type IgE a des antigenes extrinséques est en général tres facile
a poser a partir de I’anamnése (Chapel et al., 2004).

o L’eczéma atopique : L. eczéma atopique est une maladie cutanée, chronique, fréquente
et fortement prurigineuse. Elle survient genéralement chez des individus qui ont une
prédisposition héréditaire aux maladies atopiques. Il consiste en Iésions chroniques
extrémement prurigineuse et eczémateuses. Les patients ont souvent un taux élevé d’IgE
sérique (Chapel et al., 2004).

L’anomalie immunologique la plus évidente est le taux élevé de I'IgE sériques chez
environ 90% des patients. Ceux qui sont atteints a la fois d’eczéma et d’asthme ont les taux
les plus élevés. Puisque les lymphocytes T contrélent la production d’IgE, la production
excessive d’IgE pourrait refléter d’un dysfonctionnement des lymphocytes T. Il semble que
I’activation des lymphocytes T de type Thz conduise a la libération de cytokines qui jouent un
réle clé dans la pathogénie de I’eczéma atopique. Ils produisent I'IL-4, I'IL-5, I'IL-6 et
I’IL-13. L’IL-4 et I'IL-13 facilitent la commutation isotypique vers I’'IgE et induisent
I’expression de VCAM-1 une molécule d’adhérence qui facilite la migration des cellules
mononuclées vers les tissus qui sont le siege de [I’inflammation allergique
(Chapel et al., 2004).

Par ailleurs, les lymphocytes T qui migrent vers la peau contiennent une proportion
élevé de Th, mémoires exprimant ’antigéne de migration cutanée ce qui implique une
migration sélective de ces cellules. Lorsque le cycle « prurit- grattage » est enclenché, la
stimulation mécanique des kératynocytes libére davantage de cytokines qui entretiennent la
réaction (Chapel et al., 2004).

111.2.3. Les maladies oculaires

eLa conjonctivite saisonniére (rhume des foins) : C’est une affection courante qui
atteint principalement les enfants et les jeunes adultes. Elle est bilatérale et bénigne.
Habituellement associée au rhume des foins et suivant la méme variation saisonniére, elle se
manifeste par des démangeaisons, de la rougeur et du larmoiement. L’implication des IgE
spécifiques a été démontré par le transfert passif de I’hypersensibilité spécifique a un
volontaire par le sérum. L’IgE est fixé aux mastocytes mais le site de production est incertain
vu que I’IgE libre n’est pas trouve nécessairement en excés dans les larmes. Alors que I'IgE
spécifique du pollen est responsable de la conjonctivite associée au rhume des foins, les

individus atteints sont souvent sensibles a d’autres antigenes.

-
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Le traitement de la conjonctivite saisonniére consiste entre autres a éviter le contact
avec le pollen (Chapel et al., 2004).

eLa conjonctivite vernale : C’est une forme plus grave de conjonctivite. Elle persiste
toute ’année avec des exacerbations printanicres. Elle touche principalement les jeunes et se
caractérise par une rougeur oculaire, de la photophobie, des démangeaisons et des sécrétions
muqueuses. La présence de papules conjonctivales géantes a hauteur du tarse de la paupiere
supérieure est typique, elles sont causées par 1’cedéme et I’hypertrophie des tissus sous-jacents
contenant des mastocytes, des éosinophiles et des plasmocytes sécréteurs d’IgA et IgE. Cette
affection est souvent associé¢e a des maladies de nature atopique comme 1’asthme et ’eczéma
et la plupart des patients ont un taux élevé d’IgE sérique avec de I’IgE détectable dans les
larmes.

La conjonctivite vernale est probablement I’expression des deux types de réactions :

I’immédiate et la tardive (Chapel et al., 2004).

111.2.4. L’anaphylaxie

L’anaphylaxie est ’exemple le plus grave de réaction d’hypersensibilit¢ immédiate. En
clinique, ce terme désigne un collapsus ou un bronchospasme survenant brutalement chez un
patient exposé a une substance a laquelle il est particulierement sensible. Une dégranulation
des mastocytes ou des basophiles portants des IgE spécifiques survient au contact de
I’antigéne, une sensibilisation préalable est donc nécessaire. Le phénoméne d’anaphylaxie est
rare, mais il peut étre extrémement dangereux ; car tout a fait inattendu, il peut étre fatal
(Chapel et al., 2004).

La réaction anaphylactique est dépendante du site d’injection ou de pénétration de
I’antigéne. Par exemple lorsque I’antigéne est absorbé a travers la peau ou les muqueuses
comme dans le cas du pollen absorbé par les muqueuses respiratoires la réaction est plus lente
(Chapel et al., 2004).

g
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La partie expérimentale de ce travail a été réalisee au niveau du laboratoire

d’immunologie « Département de biologie » de I’université 08 Mai 1945 de Guelma.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique animal

Notre travail a été réalisé sur des souris femelles blanches provenant de I’animalerie
de linstitut de pharmacie de Constantine, agées de huit semaines avec un systéeme
immunitaire mature et de poids corporel compris entre 25 et 40 grammes (Figure 9).
Acclimatées deux semaines avant tout début de protocole expérimental (animalerie de la
faculté). Les manipulations pratiquées sur ces souris sont effectuées en respectant leur
bien-étre, excluant tout état de stress susceptible d’interférer avec les résultats.

Les souris offrent une meilleure caractérisation des mécanismes de la sensibilisation
et de la réaction allergique. Leur faible codt et la connaissance de leur code génétique ont
permis le développement d’une panoplie d’outils principalement en génétique (Epstein,
2006).

La souris présente certaines caractéristiques similaires a celles de ’homme, telles
que la production des anticorps IgE, une inflammation éosinophilique et une
hyperréactivité bronchique (Torres et al., 2005).

Figure 9 : Matériel biologique (souris blanche)
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1.2. Enceinte d’élevage

Les souris sont elevées dans des cages en polypropyléne assez transparentes pour
permettre la surveillance sans déranger ’animal. Les cages sont nettoyées régulierement
pour éviter toute contamination susceptible de compromettre les résultats, la litiere est

composeée de copeaux de bois renouvelée tous les jours (Figure 10).

Figure 10 : La cage des souris

Les souris sont réparties en deux lots :
» Lot témoin (T)
> Lot traité par le pollen du cypres (C)
1.3. Conditions d’élevage

Les souris sont nourries a base d’aliments riches en graine (blé, mais,...) et aussi du
pain. Elles sont abreuvées avec de 1’cau. Les aliments et 1’eau sont maintenus a 1’abri de

toutes contaminations bactériologiques et accessibles en permanence (Figure 11).
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Figure 11: Les conditions d’¢levage
1.4. Matériel biologique végétal

Pour notre travail nous avons choisi le pollen de cypres comme matériel biologique
afin d’étudier I’effet allergisant de son extrait. Le cyprés appartient a la famille des
Cupressacées qui est représentée par les genres Cupressus (cypres), Juniperus (genévrier)
et Thuja (thuya) (Figure 12). Dans cette étude, nous avons travaillé sur le premier genre :
Cupressus (cypres), qui est, en zone méditerranéenne, 1'un des arbres les plus allergisants
(Zhou, 2012).

Figure 12 : Arbre du cypres Cone femelle du cypres Cone male du cypres
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2. Méthodes

2.1. Protocole expérimental

Afin de réaliser la partie expérimentale de notre travail, nous avons établi un

protocole qu’on peut résumer dans la figure 13.

Protocole expérimental

Lot de 8 souris

4 souris traitées a

Iextrait pollinique du (
cypres

Traitement

100pg de I’extrait brut suspendu dans 10ul
de PBS pour chaque souris (Sul par narine) :
le jour O et le jour 7 puis une double dose &
intervalle de 4 minutes entre chaque dose le
15¢me et 16¢™ jour du traitement (10 par
narine)

v

4 souris témoins ]

Injection de 10pL de PBS pour chaque
souris (5ul par narine): le jour 0 et le jour 7
puis une double dose & intervalle de
4minutes entre chaque dose le 158™ et 16eme
jour du traitement (10pl par narine)

Sacrifice

[ Isolement des ] [ Lavage nasal ] [ Lavage broncho-

organes

[ Les poumons ] [ la rate ]
Etude hlstologlque Numération des
des poumons splénocytes

Frottis de L.N

alvéplaire

][ Prélévement sanguin ]

Comptage des Frottis de
cellules .B.

L.B.A

FNS

Figure 13 : Schéma représentatif du protocole expérimental

2.2. Obtention de I’extrait brut du pollen de cyprés (Méthode d’extraction)

Les cones males du cypreés récoltés sont broyés pour obtenir une poudre. La poudre

obtenue est ensuite mise dans I’éther éthylique (renouvelé 3 fois) pendant 24 heures. Au

.
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bout de 24 heures la poudre est séchée pendant 48 heures et extraite par PBS pendant 14

heures.

On effectue par la suite une centrifugation 10000g pendant 45 minutes a 4°C suivie
d’une filtration a I’aide de millipores "0,45um". La solution filtrée est congelée et

Iyophilisée pour enfin obtenir ’extrait brut.

2.3. Le traitement

2.3.1. Sensibilisation nasale : Le traitement consiste a sensibiliser les souris avec
I’extrait brut du pollen de cyprés (Figure 14). Pour cela les animaux du lot traité ont été
sensibilisés par voie nasale en administrant 100ug de 1’extrait brut du pollen de cypres
dans un volume total de 10ul de la solution de PBS (voir annexe) en raison de 5ul dans
chaque narine. Le traitement est effectué le jour O et le jour 7 avec une double dose le
15™et 16°™ jour soit 200pg de ’extrait brut du pollen dans un volume total de 20ul de la
solution de PBS en raison de 10ul par narine avec un intervalle de 4 minutes. Le17™ jour
du traitement les différentes analyses (lavage nasal, lavage broncho-alvéolaire coupes
histologiques et le préléevement sanguins) sont réalisées. Les souris du lot témoin ont suivi

le méme traitement mais uniquement avec le PBS (Fischer, 2005).

Figure 14 : Sensibilisation nasale
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2.3.2. Lavage nasal : Le lavage nasal a été réalisé sur des souris anesthésiees en
instillant dans chaque narine 1,5 ml de tampon phosphate (PBS) a 37°C a I’aide d’une
seringue (Urbain et al., 1994) (Figure 15).

Le liquide récolté dans les deux cavités nasales a été centrifugé (800 g a 4°C pendant
15 minutes). Chaque culot a été suspendu dans 0,9 ml de PBS ensuite, les cellules ont été
colorées avec 0,1 ml de bleu de trypan (voir annexe) a 0,2 % pour mieux visualiser les
cellules et leur viabilité et enfin un comptage a €té effectué sur une cellule de malassez.

Les résultats ont été exprimes en cellule par pl de liquide récolté.

Figure 15 : Lavage nasal

2.3.3. Prélevement sanguin: Le prélevement s'effectue aprés avoir égorgé
lanimal (Figure 16). Le sang est recueilli dans des tubes a EDTA destiné pour la

réalisation de la FNS (formule numérique sanguine).

Figure 16 : Sacrifice de la souris.
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2.3.4. Lavage broncho-alvéolaire : Un cathéter est introduit dans le tube trachéal.
On réalise un double lavage avec 0,5ml de PBS a 4°C afin de récolter le liquide broncho-
alvéolaire qui sera centrifugé 1500 rpm pendant 6min. Le surnagent est éliminé et le culot
obtenu est suspendu dans 0,5ml de PBS (L. et al., 2010) (Figure 17).

Figure 17 : Lavage broncho-alvéolaire

2.3.5. Prelevement des organes : Apres le sacrifice et la dissection des animaux, la
rate et les poumons sont prélevés et pesés a l'aide d'une balance de précision (Sartorius).

Les poumons sont conservés dans du formol 1% pour 1’étude histologique (Figure 18).

Figure 18 : Dissection Rate Poumon
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2.3.6. Les frottis du liquide broncho-alvéolaire et nasal : Des frottis des
différents liquides nasaux et broncho-alvéolaires issus des différentes souris (traitées et
témoins) ont été réalisés puis colorés au May-Grinwald-Giemsa.

Une goutte du liquide (nasal ou broncho-alvéolaire) de taille moyenne est déposée de
1.5 cm du bord droit d'une lame. La goute a éteé étalée par capillarité en la mettant au
contact de l'aréte de la lamelle rodée tenue a 45 degrés, puis la lamelle est poussée
rapidement vers la gauche de la premiére lame en entrainant le liquide qui s'étale en une
couche mono cellulaire (Frottis) (Figure 19).

Le frottis est passé a la coloration au MGG en déposant 10 a 15 gouttes de May-
Grinwald (voir annexe) et laissé se fixer pendant 3 mn. Puis 10 a 15 gouttes d'eau
tamponnée (voir annexe) sont déposées et mélangées par rotation de la lame 1 mn.

Le frottis a été recouvert de Giemsa dilué (voir annexe) pendant 15 mn puis lavé a

I'eau neutre.

Figure 19 : Frottis

2.3.7. lsolement des splénocytes: Aprés avoir pesé la rate, cette derniére est
déposée dans une boite de pétri contenant 3ml de solution de PBS et est débarrassée de la

graisse. A l'aide de deux pinces, la capsule est vidée de son contenu cellulaire (Figure 20).
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Figure 20 : Suspension cellulaire des splénocytes

La suspension cellulaire est ensuite placée dans un tube en étre filtrée sur une gaze
fixée a un entonnoir et puis centrifugée pendant 10 min. a 1500 rpm.

On remet le culot en suspension dans 0.5ml de PBS, puis on lui ajoute 4.5ml de
solution de lyse des globules rouges (voir annexe) (Daun et al.,, 1995; Ducan et
Lawrence, 1995). Aprées une incubation de 10 min, la suspension est centrifugée 10 min. a
1500 rpm. Cette derniére est suivie par I'élimination du surnageant alors que le culot est
remis en suspension dans 3ml de PBS, centrifugé 10 min. a 1500 rpm. Cette derniére étape
est répétée deux fois.

A la fin du dernier lavage, le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS et puis on
passe au comptage des splénocytes apres avoir dilué 100pul de la suspension dans 900ul de

bleu de trypan, ainsi le pourcentage de viabilité de ce type cellulaire est calcule.

2.3.8. La numération cellulaire : La suspension cellulaire de chaque liquide de
lavage est mise dans des tubes séparés en raison de 100pl, puis 900 ul de la solution 2 %
de bleu de trypan sont ajoutés. Un comptage est effectué sur une cellule de malassez et les

résultats sont exprimés en cellules par ul de liquide récolté (Figure 21).
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Figure 21 : Cellule de malassez

e Le nombre des leucocytes par litre est calculé selon I'équation suivante:

N=(n/v)f

Avec : N: Nombre de cellules par litre.
n : nombre de cellules comptées.
V: volume de comptage en litre.

f : facteur de dilution.

2.3.9. Préparation des coupes histologiques: Afin de réaliser des coupes
histologiques pour une analyse structurale, les poumons de souris témoins et traitées ont
été prélevés et conservés dans du formol a une concentration de 1%, orientés au laboratoire
d’anatomie-pathologique de 1’hdpital « Ibn Zohr de Guelma ». Les échantillons ont été

enrobés en paraffine et colorés par ’HES (Hemaleine-Eosine-Saffran).




Conclusion et perspectives

Dans notre travail nous nous sommes intéressées a 1’étude des allergies causées par le
pollen en se penchant en particulier sur I’effet de I’extrait du pollen des cupressacees sur le

systeme immunitaire notamment au niveau respiratoire.

A cet effet, nous nous sommes basées sur ’analyse des liquides nasaux et broncho-
alvéolaires ainsi que sur la formule leucocytaire. Les résultats obtenus ont révélé une
diminution des globules blancs et des neutrophiles chez les souris traitées a I’extrait pollinique

par rapport aux souris témoins.

Concernant les monocytes, on a remarqué une constance de leur nombre chez les
traitées; en revanche une hausse du nombre d’éosinophiles, de lymphocytes et de plaquettes a

été notée.

Au sujet du nombre des cellules contenues dans les liquides nasaux et broncho-
alvéolaires on a souligné une augmentation a la suite du traitement a ’extrait pollinique. Cette
augmentation vient en compensation du fait que le nombre de globules blancs et de
neutrophiles ait diminué en raison de I’augmentation de la perméabilité vasculaire entrainant

leur migration vers les sites inflammatoires et les muqueuses.

La réalisation des différents frottis vient appuyer et consolider ces résultats par le fait
que la visualisation microscopique a révélé une population cellulaire riche avec un aspect
mononuclée chez les traités vis-a-vis des témoins et aussi la présence de rares éosinophiles

surtout dans le liquide broncho-alvéolaire des souris sensibilisées.

Concernant les poids des différents organes, une augmentation du poids de la rate
causée par I’augmentation de la concentration des cellules spléniques dans les tissus de cet

organe et une augmentation du poids des poumons due aux inflammations ont été remarquées.

A la fin de notre travail nous souhaitons souligner d’un point de vue plus personnel
que I’étude des allergies causées par I’extrait pollinique du cypres nous été bénéfique et
enrichissant au niveau intellectuel tant sur le plan immunologique que médical et nous a
permis par ailleurs, de développer un esprit de synthese. Ainsi au vu des nombreux axes sous
lesquels peut étre abordé 1’étude des allergies, nous plagons un grand espoir dans le fait que ce
travail présente un intérét pour une continuité et sommes persuadées qu’il mérite d’étre

poursuivi en se penchant par exemple et entre autres sur :




L’étude des protéines allergenes contenues dans le pollen des cupressacées.

L’étude des différentes especes allergisantes précisément dans la région de Guelma.
L’étude des différents types de pollens susceptible d’interagir avec le pollen des
cupressaceées.

L’¢étude des mécanismes de réactivité croisée entre le pollen de cypres et 1a péche.




Solution de PBS 10mM

Na Cl

Naz HPO4
Na H2PO4
Eau distillée

Solution de lyse
NH4 Cl
Eau distillée

H CI1 0.1 Normalité
H ClI
Eau distillée

Na OH 0.1 Normalité
Na OH
Eau distillé

Bleu de trypan
Bleu de trypan
Eau distillé

May-Grunwaldpur
Giemsadilué
Giemsa-R
Eau tamponnée

Tampon phosphaté Ph 7 ( AV)
Phosphate monopotassique
Phosphate disodique
Eau distilllée

Eau tamponnée
Tampon phosphaté
Eau distillée

Solutions utilisées

9¢g
1.09¢
0329
1000 ml

0.83¢
100 mi

0.93ml
90.7 ml

049
100 ml

0.2¢g
100 ml

84 ml
516 mi

59
5000 ml

30 ml
570 ml



Résultats et discussion

1. Effets de la sensibilisation par I’extrait pollinique sur la formule leucocytaire

1.1. Variation du taux des globules blancs, des lymphocytes et des neutrophiles

Les resultats représentés dans la figure 22, ont montré une diminution du taux des
globules blancs chez les souris ayant subis une sensibilisation par I’extrait pollinique par
rapport aux témoins (5,57+ 2,71x10%cell/ul et 4,17+ 0,68x10%cell/ pl) respectivement pour les

souris témoins (T) et souris traitées par I’extrait pollinique du cypres (C).

Par ailleurs, une diminution du nombre des neutrophiles (C: 2,3+ 1,4x10%cell/ul et
T: 0,27+ 0,007x10%cell/ul) et une augmentation du taux des lymphocytes
(C: 3,75+ 0,57x10%ell/ul et T: 3,15+ 1,24x10%cell/ul) ont été enregistrées chez les souris

traitées par rapport aux témoins (Figure 22).
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Figure 22 : Variation du taux des globules blancs, des lymphocytes et des neutrophiles.

Nos résultats concordent avec I’étude faite par Anceriz 2008 et qui confirme la
diminution dans les vaisseaux sanguins des globules blancs et des neutrophiles due a une
augmentation de la permeabilité vasculaire, ce qui conduit a la fuite du liquide des vaisseaux

et entraine la diffusion des protéines du plasma vers les tissus et les muqueuses bronchiques.

D’autre part ’augmentation des lymphocytes serait en accord avec les résultats d’une
étude réalisée sur 'implication des lymphocytes dans la pathogénie de l’asthme et qui
souligne la présence d’un exces de production d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13 secrétee par les
lymphocytes T (Thy) et qui induirait la prolifération et la différenciation des lymphocytes B
en plasmocytes sécréteurs d’anticorps de type IgE (Magnan et al., 2005).
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1.2. Variation du taux des monocytes et des éosinophiles

Les résultats de la figure 23, illustrent une augmentation du taux des éosinophiles
(C: 0,1+0,05x10%cell/ul et T : 0,07+0,02x10%cell/ul) tandis que le taux de monocytes n’a
montré aucune différence entre les deux lots (0,05+0,03x103%cell/ul).

0.16 -
0.14 -
0.12 -

0.1 - )
® Témoins

[ [ ® Traitées

0.08 -
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0.04 -
0.02 -

0 .
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Figure 23 : Variation du nombre des monocytes et des éosinophiles.

La hausse des éosinophiles observee dans les résultats sont en accord avec Borges 2008
qui dans son travail a souligné qu’une augmentation des éosinophiles est retrouvée dans

I'atopie, les rhinites allergiques, la dermatite atopique et I'asthme.

Il a également noté que ces cellules a localisation essentiellement tissulaire proliférent
sous I’effet de I’IL-5 sécrétée par les lymphocytes Th activés et migrent sous ’effet de cette

méme cytokine vers les sites inflammatoires et les muqueuses (Borges 2008).

De plus la prévalence d’une rhinite allergique est légérement plus élevée chez les

personnes présentant une hyper éosinophilie (El Kettani et al., 2009).
1.3. Variation du taux des plaquettes

Les résultats mentionnés dans la figure 24, révélent une augmentation notoire du
nombre des plaquettes sanguines chez les souris traitées par rapport aux témoins
(C: 627,75+54x10%cell/ul et T :386+147x10%cell/ul). Une différence significative a été

trouvée chez les souris traitées en comparaison avec celle des témoinsa P=0,038.
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Figure 24 : Variation du nombre des plaquettes
La différence est significative a P= 0,038 en utilisant Student t Test

Le nombre élevé de plaquettes chez les traités par rapport aux témoins est en
concordance avec I’étude réalisée par Borges 2008 et qui explique que lors de la phase
effectrice de ’hypersensibilité type I il ya production de médiateurs lipidiques nouvellement
formés qui sont des broncho constricteurs trés puissants augmentant aussi la perméabilité
vasculaire. Ils jouent également un réle chimiotactique pour les cellules inflammatoires.
Parmi ces mediateurs on peut citer les Facteurs Activateurs de Plaquettes (PAF) qui entrainent
la prolifération et D’activation des plaquettes d’ou leur augmentation chez les souris

sensibilisées.

2. Effet de la sensibilisation par I’extrait pollinique sur le nombre des cellules

totales du liquide nasal et broncho-alvéolaire

2.1. Numération cellulaire

Le nombre de cellules observées dans le liquide du lavage nasal chez les souris traitées
a connu une augmentation remarquable par rapport a celui des souris témoins (C:
517,5+100x10% cell/ul et T : 196,25+25,15%108 cell/ul). La méme observation a été constatée
avec le nombre des cellules du liquide broncho-alvéolaire (C: 333+108,23x10%cell/ul
et T:241,9+58,37x108cell/ul) (Figure 25).
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Figure 25 : Variation du nombre des cellules du liquide nasal et broncho-alvéolaire
*P=10,002

Une différence significative a été enregistrée pour le nombre des cellules dans le liquide
nasal a P=0,002. Ce résultat concorde avec ceux des travaux effectués par Kamijo et ses
collaborateurs qui ont affirmés qu’une augmentation des cellules leucocytaires du liquide

nasal est observée aprés une sensibilisation par 1’extrait pollinique [12].

Les résultats obtenus a propos du lavage broncho-alvéolaire correspondent a ceux de
Chakra 2009 qui a démontré que chez les souris, I’instillation intra trachéale hebdomadaire
avec des particules de pollen sur une longue peériode induit des augmentations des taux des
cellules alvéolaires dans le LBA et une hypersécrétion de mucus.

Par ailleurs, au niveau de I’arbre bronchique ; les médiateurs induisent une broncho
constriction, un cedéme de la paroi des voies respiratoires et une augmentation de la sécrétion

des muqueuses (Male, 2007).

2.2. Frottis du liquide nasal et broncho-alvéolaire

La figure 26(a, b) et 26(c, d), obtenue a partir des frottis du lavage nasal et broncho-
alvéolaire illustre la richesse de ces liquides chez les souris traitées par rapport aux témoins.
Ces résultats révélent la présence d’un taux élevé de cellules mononuclées entre autres les

lymphocytes et de rares éosinophiles présents notamment dans le liquide broncho-alvéolaire.
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Figure 26 : Frottis du liquide nasal et broncho-alvéolaire (x400)

a) Lavage nasal des témoins c)Lavage broncho-alvéolaire des témoins
b) Lavage nasal des traitées d) Lavage broncho-alvéolaire des traitées

3. Effet de la sensibilisation par I’extrait pollinique sur les cellules spléniques

Au sujet des cellules spléniques on a observé une augmentation de leur nombre chez les
souris  traitées  par  rapport aux témoins (C:  304,37+89,02x108cell/ul
et T: 152,5+25x10% cell/pl) (Figure 27). En comparant les valeurs enregistrées chez les
témoins et les traités par une analyse statistique en utilisant le t-student, une différence

significative est trouvée entre les deux lots a P=0,029.

L’accroissement du nombre de splénocytes serait causé par le fait que la rate est un
organe lymphoide secondaire dans lequel les cellules spléniques notamment les lymphocytes

T et B stockés se différencieront au contact de I’antigene [13].

Ainsi suite a la sensibilisation par ’extrait pollinique les cellules T et B stockes dans la

rate vont proliférer et se différencier d’ou le nombre accru de splénocytes.
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Figure 27 : Variation du nombre de splénocytes.
P=0,029

4. Effet de la sensibilisation par I’extrait pollinique sur le poids des poumons et de
la rate

A propos du poids des organes, une augmentation dans le poids de la rate et les
poumons a été observée chez les souris sensibilisées par rapport aux témoins
(Rate: C: 0,12+0,07g et T: 0,09£0,02g; Poumons: C: 0,4+0,07g et T: 0,37+0,029)
(Figure 28).
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Figure 28 : Variation du poids des poumons et de la rate des souris

L’augmentation du poids de la rate serait due a ’augmentation du taux de cellules

spléniques et a leur concentration dans les tissus de cet organe.
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Concernant les poumons des souris traitées, certaines inflammations caractérisées par
une rougeur au niveau des tissus ont été remarquées, et on suppose qu’elles sont a I’origine de
I’augmentation de cet organe chez cette catégorie de souris par rapport aux souris témoins

(Figure 29).

Figure 29 : Inflammation des poumons chez les souris traitées.
5. Effet de la sensibilisation par I’extrait pollinique sur la structure du poumon

Pour plus de confirmation des résultats déduits a partir de la numération cellulaire des
lavages broncho-alvéolaire et 1’état visualisé des poumons des souris traitées, des coupes
histologiques de cet organe ont été réalisés. Cette étude a donne les résultats démontrés dans

la figure 30.

L’examen microscopique a montré chez les témoins, un poumon normal avec une
simple congestion vasculaire, des alvéoles avec des cloisons inter-alvéolaires. La structure
histologique semble normale. En effet, les cloisons ou parois alvéolaires sont formées par un

ensemble de cellules dont des pneumocytes et des cellules endothéliales. (Figure 30a).

Pour les souris soumises a des instillations nasales avec 1’extrait pollinique, un infiltrat
inflammatoire péri-bronchiolaire chroniqgue mononuclée a été bien remarqué avec présence de
lymphocytes (Figure 30b). Le traitement a aussi entrainé une diminution du diamétre
alvéolaire. Ceci pourrait étre di a un épaississement de la paroi alvéolaire par prolifération

des fibres conjonctives.




Résultats et discussion

Figure 30 : Coupe histologique des poumons des souris témoins et traitées (x100).

a) Poumon normal du témoin b) Poumon du traitée avec I’extrait
pollinique

1-Alvéole, 2- Bronchiole, 3- Vaisseaux sanguin, 4-Infiltrat cellulaire
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