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Résumé

La Maladie de Behget est une vascularite multi-systémique qui partage certains aspects avec des
maladies qui se traduisent par un désordre auto-inflammatoire et auto-immun dont les principales
manifestations sont les ulcérations buccales et génitales recurrentes et une atteinte oculaire.
L’exacerbation de la réponse inflammatoire et I’hyper expression de certaines cytokines pro-
inflammatoire nous pousse vers une prise en charge thérapeutique qui tend a atténuer la réponse

immunitaire tout en réduisant les effets secondaires liées a ces traitements.

Dans cette étude on a proposé pour la premiere fois 1’utilisation d’extrait de 1’huile essentielle
d’Ammodaucus leucotrichus pour ses propriétés anti-inflammatoires dans la stratégie
thérapeutique de la MB. En effet plusieurs études ont démontré que les deux constituants majeurs
de notre plante en I’occurrence le D-Limonene et le Perillaldehyde ont non seulement un effet anti-
inflammatoire chacun, mais suggérent en plus un effet synergique qui s’explique par I’inhibition
des deux composés des voies de signalisations différentes, amplifiant par conséquent I’effet anti-

inflammatoire.

Des études devraient étre effectuées afin de démontrer la pertinence de ces résultats et 1’efficacité
de cette huile essentielle dans le traitement des maladies inflammatoires et dans la maladie de

Behcet en particulier
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Introduction

La maladie de Behcet (aussi connue sous le nom de syndrome de Behcet, grande aphtose de
Touraine, syndrome d'Adamantiades-Behget, syndrome oculo-muco-cutané de Behcet ou encore
tri syndrome de Behcet) est une affection multi-systémique rare, chronique, évoluant par
poussees. A ce jour, des incertitudes demeurent pour savoir s’il s’agit d’une maladie auto-

immune ou d’une maladie auto-inflammatoire ou bien les deux.

Cette maladie peut toucher les vaisseaux de toutes tailles du systeme artériel et veineux.
Elle se manifeste en particulier par une triade bouche-sexe-ceil qui se caractérise par des
ulcérations récidivantes buccales et génitales et des atteintes oculaires. On peut aussi noter,
entre autres, des atteintes cutanées, articulaires, neurologiques et/ou vasculaires (Yazici et al.,
2018; Gul, 2019). La maladie de Behget touche aussi bien les femmes que les hommes.
Ces derniers ont cependant d’avantage de complications (Ideguchi et al., 2011). Il existe dans
la littérature diverses hypotheses étiopathogéniques. Certaines impliquent des facteurs
géneétiques, d’autres des facteurs environnementaux infectieux ou non infectieux. Il est
possible qu’une combinaison de plusieurs facteurs soit a I’origine de cette affection (Dalvi et
al., 2012), néanmoins, plusieurs études ont montré qu’a coté de plusieurs similitudes dans les
caractéristiques cliniques, I’exacerbation de la réponse inflammatoire et 1’hyper expression des
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, I’IL-6, I’IL-et I’IL-1 chez les patients atteints de
la MB sont des signatures capitales qui pourraient attribuer un concept d’« auto-inflammation » a

la MB qu’elle partagerait avec d’autres pathologies auto-inflammatoires (Chekaoui, 2019)

Pour améliorer le pronostic, il est important de dépister rapidement la maladie lorsque les premiers
symptomes se déclarent selon un diagnostic qui est avant tout clinique et d’utiliser un traitement
adapté (Devey, 2017). La prise en charge thérapeutique de la MB dépend de sa sévérité, des
facteurs pronostiques, et du type d’organes atteints. Le traitement vise a éviter la survenue de
Iésions irréversibles et a réduire ou supprimer le nombre des poussées qui retentissent sur la qualité

de vie du patient (Comarmond et al., 2014).

Les traitements classiques (corticothérapie, immunosuppresseurs conventionnels) ne permettent
pas toujours de contrbler la MB. Les nouvelles molécules immunomodulatrices, tels que les anti-
TNF, ont transformé le pronostic de certaines formes séveéres et/ou réfracaires de la MB, mais il

faut rester vigilant sur leurs effets a long terme (infection, cancer).

Cette etude va servir a determiner le role que pourrait jouer I’huile essentielle d’Ammodaucus
leucotrichus dans les processus inflammatoires et proposer une approche dans la stratégie

thérapeutique de la MB. Ceci est réalisé via I’exploration de I’effet immunomodulateur des deux
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huiles essentielles des fleurs et des feuilles de la plante Ammodaucus leucotrichus, sur le taux de

certains Marqueurs immunitaires chez des patients atteints de la maladie de behget. Les Marqueurs
immunitaires doses sont :

-Protéines inflammatoires : IL-6, IL-6R, IL-1B, TNF-a.
-Protéines anti-inflammatoires : IL-10 et I1L-37.
-Monoxyde d’azote (NO).
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Rappels bibliographiques

1. Historique et définition :

Les premiers symptomes de la maladie ont été observés dans 1’ Antiquité. La premiére description
de ce qui est appelé a ’heure actuelle la MB a probablement été faite par Hippocrate il y a 2500
ans, qui, dans son ceuvre Epidemion, décrit une maladie endémique en Asie mineure, caractérisée
par des ulcérations aphteuses, des défluxions des parties genitales et une atteinte ophtalmique
aqueuse de caractére chronique faisant perdre la vue a de nombreuses personnes . En 1930, un cas
d’iritis a hypopion a ¢été présenté par un ophtalmologue grec, Benediktos Adamantiades.
C’est pourquoi la MB est aussi connue sous le nom de syndrome d’Adamantiades-Behget. En
1937, le dermatologue turc HulQsi Behget est le premier a décrire en tant que réelle entité,
la maladie de Behget (Davatchi et al., 2015).

Actuellement la MB est définie comme une pathologie inflammatoire, chronique, multisysémique
et récidivante. Elle est d’une étiologie obscure et incertaine. Cliniquement, la MB se caractérise
par des Iésions buccales, génitales, oculaires, épidermiques, articulaires, pulmonaires, digestives
et neurologiques dont la fréquence differe d’une manifestation a ’autre (Direskeneli, 2001;
Verity et al., 2003; Yazici et al., 2018).

2. Epidémiologie :
2.1. Répartition géographique :

La répartition hétérogéne de la MB dans le globe nous indique certaines prédisposions des
populations a contracter la maladie. En effet, le syndrome de Behget est souvent associé aux
anciennes routes de la soie qui s’étendent des pays méditerranéens comme la Turquie passant par
le moyen orient, I’Iran vers les pays d’extréme orient incluant le Japon et la Corée, ou la prévalence
de HLA-B5 est relativement haute comparé au reste du globe (Figure 01). Cela suggere que
certains agents déclenchant de la maladie ainsi que des facteurs génétiques tels que HLA-B51 se
sont dispersés tout au long de cette route (Yurdakul, 2020). Bien que les données
épidémiologiques en Algerie ne soient pas encore établies (Ghembaza et al., 2017). La prévalence
de la MB au Maghreb est de 110 par 100000 habitants en Tunisie et plus de 900 au Maroc

(Bennouna-Biaz et al., 1995; Benamour et al., 1998).
2.2. Influence de I’age et de sexe :

Il est a signaler que I’age du début de la maladie se situe entre 19,5 et 35,7 ans (Davatchi et al.,
2010). De plus, les atteintes de la maladie touchent les deux sexes mais leur gravité est liée au sexe

masculin (Ideguchi et al., 2011).
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Figure 01 : La prévalence du syndrome de Behcet (Nombre de cas sur 100000 par pays)
(Yazici et al., 2018)
3. Manifestations cliniques :
3.1. Manifestations cutano-muqueuses :

3.1.1. Aphtes buccaux récidivants :

Les aphtes buccaux récidivants constituent en général un symptéme initial et sont mis en évidence
pratiquement chez tous les patients a un moment donné de leur évolution (plus de 95%). lls
constituent d’ailleurs le critére majeur de cette affection (cf. chapitre «diagnostic»). Ils peuvent
toucher les gencives, la langue, les muqueuses labiales et buccales. La lésion typique est ronde,
comportant un bord érythémateux et bien délimité, avec une surface couverte d’une
pseudomembrane blanche-jaunatre, correspondant a de la fibrine (Voir figure 02 en annexe)
(Bettiol et al., 2020; Mat et al., 2013).

3.1.2.  Ulcéres génitaux :
Peuvent étre douloureux et guérissent en 10 a 30 jours en I’absence d’une infection secondaire.

Sont plus gros et plus profonds que les lésions buccales (Evereklioglu, 2005). Selon 1’ordre

d’apparition, ils sont la deuxiéme manifestation la plus fréquemment observee survenant dans
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environ 80 a 90 % des cas et ressemblent a leurs homologues oraux (Alpsoy et al., 2003 ; Barnes
et Yazici, 1999).

Ces ulcérations sont souvent rondes a ovales, d’aspect perforé généralement recouvertes de fibrine
ou de crolte jaunatre (Mat et al., 2006). Elles sont retrouvées chez I’homme essentiellement sur
le scrotum, plus rarement sur la verge ou dans ’urétre ; chez la femme sur la vulve, le vagin et le
col utérin (KONE-PAUT et al., 2019).

3.1.3. Manifestations cutanées :

Affectent 38 a 99% des patients atteints de Behget. Elles ont différentes formes; les plus fréquents
sont: la pseudo-folliculite (Pustulose de Behcet), I'érytheme noueux et le phénomeéne de la
pathergie (KONE-PAUT et al., 2019 ; Mendes et al., 2009 ; Gabay, 2008).

3.2. Atteinte oculaire :

L’atteinte oculaire affecte environ 50 % des patients et survient généralement entre 2 et 4 ans apres
le début de la maladie, mais elle pourrait également étre la manifestation inaugurante de la maladie
chez environ 10 a 20% des cas (Comarmond et al., 2014; Tugal-Tutkun, 2009; Tugal-Tutkun
et al. 2004; Kural-Seyahi et al, 2003).

L’atteinte oculaire se caractérise par des poussées récidivantes d’uvéite non granulomateuse qui
peut s’associer & une vascularite rétinienne. Elle peut étre antérieure, postérieure (la manifestation
la plus fréquente et la plus grave) ou totale (panuvéite) (Voir figure 03 en annexe) et peut méme
se manifester sous d’autres formes : neuropathie optique, paralysies des nerfs moteurs de l'eeil,
cedéme papillaire avec hypertension intracrénienne par thrombose veineuse intracérébrale,
papillite entrainant toujours une baisse de I'acuité visuelle et une atteinte du champ visuel (KONE-
PAUT et al., 2019; Comarmond et al., 2014; Saadoun et al., 2010; Gabay, 2008).

3.3. Atteinte articulaire :

Elle est observée chez 40 a 71% des patients sous forme d’arthrite ou d’arthralgie. Elle est la
premiére manifestation de la MB chez 11 a 34% des patients et peut apparaitre plusieurs années
avant d’autres symptomes. Les genoux, les poignets, les chevilles et les coudes sont plus souvent
touchés tandis que I’implication des petites articulations des mains et des pieds est moins courante.
Les manifestations articulaires sont généralement aigiies et récurrentes (Desbois et al., 2014;
Yurdakul et Yazici, 2010).

3.4. Atteinte neurologique :



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tugal-Tutkun%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20404988
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Les manifestations neurologiques sont 1’une des causes les plus graves de morbidité et mortalité a
long terme. Parmi celles-ci, les atteintes cérébrales parenchymateuses (80% des patients), les
thromboses du sinus dural, les vascularites artérielles et les méningites aseptiques et Plus rarement
une méningoencéphalite, une atteinte des nerfs périphériques et des problémes psychiatriques
(Akman-Demir et al., 1999 ; Calikoglu et al., 2001). Ces symptomes sont associés a des
exacerbations de la maladie et entrainent progressivement une incapacité irréversible. Aux stades
avancés, la démence se développe chez environ un tiers des patients : des troubles cognitifs en plus
des changements de personnalité (Oktem-Tanor et al., 1999; Kara et al., 2006; Sakane et al.,
1999)

3.5. Atteinte digestive :

Ressemblent aux lésions de la maladie de Crohn sur le plan macroscopique. L’ inflammation et
I’ulcération des muqueuses se produisent dans tout le tractus gastro-intestinal, plus fréqguemment
dans la partie iléo-caecale ou elles ont une nette tendance a se perforer (Kone-Paut et al., 2019;
Yurdakul et Yazici, 2008).

Les symptémes peuvent varier d une 1égére géne gastro-intestinale a des symptémes plus graves
comme des saignements, une fistule ou perforation incluant aussi 1’anorexie, des vomissements,

une dyspepsie, une diarrhée ou une méléna (Bayraktar et al., 2000; Beales, 1998).
3.6. Atteinte cardio-vasculaire :

Ces manifestations importantes surviennent chez 7 a 46% des patients et sont létales dans environ
20% des cas graves. Elles surviennent 3 a 16 ans apres le début de la maladie (Tursen et al., 2003;
Sarica-Kucukoglu et al., 2006).

Peuvent toucher a la fois des veines et des arteres de différents diametres et provoquent des
thrombophlébites superficielles récurrentes et une thrombose veineuse profonde (30 a 40% des
patients) (Arai et al., 2006; Kural-Seyahi et al., 2003; Desbois et al., 2014).

L’atteinte cardiaque se manifeste plus fréquemment par une thrombose intracardiaque suivie par

une péricardite, une myocardite et d’autres manifestations coronariennes et valvulaires (Geri et

al., 2012).

3.7. Autres atteintes :
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D’autres manifestations peuvent étres rencontrées tel que le syndrome myélodysplasique, des
anomalies auditives et des troubles rénaux, en particuliers dans les zones géographiques ayant une
faible incidence de la maladie et donc mal reconnue a cause du faible taux d’incidence (Mat et al.,
2013 ; Melikoglu et al., 2017)

4. Etiopathogénie :

A ce jour, I’étiologie de la MB reste inconnue, et comme beaucoup de maladies inflammatoires
ou auto immunes, elle est déclenchée par des facteurs exogénes chez des individus prédisposés
génétiquement provoquant une perturbation de I’homéostasie de la réponse immunitaire innée et

acquise (Pay et al., 2007, Dalvi et al., 2012).
4.1. Facteurs génétiques :

La MB apparait souvent comme une maladie sporadique. Cependant, [’existence de cas
familiaux (1/10 des cas), la prévalence élevée de la MB chez les jumeaux et leurs parents (surtout
pour les cas pédiatriques) (Masatlioglu et al., 2010). L’observation de ces cas familiaux suggére
fortement le role des facteurs génétiques dans cette pathologie.

4.1.1. Genes du complexe majeur d’histocompatibilité (HLA-B51) :

Le geéne ayant ’association génétique la plus forte avec la MB est le HLA-B51 (Hughes et al.,
2013), faisant partie des genes du CMH de classe 1, dont I’alléle est localisée sur le chromosome

6p (Figure 04) et trouvée majoritairement chez les patients turcs et japonais (Pay et al., 2007).

La présence de HLA-B51 est retrouvée chez 80% des patients vivant dans les régions de «la route
de la soie», alors qu’il est présent chez 13% de la population dans ces régions. La présence de
I’HLA-B51 donne un risque relatif de développer la MB de 7,6 au Japon alors que ce risque est de
1,3 aux Etats-Unis (Sakane et al., 1999). Toutefois, 1’antigene HLA-B51 ne refleterait que 20%
du risque relatif de développer la MB dans les formes familiales, ce qui suggére I’implication

d’autres facteurs génétiques (Gul et al., 2001).

Enfin, un réle du HLA-B51 dans I’hyperactivité des polynucléaires neutrophiles a été évoqué au
cours de la MB (Takeno et al., 1995).

4.1.2. Génes proches de HLA-B :
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4121 GenesMIC:

La possibilité de ’association des génes MIC (MHC Class I Chain related gene) du fait de leur
proximité au locus HLA-B a la MB a été évoquée (Mizuki et al., 1997). Parmi les 5 génes MIC
(MICA a MICE) deux sont bien caractérisées, MICA et et MICB qui présentent entres eux plus de
90% d’homologie de séquence mais qui ne partagent que 20 a 35% homologie avec le HLA

(Figure 04).

classe 1 classe II1 classe 1
MIC B MICA
DF  DQ DR TNF B C A
o2, 8% , . , 88008 ., 8
kB 300 TO0 1100 1500 150 2100 34060

Figure 04 : Genes HLA, MIC et TNF (Amoura et al., 2006).

Les génes MICA et MICB codent un polypeptide de 383 acides aminés fortement glycosylé, dont
la structure générale est similaire a celle d’une chaine lourde a du CMH de classe | (Amoura et
al., 2006).

Le ligand de MICA est le récepteur de type C-lectine NKG2D des cellules NK (Bauer et al.,
1999). Leur interaction a pour conséquence I’activation des LT cytotoxiques et NK,

déclanchement des mécanismes de cytotoxicité, secrétion cytokinique et la prolifération cellulaire.

L’hypothese qui prévaut est celle d’un effet combiné entre les alleles MICAG6 et B3, les peptides
de certains alleles MICAG6 présentés au sein du HLA-B51 pourraient provoguer une réponse
cytotoxique (Yasuoka et al., 2004). Le géne MICB en revanche ne semble pas associé a la maladie
de Behget (Hughes et al., 2005).

4.1.2.2. Genes du TNF (Tumor Necrosis Factor) :

Plusieurs études ont révélé I’implication du TNFa qui est une cytokine pro-inflammatoire dans la
pathogénie de la MB. Le géne du TNFa est situé a proximité du locus HLA-B (Figure 04), et selon
une étude britannique portant sur 133 patients caucasiens comparés a 354 contréles sains,
I’allele 1031C était fortement associé avec la MB (Ahmad et al., 2003).

Le polymorphisme du gene du TNFa pourrait influencer la production de TNFa qui est

augmentée au cours de la MB (Turan et al.,, 1997), mais aucune des recentes études
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pangénomiques GWAS (Genome Wide Association Study) n’a confirmé une quelconque
association entre la MB et un polymorphisme particulier du gene du TNF (Remmers et al., 2010 ;
Mizuki et al., 2010).

4.1.3. Geénesen dehorsdu CMH :
4.1.3.1. Génede ’IL-10:

L’IL-10 est une cytokine inhibitrice ayant une puissante activité suppressive sur les cytokines pro-
inflammatoires. Elle inhibe la production de cytokines par les cellules Th1 ainsi que 1’expression
des molécules de co-stimulation par les macrophages, tout en augmentant la production de

médiateurs anti-inflammatoires ce qui entraine une diminution des réponses immunitaires.

Remmers et ses collaborateurs, ont démontré qu’un polymorphisme particulier de ce géne localisé
sur le chromosome 1 était associé a une diminution de la production de I’IL-10 dans la MB
(Remmers et al., 2010).

4.1.3.2. Geénesde IL-23R-IL-12RB2 :

IL-23 est une cytokine pro-inflammatoire hétérodimérique qui stimule la prolifération de Thl7 et
la production des cytokines inflammatoires telles que IL-1, IL-6, IL-17 et TNFa (Iwakura et al.,
2006) . Un polymorphisme du récepteur de I’TL-23 a été associé a la MB dans deux grandes études
GWAS (Remmers et al., 2010 ; Mizuki et al., 2010).

4.1.3.3. Geénes de ’IL-1:

L’IL1 induit des réponses immunes pro-inflammatoires, active les cellules endothéliales et induit
I’expression de molécules d’adhésion. Une production accrue d’IL-1 a été rapportée au cours de
la MB. Les deux alléles IL-1A-889C et IL-1B+5887T étaient liés statistiquement avec la MB
dans une population turque adulte (Karasneh et al., 2003 ; Coskun et al., 2005).

4.1.4. Autres genes :

Plusieurs génes codant pour des cytokines, chemokines et récepteurs de type TLR, ICAM, MMP-
2-9, protéines du stress oxydative ont été étudiés au cours de la MB avec des résultats
contradictoires (De Chambrun et al., 2012 ; Houman et al., 2004).

4.2. Facteurs environnementaux
42.1. \Virus:
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Plusieurs infections virales de la famille Herpes ont été mis en évidence des 1937 par Behcet et
incriminés dans la genése des lésions muqueuses de la maladie, en particulier celle par le virus
herpes simplex (HSV) (Lee et al., 1996 ; Tojo et al., 2003), le cytomégalovirus (De Chambrun
etal., 2012 ; Houman et al., 2004), I’Epstein Barr virus (Sun et al., 1996), et virus de la varicelle
(Sunetal., 1998).

Les taux d’infection a HSV et des anticorps anti-HSV sériques étaient significativement plus élevés
chez les patients avec MB que chez les controles, de plus I’ARN de ’HSV-1 et HSV-2 a été détecté
dans les cellules mononuclées sanguine et de Iésions cutanées au cours de la MB (Tojo et al.,
2003). L’absence d’efficacité des thérapies anti herpes sur 1’évolutivité de la maladie rend cette

hypothése virale dans la genése de la MB peu plausible (Amoura et al., 2006).
4.2.2. Bactéries :

La flore microbienne orale a été suspectée au cours de la MB suite a sa présence constante dans
les aphtes buccaux. Il a été constaté que 1’incidence de la maladie est élevée chez les sujets ayant

une hygiene bucco-dentaire déficiente (Amoura et al., 2006).

Nombreuse bactéries ont été étudiées dont les streptoccoques, mycobactéries, Borrelia
burgdorferi, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ou Mycoplasma
(Houman et al., 2014).

Selon Mumcu G et ses collaborateurs, Streptococcus sanguis a €té le plus incriminé dans le
déclanchement de la MB (Mumcu et al., 2007) dont les taux d’anticorps était significativement
élevé chez les sujets malades que chez les témoins sains (Kaneko et al., 2008). L’antigéne du
Streptococcus sanguis KTH-1, induit la production des cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-o, P'TFNy I’IL-6 et I’IL-8 suite a I’activation des LT des malades, notamment les LTyd
(Hirohata et al., 1992 ; Mochizuki et al., 1994).

5.  Immunopathologie
5.1. Anomalies de la réponse inflammatoire :

5.1.1. ROle des protéines du choc thermique (HSP) :
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Les HSP sont des proteines produites par les cellules suite un a stress comme la chaleur, I’infection,
I’hypoxie et UV. Elles assurent une fonction chaperonne moléculaire qui préviennent la
dégradation et la dénaturation des protéines intracellulaires ainsi que 1’activation des LT.

Une augmentation de I’expression de HSP60/65 et taux élevés d’anticorps anti-HSP60/65 ont été
constatés chez les patients atteints de la MB (Tasci et al., 1998, Ergun et al., 2001).

HSP-60 est un ligand des récepteurs Toll-Like 2 et 4 et considéré comme un signal de danger et
provoquerait une réponse inflammatoire rapide avec production d’IL6, IL12, IL15, TNFa,
I’expression de molécules d’adhésion comme la E-selectine, VCAM et ICAM et une réponse
immune de type Thl (Direskeneli et al., 2003, Imamura et al., 2005), et capable de stimuler la
prolifération des lymphocytes LT ys au cours de la MB (Pervin et al., 1993). Enfin, HSP-60
pourrait activer le gene MICA via la régulation des heat shock responsive elements codés dans la

région promotrice des genes MIC (Groh et al., 1996).
5.1.2. ROle de I’oxyde nitrique (NO)

Le NO est un médiateur important impliqué dans I’inflammation de I’'uvée. Une augmentation
des concentrations de NO a été rapportée au cours de la MB, dans le sérum, les érythrocytes le
liquide synovial et 1’humeur aqueuse. Cette augmentation est corrélée avec I’activité de la
MB (Amoura et al., 2006).

L’augmentation de NO intratissulaire inhiberait la migration des polynucléaires neutrophiles

présents au sein des lésions de la MB entrainant la persistance in situ de ces cellules activées.
5.1.3.  Stress oxydatif et radicaux libres :

Au cours de la MB, notamment active, il existe une production excessive de I’anion superoxide
(02) et de I’eau oxygenée (H20.) provoquant une augmentation des radicaux libre et du stress
oxydatif (Chambers et al., 2001). L’activité des enzymes chargées de lutter contre le stress
oxydatif comme la superoxyde dismutase, le glutathion peroxidase et la catalase est diminuée.
Cette diminution est corrélée avec une augmentation de 1’activité de 1’adénosine désaminase
(ADA), marqueur d’activation des polynucléaires neutrophiles (Erkilic et al., 2003).

Les polynucléaires neutrophiles seraient de ce fait moins bien régulés, hyperréactifs et capables de

produire des dommages tissulaires. (Amoura et al., 2006).

5.2. Anomalie des cellules de Pimmunité innée :

11
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Figure 05 : Le réle des cellules innées dans la pathogénese de la maladie de Behcet
(Tong et al., 2019).

5.2.1. hyperactivité des polynucléaires neutrophiles (PNN) :

Les PNN jouent un role vital dans la réponse immunitaire innée et sont la premiere ligne de défense

contre toute infection, et leur réle a été bien établit dans la pathogénie de la MB (Houman et al.,

2014). En plus du nombre élevé et le chimiotactisme accru, I’hyperactivité des PNN se manifeste

par :

Hyperproduction des radicaux libres oxygénés dérivés de la NADPH oxidase qui d’une
part causent des Iésions tissulaire et d’une autre part, ils maintiennent les PNN dans le
méme site en inhibant leurs migrations causant une persistance in situ de ces cellules
activées (Becatti et al., 2016).

Une majoration de I’adhésion endothéliale et une activité phagocytaire accrue. Une analyse
histologique a montré que les artéres et les veines sont infiltrées causant des dysfonctions
au niveau de I’endothélium vasculaire (Kobayashi et al., 2001) et des thromboses chez
25% des patients de la MB (Pineton et al., 2012).

5.2.2. Les lymphocytes Gamma-Delta (LTyd) :

12
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Les LTyd jouent un réle important dans la régulation de la réponse auto-immune, elles représentent
entre 0.5 a 5% les lymphocytes T du sang périphérique et produisent de multiples cytokines pro-
inflammatoires en présence de facteur de croissance et de cytokines (Tong et al., 2019). Des études
récentes ont montré un effet activateur des Th17 par les LTyd dans les Iésions inflammatoires des
modeles expérimentaux de maladie auto-immune accélérant ainsi le développement d’une uvéite

auto-immune expéerimentale (EAU) (Nian et al., 2011).

I’association des LTyd avec la MB a été constateé avec une forte expression du CD69, et expression
accrue de IFN-y et TNF-a (Tong et al., 2019).

5.2.3. LesNK:

Les cellules NK constituent une composante essentielle de I’immunité innée. Selon la densité du

marqueur CD56, on peut les classer en deux 2 groupes :

e CD56'YCD16 *: Caractérisé par une forte activité cytotoxique (non spécifique) contre les
cellules tumorales et cellules infectées via la libération des perforines et granzymes, mais
une faible production de cytokines ;

e CD56"9"CD16 ~: NK régulateur, du fait d’un taux faible de cytotoxicité et une production
de haut niveau de cytokines telles que : IFN-y, Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor (GM- CSF) et chemokines (Tian et al., 2012).

Hasan et ses collaborateurs, ont reporté une diminution significative du nombre de cellules NK
dans le sang périphérigue des patients de la MB comparé a des contrdles sains (Hasan et al., 2017).
Phénoméne expliqué par la migration de ces cellules vers les sites inflammatoires via la production
de cytokine de Type Th1 telle qu’IFN-y qui a un effet inhibiteur sur la réponse Th17, orientant par

conséquent la balance vers le profil Thl (Kucuksezer et al., 2015).

Selon Erten et ses collaborateurs, les NK peuvent étre classées en NK1, NK2, NKreg et NK17
selon le type de cytokines secrétées, et a cause de I’effet inhibteur de IFN-y, Cosan et al, ont
reporté un avantage pour la classe NK1 et une diminution des autres classes, créant un rapport
NKZ1 et NK2 qui joue un réle dans le contrdle de la réponse Thl ou Th2, et dans la méme étude il
a été suggéré que les NK joueraient un réle dans la rémission des patient de la MB via une

polarisation vers le profile NK2 qui régule la réponse Thl (Yamaguchi et al., 2010).

5.3. Role des cytokines dans I’immunité adaptative
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Figure 06 : Role des cytokines dans la pathogénese de la maladie de Behcet (Tong et al., 2019).

5.3.1. Cytokines pro-inflammatoires
53.1.1. LafamilledesIL-1:

La famille IL-1 est un groupe de cytokines majeures de I’immunité innée et de 1’inflammation.
Ces cytokines sont produites par les monocytes/macrophages et cellules dendritiques sous forme
de précurseurs qui sont activés par clivage protéolytique par la calpaine pour IL-1a et la caspase 1
pour les autres (Robert, 2010). Cette activation se déroule au niveau d’un édifice appelé
« inflammasome » au niveau du quel se produit 1’autoprotéolyse de la procaspase 1 en caspase

active (Robert, 2010 ; Thornberry et al., 1992) (Figure 07).

Dans la MB, un taux élevé d’IL-1 a été noté des 1990 (Hamzaoui et al., 1990), des taux sériques
d’TIL-1B et d’IL 18 élevés chez ces malades (Hamzaoui et al., 2002). Une étude plus récente révéle
des taux ¢élevés d’IL-1 dans le liquide synovial des patients atteints de la MB ayant développé une
arthrite (Pay et al., 2006). Des polymorphismes génétiques comme des mutations au niveau du
NLRP3, des SNPs I’IL-10-889C et I'IL-1 +5887T ont été associés a un risque élevé de contracter
la maladie (Zhou et al., 2012) (Hatemi et al., 2015)
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Figure 07 : Régulation de la voie de I'IL-1f. 1 : 1°" signal fixation du ligand sur le récepteur
TLR (Toll Like Receptor). 2 : pré activation de la voie I'IL-1§. 3 : transcription des genes de ['IL-
1 et le NLRP3 (NOD-Like Receptor Pyrin domain containing 3). 4 : 2°™ signal : activation de
['inflammasome.5 : activation des caspase-1 et clivage de la Pro-IL-15 en I’IL-1§ (Jamilloux et
al., 2016).

5.3.1.2. TNFa (Tumor Necrosis Factor) :

Le TNFa joue un réle dans la synthése des protéines de la phase aigiie de I’inflammation,
régulation des leucocytes, déclenche la fievre, I’apoptose, cachexie et I’inflammation en vue de
combattre la cancérogénése et la réplication virale en déclenchant la libération IL-1,6 et IFNP
(Houman et al., 2014) Le role du TNFa dans la pathogénie de Behget a été abordé depuis les
années 1990, et son implication a été fortement étayée via ’efficacité des agents anti TNF comme

traitement dans cette pathologie (Misumi et al., 2003).
53.13. IL-6:

Chez les patients atteints d’un neuro-Behget, des taux anormalement élevés de I’IL-6 dans le
liquide cérébro-spinal (LCS) ont été reportés, d’apres 1’étude d’Akman-Demir et al, LCS IL-6
pourrait étre considéré comme un marqueur du neuro Behget (Akman-Demir et al., 2008). De
plus Chang et al, ont conclu a 1’association entre le polymorphisme du géne de I’IL-6 et la MB
(Chang et al., 2005).
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5.3.2. les cytokines de Type Thl:

Les taux élevés de I’'[L-2,12, 18 et IFN-y indiquent une polarisation vers le profil Thl et par
conséquent un déséquilibre de la balance Th1/Th2 dans la MB (Aridogan et al., 2003 ; Ahn et
al., 2006).

Des études ont trouvé des taux élevés des cellules Th1 par détection de son facteur de transcription
qui est le T-bet chez les malades de la MB comparés aux sujets sains (Aridogan et al., 2003 ; Ahn
et al., 2006).

53.2.1. IL-12 et IFNy:

IL-12 est une cytokine pro-inflammatoire produite par les macrophages, cellules dendritiques et
les Lymphocytes B (LB), elle induit la production d’IFN-y en jouant un role important dans la

différenciation de Thovers Thl et forme un lien entre I’'immunité innée et adaptative (Figure 08)

Innate immunity

PAMPs
1 TLRs

IL-12 1 @
; ™ & .1 Antigen-presenting cell
foe3 (macrophage, DC or
fese J Ny -y y~ plasmacytoid DC)
s, — &
e IFN-a/ \
\ T-cell

signals

IFN-y ? | IL-18

Antigen IL-12 \ Antigen
IL-12R
IL-18R
IL-12R B1 B1 g B2 \ .
l STATH . IL-12R
= 44 \ = LN
TCR ‘ ‘ | . TCR
>= IL-4 . “ w STAT4 , L =
= cr N \AlFN_Y IL-12R ﬁ1/,
? Uy Ty1-cell
- differentiation IL-23R \
IL-27 IL-23  IFN-y
Naive T-cell activation Adaptive immunity Effector and memory
and commitment Ty cells

Figure 08 : Role de I’IL-12 dans la difféerentiation des LT naifs vers le profile Thl (Trinchieri
et al., 2003)

Des taux élevés de IFN-y ont été reportés par dans I’humeur aqueuse des patients avec un Behget
atteint d’uvéite par rapport a ceux atteint d’uvéite causé par une autre maladie (EI-Asrar et al.,
2011 ; Ahnetal., 2006). de méme Zhou et al ont retrouvé des taux élevés d’IL-12 chez les patients
MB souffrant d’uvéite (Zhou et al., 2012). De plus deux principales GWAS turques et japonaise,

suggérent que des SNPs au niveau du gene du récepteur de 1I’'TL-12 est un facteur déclenchant de
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la MB, néanmoins, la majorité de ces études sur 1’IL-12 ne sont pas statistiquement significatifs,

par conséquent son role dans la MB reste limité (De Chambrun et al., 2012).
53.2.2. IL-18:

Outre 1’élévation des taux sériques de I’'IL-18 chez les patients avec MB, une corrélation avec
I’¢élévation des taux de TNF a été observée, suggérant indirectement que les cytokines de type Thl

jouent un réle prépondérant dans la maladie (Zhou et al., 2012).
5.3.3. Cytokines de type Th2 :

Parmi toutes les cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) seules quelques-unes ont fait
I’objet d’étude dans le cadre de la MB. C’est le cas de 1’IL-4 ou une augmentation de sa production
a éte observée, reflétant un profil mixte Thl et Th2 (Touil-Boukoffa et al., 2015), ainsi que I’TL-
10 avec une augmentation des taux sériques comparables a ceux de IFN-y chez les patients avec
une MB (Ben Ahmed et al., 2004). Le role de I’'IL-10 reste néanmoins a préciser, et dans ce
contexte Belguendouz et al ont suggéré un effet antagoniste de I’'TL-10 vis-a-vis de IFN-y en
réduisant I’expression de NO (Belguendouz et al., 2011).

5.3.4. Cytokines de type Thl7 :

En dépit du fait que la MB a été considérée comme une maladie & médiation Th1, Th17 joue un
réle cruciale dans le processus inflammatoire de cette maladie en favorisant le recrutement et
I’activation des PNN, en effet, Tong et al, ont constaté un nombre élevé de cellules Thl7 en
mesurant le facteur de transcription RORyt dont le taux est élevé chez les patients MB (Tong et
al., 2019).

5.34.1. IL-17A:

Hamzaoui et al ont démontré que le pourcentage des cellules Th17 ainsi que I’'TL-17A est augmenté
chez les patients atteint de MB, ils ont aussi remarqué que cette cytokine pourrait induire
I’expression de I’ARNm des molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1 et E-cadhérine) au niveau
des cellules endothéliales de veine de cordon ombilical (HUVECSs) (Hamzaoui et al., 2011).

5.34.2. IL-21:

Suite a 1’é¢tude de la nature des cellules T et les cytokines dans le sang périphérique, LCR des
patients atteint de la MB, un effet activateur de 1’TL-21 sur les Th17 et inhibiteur sur les Treg a été

observé (Geri et al., 2011). Wang et al, ont reporté que le développement de EAU est lié a la
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production de I’IL-21 et IL-2 par les LT de la rétine, suggérant ainsi une corrélation entre I’1L-21

et les maladies auto-immunes, Behget inclus (Wang et al., 2011).
5343, IL-23:

Jouant un rdle dans production de I’TL-17, I’expansion et la survie des Th17, IL-23 est impliquée
dans la pathogénese de la MB (Tong et al., 2019). En effet, des taux élevés de I’'TL-23 dans le
PBMC des patients MB ont été reportés (Sonmez et al., 2018), et cet axe 1L-17/23 joue un réle

significatif dans la médiation de la réponse inflammatoire dans la MB (Tong et al., 2019).
5.3.5. Cytokines de type Th22 :

Les Th22 sont une nouvelle population de T helpers distinctes de celles connues et qui se
caractérisent par la production de I’'IL-22 et TNFa et expriment les récepteurs des chimiokines
CCR4, CCR6, and CCR10, (Duhen et al., 2009), Sugita et al ont mis en évidence des clones de
Th22 dans I’humeur aqueuse des patients de la MB atteint d’uvéite active. Ces clones produisaient
des taux élevés d’IL-22 et de TNFo, mais pas de cytokine de type Th1(IFNy) et Th17 (IL-17)
(Sugitaetal., 2013). De plus les LT produisant de I’TL-22 ont été retrouvés chez un modéle murin
de MB avec EAU. ces données suggérent que 1’IL-22 jouerait un role clé dans I’atteinte oculaire

de la MB (Sugita et al., 2013).
5.4. LT régulateurs :

Elles jouent un role central dans le contrle de la tolérance et le maintiens de 1’homéostasie
immunitaire, et se caractérisent par I’expression des cytokines immunosuppressives (IL-10, I1L-35,
et TGF-B) (Li et al., 2015). L’implication des Treg dans le Behget est controversée, en effet, leurs
études au cours de la MB ont abouti a des résultats contradictoires, certaines études ont rapporté
une augmentation de la fréquence des Treg dans le sang périphérique ou le LCR, tandis que

d’autres ont trouvé une diminution de ces derniéres (Geri et al., 2011).

5.5. Immunité humorale :

Plusieurs arguments suggérent que 1I’immunité humorale joue un role dans la maladie de Behget,
telle que la forte expression des marqueurs d’activation (CD13, CD33, CD80 et CD45Ro)
(Eksioglu-Demiralp et al., 1999), des anticorps anti cellules endothéliales dont les anticorps anti
a-enolase, qui intervient dans la fibrinolyse (Lee et al., 2003) et anticorps anti alpha-tropomyosine

chez les patients atteint d’une uvéite postérieur de la MB (Mahesh et al., 2005).
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5.6. Auto-anticorps et auto-antigene :

Plusieurs auto-anticorps ont été étudiés au cours de la MB sans résultat probant, c’est le cas des
anticorps anti cellules endothéliale, les anticardiolipines, les anti-cytoplasmes des PNN (ANCA),

les anti-o tropomyaosin, les anti-kinectine...etc (Geri et al., 2011).

Pour expliquer les lésions oculaires de la MB, une hypothese a été émise sur la réactivité croisée
entre certains peptides dérivés des molécules HLA de classe I et I’antigéne S rétinien (AgS), en
effet, dans des conditions inflammatoires et dans 1’uvéite de Behget une réponse cellulaire T contre
AgS a été observée, I’augmentation de I’expression des molécules HLA accompagnée d’une
dégradation accrue de ces antigénes, qui seraient présentés et activeraient des LT dirigés contre
ces peptides , et par réactivité croisée, ces LT réagiraient contre 1’AgS et lyseraient les cellules
rétiniennes (De Smet et al., 2000).

6. Diagnostic :

Il faut rappeler que le diagnostic que la MB est purement clinique, vu qu’aucun marqueur
biologique n’est pathognomonique de cette maladie. Depuis 1946, différentes classifications sur

la maladie de Behcet ont vu le jour. Il en existe actuellement 17 (Devey, 2017).

e En 1990, les critéres de I’International Study Group (ISG) ont été créés par sept pays dans
le but d’arriver a un consensus pour le diagnostic de la maladie de Behget.

e En 2006, une nouvelle classification voit le jour : 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 sensibilités et exactitude que celles de I’ISG.

e FEn 2014, la classification de I'ICBD est révisée.
Les conditions de remplissage des criteres de classification sont (Tableau I) :

e Pour I’ISG : avoir une aphtose buccale récidivante et au moins 2 items facultatifs
e Pour ICBD : avoir au moins 3 points

e Pout ICBD révisée : au moins 4 points sont nécessaires

Tableau I : Tableau récapitulatif des conditions d'inclusion pour I'lSG, de I'ICBD et de
I’ICBD révisée (Devey, 2017).
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Systémes de classification | International International Revised
Study Group : Criteria for International
ISG (1990) Behget’s Disease: Criteria for
ICBD (2006) Behcget’s Disease:
Eléments de ICBD révisée
classification (2014)
Aphtose buccale Obligatoire 1 point 2 points
Aphtose génitale Facultatif 2 points 2 points
Atteinte oculaire Facultatif 2 points 2 points
Atteinte cutanée Facultatif 1 point 1 point
Test de pathergie positif Facultatif 1 point 1 point
Atteinte vasculaire 1 point 1 point
Atteinte neurologique [l point

Le test pathergique correspond a I’apparition d’une papule ou pustule dans les 24 h a 48 h suivant
une injection (Figure 09) . Il est positif chez 60% a 70% des cas en Turquie et au Japon, mais est

rarement présent en Europe ou en Ameérique du Nord (Kutlubay et al., 2017)

Figure 09 : Les étapes du « Pathergy test » faisant partie du diagnostic de la MB
(Kutlubay et al., 2017).

7. Traitement

La prise en charge thérapeutique de la MB dépend de sa sévérité, des facteurs pronostiques, et du
type d’organes atteints (Figure 10). Le traitement vise a éviter la survenue de Iésions irréversibles,

notamment oculaires ou neurologiques, a réduire ou supprimer le nombre des poussées et a

contréler les lésions cutanéomuqueuses et articulaires retentissant sur la qualité de vie.
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Nouvelles thérapies
immunomodulatrices
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réfractaire
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Neurologique/ systemique + AZA
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cutanéo- IFNa

mugqueuse/ Aspirine

Articulaire

Colchicine

Figure 10 : Stratégie thérapeutique graduée dans la maladie de Behget. AZA : Azathioprine ; IFNa
. interféron-alpha ; anti-IL-1 : inhibiteur de I’interleukine 1 ; anti-IL-6 : inhibiteur de I’interleukine
6 ; AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens ; TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha.
(Comarmond et al., 2014).

7.1. Colchicine :

La colchicine est le médicament le plus freguemment et largement utilisé pour traiter 1’aphtose
orale ou génitale, les Iésions papulo-pustuleuses et les arthralgies (Comarmond et al., 2014) ,
c’est est un immuno-modulateur qui agit en inhibant le chimiotactisme des PNN par

dépolymérisation de leurs microtubules cytoplasmiques (Otmani, 2009).
7.2. La corticothérapie :

Les corticoides sont couramment utilisés dans la MB pour leurs effets anti-inflammatoires et
immunosuppresseurs non sélectifs a forte doses et sont prescrits dans presque toutes les formes de

la MB seules ou en association avec d’autres médicaments (Comarmond et al., 2014).
7.3. Les immunosuppresseurs :

Sont souvent associés & une corticothérapie a cause de leurs délais d’action, ils préviennent les
rechutes et facilitent le sevrage cortisonique, mais comportent des risques quant aux différentes

infections, myelosuppression et une oncogénicité a long terme (Comarmond et al., 2014).

Parmi les immunosuppresseurs utilisés on peut citer : 1’ Azathioprine, Méthotrexate, Ciclosporine

et Tacrolimus.
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7.4. Biothérapies :

Les cytokines pro-inflammatoires, et les lymphocytes T ont un rble important dans la
physiopathologie de la MB. Ainsi, les approches immunomodulatrices des biomolécules comme
I’inhibition de certaines voies de signalisations, ou la déplétion en lymphocytes T sont des options

thérapeutiques intéressantes (Chekaoui, 2019). Parmi ces biomolécules, on trouve :
7.4.1. Interféron alpha (IFNa):

L’IFNa  est une cytokine qui possede des effets antiviraux, anti-angiogéniques,
antiprolifératifs et immuno-modulateurs. Il est utilise dans les cas résistants aux corticoides
et aux immunosuppresseurs. (Chekaoui, 2019). L’IFNa est efficace sur les aphtes oraux et
génitaux, les lésions pustuleuses (Gabay, 2008) de méme que sur 1’atteinte oculaire seévere de la

MB ou il a considérablement amélioré le pronostic visuel (Deuter et al., 2010).
7.4.2. Anti TNFa:

Les anti TNF-o sont des anticorps qui inhibent la liaison du TNFa a son récepteur, et par

conséquent, neutralisent ses actions biologiques délétéres (Chekaoui, 2019).

L’efficacité des anti-TNFo (I’Infliximab® et 1’Adalimumab®) est caractérisée par un délai
d’action rapide et une importante épargne cortisonique. Son utilisation dans la littérature
intervenait principalement chez des patients résistants aux immunosuppresseurs conventionnels
(Comarmond et al., 2014).

7.43. AntilL-1:

Ces molécules ont prouveé leur efficacité dans le traitement de la MB. Leur action se résume soit
dans I’inhibition compétitive de la liaison d'IL-1 & son récepteur de type | (IL-1RI) comme
I’ Anakinra® (Emmi et al., 2016; Fabiani etal., 2017), ou par I’inhibition directe d’IL-1p
comme le Canakinumab® (Gul A, 2015).

7.4.4. Anti-1L-6

Le Tocilizumab®, un anticorps humanisé anti-récepteur a 1’IL-6, n’a actuellement I’AMM
que dans les formes modérées a severes de polyarthrite rhumatoide active, mais il pourrait
constituer une option thérapeutique dans la MB réfractaire suite a son utilisation avec succes chez

3 cas de MB avec méningo-encéphalites ou uvéites (Comarmond et al., 2014).
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7.4.5. Thérapie ciblant les lymphocytes :
Parmi les anticorps monoclonaux qui ont eu un résultat, mais peu significatif on peut citer :

e Rituximab® est un anticorps anti-CD20 qui dépléte les lymphocytes B, son efficacité a éte
observée dans quelques cas de MB avec des lésions oculaires séveres et vascularite
rétinienne résistante au traitement conventionnel (Davatchi et al., 2010) ;

e L’Alemtuzumab® est un anticorps anti-CD52 dont I’action principale est la déplétion en
lymphocytes T, une rémission a été constaté chez 72% des 18 patients traités (Comarmond
et al., 2014).

En depis de I’efficacité avérée de la mojorité des biomédicaments quant a la diminution de
I’activité du systéme immunitaire, désactivation des voies de signalisations, et modération des
inflammations, leur utilisation dans les maladies auto immunes et inflammatoires dont le Behcet
exposent les patients a de nombreux effets secondaires et risques infectieux et néoplasiques a long

terme, sans oublié les cas réfractaires qui sont résistants a ces thérapies.

Un besoin alternative est né afin de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques dépourvues
d’effets secondaires, Contrairement aux médicaments conventionnels qui cherchent a isoler les
molécules, les plantes représentent un ensemble de substances qui travaillent en synergie, et ¢’est
justement cette addition de substances qui est a I’origine de leurs nombreuses propriétés, Nous
pourrions aller jusqu’a dire que les plantes sont faites pour nous soigner puisque certaines
molécules veégétales possedent une affinité naturelle avec les récepteurs de nos cellules offrant

ainsi une alternative sérieuse a la panoplie thérapeutique déja mise en place
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1. Généralités

1.1. les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances odorantes et tres volatiles et sont extraites a partir d'une
plante aromatique et par de nombreuses méthodes. Elles sont des mélanges complexes,

généralement formés de nombreux constituants, généralement liquides, mais parfois solides.

Selon son type, diverses parties de la plante peuvent étre utilisées pour I'isolement des huiles
essentielles : fruits, graines, bourgeons et fleurs, feuilles et tiges, racines, écorce ou bois (Rios,
2016).

Il existe une forte variabilité de la composition chimique des plantes aromatiques due a de
nombreux facteurs, autres que les facteurs genétiques, on peut distinguer 1’existence des races
distinctes dans une méme espéce, en plus, d’autres facteurs récemment découverts ayant la
capacité de modifier la composition chimiques des huiles essentielles, comme le climat, les

précipitations ou l'origine géographique de la plante (Rios, 2016).
1.2. Ammodaucus leucotrichus

Petite plante médicinale et aromatique appartenant a la famille des Apiaceae. Elle est annuelle et
communément répartie dans les pays sahariens et subsahariens d'Afrique du Nord s'étendant
jusqu'en Egypte et en Afrique tropicale, ol elle est décrite comme une plante endémique (Louail
et al., 2016; Velasco-Negueruela et al., 2006). De ce genre, la seule espéce a I'état sauvage en
Algérie est Leucotrichus Coss & Dur subsp leucotrichus (Quezel et Santa, 1963). Une autre sous-
espéce a été décrite dans les Tles Canaries par Bultrdn qui était leucotrichus Coss & Dur subsp.

Nanocarpus (Velasco-Negueruela et al., 2006).

Cette espece est une petite plante annuelle de 10 a 12 cm avec des tiges dressées, rameuses,
finement striées, feuilles trés divisées, le fruit est un diachene de 6-10 mm de long et recouvert
de poils blancs soyeux denses, les fleurs blanches, a cinq pétales libres, sont regroupées en
ombelles composées de deux a quatre branches (Dahmane et al., 2017; Quezel et Santa, 1963).
Elle est appelée «Kamune es sufi ou akdman dans la plupart des pays d'Afrique du Nord, tandis
qu'en Algérie, elle est communément appelée «Moudrayga » et connu sous le nom de « Cumin
chevelu » en francais et « Hairy cumin » en anglais (en raison des poils blancs soyeux et denses
qui recouvrent les fruits) (Manssouri et al., 2016; Sebaa et al., 2018; Velasco-Negueruela et al.,
2006) (Figure 11).
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Figure 11 : Ammodaucus leucotrichus dans son environnement naturel (Idm’hand et al., 2020).

2. L’huile essentielle d>’Ammodaucus leucotrichus

2.1. Composition chimique de I’huile essentielle d>’Ammodaucus leucotrichus

Plusieurs études ont ciblé la composition chimique de I’huile essentielle d’Ammodaucus
leucotrichus entre autres : Muckensturm et al., 1997, Velasco-Negueruela et al., 2006 qui ont
révélé la présence de deux composants majeurs, le périlladéhyde et le limonene. Cela est en accord
avec les résultats de Dahmane et al., 2017 qui ont analysé la composition chimique de deux huiles
essentielles extraites des fruits de la méme plante (Ammodaucus leucotrichus) mais provenant de
deux origines différents en Algérie. En effet, le périlladéhyde et le limonene étaient les deux
composants les plus abondants avec un taux de (60.1% et 37.5%) et (6.9% et 29.2%)
respectivement et pour chaque huile des deux origines.

De méme, Halla et al., 2018 ont souligné que I’activité antioxydante, antibactérienne et également
anti-inflammatoire sont liées a la présence de ces deux composants majeurs, le périllaldéhyde et

le limonene.

Le périllaldéhyde, est largement utilisé dans l'industrie des arémes, de la parfumerie, des
cosmétiques et de I'industrie pharmaceutique. De plus, le périllaldéhyde a le potentiel de préserver
la qualite et la securité des produits frais et des aliments (Sun et al., 1998) et d'augmenter l'activité

antioxydante dans les tissus des fruits traités (Jin et al., 2012).
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2.2. Activités biologiques et usages traditionnels

Les tests menes sur des souris par Mohammedi et al., 2018 ont montrés que I’administration orale
de I’huile essentielle d'A. leucotrichus a des doses allant jusqu'a 200 mg/kg (dose maximale
tolérée) s'est averée non toxique. On avait obtenu des DL50 (quantité de produit chimique qui peut
tuer environ 50% de la population) qui varient, selon la localisation géographique de la plante,
entre 520 et 570 mg/kg.

Comparée a la dexaméthasone (controle positif); I’huile essentielle d’Ammodaucus Leucotrichus
a eté testée sur des macrophages RAW 264.7 stimulés avec un lipopolysaccharide pour la
production du médiateur inflammatoire (NO) et a montré une forte activité anti inflammatoire. La
capacité de I'huile essentielle étudiée a inhiber la sécrétion de cytokines dans les cellules RAW

264.7, peut étre due a la teneur élevée en périlladéhyde et en limonéne (Halla et al., 2018).

De méme, les huiles essentielles ont exercé un large spectre antibactérien suite aux expériences
réalisées par Dahmane et al., 2017 qui ont évalué les activités antibactériennes de I'huile

essentielle acquise a partir des fruits d’Ammodaucus leucotrichus.

Une forte activit¢é antioxydante de I’huile essentielle d’extrait méthanolique de fruits

d’Ammodaucus leucotrichus a été démontrée aussi par Sebaa et al., 2018.

Plusieurs études, entre autres : EI-Haci et al., 2014 ; EI-Ouady et Eddouks, 2019 ; IdmHand et
al., 2020; Sadaoui et al., 2018 ; Gherraf et al., 2017 ... etc; ont ciblé I’huile essentielle
d’Ammodaucus leucotrichus pour ses propriétés bioactives et ont évalués d’autres activites
biologiques a savoir les activités antibactériennes, antifongiques, antidiabétiques,
anticholinestérases et cytotoxiques. Celui-ci est di probablement aux différentes enquétes
ethnopharmacologiques qui se sont focalisées sur la plante. En effet, plusieurs études en Algérie
et au Maroc ont noté I'utilisation traditionnelle de différentes parties de cette plante selon diverses
préparations et a des fins médicinales différentes, entre autres le traitement des maladies gastriques
et les troubles digestifs (douleurs a I'estomac, indigestion, diarrhée, vomissements, spasmes et
coliques, vers intestinaux, constipation), I’asthme, I’arthrite rhumatoide, le diabete, les allergies,
le rhume, la pression artérielle et les douleurs thoraciques (Halla et al., 2018; Mouderas et al.,
2019; El Youbi et al., 2016). Selon (Kabbaj et al., 2012), ses fruits sont méme utilisés sous forme
de poudre mélangée avec du miel par quelques populations indigenes au Maroc pour traiter le

cancer des poumons.
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1. Matériel
1.1. Matériel biologique :

Il s’agit d’une étude qui devrait concerner quarante patients atteints de MB (26 hommes et 14
femmes). Des échantillons de sang devraient étre récupérés de chaque patient au niveau du service
de médecine interne du CHU Mustapha Bacha, Alger. Chaque patient doit remplir les criteres de
classification et I’activité clinique de la maladie devrait étre évaluée par le clinicien au moment du
prélevement.Notre expérience devrait inclure aussi un groupe contréle constitué de 35 sujets sains
volontaires (23 hommes et 12 femmes). Tous les participants (patients et témoins sains) devraient

participer dans cette étude, devraient donner leur consentement éclaire.

1.2. Matériel non biologiques :

e Le milieu de culture :

Le Roswell Park Mémorial Institute (RPM 1640, Sigma-Aldrich, France) est enrichi par I’addition
de la L-Glutamine (2mM), 5% de sérum de veau feetal (SVF) inactivé, 10 IU/ml de pénicilline et
de 100 pg/ml de streptomycine. Ce milieu est destiné a la culture des cellules mononucléaires du

sang périphérique (PBMCs).

e PBS:
C’est un tampon phosphate salin dont la concentration des sels est identique a celle du corps
humain. II sert a rincer les cellules lorsqu’il faut enlever toute trace du milieu.

e Ficoll :
C’est un milieu de centrifugation a gradient de densité utilisé pour séparer des cellules

mononucléaires du sang périphérique.

e ACK:
C’est un tampon de lyse des globules rouges. Permet une lyse optimale des érythrocytes, avec un
effet minimal sur les lymphocytes.

e Bleudetrypan:
C’est un colorant utilisé fréeqguemment pour la numération cellulaire. Il permet la coloration des
cellules mortes en bleu et ainsi les distinguer des cellules vivantes qui ont la capacité de le relarguer

apres son infiltration.

2.1. NaNO:z:
Utilisé pour la préparation de la gamme étalon des nitrites.
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2. Méthodes :

2.1. Prélévement sanguin :

5ml de sang par tube EDTA devraient étre prélevés sur des malades et des témoins sains. Les
échantillons devraient étre directement transportés dans des récipients isothermes et conservés au

laboratoire a une température de 4°C.

2.2. Isolement des PBMC

2.2.1. Principe
Les PBMC sont purifiées par une méthode standard qui consiste a I’utilisation de la centrifugation
en gradient de densité Ficoll-Hypaque. Les globules rouges et les polynucléaires étant plus denses
que le Ficoll vont sédimenter au fond du tube contrairement aux lymphocytes et autres cellules
mononucléaires qui se rassemblent en un anneau opaque surnageant au-dessus du Ficoll.

2.2.2. Mode opératoire :
Aprés une centrifugation pendant 5 min a 2800 rpm, le plasma devrait étre récolté soigneusement
dans des eppendorfs et congelé a -20°C pour d’autres intéréts.
Par la suite 4 ml des culots cellulaires dilués a raison de 1:1 avec une solution saline tamponnée
au phosphate (PBS) ; devraient étre rigoureusement verses sur 2 ml de Ficoll dans un tube conique
de 15 ml et centrifugés a 2800 rpm pendant 20 minutes (Figure 12). L’anneau blanc contenant les
PBMCs devrait étre récolté et soumis par la suite a plusieurs lavages au PBS (PH=7.4) et ’ACK
(sert a éliminer les globules rouges) et des centrifugations a 2800 rpm pendant 5 min. Le culot des
PBMC obtenu devrait étre maintenu dans un volume de RPMI 1640 a 10% de SVF.

2.3. Evaluation de la viabilité des PBMC :

Il est impératif de procéder a un test de viabilité avant de lancer la culture cellulaire, ceci permettra

la détermination de la viabilité des cellules et leur énumération.
2.3.1. Principe :

L’énumération et la viabilité cellulaire est évaluée par le bleu de trypan qui est un colorant
d’exclusion capable de pénétrer dans toutes les cellules. Les cellules mortes se colorent en bleu
contrairement aux cellules vivantes ayant la capacité de I’expulser immédiatement et qui vont

apparaitre brillantes au microscope (Aroussia et al., 2015).
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Figure 12 : Séparation des PBMC du sang par centrifugation en gradient de densité Ficoll-

hypaque

2.3.2. Mode opératoire :

10 pl de suspension cellulaire a tester sont ajoutés a 10 pl de bleu de trypan (0.2%). A 1’aide d’une

micropipette, la suspension est déposée entre lame et cellule de Malassez.

Afin d’obtenir une suspension cellulaire 4 une concentration finale de 108 cellules/ml on doit
ajouter a la suspension cellulaire un certain volume de milieu de culture qui est déduit selon la

formule suivante :
Nombre de cellules = (Mxd) x 10°
Avec :
e M : moyenne des cellules vivantes observées au microscope
e d: facteur de dilution = 1/dilution

Seules les cultures dont la viabilité est supérieure a 98% sont lancées pour 1’étude. Les PBMC

doivent étre mises en culture dans le RPMI 1640 additionné de 5% de sérum de veau feetal (SVF).

Deux types d’huiles essentielles (HE extraites de la méme plante devraient étre testés, I’HE des

fruits et celle des fleurs. Différentes concentrations de I’HE devraient étre préparées avec du
DMSO.
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Les cultures doivent étre réalisées comme ceci :

- Plaque de puits N°01 (tester I’effet de I’Huile essentielle des fleurs de la plante :

PBMC témoins seuls

PBMC + DMSO

PBMC + HE des fleurs 0.16 pl/ml, DMSO 1%.
PBMC + HE des fleurs 0.32 pl/ml, DMSO 1%.
PBMC + HE des fleurs 0.64 pl/ml, DMSO 1%.
PBMC + HE des fleurs 1.28 pl/ml, DMSO 1%.

- Plaque de puits N°02 (tester 1’effet de I’huile essentielle des feuilles de la plante): la méme
composition que celle utilisée pour la premiére plaque, seule I’huile essentielle devrait étre
changée.
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Figure 13 : Repartition des échantillons au niveau de la microplaque a 96 puits

La culture devrait étre effectuée en double sur des micro-plaques de 96 puits avec un volume de
200 pl/puit (Figure 13). Apres 24 h d’incubation & 37°C dans une atmosphére humide a 5% de
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COo, les suspensions cellulaires seront centrifugées et les surnageants des cultures seront utilises

pour le dosage des cytokines et du NO.

2.4. Dosage de monoxyde d’azote par la méthode de GRIESS modifiée :

Le NO est mesuré de facon indirecte en quantifiant un de ses métabolites physiologiquement

stable, les nitrites résiduels et qui reflete le taux de NO produit par les NOS.

2.4.1. Principe :

Le principe du dosage des nitrites se base sur la méthode de Griess modifiée (Touil-Boukoffa et
al, 1998). C’est une réaction de diazotation qui commence par 1’action des nitrites sur la
sulfanilamide en milieu acide et formation d’un sel de diazonium et se poursuit par la réaction de

ce dernier sur le Naphtyl Ethylene di amine en milieu chlorhydrique (pH<2).

Le composé final est d’une coloration rose d’une intensité dépendante de la concentration des
nitrites dans le milieu qui peut donner lieu a un dosage spectrométrique a une longueur d’onde de

543 nm.
2.4.2. Mode opératoire :

Le dosage devrait étre effectué en ajoutant 25 pl de Griess B puis 25 pl de Griess A a 50ul de
surnageant de culture. Par la suite, on ajoute 400 pl d’eau distillée. Le mélange est homogénéisé
par le vortex puis incubé dans 1’obscurité pour 15 min, en suite le mélange est centrifuge pendant

5 min a une vitesse de 6000 rpm.

La densité optique (DO) doit étre lue a une longueur d'onde de 543 nm sur le spectrophotometre
qui est proportionnelle a la coloration de nitrite dans 1’échantillon. Une gamme étalon devrait
étre réalisée au prealable a partir d’une solution de NaNOz a 500 pM. Les concentrations des

nitrites résiduels devraient étre calculées par extrapolation sur la courbe obtenue.

2.5. Dosage de cytokines par ELISA :
2.5.1. Principe :

Cette technique consiste a isoler un antigéne que 1’on cherche a doser (cytokines dans notre cas)
entre deux anticorps (un anticorps de capture et un autre de détection) qui lui sont spécifiques mais
reconnaissent des epitopes différents. Et visualiser par la suite, la réaction antigene-anticorps gréace
a une réaction enzymatique colorimétrique. L’enzyme (généralement une biotine) fixée au

préalable sur I’anticorps de détection libére une enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase) de son
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complexe streptavidine-HRP. Le substrat de I’HRP devrait étre ajouté pour étre converti en un

produit détectable en lecture de DO.

2.5.2. Mode opératoire :

La production de certaines cytokines devrait également étre quantifiée dans les surnageants de
cultures de PBMC (IL-6, IL-6R, IL-1B, TNFa, IL10 et IL-37). Il s’agit d’un dosage de type ELISA
sandwich (Enzyme-linked immunosorbent assay). Dans des puits d’une microplaque de
microtitration recouverts d’un premier anticorps monoclonal anti-cytokine, devraient étre incubeés:
le standard, les plasmas et les surnageants de culture de PBMC a raison de 100 pl/puits. Apres 2h
d’incubation a température ambiante, 100ul d’anticorps biotinylé ainsi que 100ul de streptavidine
couplée a la peroxydase devraient étre ajoutés aux différents puits. Une deuxieme incubation
pendant 30mn a température ambiante suivie d’un lavage devrait étre effectuée. L’activité
enzymatique devrait étre révélée par addition du substrat de I’enzyme couplé a un chromogene
(100ul/puit). L’absorbance devrait étre lue a 450nm par spectrophotométrie, 1’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration en cytokines présentes dans 1’échantillon. La
concentration en cytokines de chaque échantillon devrait étre déterminée par extrapolation sur une

courbe standard.

2.6. Etude statistique

Nos réesultats devraient étre exprimés en moyenne * standard de déviation (SD) et analysés
statistiguement par GraphPad prism ANOVA et test T. Les différences statistiques seront

considérées comme significatives si les valeurs p sont inférieures a 0,05.
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Résultats et discussion

Selon I'nypothese proposée, nos resultats et pour la premiere fois, devraient montrer 1’effet
modulateur de I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus sur la synthese des cytokines pro
et anti-inflammatoires ainsi que le monoxyde d’azote (NO) au cours de la maladie de Behcet. Pour
cela une synthése des résultats d’une panoplie de recherches du méme objectif dans d’autres

pathologies ont été rapportés ci-dessous.

1. Résultats :

1.1. D-Limonene inhibe la production de NO médiée par les LPS :
Afin d’évaluer I’impact du D-Limonene sur le INOS, le taux de NO a été mesuré dans un milieu
de RAW 264.7 macrophages stimulé par un le LPS (1 pg/ml). Le D-Limonene a éte ajouté au
milieu a des doses croissantes (0.01%, 0.02%, 0.04%) ainsi que le 2-amino-4-methylpyridine
comme témoin positif (20 uM) et la dexamethasone (20 pM) puis incubé pendant 24h (Figure

14). La cytotoxicité a été déterminée par I’utilisation de la méthode LDH
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Figure 14 : Effet inhibiteur du D-Limoneéne sur 1’Oxyde Nitrique. **P < 0.01 (Yoon et al.,
2010).

Le D-Limonene a inhibé la production de NO d’une maniere dose dépendante, et sans avoir un
effet négatif sur la viabilité des cellules a des doses jusqu’a 0.04% comme ’atteste le dosage de la

LDH.

Ces résultats suggérent que 1’effet sur la production de NO n’est pas le résultat d’une cytotoxicité
en prenant comme témoin positif le 2-amino-4-methylpyridine qui a pour réle I’inhibition de la
production de NO, et la dexamethasone, un corticostéroide a effet anti-inflammatoire mais qui

n’affecte pas la production de NO (Yoon et al., 2010)
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1.2. D-Limonene diminue la production des PGE: induite par les LPS
La PGE2a été mesurée dans le surnageant de la culture des RAW 264.7 macrophages stimulés par
le LPS (1 pg/ml) pendant 18 h en présence du D-Limonene. On a suivi le méme Protocol que la

1% expérience, et la concentration en PGE; a été déterminée par ELISA (Figure 15)
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Figure 15 : Effet inhibiteur du D-Limonéne sur la PGE2. *P < 0.05 ; **P < 0.01
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(Yoon et al., 2010).
Tandis que la production des PGE: est quasiment nulle chez les macrophages non stimulés, le LPS
provoque sa production. Un effet inhibiteur significatif de la dexamethasone (20 puM) a été
constaté, qui en parallele est assez marqué et dose dépendant du D-Limonéne (0.04%) sur la
production des PGE; (Yoon et al., 2010).

1.3. D-Limonene inhibe I’expression d’iNOS et COX-2 stimulés par le LPS :

Dans le but d’élucider le mécanisme auquel le D-Limonene inhibe la production du NO,

I’expression des protéines iNOS a été investiguée.

RAW 264.7 macrophages (10° cellules/ml) ont été pré-incubés pendant 18h avant stimulation par
LPS (1 pg/ml) en présence de D-Limonene (0.01%, 0.02%, 0.04%), 2-amino-4-methylpyridine
(20 uM) et la dexamethasone (20 uM) pendant 24h. Les niveaux protéiques d’iNOS et COX-2 ont

été déterminés par Western blot. (Figure 16)

Une forte expression des protéines iNOS a été observée aprés stimulation par LPS, mais en
présence du D-Limonéne dans les cultures stimulées par le LPS on constate une inhibition dose
dépendante de I’expression d’iNOS, qui corréle avec les données de la (Figure 14) quant a
I’inhibition du NO induit par I’iNOS. Pareil pour I’expression de COX-2, on remarque une
inhibition dose dépendante par le D-Limonene, ce qui corrobore les résultats de la (Figure 15) qui

se traduit par une diminution de la production de la PGE2 (Yoon et al., 2010).
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Figure 16 : Effet inhibiteur du D-Limonéne sur I’expression d’iNOS et COX-2 (Yoon et al.,
2010)

1.4. D-Limonene inhibe la production de cytokines par les macrophages :

Afin d’évaluer I’effet D-Limonene sur la production des cytokines pro-inflammatoires (TNFa,
IL-1p et IL-6), les macrophages RAW 264.7 ont été stimulés par le LPS (1 pg/ml) pendant 24h en
présence de doses croissantes de D-Limonene (0.01%,0.02%, 0.04%), les surnageants ont été
collectés et les concentrations de cytokines ont été mesurées par ELISA (Figure 17).
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Figure 17 : Effet inhibiteur du D-Limoneéne sur la production des cytokines pro-inflammatoires TNFa,

IL-1p et IL-6 par les RAW 264.7 macrophages. *P < 0.05 ; **P < 0.01 (Yoon et al., 2010).
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Une fois le LPS administreé une production des cytokines TNFa, IL-15 et IL-6 par les RAW 264.7
macrophages été constatée. L’effet de la dexamethasone sur le milieu a réduit approximativement
la production de ces cytokines de 40 a 50%. Un effet inhibiteur dose dépendant similaire est
constaté par le D-Limonéne avec une inhibition a dose maximale (0.04%) qui varie de 50% pour
IL-1p, et presque de 80% pour le TNFa et IL-6 (Yoon et al., 2010).

1.5. L’impact du PA sur la régulation transcriptionnelle des génes codant pour le TNF-
a, IL-1 B, IL-6, IL-17, TGF-p et MMP-9

Des souris ont regu par voie orale I’eau distillée ou des solutions aqueuses contenant 50, 100 ou
200 mg/kg de PA une fois par jour pendant 17 jours (appelés PA50, PA100 et PA200,
respectivement). Dans le méme temps, la colite a été induite par 2% (p/v) DSS des jours 8 a 17.
Des souris saines qui ont recu de I'eau distillée seulement (ni DSS ni PA), ont servi de témoins. Le
17°™ jour aprés le début des tests, les souris ont été euthanasiées et I'ARN total a été isolé & partir
des colons afin d’effectuer une RT-gPCR (Reverse Transcriptase-PCR Quantitative) (Uemura et
al., 2018) (Figure 18).
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Figure 18 : L’impact du PA sur la régulation du niveau de transcription des génes codant pour
TNF-a, IL-1 B, IL-6, IL-17, TGF-p et MMP-9 dans les colons de souris atteintes de colite induite
par le DSS. *P < 0.05 (Uemura et al., 2018).
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L’expérience a montré que le DSS a augmenté les niveaux d'expression des genes pour les
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6), MMP-9 et une cytokine anti-inflammatoire (TGF-
B). Les niveaux d'expression du TNF-a, de 1'TL-6 et de la MMP-9, induits par le DSS, ont diminué
d’une fagon plus importante, dans les colons PA100 par rapport a ceux observes chez les souris
DSS. En revanche, I’IL-1p et I’IL-17 étaient plus fortement exprimées dans les célons des souris

traitées avec le PA qu’avec le DSS (Uemura et al., 2018).
1.6. Effet anti-inflammatoire du PA sur les macrophages

Pour examiner I'effet anti-inflammatoire de I'AP sur les macrophages, des cellules RAW264.7 ont
été prétraitées avec du PA a différentes concentrations et exposées ensuite & un milieu avec ou
sans LPS. (A) Les niveaux de transcription de TNF-a, IL-1p et IL-6 ont été déterminés par la RT-
gPCR ; (B) Les concentrations extracellulaires de protéines TNF-a ont été déterminées par
ELISA ; et (C) Le NF-kB phosphorylé (p-NF-k B) et le INK (p-JNK) ont été analysés par Western

Blot. L’actine a servi de contrle (Uemura et al., 2018) (Figure 19)
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Figure 19 : L'AP module le taux de transcription des genes codant pour les cytokines TNF-a, IL-
1 B et IL-6 (A), les niveaux d'expression proteéique du TNF-a (B) et la phosphorylation du NF-
kB et JINK (C) dans des macrophages RAW264.7 (Uemura et al., 2018).
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L’expérience a démontré une diminution du taux d’expression de ’ARNm du TNF-a dans les
cellules prétraitées avec du PA sachant que I’application du PA seul n’induit aucune transcription
des génes de cytokines pro-inflammatoires évalués. La concentration inhibitrice maximale 1C50
du PA a été estimée a 171.7 u M approximativement, résultat en accordance avec 1’augmentation
du taux d’expression du TNF-a dans les cellules traitées par 300 uM de PA. Une diminution
significative du taux de transcription des génes codant pour les cytokines : IL-1 3 et IL-6 et ainsi
du niveau de phosphorylation des génes JNK (p54 et p46), ont été enregistrées contrairement au
niveau de phosphorylation du NF-x B qui n’a pas été affecté (Uemura et al., 2018).

2. Discussion :

Dans cette étude nous avons exposé I’implication des deux composants essentiels de notre plante,
en I’occurrence D-Limonene et le Perillaldehyde dans le processus anti-inflammatoire via une

régulation des cytokines des macrophages.

Aprés exposition au LPS, les macrophages RAW 264.7 ont affiché une forte production de
cytokines pro-inflammatoires et médiateurs inflammatoires. Le D-Limonéne a des doses non
toxiques (0.04%) a réduit drastiquement la production des cytokines : TNFa, IL-15 et IL-6 et
également les médiateurs NO et la PGE>.

D’un c6té, le D-Limonene a inhibé I’expression de I’'iNOS et COX-2, sachant que I’iNOS et COX-
2 interviennent dans la production du NO et les prostaglandines respectivement (médiateurs tres
important dans le processus inflammatoire) (Miguel, 2010). Ces résultats suggérent que le D-
Limonéne exerce une régulation négative des médiateurs inflammatoires en agissant sur
I’expression des iNOS et COX-2 dans les macrophages RAW 264.7 activés. Cependant, méme si
I’effet anti-inflammatoire du D-Limonéne a été identifié, son mécanisme d’action sous-jacent

devrait étre évalué dans de prochaines études.

Sachant que, les voies de signalisations NF-kB joue un réle clé dans I’activation des macrophages
ainsi que la régulation de 1’expression des enzymes et cytokines pro-inflammatoires, ajoutant a
cela ’ensemble des résultats cités ci-dessus, il est possible que I’effet inhibiteur du D-Limonene
implique I’inhibition de la voie de signalisation NF-«B sans écarter I’ implication d’autres facteurs

de transcription (Yoon et al., 2010) (Figure 20)

D’un autre coté, le traitement par le PA a également provoqué une régulation négative de

I'expression du TNF-a et de I'lL-6 induite par le LPS dans les cellules RAW264.7 (figures 5A et
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5B). Souvent, I'activation transcriptionnelle de ces genes est médiée a la fois par la signalisation
NF-kB et la signalisation MAPK (Li et al., 2010).

Contrairement au D-Limoneéne, le prétraitement des cellules RAW?264.7 avec le PA a entrainé de
maniere inattendue une diminution de la phosphorylation de JNK (p54 et p46) mais pas de NF-xB
p65 (Figure 19), ni des états de phosphorylation de ERK 1/2 et p38, deux autres membres de
MAPK (données non présentées). Cela suggére que la suppression de la cascade de signalisation
induite par le LPS dans les macrophages RAW?264.7 pourrait étre due a I'inhibition de I'activation
de JNK par le PA, et par conséquent ; la régulation de 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires dans ces cellules. L’ensemble de ces résultats réunis, pourrait refléter que le PA et
le D-Limonene, pourraient avoir des effets anti-inflammatoires complémentaires et synergiques.
Selon Halla et al., 2018 la capacité de I’huile essentielle d’A leucotricus a inhiber la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires dans le macrophages RAW 264.7 peut étre due a sa teneur élevée

en PA et en D-Limonéne

Selon (Miguel, 2010), I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été fortement corrélée
avec la présence du PA et du Limonéne. Cette importante activité anti-inflammatoire, pourrait étre
expliquée par 1’effet complémentaire et synergique de ces deux composants majeurs : le PA d’un
c6té qui agit sur le taux de phosphorylation de JNK, et le Limonéne d’un autre coté qui agit sur les
cascades de signalisation MAPK et NF-«B ; sans écarter la possibilité que cette activité pourrait
étre expliquée aussi par un effet synergique entre plusieurs composants de 1’huile essentielle y

compris le PA et le Limonéne.

Etant donné que son role dans la MB reste toujours mal étudié, les chercheurs doivent faire des
études approfondies et ciblées afin de déterminer son rdle ainsi que son effet sur la production des

marqueurs inflammatoires, et pour avoir plus d’informations sur ces effets différentiels.
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Figure 20: Effet des huiles essentielles et leurs principaux composants dans la

modulation de la réponse anti-inflammatoire (Miguel, 2010)
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Conclusion :

En conclusion, I’huile essentielle d’A. leucotrichus a été étudiée pour ses diverses activités
biologiques entre autres, anti-inflammatoire. On suggére que cette activité est due aux effets des
deux composants majeurs de I’huile essentielle (le PA et le Limonene) qui ont des mécanismes

d’action différents mais qui pourraient é&tre complémentaires.

De ce fait, cette activité anti-inflammatoire devrait montrer des résultats prometteux dans le
traitement des maladies inflammatoires telles que la maladie de behcet, sachant que les huiles
essentielles peuvent représenter une source non couteuse pour de nouveaux traitements.
Cependant, des études devraient étre effectuées afin de démontrer la pertinence de ces résultats et

I’efficacité de cette HE dans le traitement de la maladie de behget.
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Annexes




Figure 02 : Aphtes buccaux chez un malade atteint de Behcet (Bulur et Onder, 2017).
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Figure 03 : Schéma récapitulatif des atteintes oculaires au cours de la maladie de Behget. SA :
segment antérieur ; CC : corps ciliaires (Saadoun et al., 2010).
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Abstract

Behget’s disease (BD) is a multisystemic vasculitis disease, which shares some features with
diseases belonging to the autoinflammatory and autoimmun disorders panel and whose main

manifestations are recurrent oral and genital ulcers and eye damage.

The exacerbation of the inflammatory response and the hyper expression of certain pro-
inflammatory cytokines pushes us towards therapeutic management that tend to attenuate the

immune response and reducing the side effects associated with these treatments.

In this study, the use of essential oil extracted from Ammodaucus leucotrichus was proposed for
the first time for its anti-inflammatory properties in the therapeutic strategy of Behcet desease.
Indeed, several studies have shown that the two major components of our plant, D-Limonene and
Perillaldehyde not only have an anti-inflammatory effect each, but in addition suggest a synergistic
effect which is explained by the inhibition of different signaling pathways by the two components,

and consequently amplifying the anti-inflammatory effect.

Studies should be carried out to demonstrate the relevance of these results and the effectiveness of

this essential oil in the treatment of inflammatory diseases and in Behcet's disease in particular



