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Résumé

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est un probléeme de santé
publiqgue majeur dont la prévalence est en croissance rapide. Aucun des traitements
disponibles n’est a présent capable de ralentir la progression de cette maladie. Le présent
travail étudie, in vitro, I’effet pulmo-protecteur de deux naturels flavonoides, quercetine et
genisteine, connus par leur impact positif sur la santé humaine.

Sur le systeme acellulaire, I'effet scavenger de la quercetine, et les flavonols en
relation, myrécitine, kaempférol et rutine, sur I'HOCI est étudié par chimiluminescence
luminol-dépendante. L’activité scavenger de la quercétine a été également comparée a
celle des substances connues pour leur pouvoir anti-oxydant tels que N-acetylcysteine,
vitamine C et taurines. Parmi les substances testées, la quercétine et son dérivé glycosyl
rutine sont les agents scavenger les plus potentiels.

Sur le parenchyme pulmonaire humain, stimulé avec LPS pour 4 et 24 h, I’effet
inhibiteur de la quercétine et de la génisteine, sur la production de TNF-a, IL-8 et MIP-B,
a été examiné. Comme quantifiés par ELISA, nos résultats ont montré, que la quercétine
est plus potentiel en inhibant la libération de TNF-a , IL-8 et MIP-B apres 4 h qu’apreés
24 h d’incubation. Sur les sécrétions de 4 et de 24 h d’incubation, la génistéine est plus
efficace en inhibant TNF-a et MIP-B mais sans effet prononcé sur la production d’IL-8.

Sur la bronche humaine precontractée soit par 1’acétylcholine ou I’histamine, nous
avons ¢tudié D’effet relaxant de la quercétine et la génisteine et leur mécanisme d’action
possible. Nos données ont montré que la quercétine et la génisteine sont capables d’induire
une relaxation potentielle contre les deux agonistes contractiles et avec un méme degré
d’efficacité. Par ailleurs, la relaxation provoquée par 1’ isoprenaline et formotérol, les -2
mimétiques, ou par le sodium nitroprussiate, un activateur de la GMPc, est
significativement potentialisée en présence de la genisteine et de la quercétine. Du méme,
les contractions KCI- et CaCl,-induites sont inhibées d’une fagon efficace et dose-
dépendante par la quercétine et la génisteine. Nos données soutiennent I’idée que le
mécanisme majeur de leur action est via I’inhibition AMPc-phosphodiesterase et/ ou
blocage du canal calcique.

Bien que le mécanisme moléculaire de leurs effets biologiques reste encore a
explorer, notre étude suggere que la quercétine et la génistéine puissent contribuer dans la
prévention et la cure de la maladie BPCO.

Mots clé : quercétine, génistéine, effets : scavenger, anti-inflammatoire and relaxant,

HOCI, parenchyme- et bronche humains.
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Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major global health problem
that has an increasing prevalence. No currently available treatments have been schown to
slow the progression of this disease. The present study was investigated in vitro the
pulmoprotective effect of two naturelly occuring flavonoids, quercetin and genistein,
which are assumed to protect human health.

In a cell free assay, the scavenger effect of quercetin and related flavonols,
myrecetin, kaempferol and its rutoside rutin, was studied towards hypochlorite acid
(HOCI), using luminol-dependent chemiluminescence. The scavenging activity of
quercetin was also compared to others substances known for their anti-oxidante properties
such as,
N-acetylcysteine, vitamin-C and taurine. Among the substances tested, rutin and quercetin
have been found to be the most scavenging agents

On human pulmonary parenchyma, stimulated with lipopolysaccharide (LPS) for 4
and 24 h, the inhibitory effect of quercetin and genistein, on the production of TNF-a, IL-8
and MIP-B, was examined. As quantitated by ELISA, our results showed, , that quercetin
was more potent in inhibiting TNF-o , IL-8 and MIP-§3 production after 4h than after 24 h
of incubation. At 4 and 24 h of incubation, genistein was more effective in inhibiting TNF-
a and MIP- but had no pronounced effect on IL-8 release.

On human bronchus precontracted with either acetylcholine or histamine, we
investigated the relaxant effect of genistein and quercetin and thier possible mechanism of
action. Our finfings showed that quercetin and genistein ara able to evoke a potent
relaxation against both contractils agonists and in similar level. Furthermore, the relaxation
evoked by the B-adrenoreceptor agonists, isoprenaline and formoterol, and an activator of
soluble guanylyl cyclic GMP, sodium nitroprusside, was significantly potentiated by
genistein and quercetin. In same way, genistein and quercetin inhibited effectively and
dose-dependently the contraction elicited by KCI and CaCl,. Our data support the view that
the major mechanism of their action is via inhibition cAMP-phosphodiesterase and/ or
blockade of Ca®* channel.

Although the molecular mechanisms of thier biological effects remain to be
clarified, our data suggest that quercetin and genistein may contribute to preventive and
cure effects on COPD.

Key words: quercetin, genistein, scavenger, relaxant and antiinflammatory effects,

HOCI, human parenchyma and bronchus.
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Introduction



INTRODUCTION

Les poumons représentent une interface importante entre I’organisme et le monde

extérieur; ils sont donc en premiére ligne en ce qui concerne ’effet de polluants divers.

Parmi les pathologies atteignant les poumons, la broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO), dont la prévalence est en croissance rapide, est une affection
respiratoire caractérisée par une inflammation chronique responsable de nombreux
changements physiopathologiques au niveau bronchique et alvéolaire. Les effecteurs de la
réaction inflammatoire associés a la BPCO sont en partie meéconnus, mais
schématiquement, a coté de neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes
(principalement CD8 positifs) sont en nombre augmenté dans les divers secteurs du
poumon. Un déséquilibre de la balance protéase/antiprotéase et un stress oxydatif
s'ajoutent au processus agressif entretenu par l'inflammation. L’inflammation ainsi induite
a pour conséquent a moyen terme une perturbation de la contractilit¢ du muscle lisse.

Etendue au parenchyme, elle se traduit par un emphyséme centrolobulaire souvent associé.

Au cours de la BPCO, D’obstruction bronchique ne peut pas étre totalement
expliquée par les anomalies structurales liées a la maladie inflammatoire des petites
bronches et a la perte des attaches alvéolo-septales aux bronchioles. Cependant, I’efficacité
des antagonistes sélectifs des recepteurs muscariniques chez plus d’un tiers des patients
porteurs de BPCO, a pu montrer qu’il existe une hypertonie vagale broncho-constrictrice.
Cette derniére est liée a une stimulation des fibres parasympathiques par la distension

pulmonaire, I’inflammation de la muqueuse et I’irritation due au tabac.

A T’heure actuelle, les moyens thérapeutiques disponibles pour le traitement des
patients atteints de la PBCO, en dehors des exacerbations, sont limités. lls visent pour

I’essentiel a réduire le déclin de la fonction pulmonaire.

Durant ces dernieres années, plusieurs études ont montré que les flavonoides
possedent de remarquables activités biologiques et pharmacologiques, notamment, anti-
inflammatoires, anti-oxydantes et anti-tumorales. Les flavonoides sont des substances

naturelles retrouvées en abondance dans les plantes, les fruits et les légumes.

Aprés une recherche bibliographié sur les différentes molécules appartenant a la
famille des flavonoides, la génistéine et la quercétine sont les molécules d’intérét retenues

par ce travail. Bien qu'on soit loin de tout connaitre au sujet de la génistéine et de la
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quercétine, leurs multiples effets bénéfiques sur I’organisme ont été observées au cours de
nombreuses études in vitro, sur des mod¢les animaux et chez ’homme. La quercétine est
un flavonol trouvée naturellement dans une grande variété d’aliments incluant les oignons,
les pommes, le thé, certaines graines et des fruits oléagineux comme les noix. La
génistéine est le principal isoflavone trouvée dans les produits de soja. Ces deux
polyphénols ont fait I’objet de douzaines de rapports scientifiques au cours de ces trente
dernieres années. Un grand nombre de preuves indiquent que la quercétine possede de
puissantes propriétés antioxydantes, et la génistéine comme chélateur des traces des
métaux responsables de la production des espéeces oxygénées réactives (EOA). Par ailleurs,
la quercétine et la génistéine ont été indiquées dans toutes les situations inflammatoires
entre autre I’inhibition de la production des médiateurs de 1’inflammation. Actuellement,
de nombreux rapports ont fait 1’état de 1’effet relaxant de la génistéine et de la quercétine

sur diverses portions des organes de mammiferes.

Avant de présenter les résultats de notre travail, nous présenterons d’abord les
principales données de la littérature concernant les connaissances physiopathologiques de

la maladie BPCO, ainsi que les principales propriétés biologiques des flavonoides.



CHAPITRE |
1. GENERALITE SUR LA BRONCHOPNEUMOPATHIE CHRONIQUE OBSTRUCTIVE

1. 1. Définition

La Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une des maladies
pulmonaires les plus répondues et son impact en termes de santé publique est énorme. Elle
touche 6% de la population mondiale et représente la quatrieme cause de mortalité dans le
monde (Lopez et Murray, 1998). L’ATS "American Thoracic Society" et I’ERS "European
Respiratory Society" considerent la BPCO comme une maladie caractérisée par une
limitation obstructive partiellement réversible (< 15%) des débits aériens éventuellement
accompagnée d’une hyperréactivité bronchique. Cette insuffisance respiratoire s’installe
progressivement et est associé a une réponse inflammatoire anormale pulmonaire a des
particules ou des gaz nocifs. Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur, impliqué
dans plus de 80 % des BPCO (Gold, 2006).

La limitation des debits aériens est caractérisée par un trouble ventilatoire obstructif
défini par un rapport volume expirée maximal par seconde (VEMS) sur capacité vitale
forcée (CVF) inférieur a 70% et sans réversibilité significative. Les manifestations
cliniques comprennent une dyspnée d’effort d’apparition et de majoration progressive.
L’association a une toux et une expectoration chronique traduit 1’existence d’une bronchite
chronique associée (Jeffery, 1998). La BPCO est marquée par des épisodes
d’exacerbations, impliquant des pathogénes bactériens et/ou viraux dans 80% des cas
(Sethi, 2004). La limitation des débits aériens ventilatoires résulte de deux mécanismes
distincts, mais souvent associés : I’obstruction des voies aériennes (bronchite chronique

obstructive) et la destruction du parenchyme pulmonaire (emphyseme) (Barnes, 2000a).

L'obstruction des debits aériens chez les BPCO a été souvent considérée comme
étant irréversible. Cependant, un nombre des patients atteints de la BPCO modére a sévéere
répondent de facon efficace aux agents broncho-dilatateurs avec des changements
significatifs dans la fonction pulmonaire (Brusasco, 2006). Actuellement, il a été bien
admis que l'obstruction des débits aériens caractérisant la maladie BPCO soit en fait le
résultat de deux composantes irréversible et réversible. La dysfonction du tonus
cholinergique représente la voie majeure de l'obstruction réversible des débits aériens
(Gross et al, 1984, Brusasco, 2006). L'épaississement de la paroi des voies respiratoires et

la perte des zones d’attachement entre les voies aériennes et le parenchyme sont les
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composantes de I'obstruction bronchique irréversible (Chung, 2005 ; Bergeron et al, 2006).
Ces changements structuraux irréversibles amplifient le tonus cholinergique bronchique
(Brusasco, 2006).

La BPCO constitué un groupe hétérogene de maladies ayant en commun une
obstruction irréversible des débits aériens. On exclut dans ce cadre nosologique les
pathologies respiratoires ayant également un trouble ventilatoire obstructif irréversible,

telles que les bronchectasies, la mucoviscidose et les bronchiolites.
1.2. Aspects anatomopathologies

1.2.1. Bronchite chronique

La bronchite chronique est définie par une toux et une expectoration chronique.
Elle est caractérisée par une inflammation de la muqueuse bronchique, une hyperplasie des
glandes muqueuses, une hypersécrétion bronchique et une augmentation de la permeabilité
épithéliale (MacNee, 2005; Molfino et Jeffery, 2006). La fumée de cigarette favorise la
migration des cellules inflammatoires dans 1’épithélium et I’hypersécrétion de mucus. Les
atteintes des grosses bronches sont faiblement corrélées a la sévérité de 1’obstruction
évaluée sur le VEMS. A ce titre, la bronchite chronique n’est pas obligatoirement associée
a un trouble ventilatoire obstructif, mais en constitué un facteur de risque (Lams et al,
2000 ; Shao et al, 2004). 30 % des patients atteints de bronchite chronique développent
ultérieurement un trouble ventilatoire obstructif. Cependant, les Iésions inflammatoires des
petites bronches et des bronchioles, présentes deés les stades précoces, sont d’autant plus
importantes que la BPCO est sévére. Ces lésions inflammatoires sont caractérisées par
’épaississement de la paroi bronchique et par I’obstruction de la lumiére bronchique par
un exsudat inflammatoire et muqueux (Molfino et al, 2005). L’infiltrat inflammatoire
(macrophages, lymphocytes T et B) associé a un remodelage, I’hyperplasie des cellules
caliciformes et la métaplasie de 1’épithélium, participent a 1’obstruction endo-luminale et a

1’épaississement de la paroi des petites bronches (Molfino et Jeffery, 2006).
1.2.2. Emphyséme

L’emphyseéme est défini par une distension des espaces aériens et une destruction
de leur paroi au-dela de la bronchiole terminale. Ce processus de destruction, avec perte
des zones d’attachement bronchiolo-alvéolaires est associe a une fibrose des cloisons inter-
alvéolaires (Snider et al, 1985 ; Snider, 1989). La destruction élective de la bronchiole

respiratoire caractérise 1’emphyséme centro-lobulaire généralement associé avec le
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tabagisme. Tandis que, la destruction de 1’ensemble de I’acinus a I’intérieur du lobule
secondaire caractérise 1’emphyséme pan acinaire ou pan lobulaire li¢ au déficit en al-
antitrypsine (Kim et al, 1991, Szilasi et al, 2006). La perte des forces de rétraction
élastique explique en partie le trouble ventilatoire obstructif par fermeture des petites voies
aériennes lors de I’expiration, limitant ainsi le VEMS. D’autres part, la distension des
espaces aériens associée a la fermeture précoce des petites voies aériennes en fin
d’expiration, entraine une augmentation des volumes pulmonaires non mobilisables en fin

d’expiration (Vlahovic et al, 1999, Snider, 1986).
1.3. Epidémiologie

La prévalence de la BPCO augmente avec 1’age et apparait dans la grande majorité
des cas aprées 40 ans. Le risque pour un fumeur de développer une BPCO est classiqguement
estimé a 15-25%, mais pourrait étre supérieur (Rennard, 2004). L’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) prévoit qu’en 2020, la BPCO sera la 3°™ cause mondiale de mortalité et
la 5°™ cause mondiale de morbidité (Hanset et al, 2004). L’OMS a estimé la prévalence
de la BPCO dans le monde a 9,33 pour 1000 chez les hommes et a’ 7,33 pour 1000 chez
les femmes. Cette prévalence était plus élevée dans les pays industrialisés. En France, la
prévalence des BPCO est estimée a 15,5 % chez les hommes et 14,8 % chez les femmes
(Molinie, 2003). En Ameérique, plus de 26 millions ameéricains souffrent de cette pathologie
en 2003 et représente la 4°™ cause de mortalité (Mapel et al, 2004). Dans les pays & revenu
intermédiaire, tels que 1’Algérie, la prévalence des BPCO est vraisemblablement sous-
estimée, car ces affections ne sont généralement diagnostiquées qu’une fois devenues
apparentes sur le plan clinique et déja passablement avancées. Une étude statistique en
Algeérie a estimé qu’en 2010 la prévalence de la BPCO serait de 250.000/ 36.000.000

habitants (Zidouni, 2003).
1.4. Facteurs étiologiques

Le tabac est de loin le facteur de risque mis en cause dans 80 % des BPCO. Le
tabagisme joue donc un réle majeur dans le développement de la maladie, mais les facteurs
de susceptibilité individuelle au tabagisme ne sont pas clairement élucidés (Barnes et al,
2003). Une susceptibilité d’origine génétique est probablement impliquée dans certaines
BPCO et a été clairement démontrée pour le déficit en al-antitrypsine (al-AT) induisant
un emphyseéme de type pan-lobulaire (DeMeo et Silverman, 2004). D’autres mutations
génétiques impliquant dans le métabolisme oxydatif comme la glutathion transférase ou
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encore dans I’inflammation tel que le TNF-a pourraient constituer des facteurs de risque de
la BPCO modéré ou sévere dont leur role exacte reste a préciser selon les populations.
L’hyperréactivité bronchique, le faible poids a la naissance et les infections respiratoires a
I’enfance sont d’autant d’autres facteurs de risque identifiés de faible amplitude que celui
du tabac (Joos, 2004). D’autre part, d’autres facteurs environnementaux peuvent agir
comme facteur d’initiation ou comme co-facteur associé au tabagisme. Les polluants
professionnels minéraux, chimiques ou organiques sont responsables de 20 % des BPCO
(Pauwels et al, 2001). Des facteurs infectieux bactériens ou viraux sont également
probablement impliqués dans la genése et 1’aggravation des BPCO (Chodoch, 1991 ; Saint
et al, 1995). Enfin la carence en certains éléments nutritionnels, tels que la vitamine C et E,
B-caroténe et les flavonoides, est suggérée par plusieurs études épidémiologiques comme
facteur déterminant la BPCO (Barnes, 2003 ; Barnes et al, 2003).

Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur de la BPCO, la fumée de tabac
contient de multiples composants chimiques et oxydatifs qui peuvent étre impliqués dans la
genése de I’inflammation caractérisant la BPCO. Ces composants peuvent agir sur
plusieurs aspects de la physiopathologie de la BPCO : stimulation de la sécrétion de
médiateurs inflammatoires, effet toxique direct sur I’épithélium et la matrice extracellulaire,
déséquilibre de la balance protéase-antiprotéase par différents mécanismes et induction

d’un stress oxydatif.

Parmi de nombreux composés chimiques, il a été démontré que la fumée de
cigarette contient de 0,12 a 20 g de lipopolysaccharide (LPS) par cigarette, et que le LPS
constitué un élément majeur de I’inflammation induite par la fumée de tabac (Hasday,
1999). Le lipopolysaccharide (LPS) est le constituant principal de la membrane externe des
bacilles a Gram négatif et un contaminant ubiquitaire de I’environnement. Le LPS agit
comme un puissant agent pro-inflammatoire de type PAMP (pathogen-associated
molecular patterns) capable d’induire une réponse immune de type innée par de
nombreuses cellules de systeme immunitaire (Beutler, 2002). Une inflammation liée a une
exposition chronique au LPS est associée a la présence d’un afflux de neutrophiles et par
la libération des cytokines pro-inflammatoires (Creamer et al, 1991)). Les recherches
menées dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans la BPCO utilisent le
plus couramment le LPS comme modéle d’infection car il permet de reproduire une
inflammation caractéristique de la maladie BPCO. La réponse au LPS implique le TLR-4
(Toll-like-Receptor) associé aux molécules CD14 et MD-2 (Hoshino et al, 1999 ; Nagai et
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al, 2002). Le TLR-4 est aussi impliqué, au moins in vitro, dans la réponse inflammatoire a
la fumée de cigarette (Karimi et al, 2006). Dans le tissu pulmonaire, I’expression des
récepteurs TLR-4 est ubiquitaire. Ils sont exprimés par les cellules épithéliales et les
cellules musculaires lisses des voies aériennes (Shan et al, 2006), les macrophages
alvéolaires, les cellules dendritiques, les fibroblastes, les mastocytes, les lymphocytes B et
T et les cellules endothéliales (Takeda et al, 2003).

L’interaction du LPS avec le complexe TLR-4/CD14/MD-2 entraine une cascade
d’activation intracellulaire via le complexe de signalisation du récepteur a I'IL-1,
impliquant les protéines adaptatrices MyD88 (myeloid differentiation) et TRAF6 (TNF
receptor-associated factor 6), ainsi que la serine-thréonine-kinase IRAK. De nombreuses
kinases sont impliquées dans différentes voies de transduction du signal, notamment des
MAP kinases (mitogen-activated protein kinases) telles que ERK1/2 (extracellular signal-
regulated kinase) et la p38 kinase (Takeuchi, 2000). Cette transduction du signal aboutit a

I’induction du codage de multiples genes des médiateurs inflammatoires (Figure 1).

LPS-MD2 ﬂ

Za\Y\Y7\V4
IFN-B and IFN-inducible genes Cytokine production

Figure 1: Mmécanismes de transduction du signal induit par I’activation de TLR4 par
LPS (Sarir et al, 2008).



Au niveau des cellules immunes monocytes/macrophages, une stimulation par
1 ng/ml de LPS induit une réponse inflammatoire caractérisée par une augmentation
significative de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-8. Au niveau
des cellules épithéliales bronchiques, une stimulation par 1-10 pg/ml de LPS est nécessaire

pour obtenir une réponse équivalente en terme de production d’IL-8 (Guillot, 2004).

Les monocytes/macrophages expriment fortement le TLR-4 & la membrane. A I’état
basal, les cellules épithéliales bronchiques n’expriment pas le TLR-4 sur la membrane,
mais il est plutét présent au niveau intracellulaire. 1l a été récemment démontré que
I’interaction entre le LPS et le TLR-4 est réalisée au niveau intracellulaire, et active les
molécules de transduction du signal ERK1/2, MyD88, IRAK et TRAF6, ainsi que le
facteur de transcription NF-xB, aboutissant a la production de médiateurs inflammatoires
(Guillot, 2004).

Compte tenu de ces capacités a induire une réponse inflammatoire, le LPS
constitue un élément potentiel d’initiation et/ou de maintien de I’inflammation pulmonaire
chronique. Chez les sujets sains, I’inhalation expérimentale de LPS entraine un afflux de
cellules inflammatoires et une augmentation de la production de médiateurs inflammatoires
au niveau bronchique (Sandstrom, 1992; Michel, 1997). De plus, des études
épidémiologiques suggérent que le niveau d’exposition au LPS dans certaines professions
constitue un facteur de risque a développer une BPCO (Schwartz, 1995). Chez les souris,
I’exposition intratrachéale chronique au LPS entraine le développement d’une
inflammation broncho-pulmonaire de type BPCO (Vernooy, 2002). L’administration
intranasale de LPS induit une inflammation pulmonaire intense, accompagnée par
I’activation des macrophages et le recrutement des neutrophiles dans I’intertitium, les
alvéoles et les voies aériennes de cobayes, de rats et de souris (Haddad et Fahlman, 2002).
De plus, [Dinstillation intrabronchique d’endotoxine se traduit par une réaction
inflammatoire en deux phases (O’Grady et al, 2001). Une phase précoce, 2 & 6 heures
apres 1’exposition au LPS , caractérisée par une augmentation dans les liquides LBA, du
nombre de neutrophiles et des concentrations de plusieurs cytokines et chimiokines telles
que TNF-a et des récepteurs solubles, IL-1p et IL-1RA, IL-6, G-CSF, IL-8, ENA-78,
MCP-1, MIP-1a et MIP-1B, mais sans variation des taux d’IL-10 et de GRO-a. Une phase
tardive, entre la 24°™ et la 48°™ heure caractérisée par une augmentation dans les liquides
de lavage bronchoalvéolaire (LBA) du nombre de neutrophiles, de macrophages, de

monocytes et de lymphocytes, et par retour au niveau basal aprés 48 heures de la plupart
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des médiateurs mesurés (O’Grady et al, 2001). Ces résultats suggérent que la régulation de
la réponse inflammatoire au LPS pourrait constituer un élément impliqué dans la
physiopathologie de la BPCO (Risse, 2006).



CHAPITRE |

2. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA BPCO

Actuellement, il est devenu évident que la broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO) est une affection respiratoire caractérisée par une inflammation
chronique responsable de nombreux changements physiopathologiques au niveau des voies
aériennes. D'une facon geénérale, l'inflammation observée dans les poumons de BPCO
résulte de l'inhalation de particules et de gaz délétéres. La fumée de tabac a la capacité
d'induire cette inflammation et d'entrainer par elle-méme des dommages directs dans les
bronches et le parenchyme pulmonaire. 1l est tres probable que d'autres facteurs de risque
pour la BPCO soient en mesure d'initier un processus d'inflammation similaire, bien qu'en

cela, les preuves soient moins convaincantes que pour la fumée de tabac (Figure 2).
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Figure 2 : Les éveénements moléculaires et cellulaires durant la pathogénese de la BPCO
(Daheshia, 2005).
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2.1. Cellules inflammatoires
2.1.1. Macrophages

Les macrophages, cellules phagocytaires, jouent un réle central dans la
pathophysiologie de la BPCO ou ils comptent pour la plupart des caractéristiques connues
de la maladie (Figure 3). A I’état normal, ils tapissent la surface épithéliale alvéolaire.
Chez les patients porteurs de la BPCO, leur nombre est élevé de 5 a 10 fois dans les voies
aériennes, parenchyme pulmonaire, le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LBA) et dans
les expectorations. Chez les emphysémateux, le nombre de macrophage est augmenté de
25 fois dans le parenchyme et 1’espace alvéolaire en comparaison avec les fumeurs sains
(Retamales et al, 2001). En outre, ces cellules ont été localisées dans les régions de
destruction alvéolaire (Finkelstein et al, 1995; Meshi et al, 2002). L’infiltrat
macrophagique est en corrélation avec la sévérité da la maladie BPCO (DiStefano et al,
1998). Sous I’effet de la fumée de cigarette, les macrophages libérent des médiateurs
inflammatoires, y compris le TNF-a, 1L-8, LTB4 et autres chimiokines CXC tel que
MCP-1 (monocyte chemotactic peptide-1) et les especes oxygéné activées. Les
macrophages activés libérent également un arsenal d’enzymes a activité élastolytique : des
métalloprotéinases (Punturieri el al, 2000 ; Russell et al, 2002). La majorité des protéines
secrétées par les macrophages sont sous contrdle du facteur de transcription nucléaire-xB
(NF-kB). Le NF-kB est activé dans les macrophages des patients ayant la BPCO

particuli¢rement durant I’exacerbation (Di Stefane et al, 2002 ; Caramori et al, 2003).
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Figure 3 : Role du macrophage dans la BPCO (Barnes, 2003).
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2.1.2. Polymorphonucléaires neutrophiles (PMN)

Les PMN représentent I’¢lément clef de la réaction inflammatoire. Les PMN ou
neutrophiles ont la capacité de synthétiser différents mediateurs comme les prostaglandines,
les thromboxanes, le leucotriéne B4 et le PAF et sont également une source des espéces
oxygéné activees (EOA). Considérés autrefois comme les principales cellules mises en
cause dans la BPCO, les PMN jouent un réle encore discuté dans la pathogenese. lls
semblent pourtant nombreux dans le liquide de LBA et les expectorations des sujets
(Lacoste et al, 1993 ; Keatings et al, 1996) mais relativement faible dans les voies
aériennes et le parenchyme des maladies porteurs de la BPCO comparativement aux sujets
sains (Finkelstein et al, 1995). Ceci revient éventuellement a leur migration rapide a
travers ces secteurs pulmonaires (Selby et MacNee, 1993). Le recrutement des PMN vers
les voies aériennes et le parenchyme implique leur adhésion aux cellules endothéliales ou
la selectine-1 est surexprimeée dans les voies aériennes des patients BPCO (Di Stefano et al,
1994). Les PMN s’adhérent puis migrent vers le systéme respiratoire suivant un gradient
de molécules chimiotactiques dont I’IL-8 et le LTB4 ont une part importante dans cette
étape chimiotactique. De plus la survie des neutrophiles peut étre prolongée par les
cytokines comme GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) et
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor). La fumée de cigarette stimule la libération
de GM-CSF et de G-CSF par les macrophages pulmonaires ce qui pourrait, d’une part
entrainer la production et la libération des polynucléaires (Terashima et al, 1997), et
d’autre part favoriser la rétention des neutrophiles dans les poumons (MacNee et al, 1989).
Bien que, la présence des neutrophiles ne soit pas une caractéristique proéminente de
I’inflammation pulmonaire caractérisant la BPCO, la neutrophilie des voies aériennes est
liée a I’hypersécrétion du mucus dans le cas d’une bronchite chronique. Les serine
protéases libérées par les neutrophiles comme 1’elastase, cathepsine G et proteinase-3,
stimulent potentiellement la sécrétion du mucus des glandes submuqueuses et des cellules
caliciforme dans 1’épithélium (Sommerhoff et al, 1990 ; Witko-Sarsat et al, 1999).
Toutefois, le déclin de la fonction respiratoire et la sévérité de la pathologie sont en
correlation avec le nombre des PMN dans les biopsies bronchiales et 1’expectoration
induite (DiStefano et al, 1998 ; Keatings et al, 1996). La présence significative des
protéines granulaires telles que, la myéloperoxydase et la lipocaline neutrophilique dans le
surnageant des expectorations des patients ayant la BPCO témoignent de la présence des

PMN activés dans las voies respiratoires (Keatings et Barnes, 1997 ; Yamamoto et al,
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1997 ; Peleman et al, 1999). Par ailleurs, I’¢lévation de la flambée respiratoire est
proportionnelle au degré de la limitation des débits aériens (Richards et al, 1989). Les
PMN sont fortement impliqués dans la destruction et I’altération tissulaire, notamment via

la synthése et la libération des protéases et des oxydants.
2.1.3. Lymphocytes T

Ces cellules immunocompétentes ont un réle important dans I’initiation et le maintien
de Pl’inflammation dans les voies respiratoires. Le nombre total des lymphocytes T
particulierement le sous-groupe CD8" est élevé dans les voies aériennes périphériques et
centrales des patients BPCO (Retamales et al, 2001 ; Saetta et al, 1999 ; Majo et al, 2001 ).
Le degré de la destruction alvéolaire et la sévérité de I’obstruction des débits aériens sont
en corrélation avec le nombre total des cellules T (Majo et al, 2001). Les lymphocytes T
peuvent étre divisés en deux sous-types, les Tcl (produisant I’interféron) et les Tc2
(produisant 1I’TL-4). Dans les biopsies bronchiques de BPCO, la majorité des cellules T
sont de type Tcl (Saetta et al, 2002). L’intérét physiopathologique des cellules T dans la
BPCO reste a préciser et celui des CD4+ est a présent mal élucidé (Retamales et al, 2001).
Une possibilité est que ces cellules acquiérent une mémoire immunologique en lui
permettant d’entretenir le processus. La présence des cellules CD8" est associée a
I’apoptose des cellules épithéliales alvéolaire via la libération des perforines, granzyme-B

et TNF-a (Hashimoto et al, 2000).
2.1.4. Eosinophiles et Mastocytes

Ces sont les cellules clés de I’inflammation chez [’asthmatique. Aucune
augmentation de I’éosinophilie pulmonaire dans le cas BPCO n’a été décrite dans toutes
ces études (Lacoste, 1993 ; Saetta et al, 1997 ; Turato et al, 2001). La présence des
¢osinophiles dans les voies aériennes des patients BPCO est prédictive d’une réponse a la
corticothérapie et pourrait refléter la coexistence d’un asthme (Brightling et al, 2000 ; Papi
et al, 2000). L’augmentation du nombre d’¢osinophiles a été rapportée dans les biopsies
bronchiques et les liquides de LBA durant les exacerbations et les bronchites chroniques
(Saetta et al, 1994 ; Saetta et al, 1996). Un événement surprenant est que malgré 1’absence
visible d’éosinophiles, le taux de protéines basiques d’éosinophiles (ECP) dans le LBA
(Kim et al, 2002) et dans 1’expectoration induite est augmenté chez les BPCO que chez les
asthmatiques (Keatings et al, 1997 ;Yamamoto et al, 1997 ; Gursel et al, 1997). Bien que

normalement associe avec ’activité chimiotactique des neutrophiles, IL-8 exerce un effet
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chimiotactique sur les éosinophiles pré-activés et corréle avec le taux de la ECP dans le

liquide de LBA des patients avec une bronchite chronique (Riise et al, 1995).

L’aptitude des mastocytes a libérer une variété des médiateurs, un role non
négligeable leur était attribué dans I’inflammation caractérisant la BPCO. Ceci pourrait
inclure le recrutement des PMN via la libération des facteurs chimiotactiques, lésions
tissulaires sous 1’action des enzymes secrétés tryptase, chymase et elastase, et
I’hypersécrétion via 1’action secretagogue potenticl de la chymase mastocytaire
(Sommerhoff et al, 1989). Les études sur les biopsies bronchiques des patients BPCO ont
révélé I’abondance des mastocytes (Grashoff et al, 1997 ; Pesci et al, 1994). En outre la
dégranulation des mastocytes est activement prononcée au niveau de la couche de la
glande bronchiale des sujets avec une bronchite chronique que chez les sujets sains (Pesci
et al, 1994).

2.1.5. Cellules dendritiques

Ce sont les principales cellules immunitaires permettant le lien entre 1I’'immunité
innée et la réponse immune spécifique (Banchereau et al, 2000). Dans lappareil
respiratoire, elles sont localisées sous I'épithélium des voies aériennes et sous la membrane
basale, dans le poumon et la plévre. Une localisation idéale pour la capture de toute
substance étrangére inhalée (Holt et Stumbles, 2000). Les cellules dendritiques peuvent
activer une variété des cellules immunes et inflammatoires, y compris les macrophages, les
PMN et les lymphocytes T et B (Huang et al, 2001). Il est donc vraisemblable que la
cellule dendritique joue un role important dans la réponse pulmonaire a la fumée de
cigarette et aux autres agents toxiques inhalés (Figure 4). Le nombre des dendrites est
augmenté dans les poumons des rats exposés a la fumée de la cigarette (Zeid et Muller,
1995) et dans les voies aériennes et les parois alvéolaires des fumeurs (Casolaro et al,
1988 ; Soler et al, 1989). Chez les souris exposées a la fumée de cigarette, 1’augmentation
des cellules dendritiques est observée dans les voies aériennes et le parenchyme
pulmonaire (D’Hulst et al, 2002). Implication des cellules dendritiques dans le
recrutement des autres cellules effectrices dans la maladie BPCO pourraient constituer un

des éléments clé de la BPCO et mérite davantage d'étude.
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Figure 4: ROle des cellules dendritiques dans la physiopathologie de la BPCO
(Barnes et al, 2003).

2.1.6. Cellules épithéliales

De nombreuses cellules contrdlent les processus qui mettent en place et pérennisent
I'inflammation pulmonaire, caractéristique principale de nombreuses maladies des voies
aeriennes. Parmi ces cellules, celles constituant I'épithélium pulmonaire jouent un réle
crucial dans la pathogenése de la BPCO. En effet, les cellules épithéliales ne forment pas
seulement une barriére passive mais en réponse a la fumée de cigarette, elles produisent et
sécretent de nombreuses molécules effectrices dans le site inflammatoire tels que le TNF-
a, IL-1B, GM-CSF, et IL-8 (Mio et al, 1997 ; Hellermann et al, 2002).

Ces cellules épithéliales jouent également un réle important dans la protection des
voies aériennes en sécrétant des antioxydants ainsi que des antiprotéases (Pilette et al,
2001). Le mucus produit par les cellules caliciformes piege les bactéries et les particules
inhalées (Adler et Li, 2001). La fumée de cigarette ou d’autres agents nocifs, pourraient

affecter ces systemes de défenses et augmenter le risque d’infection.

Les cellules épithéliales contribués aussi au phénomene de remodelage tissulaire.
Dans les voies aériennes, les cellules épithéliales constituent une source essentielle de
TGF- a, et capable ainsi d’induire une fibrose locale (Takizawa et al, 2001). Le VEGF
(vascular-endothelial growth factor) semble nécessaire au maintien des cellules épithéliales

en vie, et le blocage des récepteurs VEGF (VEGFR2) chez les rats induit I’apoptose des
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cellules alvéolaires et la formation d’emphyséme (Kasahara et al, 2000). Dans le cas d’une
bronchite chronique et BPCO, I’épithélium des voies aériennes montre souvent une
métaplasie squameuse résultant d’une prolifération accentuée des cellules épithéliales.
Cependant, I’expression des récepteurs aux facteurs de croissance sur les cellules
épithéliales bronchique des fumeurs pourrait favoriser la prolifération cellulaire, entrainer
la formation de métaplasies squameuses et augmenter le risque de carcinomes bronchiques
(Franklin et al, 2002).

2.2. Profil des médiateurs inflammatoires

Dans la BPCO, I’analyse des condensats d’expiration, des expectorations et de
liquide de LBA, a montré 1’¢lévation du taux des médiateurs inflammatoires en
comparaison avec les sujets non fumeurs. Ces médiateurs ont des effets déléteres au niveau
des voies respiratoires conduisant au recrutement des cellules inflammatoires,
bronchoconstriction, changement vasculaire, secrétion du mucus, et changements
structuraux affectant les voies aériennes et le parenchyme pulmonaire (Figure 5).
L’implication thérapeutique visant a bloquer la génération ou les récepteurs de ces

médiateurs pourrait avoir des effets cliniques bénéfiques.
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Figure 5: Les interactions cellules-cytokines durant 1’inflammation de voies aériennes
dans la pathogéneése de la BPCO (Chung, 2001).
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2.2.1 Médiateurs lipidiques

Le taux des prostaglandines PGE2 et PGF2a est augmenté dans les condensats
d’expiration des patients atteints de la BPCO (Moutuschi et al, 2003 ). La PGE2, un
bronchodilateur des voies aériennes humaines, inhibe la libération de cytokines pro-
inflammatoires par les macrophages (Meja et al, 1997) et I’acétylcholine par les fibres
cholinergiques (Spicuzza et al, 1998). De plus, la PGE2 potentialise 1’action anti-
inflammatoire des inhibiteurs des phosphodiestérases de type 4, molécules actuellement en
développement dans le traitement de la BPCO (Au et al, 1998). A coté de son effet
protecteur, La PGE2 posséde des effets déléteres en stimulant la production de mucus et
I’expression des génes MUCS5A et MUCB (Borchers et al,1999) et favorise la toux en
sensibilisant et en activant les fibres sensorielles (Lee et al, 2002). La PGF2a, un
bronchoconstricteur, est capable aussi d’induire une toux en activant les fibres
sensorielles (Nichol et al, 1990). Dans les macrophages alvéolaires, ces PG sont
synthétisés via la voie de cyclooxygénase-2 (COX-2) dont I’expression est augmentée chez
les BPCO (Taha et al, 2000).

Le leucotriene B4 (LTB,), un puissant chimioattractant des neutrophiles par le biais
d’activation des récepteurs BLT1, est principalement produit par les macrophages et les
neutrophiles via la voie de phospholipase A2 (Shamsuddin et al, 2003). La concentration
de LTB, est augmentée dans les condensats d’expiration et dans les expectorations des
patients atteints de la BPCO notamment lors d’exacerbations (Biernacki et al, 2003). Les
antagonistes du récepteur BLT1 inhibent ’attraction de neutrophiles de 25% dans les
expectorations des patients BPCO, laissant entrevoir le potentiel thérapeutique de ces
molécules, sans pour autant négliger la contribution d’autres facteurs chimioattractants

(Crooks et al, 2000 ; Beeh et al, 2003a).
2.2.2. Médiateurs peptidiques

Dans les expectorations et les liquides de LBA de patients BPCO, la concentration
d’endothéline-1 (Et-1) est augmentée (Chalmers et al, 1999 ; Bacakoglu et al, 2003),
particuliérement durant les périodes d’exacerbations (Roland et al, 2001). Bien que le role
physiopathologie de ce peptide dans la BPCO reste encore a justifier, mais il semble qu’il
contribue au remodelage vasculaire associe avec 1’hypertension hypoxique pulmonaire

(Giaid et al, 1993). Les antagonistes tachykinines bloquent la sécrétion du mucus induite
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par la fumée de cigarette, justifiant le potentiel thérapeutique de ces molécules et ainsi

I’intérét physiopathologique des tachykinines dans la BPCO (Barnes, 2002).
2.2.3. Cytokines

Les cytokines sont des molécules de signalisation extracellulaire dont le poids
moléculaire est généralement inférieure a 80 kDa et sont produits par de nombreuses
cellules immuno-inflammatoires et résidentes. Elles exercent des effets soit localement par
des mécanismes auto- ou paracrines et parfois a distance (endocrines). Schématiquement,
les cytokines sont catégorisées en lymphokines (cytokines Thl induisent une réponse
immune cellulaire et Th, induisent une réponse immune humorale), cytokines
proinflammatoires, les chimiokines (cytokines chimioattractants), cytokines anti-

inflammatoires et les facteurs de croissance.
2.2.3.1. Cytokines proinflammatoires
e Tumor necrosis facteur (TNF-a)

Au niveau pulmonaire, les sources cellulaires résidentes de TNF-a sont
majoritairement les macrophages alvéolaires et les cellules de 1’épithélium respiratoire
(pneumocytes de type Il) (Lasky et Brody, 2000). La production de TNF-o par les
monocytes et les macrophages est induite par différents facteurs dont I’IL-1, le GM - CSF
et 'IFNy. Le TNF-a agit par le biais de deux récepteurs distincts, le STNF-R55 et le STNF-
R75 (Tartaglia et Goeddel, 1992). Chez les patients atteints de BPCO, des taux élevés de
TNF-a sont retrouvés dans les condensats d’expiration et les expectorations notamment
durant I’exacerbation (Keatings et al, 1996, Vernooy et al, 2002). Cette augmentation est
associée a celle de ses récepteurs solubles, sSTNF-R55 dans les expectorations et STNF-R75
dans le plasma (Vernooy et al, 2002). Des études réalisées avec des souris KO déficientes
pour le récepteur membranaire du TNF-a suggerent que cette cytokine serait responsable

de 70% d’emphyséme induit par la fumée de cigarette (Churg et al, 2004).

Le TNF-a produit par les macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales
bronchiques induit une augmentation de la production d’IL-8 et des autres chimiokines via
’activation de facteur de transcription nucléaire (NF-kB), principal facteur de transcription
des génes de I’inflammation (Devalia et al, 1994). Cette cytokine active simultanément la
P38 MAP kinase qui participe également a I’activation d’une batterie de génes et interagit
avec la voie du NF-kB. Le TNF-a produit conduit a I’activation des neutrophiles, des

monocytes, des macrophages et des cellules épithéliales bronchiques, & la sécrétion de
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mucus et a la destruction du parenchyme pulmonaire en stimulant la libération de radicaux
libres et de protéases (Figure 6). De plus, TNF-a joue un réle important dans la fibrose de
I’épithélium pulmonaire, en favorisant ’accumulation des fibroblastes et en régulant le
métabolisme du collagéne (Tufvesson et Westergen-Thorsson, 2000). Produit par les
macrophages et les mastocytes infiltrants, le TNF-a agit de fagon précoce sur les cellules
de 1’épithélium respiratoire, lesquelles libérent un ensemble complexe de médiateurs. Entre
autre le  PGDF qui contribue a la bronchoconstriction par activation des cellules du
muscle lisse, (Shah et al, 1995). Les effets pro-inflammatoires du TNF-o soulignent
I’intérét physiopathologique de cette cytokine dans la BPCO et par conséquent la thérapie

anti- TNF-a serait une des approches dans le traitement de la BPCO.
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Figure 6: R6le central de TNF-a dans I’entretien de la réponse inflammatoire dans
la BPCO (Barnes, 2004a).

e Interleukine-1p (IL-1 p)

Les effets de I’IL-1 B, un puissant activateur des macrophages alvéolaires chez les
BPCO, sont relativement semblables a ceux de TNF-a (Russell et al, 2002). Les cellules
épithéliales bronchiques de patients BPCO en culture, stimulées par la fumeée de cigarette
libérent plus de I’'TL-1 B que les cellules de sujets normaux (Rusznak et al, 2000). L’IL-1
favorise I’hyperleucocytose en stimulant la libération de neutrophiles par la moelle osseuse.
Cette cytokine induit aussi I’expression vasculaire de molécule d’adhésion intercellulaire

(ICMA-1) en favorisant ainsi 1’adhésion des neutrophiles et des ¢éosinophiles a
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I’endothélium vasculaire et [’épithélium respiratoire. Elle favorise ¢également la
prolifération des fibroblastes, augmente la sécrétion de prostaglandines et de collagénase et
augmente la synthese de la fibronictine et du collagene (Chung, 2001). Par ailleurs 1’IL-1
B contribue également a la bronchoconstriction par la diminution de 1’expression et de la
fonction du récepteur muscarinique M, couplés a la protéine Gi (Hakonarson et al, 1996).
Par ailleurs, role de I’IL-1 B dans le développement de I’emphyséme a été étudié. Apres
vingt un jours de I’instillation intra-trahéale d’elastase pancréatique du porc sur différentes
souris KO, pour les récepteurs de type 1 a I'IL-1 B, type 1 et 2 au TNF-a et pour la
combinaison des récepteurs au TNF-o et a I’IL-1 B, ’emphyséme était réduit chez toutes
les souris KO en comparaison avec les souris sauvages. La délétion combinée des
récepteurs au TNF-a et a I’IL-1 B s’est montrée la plus efficace, suggérant ainsi que
I’IL-1 B et TNF-a participent de fagon importante et synergique a la pathogénése dans ce
modéle murin d’emphyséme (Lucey et al, 2002).

e Interleukine-10 (IL-10)

La concentration d’IL-10 est réduite dans les expectorations des patients BPCO
(Barnes, 2001). Cependant, il n’est pas encore clair si la production d’IL-10 est
relativement réduite dans les macrophages des patients BPCO en amplifiant dans ce cas
I’inflammation. Néanmoins, sa production et son expression sont augmentées dans les
macrophages des fumeurs sains (Lim et al, 2000) et dans les biopsies bronchiques des
patients BPCO, respectivement (Panzner et al, 2003). Son large spectre d’cffets anti-
inflammatoire lui confere un intérét thérapeutique potentiel dans le traitement de la BPCO

dont la majorité de ces effets sont médiés par I’inhibition de NF-xkB (Williams et al, 2004).
e Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)

La concentration de GM-CSF est elevée dans le liquide LBA particuliérement
durant la période d’exacerbation (Balbi et al, 1997). GM-CSF participe a 1’activation et a
la prolongation de la durée de vie des neutrophiles en potentialisant I’inflammation
neutrophilie. La production spontanée ou induite de GM-CSF par les macrophages
alvéolaires ne semble pas différente entre les patients BPCO et les fumeurs sains, ou une
augmentation sensible de TNF-a, IL-8 et MMP-9 est observée (Culpitt et al, 2003a). De
plus la sécrétion de GM-CSF est réprimée par les corticoides tandis que d’autres cytokines

paraissent corticoides-résistantes (Barnes, 2004a).
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e Autres cytokines pro-inflammatoires

Dans le liquide LBA et dans le plasma des patients BPCO, I’TL-6 est retrouvé a des
niveaux ¢levés dans les condensats d’expiration, notamment durant les périodes
d’exacerbation (Song et al, 2001 ; Bucchioni et al, 2003). Les monocytes des patients
BPCO libérent plus d’IL-6 en réponse a la stimulation avec LPS que les cellules des sujets
normaux (Aldonyte et al, 2003).

Dans les biopsies bronchiques des patients BPCO, L’IL-9 et I’'IL-13 et d’IL-12
sont fortement exprimée. La surexpression d’’IL-9 et d’IL-13 est associée avec une
hypersécrétion du mucus chez les fumeurs que chez les fumeurs asymptomatiques (Miotto
et al, 2003, Reader et al, 2003 ; Di Stefano et al, 2004). La surexpression de I’'IL-13 et
d’IFN-y dans les poumons murins emphysémateux est liée a une augmentation
d’expression des MMPs et des cathepsines (Zheng et al, 2000). Enfin, le polymorphisme
du promoteur du geéne codant pour I’'IL-13 est fréqguemment présent dans la BPCO (van
der Pouw Kraan et al, 2002).

Dans les poumons murins, la surexpression d ’IFN-y  est associée au
développement d’un emphyséme (Wang et al, 2000). Dans les biopsies bronchiques des
patients BPCO, I’'I[FN-y est surexprimée (Di Stefano et al, 2004). Les cellules T exprimant
I’TFN-y, c’est-a-dire les Thl et les Tcl sont retrouvées en quantité importante dans les

expectorations des patients BPCO (Tzanakis et al, 2004).
2.2.3.2. Chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines de poids moléculaire comprise entre 8-10 kDa
et sont capables d’attirer les leucocytes vers les tissus enflammés. Les quatre familles de
chimiokines (CC, CXC, Cm, CX3C) se distinguent en fonction de la structure d’un motif
conservé, riche en résidus cystéines, localisée sur la portion N-terminale. Les deux familles
majeure sont les chimiokines CC (chimiokines B) caractérisées par la succession de deux
cystéines et les chimiokines CXC (chimiokines o) dont les deux cystéines sont séparées
par un acide aminé non conservé (X). Les chimiokines orchestrent la réponse
inflammatoire et immune en régulant la migration des cellules inflammatoires et immunes

vers les tissus cibles (Olson et Ley, 2002).

-21-



e Interleukine-8 (IL-8)

Le niveau d ’IL-8 est augmenté dans les expectorations induites et liquides LBA
des patients BPCO et corrélés avec la proportion de neutrophiles. Cette augmentation est
accentuée dans les expectorations durant les périodes d’exacerbations et contribue
probablement a I’augmentation de neutrophiles et la purulence des expectorations (Aaron
et al, 2001 ; Gompertz et al, 2001). La concentration d "IL-8 est sensiblement plus élevée
chez les fumeurs emphysémateux que les fumeurs sans obstruction bronchique. En
revanche, les concentrations des autres chimiokines de la méme famille CXC ne semblent

pas significativement distinctes entre ces deux groupes (Tanino et al, 2002).

Dans la BPCO, la source cellulaire d’IL-8 est encore incertaine. Cependant, les
cellules épithéliales des voies aériennes sécrétent 1’IL-8 en réponse a divers stimuli comme
les cytokines telles que le TNF-a, IL-1f et les produits bactériens tels que le
lipopolysaccharide (LPS), certains virus, le stress oxydatif et ’extrait de fumée de cigarette
(Kwon et al, 1994 ; Johnston et al, 1998 ; Schulz et al, 2004). De fagcon intéressant, la
stimulation des cellules épithéliales bronchiques en culture et les macrophages alvéolaires
des patients BPCO produisent plus d IL-8 que les cellules des fumeurs sains (Culpitt et al,
2003). En outre, la production basale d "IL-8 des cellules épithéliales bronchiques et
bronchiolaires est plus élevée chez les patients BPCO (Profita et al, 2003 ; Schulz et al,
2003). La sécrétion d’IL-8 est contrblée par différentes voies de régulation
transcriptionnelle la voie p38 MAP kinase et la voie ERK (Wang et al, 2003) et par
plusieurs facteurs de transcription principalement NF-xB (Figure 7). La MMP-9 est
capable d’augmenter ’activité de I’IL-8 en clivant une partie de la portion N-terminale
(Van Den Steen et al, 2000).

L’IL-8 agit via deux récepteurs : CXCR1, un récepteur strictement spécifique pour
I’'IL-8 mais de faible affinité et CXCR2 avait une haute affinité mais avec une large
spécificité dont il partage avec d’autres CXC (Figure 8). Le récepteur CXCR1 induit la
libération des médiateurs et des protéases tandis que le récepteur CXCR2 est impliqué dans
la réponse chimiotactique des neutrophiles et des monocytes. Dans les cellules épithéliales
bronchiques des patients BPCO, CXCR2 est surexprimée notamment durant les
exacerbations aigues et son expression est corrélée avec le nombre de neutrophiles (Qiu
et al, 2003).
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Figure 8 : Récepteurs de chimiokines CXC sur le neutrophile (Barnes, 2004a).

La neutralisation d’IL-8 par un anticorps anti-cette cytokine réduit 1’activité
chimioattractive des neutrophiles dans les expectorations des patients BPCO (Crooks et al,
2000 ; Beeh et al, 2003a). Cette réduction est approximativement d’ordre 30% indiquant la
contribution d’autres facteurs chimioattractants. L’inhibition d’IL-8 ne peut étre a elle
seule une stratégie thérapeutique suffisante dans la répression de I’inflammation dans le
tractus respiratoire (Yang et al, 1999). Cependant 1’antagonisme du récepteur CXCR2 est
une des stratégies thérapeutiques efficaces. Actuellement, de petites molécules inhibitrices
du récepteur CXCR2 sont en développement clinique pour le traitement des BPCO (white
et al, 1998 ; Hay et Sarau, 2001).
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e Growth —Related Oncogene- a (GRO- a)

Le GRO- a (CXCL1) est une chimiokine sécrétée par les macrophages alvéolaires
et les cellules épithéliales de voies aériennes en réponse a une stimulation par du TNF- a
et de I'IL-17 (Figure 8) (Prause et al, 2003 ; Schulz et al, 2004). Le GRO- a active les
neutrophiles, monocytes, basophiles et les lymphocytes T via le récepteur CXCR2 (Figure
9) (Geiser et al, 1993). Les cellules épithéliales des patients BPCO sécretent plus de
GRO- a que celles des fumeurs sains (Schulz et al, 2004). La concentration de GRO- o est
importante dans les expectorations induites et dans le liquide LBA des patients BPCO en
comparaison avec les fumeurs sains et les non-fumeurs (Traves et al, 2002). Chez les
patients BPCO, D’activité chimioattractive de monocytes est augmentée en réponse a
GRO- a et pourrait étre un des mécanismes responsable de I’augmentation de nombre de

macrophages alvéolaires dans les poumons des patients BPCO (Retamales et al, 2001).

e Chimiokines des lymphocytes T CXC3 (Mig, IP-10 et I-TAC)

Les cellules T dans les voies respiratoires periphériques des patients BPCO
montrent une surexpression de CXCR3, un récepteur activé par une protéine interféron-
inductible (IP-10,CXCL10), une monokine interféron-inductible (Mig, CXCL9),et
cellule-T chimioattractant interféron-inductible (I-TAC, CXCL11). Toutes ces trois
cytokines activent le récepteur CXCR3 (Clark-Lewis et al, 2003). L’intérét
physiopathologique des cellules CD8" dans la BPCO est encore incertain, ayant la capacité
de produire la perforine et la granzyme, un réle apoptotique de 1’épithélium alvéolaire et
des cellules endothéliales lui est cependant attribué et par lequel contribue au

développement de I’emphyséme (Majo et al, 2001 ; Cosio et al, 2002) (Figure 9).

e Monocytes Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)

MCP-1 (CCL2) appartient a la famille des chimiokines CC capables d’activer le
récepteur CCR2 sur les monocytes et lymphocytes T (Rose et al, 2003). Dans la BPCO, les
niveaux de MCP-1 sont retrouvés élevé dans les expectorations, le liquide LBA et le
poumon. Le MCP-1 est un puissant chimioattractant de monocytes et des macrophages et
pourrait contribues dans ce contexte au développement de la BPCO. L’activité
chimioattractive induite par les expectorations des patients BPCO est abrogée par un
anticorps anti-récepteur CCR2. Vu le rdle critique des macrophages dans la BPCO, le
blocage des récepteurs CCR2 pourrait constituer une stratégie thérapeutique de grand
intérét dans le traitement de la maladie BPCO (Barnes, 2004).
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Figure 9 : Chimiotactisme des cellules T cytotoxique (CD8+) via I’activation de récepteur
CXCR3 par les chimiokines Mig, IP-10 et I-TAC. Les cellules CD8+ liberent la
perforine et la granzyme B responsable en partie de 1’apoptose des cellules
alvéolaires et libérent également I’IFN-y, qui a son tour active la libération des

chimiokines (Barnes, 2004a).

e Macrophage-Inflammation-Protein (MIP)

MIP- 1B (CCL4) est libérée par les macrophages et posséde une activité
chimioattractive pour les monocytes et les neutrophiles via le récepteur CCR1. Une
corrélation négative est observée entre le taux de MIP- 1B et le VEMS chez les patients
soufferts d’une bronchite chronique. Cependant dans le liquide LBA, les niveaux de
MIP- 1B sont significativement €levés chez les patients atteints de la bronchite chronique

que les fumeurs asymptomatique (Capelli et al, 1999).
e Chimiokines spécifiques des cellules dendritiques (MIP-3a)

Dans le poumon des rats exposés a la fumée de cigarette, le nombre des cellules
dendritiques est augmenté (Muller et al, 1995 ; D’Hulst et al, 2002). Cette augmentation
est confirmée dans les voies aériennes et les parois alvéolaires des fumeurs (Casolaro et al,
1988 ; Soler et al, 1989). MIP-3a (CCL20) est un puissant chimioattractant des cellules
dendritiques immatures via le récepteur CCR6 et est exprimée sur les cellules épithéliales

bronchiques en réponse a I’'IFN-y (Reibman et al, 2003).
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e Eosiniphil-Selective chemokines (RANTES et eotaxine)

Comme précédemment décrit, bien que les éosinophiles ne soient pas les cellules
inflammatoires prédominante dans la BPCO, leur nombre est augmente dans les voies
aériennes et le poumon. Leur attraction est meédiée par plusieurs chimiokines via le
récepteur CCR3 exprimé majoritairement sur ces cellules. Dans la BPCO, peu
d’éosinophile et de la protéine basique majeure (MBP) sont retrouvés dans les
expectorations et le liquide LBA dont le nombre est augmenté durant les exacerbations de
la bronchite chronique (Saetta et al, 1994 ; Pesci et al, 1998 ). RANTES (CCL5) est une
chimiokine fortement exprimée sur les cellules épithéliales bronchiques des patients
atteints de la bronchite chronique en exacerbation (Zhu et al, 2001). Eotaxin (CCL11) et
son récepteur CCR3 sont surexprimés dans les bronches des patients atteints de la
bronchite chronique en exacerbation dont leur taux est en corrélation positive avec le

nombre des éosinophiles (Bocchino et al, 2002).
2.2.4. Facteurs de croissance

Dans la BPCO, les changements structuraux retrouvés dans les petites voies
aériennes et le parenchyme pulmonaire sont probablement les conséquences d’une
inflammation chronique et de la libération des facteurs de croissance responsables de la

fibrose et de la prolifération cellulaire.
2.2.4.1 .Transforming Growth Factors (TGF-f1)

Chez les patients BPCO, I’expression de TGF-B1 est augmentée dans 1’épithélium
de petites voies aériennes et des macrophages alvéolaires (de Boer et al, 1998 ; Takizawa
et al, 2001) suggérant I’implication de TGF-B1 dans la fibrose de petites voies aériennes
(de Boer et al, 1998 ; Takizawa et al, 2001). De plus les monocytes sanguins périphériques
des patients BPCO sécrétent de TGF-p1 (Hodge et al, 2003). Dans le tissu pulmonaire
périphérique des patients BPCO, I’expression de TGF-B1 est en corrélation avec le 4-
hydroxy-4-nonenal, un marqueur de stress oxydatif (Rahman et al, 2002). Chez I’homme,
I’expression de TGF-Blest prononcée dans la lignée cellulaire épithéliale et pendant les
infections latentes adénovirus associées avec la BPCO. En réponse au TGF-B1, le collagen
tissue growth factor (CTGF), médiateur de la fibrose, est libéré (Ogawa et al, 2004). Le
TGF-B1 est secrété sous une forme latente inactive et devienne biologiquement active
apres clivage protéolytique, via la MMP-9, de TGF-binding protein-1 (Figure 10). Par ce
mécanisme, la MMP-9 pourrait étre un lien entre la destruction des fibres élastiques et
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I’induction simultané de la fibrose par I’activation de TGF-B1 (Dallas et al, 2002). Dans la
lignée cellulaire épithéliale, le TGF-B1 inhibe la transcription de géne des récepteurs B2-
adrenergiques (Takeyama et al, 2001), en réduisant ainsi la réponse bronchorelaxante du
muscle lisse aux B2-mimétiques (Ishikawa et al, 2003). Actuellement, plusieurs molécules
inhibitrices des récepteurs TGF-B1 sont en cours de développement et ces antagonistes
pourraient étre un moyen efficace de prévenir la fibrose des petites voies aériennes

caractéristique de la BPCO.
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Figure 10 : Relation entre fibrose de petites voies aériennes et emphyséme dans la BPCO.
TGF-B activé par la MMP-9 induit la destruction alveéolaire et inactive aussi
I’al-AT amplifiant ainsi les effets de 1’¢lastase de neutrophile attiré par les

peptides générés par 1’action protéolytique de MMP-9 (Barnes, 2004a).

2.2.4.2. Transforming Growth Factors (TGF-a) et Epidermal Growth Factor (EGF)

Le TGF-a et I’ EGF agissent via le récepteur tyrosine kinase EGFR. L’activation de
récepteur EGFR est le déterminant principal de la régulation de ’expression des geénes de
la mucine, la sécrétion de mucus et la différentiation de la sécrétion a mucus (Nadel et
Burgel, 2001). Le stress oxydatif et la fumée de cigarette sont a 1’origine d’une
hypersécrétion de mucus via le récepteur EGFR (Takeyama et al, 2001, Basbaum et al,
2002) (Figure 11). Dans les cellules épithéliales des voies aériennes, la fumée de cigarette

active I’enzyme de conversion de TNF-a dont il résulte 1’activation de TNF-a et du
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récepteur EGFR et par conséquent une hypersécrétion de mucus (Shao et al, 2004).
Actuellement, des inhibiteurs de récepteur tyrosine kinase EGFR, comme le géfitinib, sont
en développement pour le traitement des cancers pulmonaires (Wakeling, 2002). Ces
antagonistes  semblent étre tolérables et ainsi seront un traitement suitable de

I’hypersécrétion de mucus observée dans la BPCO.
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Figure 11 : Role central de récepteur EGFR dans la régulation de la sécrétion de mucus en
augmentant 1’expression des génes MUCSC et MUCB, la différentiation de

cellules caliciformes et I’hyperplasie des cellules a mucus (Barnes, 2004a).

2.2.4.3. Vascular-Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF est surexprimé dans les muscles lisses vasculaires pulmonaires des
patients avec BPCO modérée, mais il est paradoxalement réduit chez les BPCO avec
emphyseme (Santos et al, 2003). L’utilisation chez les rats d’un inhibiteur sélectif des
récepteurs VEGF induit 1’apoptose des cellules endothéliales alvéolaires et conduit par
conséquent a la formation d’un emphyseme (Kasahara et al, 2000) . De facon intéressante,
la concentration de VEGF est augmentée dans les expectorations induites des patients

asthmatiques et avec bronchite chronique (Kanazawa et al, 2003).
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2.2.4.4. Fibroblast Growth Factors (FGF)

Les membres de la famille des facteurs de croissances FGFs sont impliqués dans la
cicatrisation. Chez les patients BPCO, FGF-1, FGF-2 et leurs récepteurs est surexprimes
par les cellules musculaires lisses vasculaires et les cellules épithéliales pulmonaires
périphériques (Kranenburg et al, 2002). La surexpression de FGF est particulierement en

corrélation avec I’importance du remodelage vasculaire (Hokuto et al, 2003).
2.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des
dégats cellulaires irréversibles. Actuellement, le stress oxydatif est un autre élément
potentiellement impliqué dans la physiopathologie de la BPCO (Figure 12). Le stress
oxydatif est augmenté dans la BPCO, notamment en cas d’exacerbation (Repine et al,
1997 ; MacNee, 2001). Dans les voies aériennes des patients BPCO, les cellules résidentes
tels que les cellules épithéliales et plus particulierement les cellules inflammatoires
activées, comme les neutrophiles, éosinophiles, macrophages, sont une source importante
des EOA (MacNee, 2001). L’activation membranaire des neutrophiles est traduite par une
hyperréactivité metabolique caractérisée par la consommation excessive de 1’oxygene.
Cette consommation de I’oxygéne est liée essentiellement a la production de 1’anion
superoxyde (O27); par un systeme enzymatigue NADPH-oxydase membranaire. La
génération de 1’02 serait a 1’origine de la formation des autres EOA. Ce processus est
connu sous le nom de la flambée respiratoire (Beckman et Koppenol, 1996). L’O, " généré
est dismuté soit spontanément ou en présence du superoxyde dismutase en peroxyde
d’hydrogene (H20,). La majorité de 1’H,O, produit est convertie en acide hypochloreux
(HOCI) en présence des anions chlorures CI via la myeloperoxydase (MPQO), une enzyme
majeure des granules azurophiles des neutrophiles (van der Vliet et al, 1999; Winterbourn,
2000). L’HOCI est capable de détruire les tissus, en s’attaquant aux principaux composés
cellulaires, protéines, lipides, sucres et ’ADN via des réactions d’oxydation et de

chlorination (Kirkham et Rahman, 2006).
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Figure 12 : Stress oxydatif dans la BPCO. Le stress oxydatif joue un réle clé dans la
physiopathologie de la BPCO et amplifie les processus de destruction et de
I’inflammation (Rahman et Adcock, 2006).

En effet, une production excessive de cet oxydant peut étre a 1’origine des Iésions
tissulaires lors de I’inflammation aigué¢ ou chronique notamment dans I’emphyséme
pulmonaire (Cochrane et al, 1983). La myéloperoxydase joue un réle important dans le
stress oxydatif qui peut conduire a I’oxydation de 1’acide arachidonique et a la formation
d’une nouvelle série de prostanoides, appelés isoprostanes (Morrow, 2000), ayant des
effets bronchoconstricteurs et inducteurs d’exsudation plasmatique par la stimulation des
récepteurs du thromboxane A2. Les concentrations de la MPO sont élevées et I'enzyme
active se retrouve dans les alvéoles en corrélation avec le nombre de neutrophiles et
dautres produits de la degranulation de ces cellules (élastase, lactoferrine), et en
corrélation avec une activité oxydante des liquides de lavage alvéolaire (Cochrane et al,
1983 ; Eiserich et al, 1998 ; Mathy-Hartert et al, 2000). De nombreux travaux ont montré
I’impact de I’HOCI sur les défenses anti-oxydantes et anti-protéases. Le glutathion réduit
(GSH) , un composé important de la balance oxydo-réductrice cellulaire, est oxyde par
HOCI en dérivés (notamment une sulfonamide cyclique) qui ne peuvent plus étre ramenés

au stade de GSH par la GSH réductase, entrainant une chute du GSH, une diminution des
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défenses antioxydantes et une perturbation de I'équilibre oxydo-réducteur (Winterbourn et
Brennan, 1997). Par ailleurs, chez les fumeurs avec la bronchite chronique, la réduction de
la CVF est en corrélation avec la diminution du taux GSH dans les lavages pulmonaires
(Repine et al, 1997). L'HOCI oxyde pratiquement tous les acides aminés en aldéhydes qui
deviennent des composés actifs au site inflammatoire (Hazen et al, 1998) et détruit les
antiprotéases comme l'al-protéinase inhibiteur et 1'oa2-macroglobuline permettant a
I'élastase libre de se retrouver dans les liquides de LBA (Cochrane et al, 1983 ; Suter et al,
1992). Chez les cochons d’indes, la stimulation des cellules épithéliales et les macrophages
alvéolaires inactive l'al-antitrypsine en présence de la myéloperoxydase (Wallaert et al,
1993). En outre, dans les lavages pulmonaires des fumeurs et des patients BPCO, ’activité
inhibitrice de l'al-antitrypsine est a moitié inactive (Maier et al, 1992). L’HOCI agit
encore au site inflammatoire en activant des enzymes latentes comme la progélatinase et la
procollagénase, activation qui conduit a une fragilisation du squelette protéique et a la
destruction des tissus connectifs (Weiss et al, 1985 ; Hawkins et Davies, 1998). Bien que
les chloramines, les produits de la réaction de I’HOCI avec les amines, sont moins
oxydants, leur stabilité leur confere une longue demi-vie et ainsi une capacité de propager
le dommage distal de site de génération de I’HOCI (Carr et al, 2001). La réactivité de
I’HOCI est intermédiaire entre le radical hydroxyle ((OH) et le peroxynitrite (ONOQO")
dans I’ordre suivant ONOO™ < HOCI <'OH (Figure 13).

En plus de la source endogéne, le tractus respiratoire est également exposeé a des
oxydants exogenes. Dans la BPCO, le stress oxydatif est principalement issu de la fumée
de cigarette dont elle constitué une source hautement riche en EOA (Pryor et Stone, 1993;
MacNee, 2001). Des études ¢épidémiologiques ont indique qu’un régime alimentaire
pauvre en antioxydant peut étre un déterminant de la maladie BPCO. Par exemple, une
carence en acide ascorbique a été associée au declin de la fonction respiratoire (Britton et
al, 1995; Schunemann et al, 2001). En outre, plusieurs études ont pu montré
I’augmentation des marqueurs de stress oxydatif dans les condensats d’expiration des
patients BPCO comme H,0,, le 8-isoprostane et 1’éthane (Kharitonov et Barnes, 2001 ;
Paredi et al, 2002). Un marqueur spécifique de la peroxydation des lipides, le 4-hydroxyl-
2- nonenal a été détecté par immunohistochimie dans le poumon des patients avec BPCO

et est en corrélation avec 1’obstruction bronchique (Rahman et al, 2002).
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Figure 13 : Les conséquences moléculaires du stress oxydatif (Kirkham et Rahman,
2006).

Plusieurs effets ont été attribués aux EOA dans les voies aériennes, entre autre
I’amplification de la réponse inflammatoire et I’induction des 1ésions sur I’épithélium. Ces
effets peuvent étre médié directement par 1’action des EOA sur les cibles cellulaires, mais
aussi indirectement via 1’activation de voies de transduction et de certains facteurs de
transcription comme le NF-kB, régulant la production de cytokines pro-inflammatoires
(Janssen-Heininger et al, 2000). De plus, les EOA peuvent diminuer 1’activité des facteurs
anti-protéasiques tels que le al-AT et SLPI et accélérer la destruction des composantes de
la matrice extracellulaire, 1’¢élastine et collagéne (Taggart et al, 2000). En outre, les EOA
contribuent a I’augmentation de la production de mucus, de la bronchoconstriction et de
I’cedéme en rapport avec la production d’isoprostanes (kawikova et al, 1996 ; Ohrui et al,
1991 ; Spicuzza et al, 2001). La faible réponse des BPCO aux corticostéroides est
probablement la conséquence du deésequilibre de la balance anti-oxydants : oxydants chez
ces patients (Figure 14). Le stress oxydatif perturbe la liaison des récepteurs des
glucocorticoides sur I’ADN et leur translocation du cytoplasme vers le noyau (Hutchison et
al, 1991 ; Okamoto et al, 1999). Ceci en réduisant 1’activité de I’histone deacétylase

(HDAC?2), enzyme responsable de I’inhibition de 1’expression des genes inflammatoires, et
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par conséquent rehausse la réponse inflammatoire (Ito et al, 2000, 2001 ; Barnes et al,
2003).
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Figure 14 : Impact du stress oxydatif sur la régulation de la structure de la chromatine et
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de I’expression des genes pro-inflammatoires (Kirkham et Rahman, 2006).

2.4. Protéases

Depuis longtemps les protéases sont considérées responsables de la destruction des
composantes du tissu conjonctif, particulicrement 1’élastine dans le parenchyme
pulmonaire, conduisant ainsi au développement de I’emphyséme. Un déséquilibre de la
balance protéases:anti-protéases endogenes est en faveur des effets médiés par les
protéases (Figure 15). L’élastine semble la cible la plus importante pour ces enzymes, sa
dégradation s’accompagne de la perte de 1’¢lasticité du parenchyme pulmonaire et de la
destruction des espaces alvéolaires. Une évidence de la dégradation d’¢élastine est fournie
par I’augmentation de 1’excrétion du desmosine chez les fumeurs, un marqueur spécifique
dans les pontages trouvés dans I’architecture de 1’¢lastine, avec le déclin rapide de la
fonction pulmonaire en comparaison avec les sujets sains (Gottlieb et al, 1996 ). Bien
qu’une attention soit focalisée sur 1’elastase neutrophilique, plusieurs autres protéases ont

¢galement la capacité de dégrader 1’¢lastine (Stockley, 2001).
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Figure 15 : Mécanismes de lésions pulmonaires médiés par les protéases (Owen, 2005).

2.4.1. Elastase du neutro

Une importance est accordée a 1’ elastase du neutrophile (EN) depuis 1’observation
clinique de I’apparition prématurée d’un emphyseéme chez les patients génétiquement
déficients en al-antitrypsine. Par ailleurs, 1’inactivation de 1’ al-antitrypsine par la fumée
de cigarette a soulevée la possibilit¢é de I’importance de I’EN
I’activité al-antitrypsine est normale. Dans le méme contexte, sur des modeles animaux,
I’instillation intratracheale de I’EN induit ’emphyséme et I’infiltration de neutrophiles

dans le parenchyme (Senior et al, 1977). Par la technique immunohistochimique, I’elastase

a été détectée
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phile
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I’emphyséme (Damiano et al, 1986). Dans le liquide LBA, la concentration du complexe
NE/al- antitrypsine est augmentée chez les patients BPCO (Yoshioka et al, 1995 ), et est
en corrélation avec le déclin du VEMS (Betsuyaku et al, 2000).

L’exposition des cobayes a la fumée de cigarette, un inhibiteur de I’EN réduit
sensiblement ’emphyséme et la réponse inflammatoire neutrophilie (Wright et al, 2002).
Les souris KO pour I’EN sont significativement protégées contre le développement
d’emphyséme provoqué par la fumée de cigarette avec diminution du nombre de
neutrophiles dans le poumon (Shapiro et al, 2003). Les neutrophiles stockes aussi deux
autres serine protéases, cathepsine G et protéinase 3, dans leurs granules spécifiques. Ces
serine protéases ont des propriétés similaires a I’EN et induisent la sécrétion de mucus dans

une voie similaire (Witko-Sarsat et al, 1999).
2.4.2. Cysteine-protéases

Les cystéines protéases lysosomiales, les cathepsines, peuvent aussi impliquées
dans la pathogenese de la BPCO (Turk et al, 2001). L’expression de la cathepsine S est
induite par P’interféron-y (IFN-y) par plusieurs types de cellules, y compris les cellules
musculaires lisses. Le développement de I’emphyséme, provoqué chez les souris par une
surexpression de I’ IFN-y, est associé¢ a une augmentation de 1’expression des cathepsines
B, D, H, L, et S (Wang et al, 2000). Les inhibiteurs des cathepsines réduisent
considérablement I’emphyseme induit chez les souris transgéniques en IL-13 indiquant le
potentiel élastolytique des cathepsines (Zheng et al, 2000). La concentration de la
cathepsine L est augmentée dans le fluide LBA des patients emphysémateux (Takeyabu et
al, 1998), et la sécrétion de cystéine-protéase est plus importante par les macrophages
alvéolaires des patients BPCO comparativement avec les fumeurs sains et les non fumeurs
(Russell et al, 2002a). Peu est connu quant au r6le des inhibiteurs endogene des
cathepsines, cystatines et stéfines, dans la maladie BPCO. Une étude a pu montré que la
concentration de la cystatine est élevée dans le fluide LBA des patients atteints de la BPCO
(Takeyabu et al, 1998).

2.4.3. Métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les MMPs constituent une vaste famille de protéinase zinc-dépendantes et
participent dans la régulation et la destruction des composantes de la matrice
extracellulaire (Stamenkovic, 2003). Il est actuellement bien reconnu que les MMPs

interviennent dans le développement de la BPCO et jouent un réle comme médiateurs de
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la sécrétion des cytokines, chimiokines et des facteurs de croissance (Shapiro et Senior,
1999). En effet I’inhibiteur de MMP, marimastat, a montré que les MMPs comptent pour la
majorité de I’activité élastolytique libérée par les macrophages alvéolaires des patients
BPCO (Russell et al, 2002b). Chez les patients emphysémateux, 1’expression de MMP-1
(collagénase) et MMP-9 (gélatinasse B) est augmentée dans les macrophages et leurs
concentrations dans le liquide LBA (Finlay et al, 1997 ; Culpitt et al, 1999). Par ailleurs,
I’augmentation de 1’activité de MMP-9 dans le parenchyme et les macrophages alvéolaires
est en corrélation avec le VEMS et la consommation du tabac (Kang et al, 2003). La
concentration de  MMP-9 et le rapport MMP-9 : TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinase) est augmentée dans les expectorations induites des patients BPCO
(Beeh et al, 2003b). L’expression de MMP-1 est augmentée dans le poumon des patients
emphysémateux avec une localisation prédominante sur les pneumocytes de type Il (Imai
et al, 2001).

L’implication évidente de la MMP-9 dans la BPCO suggere ’intérét de 1’utilisation
des inhibiteurs dans la prévention de I’emphyséme (Belvisi et Bottomley, 2003). Un
inhibiteur non sélectif de MMP est capable d’empécher le développement de I’emphyseme
chez les cobayes exposés a la fumée de cigarette (Selman et al, 2003). Cependant,
I’utilisation des inhibiteurs non sélectifs, tel que le marimastat, est accompagnée par des
effets secondaires indésirables sur le muscle squelettique. Il parait donc nécessaire
d’augmenter la sélectivité des antagonistes ou de cibler plus particulicrement le
parenchyme pulmonaire. La concentration de la MMP-9 circulante est réduite chez les
emphysémateux traités avec ’acide rétinoique (Mao et al, 2003). D’autres approches
autour de la MMP-9 peuvent aussi étre envisagées, comme la réduction de son expression

dans les cellules pulmonaires ou I’utilisation thérapeutique des TIMPs.
2.5. Obstruction reversible des débits aériens dans la BPCO

L’efficacité de la thérapie anticholinergique chez les patients BPCO soutient le
concept que la dysfonction du tonus cholinergique représente la voie majeure de
I'obstruction réversible des débits aériens (Belmonte, 2005 ; Brusasco, 2006).
L'épaississement de la paroi des voies respiratoires et la perte de l'interdépendance entre
les voies aériennes et le parenchyme, les composants de l'obstruction bronchique
irréversible, amplifient le tonus cholinergique bronchique (Brusasco, 2006).
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2.5.1. Innervation pulmonaire

L'arbre bronchique est richement innervé par les nerfs afférents et efférents du
systéeme nerveux autonome (Barnes, 2004b). Les voies respiratoires sont sous contréle de
deux composants principaux du systéme nerveux autonome: le systéme nerveux
sympathique et le systéme nerveux parasympathique. Les fibres efférentes du nerf vague
sont distribuées au niveau des muscles lisses et des glandes bronchiques. Cette innervation
prédomine au niveau des grosses Vvoies aériennes et diminue en périphérie avec aucune
innervation au niveau petites voies aériennes et du parenchyme. Elles ont un réle
bronchoconstricteur et représentent le principal systéme de contréle neurologique du tonus

et des sécrétions bronchiques (Barnes et al, 1983, Barnes, 2004b).

Les fibres de type cholinergiques constituent 1’innervation excitatrice prédominante
dans les voies respiratoires (Belmonte, 2005). Le neurotransmetteur associe a ce systéeme
neuronal est I’acétylcholine (ACh), une molécule ayant la capacité de se fixer autant aux
récepteurs de type muscarinique qu’aux récepteurs nicotiniques (Belmonte, 2005). Via les
récepteurs muscariniques, 1’ACh assure une activité régulatrice sur le tonus bronchique, la
contraction du muscle lisse bronchique, sécrétion du mucus, et la vasodilatation (Gosens et
al, 2006). Les fibres cholinergiques ne sont pas la seule source d’ACh pulmonaire, les
cellules épithéliales, les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes et méme les
cellules musculaires lisses expriment 1’acétylcholine transférase (AChT), enzyme
responsable de la synthése d’ACh (Wessler et al, 1998). La libération de 1’ACh par les
cellules épithéliales est augmente sous I’effet des médiateurs inflammatoires. Ceci pourrait
étre un mécanisme important de la contribution de I’ACh extraneuronale dans
I’obstruction des voies aériennes périphériques ayant rapport avec la maladie BPCO. Par
ailleurs ’ACh est impliqgué dans le remodelage des voies aériennes associe avec

I’inflammation chronique (Gosens et al, 2004a).
2.5.1.1. Récepteurs muscariniques

Les récepteurs muscariniques appartiennent a la superfamille des récepteurs a 7
domaines transmembranaires. Il existe 5 différents récepteurs (M1, M2, M3, M4 et M5)
qui possedent tous des fonctions bien distinctes (Caulfield et Birdsall, 1998). De
nombreuses cellules possédent ce type de récepteur pour I’ACh a leur surface, tant les
cellules neuronales que les cellules non-neuronales telles que les macrophages, les

lymphocytes, les mastocytes, les muscles lisses ou les cellules épithéliales (Koyama et al,
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1992). Dans les voies respiratoires, 3 sous-types de récepteurs muscariniques ont été
identifies, M2 et M3 sur les muscles lisses et les M1 et M2 sur les ganglions et les nerfs
parasympathiques (Van koppen et al, 1987 ; Barnes, 1993). Le schéma classique de la
localisation de chaque sous-type de récepteur et de sa fonction dans la régulation de tonus
bronchique est montré dans la figurel6. La neurotransmission cholinergique au niveau des
ganglions parasympathiques est régulée par les récepteurs nicotiniques en conjonction avec
les récepteurs M1 (Bernheim et al, 1992 ; Barnes, 2004b). Au niveau des terminaisons
nerveuses parasympathique, la libération d’ACh est régulée par les récepteurs M2
fonctionnant en un mode d’auto-feedback inhibiteur qui prévient la libération
supplémentaire d’ACh  (Fryer et al, 1998 ; Racke et al, 2004). Sur le muscle lisse
bronchique, les récepteurs M2 couplés a la protéine Gai fonctionnent en inhibant la
synthese et I’accumulation de I’AMPc selon un mode qui s’oppose a la voie de relaxation
médiée par les récepteurs p2-adrénorécepteurs (Figure 17). Les récepteurs M3 sont les
seuls impliqués dans la contraction des muscles lisses bronchiques et dans la production de
mucus en réponse a I’acétylcholine (Roffel et al, 1990 ; Barnes, 2004b). Les agonistes des
récepteurs muscariniques induisent la contraction bronchique via deux voies: Ca*
dépendante et Ca"-indépendante (Figure 18, Gosens et al, 2006). La liaison de
I’acétylcholine aux récepteurs M3, couplés a la protéine hétéro-trimére Gq est suivie par la
dissociation de cette derniére en libérant la sous-unité o active. Cette derniére stimule la
phospholipase C qui a son tour catalyse la dégradation de phosphatidylinositol 4,5
diphosphate (PIP2) membranaire en deux messagers intracellulaires le diacylglycérol
(DAG) et inositol 1, 4,3 triphosphate (IP3). L’IP3 induit la libération de Ca*? des stocks
internes de réticulum endoplasmique (RE). Via le CD38, dont le mécanisme de
contraction n’est pas encore été éclairci, le récepteur M3 contribue a la production
d’ADPc-ribose et la libération de Ca* des stocks internes de RE via les canaux de
récepteur ryanodine (Deshpande et al, 2005). L’¢lévation du calcium cytosolique
déclenche la contraction bronchique en se liant a la protéine calmoduline (CaM) dont le
complexe CaM-Ca*? active la chaine légére de la myosine kinase (CLMK). La CLMK
phosphoryle la chaine légere régulatrice de la myosine de 20 KDa (CLMyy).
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Ganglionic M,mAChRs:
Facilitate neurotransmission

Neuronal
M,mAChRs:
Limits further
ACh release

M,mAChRs on airway muscle: I "
Contraction of airway smooth muscle| 4

M,mAChRs on airway muscle:
Counteract airway muscle relaxation

Figure 16 : Regulation cholinergique du tonus bronchique (Belmonte, 2005).

I M, muscarinic receptor I | P, adrenergic receptor I

Figure 17 : Fonctionnement de récepteur M2 sur le muscle lisse bronchique (Belmonte,
2005).

Le niveau de phosphorylation de la CLM est aussi contr6lé par les voies qui
inhibent la chaine légére de la myosine phosphatase (CLMP), et améliore ainsi la
sensibilité au Ca™. Le DAG dérivé de activité catalytique PLC active la protéine kinase
C (PKC), conduisant a la phosphorylation de la CPI-17 et I’inhibition de la MLCP en aval.
La voie Rho-kinase, activé par le monomeére de la protéine G Rho-A, phosphoryle la
CPI-17 et inhibe directement la CLMP (Gosens et al, 2004b). Cette méme voie de
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signalisation intracellulaire, déclenchant la réponse contractile sur le muscle bronchique,

est induite avec d’autres agonistes contractiles tel que 1’histamine via son récepteur H1

(Hall, 2000).
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Figure 18 : Voie centrale de la contraction de muscle lisse bronchique médiée par les

récepteurs muscariniques (Gosens et al, 2006).

2.5.1.2. Récepteurs p2-adrénergiques

Les récepteurs B-adrénergiques sont exprimés sur les muscles lisses des voies
respiratoires et provoquent une bronchodilatation lorsqu’ils sont activés (Johnson, 1998).
Ces récepteurs sont associés a I’adenylate cyclase via la protéine G stimulatrice (Gs). La
liaison des agonistes p2-adrénergiques est accompagnee par la dissociation de la sous-unité
a des sous-unites Py de la Gs. La Gsa est capable d’activer 1’adénylate cyclase (AC) qui a
son tour catalyse la dégradation de I’adénosine triphosphate (ATP) en adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). L’AMPc active la protéine kinase A impliquée dans la

phosphorylation des cibles clé conduisant a la relaxation (Figure 19 ; Hall, 2000).

Le role physiologique des récepteurs B-adrénergiques chez les sujets BPCO reste
cependant a clarifier. Il a été rapporté que la présence d’IL-1p et de TGF-f dans les voies
aériennes des BPCO contribuent a la sous-régulation de la fonction des récepteurs
B-adrénergiques par la réduction de ’accumulation de I’AMPc via la modulation de la
sous-unité Gsi ou I’augmentation de I’activité des enzymes phosphodiestérases (PDE) qui

dégrade I’AMPc (Freyer et al, 2004).
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Figure 19 : Fonctionnement des récepteurs p-adrénergiques (Hall, 2000).
2.5.2. Dysfonction de la voie cholinergique

Chez les patients BPCO, I’activité parasympathique est augmentée dans les voies
aériennes enflammées (Gross et al, 1984 ; Belmonte, 2005). L’augmentation de ’activité
parasympathique est responsable en grande partie de I’hyperréactivité du tonus bronchique.
Deux mécanismes traduisent la perturbation du contréle  muscarinique de tonus

bronchique (Gosens et al, 2006).

» L’augmentation de I’expression et de la fonction des molécules de signalisation de

la voie contractile ;

» libération accrue de I’ACh neuronal due a une perte du contréle neuronal associée

a une inflammation.

L’histamine et 1’acétylcholine sont les agonistes contractiles les plus impliqués dans la
bronchoconstriction associée avec la BPCO. Les observations cliniques et expérimentales
récentes ont pu mettre en évidence  Defficacité thérapeutique  des drogues
anticholinergiques, en plus de leur effet bronchodilatateur, ils réduisent le remodelage des
voies respiratoires et le déclin de la fonction pulmonaire (Gosens et al, 2006). Dans les
biopsies bronchiques des patients BPCO, les basophiles et les mastocytes ont été trouveés
en abondance (Grashoff et al, 1997 ; Pesci et al, 1994). Une étude sur les bronches
humaines a montré que I’histamine stimule directement le nerf vague en augmentant la
libération d’acétylcholine et que la contraction histamine-induite est médiée partiellement

par I’acétylcholine (Aizawa et al, 2000). Par ailleurs la fumée de cigarette, et plusieurs
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médiateurs inflammatoires, incluant les takykinines, histamine, bradykinines et
prostaglandines, facilitent la neurotransmission ganglionnaire d’acétylcholine (Myers,
2001, Coulson et Fryer, 2003). La dégranulation des mastocytes est activement prononcée
chez les patients avec une bronchite chronique (Pesci et al, 1994). La synthese
d’acétylcholine par les cellules épithéliale est augmentée par les médiateurs inflammatoire
tel le TNF-a (Figure 20). La constriction muscarinique des voies périphériques,
dépourvues d’innervation cholinergique, caractérisant la BPCO pourrait s’expliquer par ce
mécanisme (Barnes, 2004b). D’autre part, un role d’un médiateur inflammatoire est
¢galement attribu¢ a [Dacétylcholine. Des études fonctionnelles ont montré que
I’acétylcholine a son tour induit la libération de leucotriénnes B4 en quantité significative
et active la voie MAP kinase p42/p44 dans les cellules des expectorations des patients
BPCO (Profita et al, 2005). L’activité chimiotactique des éosinophiles, monocytes et des

neutrophiles est aussi augmentée en réponse a 1’acétylcholine (Koyama et al, 1992).

Plusieurs études ont démontré, Invitro et sur des modeles animaux asthmatiques
et BPCO, que les cytokines pro-inflammatoire tels que TNF-a, IL-13 et IFN-y ou Ia
fumée de cigarette augmentent 1’expression et la fonction des molécules de la voie
contractile Ca**-indépendante ; Rho-A, CPI-17 et CD38 (Deshpande et al, 2004, Tliba et al,
2004 ; Sakai et al, 2004 ; Sakai et al, 2005).

Dans des modeles expérimentaux (animal et humain) de provocation antigénique,
d’infection virale et d’exposition a 1’ozone, aucun changement n’a été observé soit au
niveau de I’activité ou de la quantité des récepteurs M1 et M3 (Belmonte, 2005 et Gosens
et al, 2006). Il y’a par contre de nombreuses études qui font état d’une dysfonction du
récepteur M2 dans ces modeéles (Jacoby et al, 1993 ; Yost et al, 1999 ; Seemungal et al,
2001, Belmonte, 2005). Ces conditions induisent la dysfonction des récepteurs M2 via le
recrutement des éosinophiles vers les nerfs des voies respiratoires et secrétent une protéine
basique majeure exerce un antagonisme allostérique au niveau du récepteur M2 (Jacoby et
al, 1993). Les infections virales induisent la dysfonction des récepteurs M2 via le clivage
de la portion glycosylé du récepteur M2 par la neuraminidase contenant dans le revétement
des virus (Seemungal et al, 2001). De nombreuses études ont démontré que 1’infection
virale chronique et le stress oxydatif sont les deux facteurs siégeant dans les poumons des
patients atteints de la BPCO (Barnes, 2000 a). Cette dysfonction du récepteur M2 conduit

a une augmentation de la libération d’ACh, qui elle, induit I’hyperréactivité dans ces
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modeles (Belmonte, 2005). L hyperréactivité bronchique au méthacholine ou a I’histamine

est aussi observée chez les patients avec la BPCO (Willemse et al, 2004).
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Figure 20 : La constriction muscarinique des voies périphériques en réponse au stimulus
inflammatoire, TNF-a (Barnes, 2004).
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CHAPITRE |11

3. FLAVONOIDES

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composeés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Les flavonoides sont considérés comme des micronutriments
importants puisqu’ils possédent des propriétés biologiques diverses que nous présenterons

dans cette partie de la these.
3.1. Structure chimique et classification

De nos jours, plus de 6000 flavonoides ont été identifiés. Ainsi, nous en absorbons
chaque fois que nous consommons un aliment d’origine végétale. Ils ont une origine
biosynthétigue commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en Cg (A et
B), relies par une chaine en C3 (Figure 21) (Bruneton, 1999). Structuralement, les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes
sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins. Les composés de
chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants
(groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et
la chaine en C; intermédiaire (Figure 21). A I’état naturel, on trouve trés souvent les
flavonoides sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont
alors glycosylés. La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone (Harbone
et Williams, 2000).

Figure 21 : Squelette de base des flavonoides (Rice-Evans et al, 1996).
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3.2. Distribution et localisation

Les flavonoides sont largement abondants dans les Iégumes feuilles (salade, choux,
épinards, etc), ainsi que dans les téguments externes des fruits (Tableau 1). Recemment,
de nombreux travaux ont montré que certains fruits et Iégumes sont trés riches en flavonols,
flavones, isoflavones et flavanones (Justen, 1998; Crozier, 1997). Le monde animal est lui
aussi concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la chrysine, de la quercétine,
et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces insectes les synthétisent a partir des
sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau, I’aulne, le sapin, et les

modifient grace a leurs enzymes salivaires (Havesteen, 2002).
3.3. Propriétés des flavonoides

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des
plantes et notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante
exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais
une étape fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides,
en repoussant certains insectes par leur godt désagréable, peuvent jouer un role dans la
protection des plantes (Moyano et al, 1996). Certains d’entre eux jouent également un réle
de phytoalexines, c’est a dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité
pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Picman
et al, 1995).

Par ailleurs, les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la
découverte de la vitamine C par Szent Gyorgyi (Prix Nobel, 1937), qui a constaté que les
symptomes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilit¢ ou I’hyperperméabilité des
vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron, alors que 1’acide
ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que la fraction active
était de nature flavonoique. Cette action a été appelée propriété vitaminique P (P étant la

premiere lettre du mot perméabilite).

Malgré ces premiers résultats prometteurs, les recherches ne permirent pas ensuite
d’attribuer un role essentiel aux divers polyphénols du monde végétal. A partir des années
quatre-vingts, c’est la découverte du role des radicaux libres dans les processus
pathologiques qui a relancé ’intérét pour ces molécules dont les propriétés antioxydantes

sont trés marquées.
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Tableau 1: Sources alimentaires des flavonoides (Havesteen, 2002)

Flavonoides Aliments

Flavanones

o Naringénine Fruits du genre citrus

Flavones

e Chrysine Peau des fruits,

e Apigénine Persil, thym, romarin, celeri

e Lutéoline Céleri, persil

Flavanols

o Kaempférol Radis, Brocoli, Thé noir

e Quercétine Oignon, Pomme, Olive, Tomate

e Myricétine Canneberge

Isoflavones

o Génistéine Soja, Haricots verts, Haricots noirs et
— Pois

e Daidzeine

Flavan-3-ols

e Epicatéchine Thé noir, Thé vert

e Catéchine Cassis, Myrtilles

Anthocyanidols

e Cyanidol Raisins, Fraises, cassis

e Malvidol Framboises, fraises

e Apigénidol
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3.3.1. Activités biologiques des flavonoides
3.3.1.1. Activité antioxydante

D’apres Halliwell (1994), les mécanismes de ’action d’un antioxydant peuvent

comprendre :
(i) Le piégeage direct des EOA (effet scavenger).

(i) L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la
production des EOA.

(iii) La protection des systémes de défense antioxydants.
¢ Inhibition enzymatique

Les différents points qui ressortent de 1’étude de Cos et collaborateurs (Cos et al,
1998) qui ont mesuré ’activité d’une trentaine de flavonoides sur la production d’acide
urique, un produit de la réaction enzymatique xanthine oxydase-xanthine, sont : Seuls les
flavonols et les flavones ont la capacité a inactiver I’enzyme. Ceci montre I’importance de
la double liaison C,-C3 dans I’inhibition de la xanthine oxydase. D’autres études ont
montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d'autres enzymes responsables
de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase
(Landolfi, 1984), NADPH oxydase, enzyme clé de la flambée respiratoire et la MPO
(Winterbourn, 1985). 1l s’agit des flavonoides saturés en position C,-C3, comportant une
fonction cétone en C, et des groupements hydroxyles en Cj3', C4' et Cs'. Les flavonoides
glycosylés ont des activités inférieures a celles des composés non glycosylés. Par exemple,

la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine (Cos et al. 1998).
e Chélation des ions métalliques

Les ions du fer (Fe?*) et du cuivre (Cu®) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. lls peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des
cofacteurs des différentes enzymes du systéeme de défense antioxydant, par exemple, Fe
pour la catalase, et Cu et Zn pour la superoxyde dismutase. Mais ils sont aussi responsables
de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la

réaction suivante:

H,0, + Fe*" ou Cu* = "OH + "OH+ Fe** (Cu®”
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Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques (Morris
et al, 1995 ; Brown et al, 1998). Les études menées par Van Acker et ses collaborateurs

(1996) ont montré que cette chélation nécéssite (Figure 22):
(i) un noyau catéchol sur le cycle B,
(i1) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C,

(iii) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C.
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Figure 22: Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques Me""
(Van Acker, 1996).

e Piégeage des radicaux libres

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans
plusieurs études afin de déterminer les ¢léments majeurs de I’activité antioxydante. A
cause de leurs faibles potentiels redox (Jovanovic et al, 1994 ; Jovanovic et al, 1998), les
flavonoides (FL-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres

oxydants par transfert d’hydrogene :
FL-OH + R* = FL-O"+ RH Ou R’ radical libre oxydant.

Le radical flavonoxy (FL-O) peut réagir avec un autre radical pour former une
structure quinone stable (Figure 23). En outre, le radical flavonoxy peut interagir avec
I’oxygene pour donner une quinone et un anion superoxyde. Cette réaction est responsable
d’un effet prooxydant indésirable des flavonoides. Nous constatons que la capacité des
flavonoides d’agir comme antioxydants dépend non seulement du potentiel redox du

couple FL-O: / FL-OH mais aussi de la réactivité du radical flavonoxy.
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Figure 23 : Piegeage des EOA (R:) par les flavonoides (Jovanovic et al, 1998).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacité a pieger les radicaux libres (Winterbourn, 1985 ; Jovanovic et
al, 1994 ; Van Acker et al, 1996 ; Rice-Evans et al,, 1996; Cao et al,1997 ; Cos et al, 1998 ;
Pietta, 2000). En analysant les résultats concernant la capacité des flavonoides a piéger les
radicaux libres, la communauté scientifique a pu conclure que les composés les plus actifs

sont ceux qui combinent les trois critéres suivants (Figure 24):

e La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confére la

stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons ;
e La double liaison C,-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo
e La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C,-Cs ;

A titre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces criteres et par conséquent, elle est le

composé le plus actif de la famille des flavonoides.
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Figure 24 : Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides.
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3.3.1.2. Activités anti-inflammatoires

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des
propriétés anti-inflammatoires (Da Silva et al, 1994 ; Galati et al, 1994 ; Read, 1995) et
qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire (Middleton ,
1996). Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B
et T (Mookerjee et al, 1986 ; Namgoong et al, 1994). Cet effet des flavonoides sur les
lymphocytes B ou T peut étre variable: en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3°,4°
hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la
prolifération des lymphocytes T alors que seule la myricétine est active sur les
lymphocytes B. L’explication est encore inconnue. L’effet antiprolifératif des flavonoides
pourraient s’expliquer par leur capacité a inhiber 1’activité de certaines protéines kinases
(protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase) (Mookerjee et al, 1986 ; Namgoong et al,
1994). Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine
des basophiles et des mastocytes (Middleton et Drzewiecki, 1984). Sous I’action de la
cyclooxygénase et la lipooxygénase, 1’acide arachidonique se métabolise respectivement
en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénoménes inflammatoires.
Landolfi et son groupe (1984) ont montré que certains flavonoides sont capables de
modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les plaquettes. Ils ont méme
rapporté que les effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes
concentrations, ils inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles
concentrations, seule la lipooxygénase est affectée.

3.3.1.3. Effet antispasmodique

Les flavonoides sont capables d’agir comme des agents anti-spasmodiques via la
relaxation de muscle lisse (Duarte et al, 1993a). La génisteine et la quercetine sont
susceptibles d’atténuer la contraction anaphylactique antigéne-induite sur les voies
aériennes  des cochons d’inde (Macander, 1986 ; Tsang et Fred Wong, 2000). La
baicaleine, un puissant inhibiteur de la lipooxygénase, réduit fortement la contraction des
artéres en réponse a 1’angiotensine II mais non a la norepinephrine (Stern et al, 1989). Par
ailleurs, la réponse contractile de muscle lisse des rats aux divers agonistes contractiles
comme KCI, Ca** et PMA, est inhibée par la quercétine d’'une manicre concentration-
dépendante (Duarte et al, 1993b). Les travaux récents ont rapportés que la quercétine et ses
dérivés éther, méthyles et glycosylés ainsi que la génisteine exercent une action broncho-

dilatatrice sur plusieurs préparations bronchiales et trachéales des rats, des chiens et des
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cochons d’inde (Abu-Niaaj et al, 1993 ; Ko et al, 2002 ; Ko et al, 2003 ; Lin et al, 2007).
Bien qu’a présent le mécanisme d’action des ces flavonoides sur la contractilit¢ du muscle
lisse est encore mal compris mais il pourrait s’expliquer par une interférence avec la

mobilisation du Ca*".
3.4. Flavonoides et voies de signalisation

L’activité des flavonoides a cependant été demontré dans de nombreuses fonctions :
anti-inflammatoire, anti-oxydantes, anti-allergiques, anti-spasmogéne, hépatoprotectrices,
anti-thrombotiques, anti-virales, anti-carcinogénes et méme anti-dge (Havsteen, 2002).
Cependant, les mécanismes d’action des flavonoides restent pour 1’essentiel mal compris
(Middleton et al, 2000). Ainsi, on ne sait pas ni comment ils rentrent dans la cellule ni si
ces molécules peuvent s’accumuler dans des organites cellulaires. Leurs effets étant tres
variés, de nombreux sites d’action ont été mis en évidence. Cependant, pour I’essentiel des

travaux, les voies de signalisation des flavonoides ont été jusqu’a présent peu étudiées.

e Action sur les kinases : les kinases sont des enzymes intervenant dans de multiple
voies de signalisation. Ainsi, la protéine kinase C (PKC) participe notamment au
processus inflammatoire, au processus sécrétoire ainsi qu’a la contraction du muscle lisse
et a la fonction lymphocytaire (Nishizuka, 1995). Cette enzyme est inhibée par la
quercétine, la fisétine et la lutéoline (Ferriola et al, 1989). La quercétine agit comme un
substrat compétitif de ’ATP et GTP. Dans plusieurs types de cellules, la myosine kinase
catalyse la phosphorylation de la chaine lIégere de la myosine. Cette kinase est essentielle
au développement de la tension contractile du muscle lisse ainsi qu’a la migration et a la
mobilisation des autres cellules. Cette myosine kinase est puissamment inhibée par les
composés flavonoiques ayant une double liaison C,-C;3 et avec deux des trois cycles
aromatiques polyhydroxylés notamment le kaempférol et la quercetine (Rogers et
Williams, 1989 ; Jinsart et al, 1991). Les protéines tyrosine kinases (PTK) sont impliquées
dans de nombreuses voies de signalisation comme la régulation, la transformation,
croissance et contraction cellulaire, I’expression des genes, le déplacement et I’adhésion
cellulaire (Taniguchi et al, 1995). La génistéine (Akiyama et al, 1987) et la quercétine

(Srivastava, 1985) inhibent ces enzymes.
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e Action sur la phospholipase A, (PLA;) : la PLA; un des principaux médiateurs
intra- et extracellulaire de I’inflammation. L’action de la PLA; sur les phospholipides
membranaires libére 1’acide arachidonique (Pruzanski et Vadas, 1991). La quercétine est

un inhibiteur de la PLA; des leucocytes humains et de lapin (Lee et al, 1982 ).

e Action sur les ATPases: la quercétine inhibe la calcium-ATPase en agissant

comme un inhibiteur compétitif de I’ATP (Murakami et al, 1992).

e Action sur les lipoxygénases et les cyclo-oxygénases: la quercétine est un
inhibiteur efficace de la lipoxygénase-12 (Rao et al, 1985). La quercétine et certains de
ses dérivés inhibent ’activité et I’expression COX-2 (O’leary et al, 2004).

e Action sur les phosphodiestérases (PDE) : de nombreux flavonoides inhibent la
PDE de diverses origines cellulaires (Beretz et al, 1986 ; Ko et al, 2004). Il est a noter
que cette enzyme dégrade nucléotides cycliques (AMPc et GMPc) qui sont impliqués dans
de nombreux mécanismes cellulaires (division cellulaire, contraction des muscles lisses,

sécrétions, immunité, agrégation plaquettaire...).

o Action sur le facteur de transcription nucléaire (NF-«kB) : Dans le cytoplasme, le
NF-kB est inactivé par le biais de son association avec une protéine inhibitrice 1xB. La
phosphorylation de cette derniere kB est accompagnée par 1’activation et la translocation
de facteur NF-xB vers le noyau. Des travaux ont mis en évidence 1’effet de la quercétine
(Nair et al, 2006) et la génistéine (Kang et al, 2001) sur la translocation nucléaire de NF-

kB en inhibant éventuellement la phosphorylation de la protéine 1xB.
3.5. Biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides présentent ainsi des propriétés thérapeutiques bénéfiques.
Cependant la qualité nutritionnelle et les effets systémiques des flavonoides dépendent de
leur absorption au niveau du tractus digestif. Peu d’études systématiques ont été menées
sur la pharmacocinétique des flavonoides chez L’homme. Toutefois, d’apres des
expériences menées sur des flavonoides provenant de 1’alimentation, il apparait que leur
absorption est faible et implique des mécanismes encore mal connus (Hollman et al, 1997 ;
Spencer et al, 2004 ; Manach et al, 2004). Seuls les aglycones sont supposées étre
absorbables, alors que les glycosides, comme la rutine, doivent subir I’hydrolyse de leur
liaison osidique par I’action de la microflore intestinale pour étre absorbés au niveau du
colon (Hollman et Katan, 1998). Les aglycones ainsi formeés subissent une O-méthylation
ou une sulfonation (Hollman et al, 1997 ; Walle, 2000). Les principaux sites de
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métabolisme sont la flore intestinale et le foie. Les métabolites, glucuro- et sulfoconjugués
des flavonoides absorbés sont éliminés principalement par la bile, I’excrétion urinaire ne

représentant que 3 a 6 % de 1’élimination totale.

La quantité et la nature des flavonoides apportés par I’alimentation varient selon les
pays. La consommation journaliére en flavonoides atteints 1 g / jour aux USA (Sampson
et al, 2002), 23 mg / jour aux Pays-Bas (Hertog et al, 1993) et jusqu’a 35 g/ jour chez la
population asiatique (Kimira et al, 1998). La quantité de flavonoides apportés dans le
régime méditerranéen doit étre trés élevée, ce régime étant riche en huile d’olive, et en
agrumes et végétaux divers. Ces quantités pourraient se traduire par des concentrations
plasmatiques et tissulaires significatives (Lee et al, 1995 ; Manach et al, 2003 ; Watanabe
et al, 1998 ; King et Bursill, 1998). De toute facon, quelque soit le pays, les apports
alimentaires en flavonoides depassent largement celle de la vitamine E et du béta-caroténe
qui avoisinent le milligramme par jour (Middleton et al, 2000).
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OBJECTIFS ET CONDUITE DE TRAVAIL

Actuellement, il est devenu évident que la broncho-pneumopathie chronique
obstructive (BPCO) est une affection respiratoire caractérisée par une inflammation
chronique responsable de nombreux changements physiopathologiques au niveau des voies
aériennes. Aucun des traitements disponibles n'est a présent capable de modifier le déclin
a long terme de la fonction pulmonaire. La recherche de substances capables de combattre
sur plusieurs fronts la maladie BPCO est l'une des préoccupations majeures de la
communauté médicale. Les effets pléiotropies attribues aux flavonoides ont fait de ces
derniers  les meilleures candidats pour  rechercher a  valoriser leurs effets

pharmacologiques pulmonaires

L’objectif général de ce travail de thése était d’évaluer 1’intérét thérapeutique des
polyphénols, en vue de prévenir et/ ou de limiter I’évolution de certains désordres affectant

le tractus respiratoire dans la maladie BPCO.
Le travail de cette thése comporte en trois parties :
1. Etude invitro sur un modele acellulaire:

e Etude de I’effet scavenger 'piégeur' de la quercétine sur 1I’HOCI par la

chimiluminescence ;

e Comparaison des profils de ’effet scavenger des flavonols (quercétine,
rutine, kaempfeérol et myrecitine) sur I’HOCI pour évaluer la relation structure-activité des

Flavonols ;

e Evaluation de I’effet scavenger de la quercétine sur I’HOCI par comparaison
avec des substances connues par leurs propriétés antioxydantes ; taurine, vitamine C et
N-acétyl-L-Cysteine (NAC).

2. Etude sur un modele de culture a court terme du parenchyme pulmonaire humain.

Sur ce modele, qui imite certains aspects de 1I’inflammation caractérisant la BPCO,
nous avons caracterisé la potentialité anti-inflammatoire de la quercétine et de la génistéine

sur la production des cytokines pro-inflammatoires : TNF-o, IL-8 et MIP-1  par :
e Les fragments du parenchyme pulmonaire cultivés sans LPS.

e Les fragments du parenchyme pulmonaire cultivés en présence du LPS

-54 -



3. Etude fonctionnelle de la réactivité des bronches humaines dans des cuves a

organes isolés.

e Evaluation de la capacité de la génistéine et de la quercétine sur la réactivité

bronchique induite sur la base de leur effet bronchorelaxant.

e Mise au point le mode d’action de la génistéine et de la quercétine sur les
deux principaux seconds messagers impliqués dans la régulation de la réponse contractile :
AMPc et Ca™".
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4. MATERIELS

4.1. Réactifs

La plupart des réactifs utilisés dans cette étude proviennent de Sigma (Paris,
France). Kaempférol, myricétine, quercétine, rutine, N-acetyl-L-cysteine (NAC), taurine,
et naringinase proviennent de Fluka (Chemikalien GmbH Buchs, Suisse), le luminol de La
Roche (Mannheim, Allemagne). Les kits ELISA (TNF-a, IL-8 et MIP-1pB) proviennent de
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Isoprénaline, formotérol, théophyline (PCH,
Paris, France); LPS (E.coli Serotype 0111 :B4) provient de Sigma (Paris, France) et
acetylcholine, histamine (Glaxo, Paris, France).

La solution stock du luminol est préparée dans le tampon phosphate de sodium,
PBS (10 mM), contenant du NaCl (140 mM) pH 7,4. La solution stock du NaOCI est

préparée quotidiennement dans I’eau distillée et sa concentration est déterminée spectro-
photométriquement en utilisant €,90 = 350M /cm a pH 12 (Morris, 1966). Les solutions

stocks des flavonoides sont préparées dans 1’éthanol pour 1’étude de 1’effet scavenger et
dans diméthylsulfoxyde (DMSO) pour ’étude de I’effet des flavonoides sur les tissus
humains. Les autres solutions sont préparées dans le tampon PBS ou dans ’eau distillée
et conservées a 4 °C. Les kits ELISA sont préparés selon le protocole de R&D Systems et

stockeés entre -20°C a -70°C pour plus de 6 mois.
4.2. Matériel biologique

Les tissus pulmonaires humains, bronches et parenchyme, ont été issus de piéces
opératoires de lobectomie ou de pneumonectomie des patients opérés essentiellement pour
cancer broncho-pulmonaire (Hopital Foch, Suresnes, Paris). Les conditions de recueil des
tissus ont été approuvées par le comité consultatif pour la protection des personnes
participant & la recherche biomédicale de Versailles, France. Le tissu pulmonaire est
prélevé en zone macroscopique saine a distance de la tumeur et acheminé immédiatement
au laboratoire. Les bronches humaines sont mises dans une solution de Krebs et le
parenchyme pulmonaire dans un milieu de culture RPMI 1640 stérile supplémenté en

antibiotiques (100pg/ml de streptomycine et 100 U/ml de pénicilline).
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4.3. Structures chimiques des flavonoides utilisés au cours de cette étude

OH OH
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5. METHODES

5.1. Mesure de la chimiluminescence luminol-dépendante induite par
I’HOCI

La luminescence est la propriété qu'ont certaines substances de restituer sous forme
de photons d'énergie q=hv d'origine non thermique une partie de 1'énergie absorbée au
cours d'une excitation. 1l s'agit donc de la désactivation d'une molécule excitée vers un état
énergétiqgue moins élevé. Dans notre cas, le marqueur de luminescence est de type
chimique (Luminol) d’ou la chimiluminescence. Les mesures de la chimiluminescence
sont effectuées, selon la méthode d’Arnhold et collaborateurs (1993) par un luminometre

Microlumat LB 96.
5.1.1. Effet scavenger des flavonols sur ’HOCI

Les substances a tester sont préincubées en présence du luminol dans le tampon
PBS a pH 7,4. Ensuite, 50 pl du NaOCI sont injectés dans un volume final de 225 pl. La
concentration finale du luminol et du NaOCI étant de 10™° M et 2,5x10° M, respectivement.
Toutes les mesures sont répétées au moins trois fois a 37 °C. Le nombre de photons est

compté durant les 10 secondes qui suivent I’injection du NaOCl.
5.1.2. Traitement de la rutine par naringinase

La solution de la rutine est tout d’abord ajustée a pH 4 avec 1’acide ortho-
phosphorique, ensuite la naringinase (2 mg/ml d’une solution stock 10 fois concentré dans
I’eau distillée) est ajoutée, pour libérer le squelette O-rhamnoglucosyl de la rutine par
clivage de la liaison osidique. Le mélange réactionnel et en paralléle avec la solution de la
rutine non traitée est incubé a 37°C pour 90 min. Apres hydrolyse, le pH est amené a 7,4.
L’échantillon est testé pour I’oxydation du luminol HOCI-induite comme précédemment

décrit.
5.2. Etude de Pactivité anti-inflammatoire des flavonoides

5.2.1. Culture a court terme du parenchyme pulmonaire

Le parenchyme pulmonaire est découpé sous hotte stérile en petits fragments
homogeénes d’environ 30 a 40 mg dans le milieu RPMI 1640 supplémenté en antibiotiques.
Afin d’¢liminer les éventuelles cellules sanguines ainsi que les médiateurs libérés lors de la

phase initiale de la préparation, les fragments de parenchyme étaient lavés et filtrés trois
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fois dans des tubes stérile contenant 25 ml de milieu de culture supplémenté en
antibiotiques. Pour limiter les conséquences du stress tissulaire provoqueé par la dissection
des tissus et faciliter la réalisation des expériences, les fragments de parenchyme sont

laisses une nuit a 5°C entre leur préparation et leur mise en culture (Risse, 2006).

En fonction de la quantité de tissu disponible, 6 a 9 fragments du parenchyme humain
étaient repartis stérilement de maniere a obtenir une quantité de tissu approximativement
égale et homogene dans chaque puits. Le volume de milieu de culture (RPMI 1640
supplémenté en antibiotiques) est fixé a 5 ml par puits. Les plaques de culture cellulaire a 6
puits, dont trois puits contiennent les fragments du parenchyme et trois autres les milieux
de culture seuls, ont été incubées dans un incubateur thermostaté a 37 °C en présence de
CO,, Apres une heure de stabilisation, les fragments de tissu étaient transférés dans des
puits contenant le milieu de culture a I’aide de pinces stériles afin de s’assurer du

renouvellement complet du milieu de culture.
5.2.2. Préparation des surnageants de parenchyme humain cultivé

Le potentiel anti-inflammatoire de différents flavonoides, genisteine, daidzeine,
quercetine et rutine & des concentrations allant de 3x10° & 10™M, a été évalué aprés 4 et 24
heures d’incubation des fragments de parenchyme humain en absence ou en présence de
1 pg/ml de lipopolysaccharide (LPS), (Figure 25). A la fin d’incubation, les milieux de
culture sont collectés puis centrifugés (5 min & 3000 tours.min™) pour éliminer les
éventuelles cellules en suspension. Les surnageants récupérés sont repartis en aliquotes et
congelés a -80 °C jusqu’a leur utilisation. Tous les fragments ont été séchés entre deux
compresses pour étre pesés afin de rapporter les concentrations des cytokines mesurées

dans les surnageants de culture au poids de tissu exprimé en mg.
5.2.3. Quantification de cytokines produites dans le milieu de culture

Dans cette partie expérimentale, les cytokines inflammatoires choisis pour le
dosage sont: le tumor necrosis factor- alpha (TNF-a), I’interleukine-8 (IL-8) et le
macrophage inflammatory protein -1 béta (MIP-1p). Le choix de ces cytokines est basé sur
leur réle dans la physiopathologie de la réaction inflammatoire bronchopulmonaire de la
BPCO. La quantification des cytokines dans les surnageants de 4 et 24 heures a 1’état basal
et stimulé est réalisee par la technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant Assay)
sandwich. Cette technique repose sur une réaction immuno-enzymatique faisant intervenir

un anticorps spécifique fixé sur un support (anticorps capteur), un prélévement biologique
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contenant éventuellement 1’antigéne complémentaire et un deuxieme anticorps spécifique
marqué par une enzyme transformant le substrat en produit coloré. La densité optique de
cette coloration sera proportionnelle a la quantité de ’antigéne a doser. Les dosages de
TNF-0, IL-8 et MIP-1B ont ét¢ effectués a partir des Kits Human Duoset, selon le
protocole standard décrit par le fournisseur : un anticorps capture est fixé au fond d’une
plaque de microtitration de 96 puits une nuit a température ambiante. Les puits sont ensuite
bloques a raison de 300 pl avec la sérum albumine bovine (BSA) 1% dans le PBS, pH 7.2-
7.4, pendant une heure a température ambiante. A la suite de cette étape, les échantillons
aprés dilutions appropriées sont ajoutés et incubés pendent deux heures a température
ambiante. Le complexe anticoprs-antigene est détecté par la suite avec un deuxiéme
anticorps spécifique de la cytokine a doser, biotinylé reconnu par la streptavidine
conjuguée a la peroxydase pendant deux heures a température ambiante. La révélation du
complexe formé est réalisée par I’ajout de deux substrats, le peroxyde d’hydrogene et le
tetramethylbenzidine. La transformation catalytique de ces substrats, pendant 20 minutes,
développe une coloration bleue et vire au jaune aprés 1’arrét de la réaction par 50 ul de
solution de H,SO,4 a 2N. La densité optique est mesurée a 450 nm avec un lecteur ELISA
(Labsystems Multiskan RD). Une courbe standard est incorporée dans 1’essai d’ELISA
sandwich en faisant une série de gamme de la cytokine standard de concentrations connues.
Il est a noter que chaque étape expérimentale est suivie par trois lavages avec PBS-
Tween20. La conversion de la densité optique en concentration correspondante est

effectuée par le logiciel Prism a partir d’une courbe de régression de la gamme standard.
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Figure 25: Protocole de I’étude de I’activité anti-inflammatoire des Flavonoides.

5.3. Etudes fonctionnelles de bronche humaine

5.3.1. Technique des cuves a organes isolés

Apres résection, les bronches humaines ont été disséquées et séparées du parenchyme
sous-jacent puis découpées en anneaux de diametre compris entre de 0,5 a 1 mm. Les
anneaux bronchiques étaient alors utilisées immédiatement pour les études fonctionnelles
ou conservées une nuit a 4°C dans une solution de Krebs aérée et de composition en mM :
118 NaCl, 5,4 KCl, 2,5 CaCl,, 1,2 KH,PO,, 1,2MgS0,, 25 NaHCOs3, 11,7 glucose. Aucune
différence fonctionnelle n’a été trouvée entre les bronches étudiées immédiatement et

celles conservés une nuit a 4 °C.

Les anneaux de bronches humaines ont été suspendus dans des cuves a organes
isolés contenant 5 ml de la solution de Krebs a 37 °C et oxygénée par du carbogeéne (95%
0,, 5 % CO;, ). La tension était mesurée isométriguement par une jauge de contrainte
(Gould UC3) connectée a un amplificateur (EMKA technologie) permettant un
enregistrement a 1’aide d’un logiciel informatique (IOX, EMKA). La tension était
initialement fixée a 2 g et apres 3 ringages séparés de 15 minutes, les segments de
bronches étaient laissés au repos pour une période d’équilibration d’une heure. Chaque
étude fonctionnelle de contractilité a été réalisée sur des segments provenant du méme

patient.
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Le protocole standard utilisé pour la plupart des expériences sur la réactivité
bronchique est le suivant : aprés une premicre période de stabilisation d’une heure durant
laquelle les segments de bronche sont lavés de maniére répétitive, les segments sont
précontractés avec une concentration supra-maximale de 3 mM d’un agoniste contractile,
I’acétylcholine (ACh). Aprés atteinte du plateau de la contraction maximale, les segments
de bronche humaine sont de nouveaux lavés 3 fois a 10 minutes d’intervalle afin d’induire
la relaxation des bronches jus qu’au tonus basal avant une deuxiéme période induite avec

une concentration supra-maximale de théophylline & 3 mM.
5.3.2. Etude de I’effet de flavonoides sur les bronches humaines précontractées

L’acétylcholine et I’histamine ont été choisies comme agents contractiles car ils
sont non seulement classiquement utilisés en pharmacologie pulmonaire mais sont aussi
deux agents broncho-constricteurs impliqués dans la contraction bronchique chez I’homme.
Aprés la deuxieme période d’équilibration, les courbes concentration-réponse aux
flavonoides genisteine, daidzeine, quercetine et rutine, sont obtenues sur la bronche
humaine precontractée de 50-60 % de la contraction maximale, par I’acétylcholine (10°M)
ou I’histamine (10°M). Les expériences préliminaires ont montré que de tels niveaux de
contraction sont obtenus avec de I’acétylcholine a 10® M et de I’histamine & 10°M.
Quand le plateau de contraction était atteint, les flavonoides et le solvant (préparation
contrble) utilisé pour dissoudre ces derniers, le DMSO, ont été ajoutés de fagon
cumulative toutes les 30 minutes environ, aprés obtention d’une réponse stable (plateau)
a la concentration précédente. La réponse a la théophylline (3mM) est prise comme valeur
de référence d’une relaxation maximale (100 %). Une seule courbe concentration-

relaxation est réalisée par préparation (Figure 26).
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Figure 26: Protocole d’étude de I’effet bronchorelaxant de flavonoides sur les bronches

humaines pré-contractées a I’histamine 10°°M et & ’acétylcholine 10°M.

5.3.3. Effet des flavonoides sur les courbes concentrations-réponses a I’isoprenaline,

au formotérol et au nitroprussiate de sodium

Ce protocole suit la procédure décrite précédemment (section 5.3.1), aprés une
précontraction a 1’acétylcholine (10® M) et Phistamine (10° M), des concentrations
croissantes d’agonistes béta-adrénergiques, isoprenaline (ISO) ou formotérol (For) ou de
nitroprussiate de sodium (SNP), un activateur de la voie GMPc, allant de 3x10® & 3x10™" M,
10™ & 107 M et 10°® & 3x10™ M respectivement, ont été ajoutées au bain de facon
cumulative pour obtenir une premiére courbe concentration-réponse. Aprés lavage et
stabilisation comme précédemment décrits, une deuxieme courbe concentration-réponse a
I’isoprenaline ou formotérol ou au sodium nitroprusside a été effectuée 30 min apres
incubation en présence des flavonoides, genisteine, daidzeine, quercetine, rutine ou un
volume équivalent en solvant (DMSO) & des concentrations fixées de 10°M et 3x10°M
(Figure 27).
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Figure 27 : Protocole d’étude de I’effet potentiel des flavonoides sur les courbes
concentration-réponse a I’isoprenaline, au formotérol et au nitroprussiate de

sodium sur les bronches humaines precontractées

5.3.4. Effets des flavonoides sur la contraction des bronches humaines induites par
KCl/CaCl,

Afin de tester 1’effet antagoniste calcique des flavonoides, 1’effet inhibiteur de ces
composés a été étudié sur la contraction induite par KCI (Foster et al, 1983) et sur la
contraction causée directement par le calcium extracellulaire (CaCl,) ajouté dans un
milieu dépolarisant. Ces protocoles suivent également la procédure déecrite dans la section
5.3.1. Apres la période d’équilibration, les bronches humaines sont incubées pendant 30
minutes en absence ou en présence de la genisteine, daidzeine, quercetine, rutine ou un
volume équivalent de DMSO a des concentrations fixées de 10 ® & 3x10™°> M avant I’ajout
cumulative de KCI (3,75 a 75 mM).

Les courbes concentration-réponse pour la contraction induite par CaCl, ont été
construites selon la procédure décrite par Advenier et collaborateurs (1984). Briévement, la
solution de Krebs normale est remplacée apres la contraction maximale a I’ACh (3 mM)
avec une solution de Krebs sans CaCl; et les segments de bronche humaine sont lavés de
manieres répetitives et équilibrés pendant une heure. Une incubation pendant 15 min en
présence de ImM de l’acide ethylenediaminetetraacétique (EDTA) permet d’épuiser le

milieu intracellulaire en calcium. Aprés de nouveaux lavages et équilibration pendant 1
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heure avec la solution de Krebs sans CaCl,, les préparations bronchiques sont incubées

dans une solution du Krebs sans CaCl, contenant 30 mM de KCI. Ces nouvelles conditions

sont nécessaires pour provoquer la dépolarisation des membranes et par conséquent

I’ouverture des canaux calcique voltage dépendants (les canaux de type L ou VOC). Juste

aprés cette étape, les anneaux de bronche humaine sont incubés pendant 30 min en

absence ou en présence de la genisteine, daidzeine, quercetine, rutine ou un volume

équivalent de DMSO & des concentrations fixes de 10°® & 10 M. Aprés cette incubation,

des concentrations croissantes (10° & 3x10™ M) de CaCl, ont été ajoutées au bain de fagon

cumulative et I’acétylcholine & 10°M est utilisée comme la dose finale dans cette gamme

(Figure 28).
Genisteine, Daidzeine
Sol. Krebs Quercetine, Rutine
ACh (3mM) Sans calcium Solvant (DMSO)
" EDTA + KCI (30 mM) (10 2 3x 10 M)
ontage
g (1 mM) ACh 10°M
Sol. Krebs Sol. Krebs Sol. Krebs
normale Sans calcium Sans calcium
60min ¥ 60 min 15 min 4 60 min 30 min T -
| Tem?)s
. Gamme de CaCl,
Rincage et (10°° 4 3x10° M)
Ringage et Stabilisation
Stabilisation

Figure 28 : Protocole d’étude de I’effet antagoniste des flavonoides sur les contractions

CaCl,-induites sur les bronches humaines isolées.
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6. ANALYSES DE RESULTATS

La luminescence totale émise est déterminée comme intégrale pour 10 s aprés
I’ajout du NaOCl et exprimée comme unit¢ de luminescence relative/s (Relative
Luminescence Unit/s: RLU/s). Les réponses de relaxation sont exprimées comme
pourcentages par rapport a la relaxation maximale induite par la théophylline (3 mM). Les
médiateurs inflammatoires dans les surnageants de culture sont exprimés en pg ou ng pour

100 mg de tissu pulmonaire.

Les parametres pharmacologiques, efficacité maximale (Emax), concentration
efficace (ECso), et puissance (pD2 ou -Log ECsg) sont déterminés a partir des courbes dose-
réponse. L’activité inhibitrice des substances pharmacologiques sur les contractions au
KCI et au CaCl, est exprimée comme pourcentage relatif a la contraction maximale induite
sur les préparations témoins par le KCI (75mM) et I’acétylcholine (10°M), respectivement.
La concentration inhibitrice 1Cs, la dose a laquelle 50% de la réponse luminescence,
contractile ou production de cytokines est inhibée, est estimé en utilisant une analyse par

régression linéaire.

Toutes les données sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard a la
moyenne (s.e.m). Les études comparatives entre les préparations témoins et traitées ont été
réalisées a 1’aide de t-test de Student. La présence d’une différence significative entre les
différentes sécrétions de tissu pulmonaire a été analysée par ANOVA a un seul facteur et
avec un test de comparaison multiple post-hoc de Dunnett (le logiciel GraphPad Prism).
Lorsque la probabilité est inférieure & 0.05 (P < 0.05), les différences sont considérées

comme statistiquement significatives.
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Résultats

7. EVALUATION DE L'EFFET SCAVENGER DE LA QUERCETINE SUR L'"HOCI

L'effet scavenger (piégeage) de la quercétine sur I'HOCI est étudié par
chimiluminescence luminol-dépendante. Il a été bien rapporté que 1’injection du NaOCl
dans la solution du luminol est accompagnée d’une émission brusque de la lumiere
(Arnhold et al, 1993). Le mécanisme par lequel, la lumiére est émise par cette réaction est
complexe. Le luminol est tout d’abord oxydé par I’'HOCI en diazaquinone. Ce dernier est
instable en solution aqueuse et en présence de trace de 1’H,0,, il est converti en anion
aminophtalate excité. Le retour de cet anion a son état stable émis une luminescence
(Merenyi et al, 1986). Dans cette partie de travail, I’intensité lumineuse émise par
I’oxydation de luminol par ’'HOCI est mesurée en absence et en présence de la quercétine.
La position, le nombre et la substitution des groupes hydroxyles (OH) du cycle B et la
saturation de la liaison C,-C3; sont des facteurs importants affectant la capacité des
flavonoides a piéger les radicaux libres (Rice-Evans et al, 1996 ; Cos et al, 1998 ). A cet
effet, la capacité de la quercétine a piéger ’'HOCI est comparé a son derivé glycosyle,
rutine et aux deux autres flavonols, myricétine et kaempférol. L’activité scavenger de la
quercétine est comparée aux autres substances connues pour leur activité anti-oxydante

telles que N-acétyl-L-Cysteine (NAC), vitamine C et taurine.
7.1. Effet de la quercétine sur la cinétique de luminescence du luminol HOCI-induite

La cinétique de luminescence est suivie en présence de la quercétine, rutine et la
taurine en comparaison avec le ttmoin sans inhibiteur (Figure 29). Les résultats cinétiques
illustrés dans la figure 29 ont montré que I’injection de NaOCI dans la solution de luminol
produit brusquement une luminescence. L’intensité de luminescence maximale est atteinte
des les premiéres secondes. Ainsi, le déclin de la lumiére émise a zéro est observe apres 2
seconds environs. A une concentration finale de 1uM, la rutine abolie completement la
luminescence. En comparaison avec la cinétique témoin, la chimiluminescence de
luminol HOCI-induite est réduite plus de moitie en présence de la quercétine a une
concentration de 1uM. La taurine inhibe aussi a une concentration de 1uM la

chimiluminescence de luminol HOCI-induite dont elle montre un effet moins prononcé.
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Figure 29 : Cinétique de la luminescence du luminol HOCI-induite en absence (m) et en
présence de la quercétine (V), de la rutine (e) et de la taurine (A). Les
substances inhibitrices, a une concentration de 1M, sont incubées en présence de
luminol (10uM) dans PBS pendant deux seconds avant I’injection du NaOCl
(2,5uM) indiqué par une fleche. Les cinétiques de luminescence sont suivies pour

plus de 8 seconds. Les traces de cinétique sont sélectionnes a partir de quatre
mesures.
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7.2. Effet inhibiteur de la quercétine sur la luminescence de luminol HOCI-induite

Dans une premiere étude, nous avons étudiés I’effet scavenger de la quercétine et
des autres substances inhibitrices, indiquées ci-dessus, sur I’oxydation de luminol HOCI-
induite. Les résultats de cette partie ont montré que toutes les substances testées, a des
concentrations comprises entre 0,1 & 10 uM, réduisent de fagon concentration-dépendante
la luminescence de luminol HOCI-induite. La figure 29 illustre un exemple du profil
d’inhibition de la chimiluminescence par la quercétine et la rutine. Ce tracé montre que la
quercétine et la rutine exercent un puissant effet inhibiteur sur I’oxydation du luminol
HOCI-induite. L’effet de la rutine sur la luminescence du luminol est déja observé a une
concentration de 0,1uM et au-dela de 2,5uM, I’inhibition est presque totale. Cette
concentration de 2,5uM correspond a la concentration finale de I’HOCI utilisée dans ces
expériences. Ainsi, ces expériences révelent une compétition tres efficace entre la rutine et
luminol vis-a-vis de I’HOCI. Le décalage du profil d’inhibition exercé par la quercétine
vers la droite par rapport a celui de la rutine sur I’oxydation du luminol I’HOCI-induite

confirme clairement 1’efficacité inhibitrice de la rutine sur la cinétique de luminescence

(Figure 30).

Nos résultats montrent que tous les flavonols testés affectent I’oxydation du
luminol induite par I’injection du NaOCI (Figure 31). A une concentration del pM, la
rutine est I’inhibiteur le plus puissant avec une inhibition de 91,4 + 3,2 % comparé au
témoin de 100%. L’inhibition de la chimiluminescence luminol-dépendante est également
prononcée en présence de la quercétine avec une inhibition de 75,9 + 3,4 %. En
comparaison avec la rutine, I’effet inhibiteur de la quercétine est moins important : & 5uM,
I’activité scavenger de la quercétine atteint son maximum. L’inhibition de 1’oxydation du
luminol est moins prononcée en présence kaempférol et myricétine avec des pourcentages
d’inhibition de 57,7 5,3 %, et 43,3 £ 3,5 %, respectivement. Ces résultats indiquent que

tous les flavonols, particuliérement la rutine, sont capable de piéger I’THOCI.
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Figure 30: Profil d’inhibition de la quercétine et de la rutine sur la chimiluminescence
luminol-dépendante induite par HOCI. Cette expérience est effectuée dans les
mémes conditions expérimentales indiquées dans la figure 29. Chaque point représente

la moyenne * SD d'au moins 3 mesures indépendantes (n = 3).

-70 -



100 -

80 -

o2}
o
I

Luminol CL,%
8

20 -

Figure 31 : Effet des flavonols, NAC, Vitamine C et Taurine sur la chimiluminescence du
luminol HOCI-induite. Cette expérience est effectuée dans les mémes conditions
expérimentales indiquées dans la figure 29. Chaque point représente la moyenne +
SD d'au moins 3 mesures indépendantes (n = 3) et chaque expérience est répétée

deux fois.

En utilisant les mémes conditions expérimentales, I’activité scavenger de la
quercétine vis-a-vis de I’HOCI est comparée avec celle des composés connus depuis
longtemps comme des anti-oxydants. Les résultats de la figure 31 montrent qu’a une
concentration de 1uM, le NAC, une substance ayant un groupement thiol libre, taurine,
substance avec un groupement amine libre et la vitamine C, ayant une fonction ene-diol
hautement réductrice, sont moins efficace que la quercétine sur 1’inhibition de 1’oXxydation
du luminol apres injection de NaOCI. Les pourcentages d’inhibition de 1’oxydation du
luminol par le NAC, taurine et vitamine C sont respectivement de 59,6 + 2,7 %,
27,2+ 4%, et36,7+4,5%.

-71-



Afin, d’évaluer le degré de ’effet scavenger de différentes substances testées sur
I’HOCI, la concentration inhibitrice 50 (ICsp) a été estimée en utilisant la droite de
régression pour chaque substance. D’apres le tableau 2 nous constatons que parmi la série
de molécules choisies, la rutine est la plus active. Une concentration de 0,3uM seulement
de la rutine est nécessaire pour inhiber 50% I’oxydation de luminol HOCI-induite. Cette
concentration est inférieure de huit fois celle du NaOCI utilisée dans cette partie
expérimentale. Toutes les autres substances donnent une inhibition de 50% la réponse
chimiluminescence a des concentrations aux environs de 1 uM. Ainsi, la valeur des ICs
de NAC, de quercétine et de kaempférol sont de 0,8, 0,85 et 0,9 UM respectivement.
Myricétine avec trois groupes OH sur le cycle aromatique B avait une ICsq la plus élevée
de 1,1 uM en comparaison avec les autres flavonols testés dans cette étude. Finalement, la

valeur d’ ICsg de la vitamine C et de la taurine est de 1,3 et 3,0 uM respectivement.

Tableau 2 : Les valeurs d’ICsy des différentes substances sur 1’oxydation du luminol

induite par ’HOCL

Substance inhibitrice | ICso uM
Quercétine 0,85
Rutine 0,3
Kaempférol 0,9
Myricétine 1,1
NAC 0,8
Vitamine C 1,3
Taurine 3,0

A I’issue de ces résultats nous avons constaté que la capacité de la quercétine a
piéger I’HOCI est moins efficace que son dérivé glycosyl, la rutine. Ce constat peut
évoquer un role possible de résidu O-rhamnoglucosyl de rehausser 1’activité scavenger sur
I’HOCI. Pour confirmer hypothése de la responsabilité de cette structure vis-a-vis de 1’effet

scavenger, nous avons traiter la rutine par une enzyme la naringinase pour la convertir a
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son dérivé aglycone, quercétine. Comme illustré par la figure 32, a une concentration de
0,6 UM, la rutine traitée a exercé uniquement une légere inhibition sur la cinétique de la
génération lumineuse durant 1I’oxydation du luminol par le NaOCl comparée avec la rutine

non traitée, qui a inhibe la cinétique de la luminescence puissamment.
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Figure 32: Influence de résidu O-rhamnoglucosyl de la rutine sur la cinétique de
luminescence du luminol induite par ’HOCI. L’expérience est effectuée en
présence de la rutine traitée (A) et non traitée (A) avec naringinase. L’échantillon

sans rutine est aussi indiqué (m). La luminescence est enregistrée comme décris

dans la figure 29.
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8. Activité anti-Inflammatoire de la génisteine et de la quercétine

Les travaux antérieurs menés dans le Laboratoire de pharmacologie respiratoire de
I’'unité de recherche UPRES EA 220, Paris V, France, ont permis de mettre au point un
modele de culture & court terme des fragments du parenchyme pulmonaire humain. Le
modele ainsi développe reproduit certains aspects de 1’inflammation de la BPCO (Risse,
2006). Sur ce modele in vitro des fragments du parenchyme pulmonaire humain, I’activité
anti-inflammatoire de la quercétine et de la génistéine a été évaluée sur les productions,
spontanées ou stimulées par LPS, des cytokines inflammatoires tels que le TNF-a, 1’TL-8 et
MIP-18.

8.1. Dosage de cytokines produites par le parenchyme pulmonaire humain

Les surnageants des explants de parenchyme pulmonaire, cultivés durant 4 et 24
heures en absence ou en présence du LPS (1ug /ml), sont utilisés pour doser le TNF-a,
I’IL-8 et le MIP-1p par la technique ELISA sandwicth (limite de quantification d’ELISA
est de 10pg/100ml). Les résultats obtenus, illustrés dans la Figure 33, montrent que dans
les conditions basales, parmi les cytokines quantifiés, la concentration de MIP-1p dans les
surnageants de 4 et 24 heures est presque negligeable, elle corresponde respectivement a
52 + 14 pg / 100 mg et a 81 + 27 pg / 100 mg de tissu, respectivement. La concentration
de TNF-a etait trés faible dans les surnageants de 4 et 24 heures avec des concentrations
respectives de 153+ 37pg / 100 mg et de 452 + 46 pg / 100 mg de tissu. Les productions
spontanées d’IL-8 étaient les plus élevées. Dans les surnageants d’explants du parenchyme
pulmonaire humain, la concentration d’IL-8 était de 1896 + 720 pg /100 mg de tissu a 4
heures et 56768 + 20565 pg /100 mg de tissu a 24 heures.
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Figure 33: Concentrations basales et en présence de LPS (1upg/ml) des cytokines

inflammatoires dans les surnageants de parenchyme pulmonaire humain
cultives pendant 4 et 24 heures a 37°C dans une atmosphere contenant 5%
de COs,. Les valeurs sont exprimées en moyenne (pg/ 100 mg de tissu) + s.e.m (n
= 6). La différence statistique est considérée significative pour p < 0,05 : * Entre
les préparations basales et stimulées ; * Entre les préparations stimulées de 4 et 24

heures ; 3 Entre les préparations basales de 4 et 24 heures.
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L’exposition au LPS, sur les 6 tissus expérimentés, a induit une augmentation
significative des cytokines (p < 0,05) (Figure 33). En comparaison avec les productions
spontanées, les concentrations de TNF-a ont augmenté respectivement d’un facteur 17 et
11 dans les surnageants de 4 et 24 heures. Par ailleurs, on note une augmentation
prononcée des concentrations du MIP-1f avec un facteur d’environ 80 et de 100 dans les
surnageants de 4 et 24 heures, respectivement. Les concentrations d’IL-8 mesurées dans
les surnageants de 4 heures ont augmenté 7 fois en présence du LPS par rapport aux
productions spontanées. Par contre, on note une élévation mais non significative entre les
productions spontanées et stimulées au LPS d’IL-8 dans les surnageants de 24 heures. De
méme, les concentrations de ces cytokines produites en réponse au LPS sont augmentées
en fonction du temps. Ainsi, dans les échantillons de 24 heures, les concentrations de TNF-
a et de MIP-1PB mesurées dans les surnageants ont augmenté d’environ deux fois et celles
de I’'IL-8 de cing fois en comparaison avec celles détectées dans les surnageants de 4
heures d’incubation (Figure 33).

8.2. Modulation des productions spontanées de TNF-a, d’IL-8 et de
MIP-1p par la génistéine et la quercétine
La modulation des productions de TNF-a, d’IL-8 et de MIP-1p en présence de la
genisteine et de quercétine, dans une gamme de concentrations allant de 3.10° & 3.10° M,
a éteé évaluee dans les surnageants de parenchyme pulmonaire humain cultivé pendant 4 et

24 heures. Du fait que les productions spontanées de TNF-o et de MIP-1p étaient faibles,

I’effet de la génistéine et de la quercétine n’a pas été mise en évidence (Figure 34).

-76 -



A
2000 m OuM B 3 pM @ 10 M B 30pM

1600 -

Concentration d’IL-8
(pa/ 100mg de tissu)

Génistéine Daidzeine Quercétine
400,5 ®m OpM m 3 M @ 10 pM @ 30pM

o . 350
i >
= @2 300 1
5 B
8 % 250
= o
§ 2 200
E 8 150
@ =
£ B 100
O = 50

0

Génistéine Daidzeine Quercétine

Figure 34: Effet des flavonoides sur les productions d’IL-8 dans les surnageants des
fragments du parenchyme pulmonaire humain cultivés pendant 4 heures (A)
et 24 heures (B) en absence de LPS. Les valeurs sont exprimées en moyenne
(pg ou ng/100 mg de tissu) + s.e.m. Chaque point représente la moyenne * s.e.m de
5-6 expériences indépendantes. *La différence statistique est considérée significative
pour P< 0,05.
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Comme illustré dans la Figure 34, la génistéine et la quercétine réduisent de maniére
concentration-dépendante les productions spontanées d’IL-8. L’effet de la génistéine est
prés que comparable sur la production d’IL-8 dans les surnageants de 4 et 24 heures dont
on note une inhibition maximale de 43 £5 % (p <0,05). La quercétine est plus efficace sur
les productions de 4 heures avec un effet maximal significatif de 57 £ 4 % (p <0,05)
contre 27 £ 6 % d’inhibition sur les productions d’IL-8 pendant 24 heures. Par contre, La
daidzeine est sans effet apparent sur les productions spontanées d’IL-8 et aucun effet n’a

éte observé en présence de la rutine (résultats non présentés).

8.3. Effet inhibiteur de la génistéine sur les productions LPS-induites de
TNF-0, IL-8 et de MIP-1p

L’activité inhibitrice de la génistéine est concentration-dépendantes, sur les
productions de TNF-a, d’IL-8 et de MIP-1 par le parenchyme pulmonaire humain cultivé
pendant 4 et 24 heures (Figures 35, 36 et 37). Dans les surnageants d’explants de
parenchyme pulmonaire cultivé durant 4 heures, les inhibitions maximales obtenues en
présence de la génisteine sur les productions LPS-induites atteignent 69 + 8 % pour le
TNF-a, 53 + 10 % pour le MIP-1p et 57 + 7% pour I’IL-8 . Une réduction significative de
la production des cytokines en présence de la génistéine est observée a partir de 10° M
dont le pourcentage d’inhibition est de 63 £ 4 % (p < 0,01) pour le TNF-a, de 41 £ 11 %
(p < 0,05) pour le MIP-1B, et de 43 + 7 % (p < 0,05) pour I’IL-8 (Figures 35A, 36A et
37A).
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Figure 35 : Effet des flavonoides sur les productions de TNF-a dans les surnageants des
fragments du parenchyme pulmonaire humain cultivés pendant 4 heures (A) et
24 heures (B) en présence de LPS. Les valeurs sont exprimées en moyenne
(pg/100 mg de tissu) * s.e.m. Chaque point représente la moyenne de 6-7 expériences

indépendantes. La différence statistique significative est indiquée par rapport au témoin
LPS (*P < 0,05 ;**P < 0,01 ; ns. non significatif).
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Par ailleurs, I’activité anti-inflammatoire de la daidzeine a été également étudiée sur
ce modele d’explants de parenchyme humain. Les résultats présentés dans la Figure 35A
ont montré que la daidzeine, aux concentrations utilisées de 3.10°M & 3.10°M, inhibe les
productions de TNF-a mais 1’effet n’est pas significatif. L’effet inhibiteur maximal a été
obtenu & la concentration de 10°M (37 £ 6 %). Cependant les productions d’IL-8 sont
légérement modifiées en présence de la daidzeine dont I’effet inhibiteur maximal a été
obtenu & la concentration de10°M (33 + 11 %) (Figure 36A). En revanche, la daidzeine

n’a aucun effet apparent sur les productions de MIP-1 / 4 heures (Figure 37A).

Dans les surnageants d’explants de parenchyme pulmonaire cultivés durant 24
heures, les inhibitions maximales obtenues en présence de la génisteine sur les productions
LPS-induites atteignent 63 £ 1 %, 52 + 8 % et 39 + 4 % pour le TNF-q, le MIP-1 et I’'IL-
8 respectivement. Selon les résultats, on observe une réduction significative des
productions & partir de 10°M pour le TNF-o (Figure 35B) et & partir de 3.10°M pour le
MIP-1B (Figures 37B). En outre, la daidzeine, aux concentrations utilisées, n’a entrainé

aucune modification sensible sur les productions des cytokines (Figures 35B, 36B et 37B).
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Figure 36 : Effet des flavonoides sur les productions d’ll-8 dans les surnageants des
fragments du parenchyme pulmonaire humain cultivés pendant 4 heures (A)
et 24 heures (B) en présence de LPS. Les valeurs sont exprimées en moyenne
(pg ou ng/100 mg de tissu) + s.e.m. Chaque point représente la moyenne de 6-7
expériences indépendantes. La différence statistique significative est indiquée par
rapport au témoin LPS (*P < 0,05 ;**P < 0,01 ; ns. non significatif).
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8.4. Effet inhibiteur de la quercétine sur les productions LPS-induites de
TNF-a, d’IL-8 et de MIP-1p

Dans les surnageants d’explants de parenchyme pulmonaire cultivés pendant 4 et
24 heures, la quercétine exerce un effet inhibiteur concentration—dépendante sur les
productions de TNF-a, d’IL-8 et de MIP-1p (Figures 35, 36 et 37). Les inhibitions
maximales obtenues en présence de la quercétine sur les productions LPS-induites pendant
4 heures atteignent 71+ 5 %, 71 £ 7 % et 60 £ 4% pour le TNF-a, le MIP-1p et I’IL-8,
respectivement. En présence de ce flavonol, la réduction significative des productions est
observée a partir 10°M dont le pourcentage d’inhibition est de 53 £ 5 % (p < 0,05) pour
le TNF-a, de 49 = 8 % (p < 0,05) pour le MIP-1B etde 42 +5 % (p < 0,05) pour I’IL-8.
Par ailleurs, I’activité anti-inflammatoire de la rutine a été également étudiée sur ce modele
d’explants de parenchyme pulmonaire humain. Les résultats présentés dans la Figure 35A
ont montré que la rutine, aux concentrations utilisées de 10° M a 10™ M, modifie les
productions du TNF-o de fagon non significative avec des grandes différences entre les 6
tissus expérimentés. A la concentration de 10 M, la rutine entraine une inhibition moins
apparente de 34% et de 24% sur les productions de TNF-a et d’IL-8 respectivement
(Figures 35A et 36A).

Dans les surnageants d’explants de parenchyme pulmonaire cultivés durant 24
heures, les inhibitions maximales obtenues en présence de la quercétine sur les productions
LPS-induites atteignent 43 £ 4 % pour le TNF-a , 61 £ 13 % pour le MIP-1p et 27 £ 6 %
pour I’IL-8, (Figures 35B, 36B et 37B). Selon, les résultats présentés dans les figures
35B et 37B, une réduction significative des productions est notée a une concentration de
3.10° M pour le TNF-a et le MIP-1B. Cependant, dans la gamme de concentration de la
quercétine, aucune concentration n’a entrainé une réduction significative sur les
productions d’IL-8. En outre, la rutine, aux concentrations utilisées, n’a entrainé aucune

modification sensible sur les productions des cytokines (Figures 35B, 36B et 37B)
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Figure 37 : Effet des flavonoides sur les productions de MIP-1p dans les surnageants des
fragments du parenchyme pulmonaire humain cultivés pendant 4 heures en
présence de LPS. Les valeurs sont exprimées en moyenne (pg/100 mg de tissu)
+ s.e.m. Chaque point représente la moyenne de 6-7 expériences indépendantes. La
différence statistique significative est indiquée par rapport au témoin LPS
(*P < 0,05 ;**P < 0,01 ; ns. non significatif).
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A TDissue de ces résultats, on constate que les concentrations de la génistéine
inhibant 50 % la production des cytokines (ICsp) sont : 6 UM pour le TNF-a, 25 puM pour
I’IL-8 et 18 uM pour le MIP-1B (Tableau 3). En comparaison avec les productions de 4
heures, 1’activité inhibitrice de la génistéine sur les productions de 24 heures est deux fois
moins faible avec une ICsyde 12 uM pour le TNF-a, de 30uM pour le MIP-1p et trois fois
moins faible avec une ICso de 79uM pour I’IL-8 (Tableau 3). D’aprés ces résultats, on
constate que I’effet inhibiteur de la génistéine est plus puissant sur les productions de
TNF-a, relativement active sur le MIP-1f et faiblement efficace sur les productions d’IL-
8. Les concentrations de la quercétine induisant une inhibition de 50 % la production des
cytokines (ICsp) sont : 10 uM pour le TNF-a, 15 uM pour I’IL-8 et 10 uM pour le MIP-1
(Tableau 3). En comparaison avec les productions de 4 heures, 1’activité inhibitrice de la
quercétine est faiblement efficace sur les productions de 24 heures avec des I1Csp: 40 UM
pour le TNF-a, 16uM pour le MIP-1B et > 100uM pour I’IL-8 (Tableau 3). Ainsi, ces
résultats ont montré que D’activité anti-inflammatoire de la quercétine apres 4 heures
d’incubation est puissante sur les productions de TNF-a et le MIP-1B et relativement

efficace sur les productions d’IL-8.
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Tableau 3 : Puissance d’inhibition de la génistéine et de la quercétine sur la sécrétion des

médiateurs inflammatoires par le parenchyme pulmonaire humain cultivé en

présence de LPS pendant 4 et 24 heures.

Parenchyme pulmonaire humain cultivé en présence de LPS (1pg/ml)

4heures (n=6)

24 heures (n=6)

Cytokines Génistéine Quercétine Génistéine Quercétine
pICso ICso pICso ICso pICso ICso pICso ICso
(LM) (LM) (LM) (LM)
TNF-a 5,1 +0,2 6 540,05 10 4,9+0,04 12 4.4+0,1 40
IL-8 4.6+0,3 25 4.8+0,2 15 4,1+0,2 79 3,9+0,2 125
MIP-1p | 4,7 0,3 18 5+0,2 10 4 5+0,2 30 4.78+0,4 16

Les plCso (-loglCsp), concentration de la génistéine ou de la quercétine qui inhibe de 50% la
inflammatoires, indiqués dans le tableau ci-dessus sont déterminés

production des cytokines

graphiquement en utilisant la droite de régression représentant le pourcentage d’inhibition en

fonction du logarithme décimal de la concentration de flavonoide. n : nombre d’expérience
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9. ETUDES FONCTIONNELLES SUR LES BRONCHES HUMAINES ISOLEES

Avec la technique de cuve a organe isolé précédemment décrite, il nous a été
possible d’étudier I’effet de la génisteine et de la quercetine ainsi que leur mode d’action
sur la réponse contractile des bronches humaines intactes. Afin d’évaluer les potentialités
bronchorelaxantes de la génisteine et de la quercetine, des courbes de relaxation
concentration-dépendante ont été réalisées sur des préparations bronchiques humaines
isolées precontractées par deux agonistes contractiles : I’histamine (10°M) et
I’acétylcholine (10°M). Par ailleurs, ’intérét clinique et le mécanisme d’action de 1’effet
relaxant de la génisteine et de la quercetine ont été mis au point en présence des

modulateurs relaxants connus d’interférer avec la voie de relaxation.

9.1. Effet anti-spasmodique de la génisteine et de la quercetine sur les

bronches humaines isolées

La relaxation des bronches humaines est nettement observeée en présence de la
genisteine et de la quercetine dans une maniére concentration-dépendante (Figure 38 A et
B). Dans la premiere série d’expérience, la comparaison de 1’effet relaxant de la génisteine
et de la quercetine est effectuée sur les anneaux de bronches humaines precontractés avec
I’acétylcholine et I’histamine (Tableau 4). La génisteine et la quercétine exercent un effet
relaxant presque similaire sur les préparations bronchiques precontractées a 1’histamine et
I’acétylcholine. Ce résultat est illustré sur les courbes de la figure 38 A et B, ou on note un
faible décalage entre les courbes établies en présence de 1’histamine et de 1’acétylcholine.
De plus, a fortes concentrations de génistéine et de quercétine, ces deux courbes se
chevauchent. A des concentrations relativement élevées (> 3.10°M) de génistéine et de
quercétine, la relaxation des bronches en réponse aux deux agonistes contractiles est
abolie (Figure 38 A et B, Tableau 4). Les concentrations < a 3.10°M ont été
sélectionnées pour étudier les modalités d’action de la quercetine et de la genisteine sur la

relaxation de la bronche humaine.
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Figure 38 : Effet anti-spasmodique de la génisteine (A) et de la quercétine (B) sur les
anneaux des bronches humaines precontractées avec [’histamine (10°M) et

I’acétylcholine (IO'GM). Les valeurs sont exprimées en pourcentages de
relaxation maximale obtenue avec 3.10°M de théophylline. Chaque point représente

la moyenne £ s.e.m d'au moins 5 expériences indépendantes.
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Tableau 4 : Les paramétres pharmacologiques Emax et pD2 de I’effet anti-spasmodique
des flavonoides sur les bronches humaines precontractées a 1’histamine et

I’acétylcholine.

Bronche humaine precontractée a

Histamine Y10°M Acétylcholine @ 10°M
Flavonoides
pD2 ECxo pD2 ECso
n| (-logECs) | (MM) | Emax% | n| (-log ECsp) | (UM) | Emax %
Genisteine |[5| 52+0,2 6 100£0 [6| 54%0,1 4 100+1

Daidzeine |5| 4,5%0,2 32 66+11 | 5| 49+%0,2 13 51+3

Quercetine | 5| 5001 8 9+0 |6| 52%01 6 99 +0

Rutine 5| 4,6+0,03 27 64+3 |5 5,0+0,2 10 58 +9

Les valeurs Emax (effet relaxant maximale & 3.10™M) et pD2 (concentration & laquelle 50% de
I’effet maximal est atteint) sont calculées a partir des courbes concentration-réponse des
flavonoides sur les bronches humaines precontractées a I’histamine et 1’acétylcholine.”) et @ durant
ces expériences, I’histamine (10° M) et acétylcholine (10° M) ont induit une contraction
correspondant a 51 £ 5 % et 38 + 5 % respectivement, de la contraction maximale obtenue avec

I’acétylcholine (3.10°M). n : nombre d’expérience.
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Par ailleurs, une relaxation concentration-dépendante est observée avec
I’augmentation cumulative des concentrations de daidzeine dans les préparations de
bronches humaines precontractées soit avec 1’histamine ou 1’acétylcholine (Figure 39 A et
C). En comparaison avec la génisteine, la daidzeine (3.10“M) est faiblement relaxante
avec une relaxation maximale (Emax) de 66 + 11% et 51 + 3% de la précontraction des
bronches humaines & I’histamine et I’acétylcholine, respectivement. A la méme
concentration, la génisteine exerce une relaxation maximale (Emax) de 100% sur les
bronches humaines precontractées avec les deux agonistes contractiles (Tableau 4). Sur les
préparations bronchiques précontractées a 1’histamine et [1’acétylcholine, les
concentrations de g@énistéine induisant 50 % de la relaxation  maximale sont
respectivement de 6 UM et 4 uM. Ces ECso sont 5 et 3 plus faibles de celles de la
daidzeine (Tableau 4). Cela signifie que la génisteine est plus puissante sur 1’inhibition de
la réponse contractile obtenue avec les deux spasmogénes que son analogue inactif sur les
tyrosines kinases, daidzeine. Aux concentrations utilisées, la rutine (10° M & 3.10™ M)
exerce un effet relaxant moins prononceé sur les préparations bronchiques en comparaison
avec son analogue aglycone la quercetine (Figures 39 B et D). Cette relaxation est
dépendante de la dose dont les relaxations maximales atteignent 64 + 3 % et 58 + 9 % de
la précontraction provoquée avec I’histamine et I’acétylcholine respectivement. La
quercétine est plus efficace sur les précontractions obtenues avec les deux agonistes puis
qu’elle induit des relaxations dépassant les 90% de la précontraction (Tableau 4). La
quercetine est aussi plus puissante sur la precontraction des bronches humaines avec
I’histamine ou 1’acétylcholine dont les ECsy sont respectivement de 8 uM et de 6 uM. Par
contre, les concentrations de rutine nécessaires pour induire 50 % de la relaxation
maximale sur la précontraction avec 1’histamine et I’acétylcholine sont respectivement de

27 UM et de 10 uM (Tableau 4).
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Figure 39: Courbes concentration-réponse aux flavonoides sur les anneaux des bronches
humaines precontractées avec 10°M d’acétylcholine (A et B) et avec 10°M
d’histamine (C et D). Les valeurs sont exprimées en pourcentages de relaxation

maximale obtenue avec 3.10°M de théophylline. Chaque point représente la moyenne
+ s.e.m de 5-7 expériences indépendantes.
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Dans cette étude, le DMSO utilisé pour la préparation des flavonoides est sans effet

apparent sur la précontraction des bronches a 1’histamine et 1’acétylcholine.

Sur la base de ces observations, la génistéine et la quercétine, exercent une action
relaxante prononcée sur la bronche humaine isolée, tant au niveau de la concentration
requise pour induire 50% de la réponse maximale qu’au niveau de la réponse maximale
elle-méme. Ainsi, ’ordre d’efficacité et de puissance des flavonoides testés est le suivant :

genisteine = quercetine >>> rutine =~ daidzeine.

A la vue de ces résultats, une série d’expériences complémentaires a été effectuée
pour déterminer le mode d’action de la genisteine et de la quercetine au niveau de la voie

de signalisation impliquée dans la relaxation du muscle lisse bronchique.

9.2. Effet de la génistéine et de la querceétine sur la relaxation induite par

les agonistes B2 adréenergiques

Afin de vérifier la possibilité que les relaxations induites par les flavonoides,
particulierement la génisteine et la quercetine, soient médiees par les cibles de la voie
AMPc, I’action relaxante des flavonoides est étudiée en association avec les 32 mimétiques.
Les agonistes B2 adrénergiques, tels que I’isoprénaline et le formotérol, sont des relaxants
de référence sur les muscles lisses des bronches humaines. La stimulation de récepteurs 32
passe par ’activation des protéines kinases via 1’augmentation du taux intracellulaire de
I’AMPc dont la conséquence est la phosphorylation des protéines impliquées dans le tonus
musculaire lisse. Ces effets sont mis a profit notamment dans le traitement de 1’obstruction
bronchique. L’effet bronchorelaxant de I’isoprénaline (ISO) est étudié en absence et en
présence des quatre flavonoides testés sur les préparations bronchiques contractées a
I’histamine (10°M) et ’acétylcholine (IO'GM). Les résultats (Figures 40 et 41) montrent la
potentialisation de I’effet relaxant de 1’isoprénaline sur les bronches humaines en présence
de la génisteine et la quercetine. Sur les préparations bronchiques précontractées a
I’acétylcholine, la génisteine, aux concentrations utilisées de 10°Met3.10°M, a permis
un déplacement des courbes concentration-réponses a I’isoprénaline vers la gauche
(Figure 40 A). Pour les deux concentrations de genisteine testées, le décalage a été
significatif & partir de 10° M (p < 0,05). Dans les préparations bronchiques témoins, la
relaxation maximale a été obtenue & 3.10"M (93 + 4%) et le pD2 était de 8,1+ 0,2 soit
donc une ECsy de 7,4 nM. En présence de la génisteine, I’ECsq est significativement

diminuée d’environ 5 fois (p < 0,05) et la relaxation est compléte (Tableau 5).
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L’efficacité (Emax) et la puissance (pD2) de I’effet relaxant d’isoprénaline sont
significativement plus prononcées en présence de la genisteine en comparaison avec son
analogue inactif sur les tyrosines kinases, daidzeine (Tableau 5). En présence de la
daidzeine, les courbes concentration-réponse d’isoprénaline sont faiblement déplacées vers
la gauche. Ce décalage s’observe beaucoup plus a fortes concentrations d’isoprénaline en
association avec la daidzeine & 3.10° M (Figure 40 C). En présence de quercetine & une
concentration de 10° M, on note un décalage non significatif de la courbe concentration-
réponse a I’isoprénaline vers la gauche. Ce déplacement de la courbe est nettement
significatif (p < 0,05) si la concentration de quercetine est portée & 3.10° M (Figure 40B).
Dans les préparations préincubées avec la quercetine & une concentration de 3.10° M, la
relaxation maximale est de 98 £3 % et 1’ ECy était de 1,8 nM soit donc 4 fois inférieur
par rapport a celle de la préparation bronchique témoin (Tableau 5). Cependant, la rutine a
une concentration de 10*M n’a aucun effet apparent sur la courbe concentration- réponse &

I’isoprénaline (Figure 40D).
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Figure 40 : Courbes concentration-réponses de 1’isoprénaline seul (témoin) et en présence
de la genisteine (A), quercetine (B), daidzeine (C) et rutine (D) sur les
bronches humaines precontractées a 1’acétylcholine (10°M). Les valeurs sont
exprimées en pourcentages de la relaxation maximale obtenue avec 3.10°M de
théophylline. Chaque point représente la moyenne + s.e.m de 5-7 expériences
indépendantes. * La différence statistique significative pour p < 0,05 est indiquée par

rapport a la courbe concentration-réponse témoin.
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Tableau 5 : L’effet des flavonoides sur les valeurs Emax et pD2 de 1’isoprénaline sur les

bronches humaines precontractées a I’histamine et 1’acétylcholine.

Bronche humaine precontractée a

Histamine 10° M Acétylcholine 10° M
Flavonoides n | pD2 ECso | Emax % | n | pD2 ECs | Emax

(-log ECs0) | (nM) (-logECso) | (M) | %

Témoin
(Isoprénaline seul) |7 {8,2%0,1 56 |98%1 7181+0.2 74 |93t4
+ Genisteine 787x0,1* 1,8 9+1 7188=x0,1* 1,5 1000
(10°M)
+ Genisteine 7 19,00,1* 1,0 |100+1 |7 |89+0,1* 12 11001
(3.10°M)
+ Daidzeine 7185%0,2 32 |96+1 7184+0,1 41 |196+2
(10°M)
+ Daidzeine 5(185%0,2 3 99+1 685+0,1 32 981
(3.10°M)
+ Quercetine 6 8,7+0,1* 21 |99+0 5/185+0,1 28 |92+4
(10°M)
+ Quercetine 7187+0,1* 18 |99+0 7187+0,1* 18 972
(3.10°M)
+ Rutine 7182+0,1 6 99+0 7182+0,2 19 1933
(10™*M)

Les valeurs Emax (effet relaxant maximale & 3.10™M) et pD2 (concentration & laquelle 50% de

I’effet maximal est atteint)

sont calculées a partir des courbes concentration-réponses a

I’isoprénaline seul ou associe a chacun des flavonoides sur les bronches humaines précontractées a

I’histamine et I’acétylcholine. * La différence statistique est considérée significative pour

p < 0,05 des préparations bronchiales prétraitées par rapport au témoin (isoprénaline seul).

n : nombre d’expérience.
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Si la méme expérience est répétée sur les préparations bronchiques précontractées a
I’histamine (10°M), aux concentrations testées (10° M et 3.10° M), la genisteine et la
quercetine ont permis un deplacement des courbes concentration-réponses a I’isoprénaline
vers la gauche (Figures 41 A et B). Ce déplacement des courbes est significatif a partir de
3.10° M d’isoprénaline. La contraction des préparations bronchiques témoins ou traitées
est complete; la relaxation maximale dépasse les 98% (Tableau 5). Cependant, la
puissance (pD2) de I’isoprénaline est significativement augmentée (p < 0,05) en présence
de la génistéine ou de quercétine en comparaison avec la préparation témoin (Tableau 5).
La daidzeine ne semble pas avoir un effet significatif sur les relaxations induites par
I’isoprénaline. En présence de la daidzeine, aux concentrations utilisées de 10° M et de
3.10° M, les courbes concentration-réponses a 1’isoprénaline sont 1égérement déplacées
vers la gauche. Ce décalage est plus ou moins net aux faibles concentrations d’isoprénaline
(Figure 41 C). Ainsi la génistéine est plus puissante sur les relaxations induites par
I’isoprénaline que son analogue inactif sur les tyrosines kinases, la daidzeine. La
concentration d’isoprénaline nécessaire pour induire 50% de la relaxation maximale (ECs)
de la préparation témoin est de 5,63 nM. Cette ECsy est diminuée d’un facteur 3 et 1,74 en
présence de 10 M de génisteine et de daidzeine, respectivement. Cette diminution est
nettement plus marquée si la concentration de la génisteine et de la daidzeine est portée a
3.10° M. L’effet maximal de I’isoprénaline ne peut étre augmenté en présence de la
génistéine et de quercétine car I’isoprénaline induit une relaxation déja compléte en
I’absence de ces flavonoides (Tableau 5). En absence et en présence de
10" M de la rutine, I’isoprénaline relaxe de fagon équivalente les préparations bronchiques
(Figure 41D). ar comparaison, on constate que 1’isoprénaline est 1égérement plus efficace
et plus puissant sur les préparations precontractées a 1’histamine qu’avec 1’acétylcholine
(Tableau 5). A I’issue de ces résultats, nous avons étendu nos analyses en utilisant un
autre B-2 mimétique plus selectif, le formotérol. Une gamme de concentration de
formotérol allant de 10 & 107 M est testée sur les préparations bronchiques humaines
précontractées a ’histamine (10 M) en absence ou en présence de la genisteine et de la
quercétine. Les résultats présentés dans la figure 42 ont montré que la genisteine et la
quercetine renforcent 1’action relaxante du formotérol. Aux deux concentrations testées de
3.10°M et de 10° M, la génisteine et la quercetine ont permis un déplacement significatif
de la courbe concentration-réponse au formotérol vers la gauche (p <0,05). La génistéine
et la quercétine potentialisent avec la méme efficacité les relaxations induites par le

formotérol (Tableau 6).
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Figure 41: Courbes concentration-réponses de 1’isoprénaline seul (t¢émoin) et en présence
de la genisteine (A), quercetine (B), daidzeine (C) et rutine (D) sur les
bronches humaines precontractées a I’histamine (10°M). Les valeurs sont
exprimées en pourcentages de la relaxation maximale obtenue avec 3.10°M de
théophylline. Chaque point représente la moyenne + s.e.m de 5-7 expériences
indépendantes. * La différence statistique significative pour p < 0,05 est indiquée par

rapport a la courbe concentration-réponse témoin.
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Figure 42: Courbes concentration-réponse de formotérol seul (témoin) et en présence de la
genisteine (A) et quercetine (B) sur les bronches humaines precontractées a
I’histamine (10'5M). Les valeurs sont exprimées en pourcentages de la relaxation
maximale obtenue avec 3.10° M de théophylline. Chaque point représente la moyenne
+ s.e.m de 5-8 expériences indépendantes.* p < 0,05 indique que la valeur differe

significativement de la valeur témoin équivalente.
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Tableau 6 : Les valeurs Emax et pD2 de 1’effet relaxant du formotérol en absence et en
présence de la genisteine et de la quercetine sur les bronches humaines

precontractées a I’histamine.

Bronche humaine precontractée a

Flavonoides Histamine 10°M
n pD2 ECso Emax (%)
(-LogECs0) (M)

Témoin (Formotérol seul) 8 89+0,1 1,2 98+1
+ Genisteine (3x10°M) 7 9,5+ 0,2* 0,2 99 +1
+ Genisteine (10°M) 7 10,0 + 0,3* 0,1 99 +1
Témoin (Formotérol seul) 5 99+0,1 1,2 98+0
+ Quercetine (3x10°M) 5 9,5+ 0,2* 0,3 98 +1
+ Quercetine (10°M) 5 9,7+0,2% 0,2 100+ 0

Les valeurs Emax et pD2 sont calculées a partir des courbes concentration-réponses de formotérol
seul ou présence de la genisteine ou de la quercetine sur les bronches humaines precontractées a
I’histamine. * La différence statistique est considérée significative par rapport au témoin

(Formotérol seul); pour p < 0,05. n : nombre d’expérience.
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9.3. Effet de la génisteine et de la quercetine sur la relaxation induite

par les activateurs de la voie GMPc

Afin de mieux cerner les modalités d’action des relaxations induites par les
flavonoides, nous avons étendu nos analyses en utilisant un activateur de la voie GMPc, le
nitroprussiate de sodium (SNP). Sur les préparations bronchiques humaines precontractées
a Pacétylcholine (10°M), le SNP (10 & 3.10*M) a induit une relaxation concentration-
dépendante (Figure 43). La relaxation maximale (Emax) a été obtenue a une
concentration de 3.10"M est de 62 + 5 % et la concentration induisant 50% de la
relaxation maximale (ECsg) est de 10°M. En présence de la génisteine et de la quercétine
(10°M), ces deux paramétres pharmacologiques, Emax et pD2, sont augmentés de facon
importante (Tableau 7). Ainsi, la courbe concentration-réponse au SNP est déplacée vers
la gauche et de facon significative (p < 0,05) & partir de la concentration de 10° M
(Figure 43). A la méme concentration de 10° M, la daidzeine est sans effet apparent sur
les relaxations induites par le SNP (Figure 43, Tableau 7).
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Figure 43: Courbes concentration-réponse de SNP seul (témoin) et en présence de la
genisteine (10°M) daidzeine (10°M) et quercétine (10°M) sur les bronches
humaines precontractées avec 1’acétylcholine (10°M). Les valeurs sont
exprimées en pourcentages de la relaxation maximale obtenue avec 3.10° M de
théophylline. Chaque point représente la moyenne = s.e.m de 5-8 expériences
indépendantes. * p < 0,05 indique que la valeur differe significativement de la valeur

témoin équivalente.
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Tableau 7: Les valeurs Emax et pD2 de I’effet relaxant du nitroprussiate de sodium (SNP)
en absence et en présence de la genisteine et de la quercetine sur les bronches

humaines precontractées avec 1’acétylcholine.

Bronche humaine precontractée a

Flavonoides Acétylcholine 10° M
n pD2 ECso (M) | Emax %
(-LogECx0)
Témoin (SNP seul) 6 6,1+0,2 1 62+5

+ Genisteine (10°M) | 6 | 6,5+0,1* 0,28 74+ 4
+ Daidzeine (10°M) | 5| 57+04 2 62+ 6

+ Quercetine (10°M) | 7 | 6,6+0,1* 0,25 7716

Les valeurs Emax et pD2 sont calculées a partir des courbes concentration-réponses au
nitroprussiate de sodium (SNP) seul ou présence de la génistéine, daidzeine ou de la quercétine sur
les bronches humaines precontractées avec I’acétylcholine. *La différence statistique est considérée

significative par rapport au témoin (SNP seul); pour p < 0,05. n : nombre d’expérience.

-101 -



9.4. Effet de la génistéine et de la quercétine sur les contractions induites

par le KCI et le CaCl, sur les bronches humaines isolées

Parmi les canaux calcique voltage-dépendants identifiés (T, L, M, R et P/Q), Les
canaux de type L (VOC, voltage-operated channels) sont les plus répondus au niveau du
muscle lisse. L’ouverture des ces canaux VOC s’effectue a la suite de variations de la
polarisation cellulaire. L’augmentation de la concentration extracellulaire des ions
potassium induit une dépolarisation des membranes et I’ouverture des canaux VOC dont
la conséquence est I’augmentation du calcium intracellulaire qui déclenche la contraction.
Ainsi, un antagoniste du calcium peut diminuer le tonus vasculaire en bloquant, par
exemple, I’entrée du calcium extracellulaire via les canaux VOC. Dans cette partie de
travail, il s’est avéré nécessaire avant de mettre en évidence ’effet antagoniste de la
génisteine et de la quercetine sur les canaux VOC, d’étudier d’abord leur effet inhibiteur
sur les contractions KCl-induites. Aux concentrations utilisées, KCI (3,75 & 75 mM) induit
des contractions concentration-dépendantes sur les préparations isolées de bronches
humaines (Figure 44). L’effet inhibiteur de la génistéine et de la quercétine sur les
contractions KCI-induites est illustré sur la figure 44A et B. En présence de la genisteine a
la concentration de 10°M, on observe un déplacement significatif (p < 0,05) de la courbe
concentration-réponse du KCI vers la droite (Figure 44 A). Aux concentrations de 10°M
et 3.10° M, la génisteine est sans effet apparent sur la contraction KCl-induite. L’effet
inhibiteur de la quercétine est plus important sur la contraction maximale KCI-induite que
la génisteine. Aux concentrations de 3.10° M et 10°M, I’effet inhibiteur de la quercetine

est significativement plus marqué sur la contraction KCl-induite (Figure 44 B).

Dans la gamme de concentration de génisteine et de quercétine étudiées, sur les
préparations isolées de bronches humaines contractées avec 30 mM de KCI, la
concentration inhibitrice 50 (ICsp) a été respectivement de 5uM et 7uM (Tableau 8). La
daidzeine (10°M) et la rutine (10*M) n’ont entrainé aucune modification sensible sur les
contractions KCl-induites (Figure 44 C et D). Afin de vérifier si I’effet inhibiteur de la
genisteine et de la quercétine sur les contractions KCl-induites résulte du blocage des
canaux calcique VOC, I’effet antagoniste de la génisteine et de la quercetine sur les
contractions CaCl,-induites a été étudié. Sur les préparations isolées de bronches humaines
témoins, CaCl, (10° M & 3.10°M) induit des réponses contractiles dépendantes de la
concentration (Figure 45). La génistéine et la quercétine exercent un effet antagoniste a

10° M et les courbes concentration-réponses aux contractions CaCly-induites sont
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significativement (p < 0,05) déplacées vers la droite avec diminution de I’effet maximum

(Figure 45A et B).

Dans la gamme de concentrations de genistéine et de quercétine étudiees, sur les
préparations isolées de bronches humaines contractées avec 10°M de CaCl,, la
concentration inhibitrice 50 (ICsp) a été respectivement de 3uM et 4uM  (Tableau 8).
Aucune modification sensible sur les contractions CaCl,-induites n’a été observée en
présence de la daidzeine (10°M) et de la rutine (10*M) (Figure 45 C et D).

-103 -



Contraction
% d’effet maximal de KCI

100C

5

Contraction
% d’effet maximal de KCI
g

™ p

75 Y

—&— Témoin —4-Temon

~0— Daidzeine10-5M - Riine 104M
50
251

T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 0 15 3) 45 a) 75 %
KCI (mM) KCI (mM)

Figure 44 :

Effet de la genisteine (A), quercétine (B), daidzeine (C) et rutine (D) sur les
anneaux des bronches humaines contractées avec KCI. Les valeurs sont
exprimées en pourcentages de contraction par rapport a la contraction obtenue avec
KCI (75mM) de la courbe concentration-réponse témoin. Chaque point représente la
moyenne + s.e.m, n = 6. * La différence statistique significative pour p < 0,05 est

indiquée par rapport a la courbe concentration-réponse témoin.
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Figure 45 : Effet de la genisteine (A), quercetine (B), daidzeine (C) et rutine (C) sur les
anneaux des bronches humaines contractées avec CaCl,. Les valeurs sont
exprimées en de pourcentages de contraction par rapport a la contraction obtenue
avec 1’acétylcholine (10°M) de la courbe concentration-réponse de témoin. Chaque
point représente la moyenne + s.e.m ; n = 6. * La différence statistique significative

pour p < 0,05 est indiquée par rapport a la courbe concentration-réponse témoin.
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Tableau 8 : Les valeurs pICsyde I’effet de la genisteine et de la quercetine sur la réponse

contractile induite par le CaCl;, ou le KCI sur les bronches humaines.

Bronche humaine contractée avec

Flavonoides KCI (3.10M) CaCl, (10°°M)
n pICso ICso | N pICsp ICso
(-LogICso) | (UM) (-LogICsp) | (uM)
Geniesteine 5 53+4 5 6| 55+05 3

Quercétine 6| 51+04 7 6| 54+18 4

pICso, concentration de la genisteine ou de la quercetine qui inhibe la réponse contractile de 50%,
est calculé a partir des courbes concentration-réponse par I’analyse de régression linéaire.

n : nombre d’expérience
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Discussion

De nos jours, les flavonoides, sont largement étudiées pour leurs effets biologiques et
activités antioxydantes et anti-inflammatoires (Arts et Hollman, 2005). Dans ce contexte,
les flavonoides peuvent avoir une influence significative sur les maladies inflammatoires
chroniques telles I’asthme et la BPCO. Des études épidémiologiques ont montré une
corrélation négative entre ’incidence de 1’asthme et de la BPCO et la consommation des
composés polyphénoliques d’origine naturelle (Walda et al, 2002 ; Smith et al, 2004 ;
Santus et al, 2005). Les effets bénéfiques puissants des flavonoides ont particulierement
été attribués a la génistéine et a la quercétine. En considérant ces résultats, la recherche des
effets pharmacologiques pulmonaires de la génisteine et de la quercétine a été explorée in
vitro sur des modeles tissulaires humains provenant des bronches (effet bronchorelaxant) et
de parenchyme (effet anti-inflammatoire) et celui de la quercétine sur un systeme

acellulaire (piégeage de ’HOCI).
10. ACTIVITE ANTI-OXYDANTE DE LA QUERCETINE SUR L’HOCI

En vertu de son contact direct et continuel avec 1’environnement (cigarette, polluant,
infections, etc.) 1’épithélium pulmonaire est parmi les tissus de 1’organisme le plus exposé
aux agressions oxydatives. De nombreuses études ont pu mettre en evidence les effets
déléteres associées a 1’augmentation du stress oxydatif dans les différents secteurs des
poumons (MacNee, 2005 ; Kirkham et Rahman, 2006). Ainsi, chez les fumeurs et les
patients BPCO surtout en période d’exacerbation, les macrophages et les neutrophiles
circulants liberent le radical superoxyde (O2.-) en quantité considérable (Barnes et al, 2003).
Ce radical est dismuté soit spontanément ou en présence du superoxyde dismutase en
peroxyde d’hydrogéne (H202). Cette espece oxygéenée représente le précurseur central dans
la production du radical *OH et de ’HOCI. Ce dernier réagit avec I'H,0, et avec les NO,, et
méme avec I’ONOO-, pour donner des especes nitrantes (Radi et al, 2001). Il réagirait
également avec 1’0, pour former le radical ‘OH. Par cette voie réactionnelle, ’HOCI serait
responsable de la majorité des lésions oxydatives siégeant au niveau de tractus respiratoire.
Ainsi, la recherche de molécules capables d’inhiber sa génération et / ou a effet scavenger
directement sur I’HOCI est d’un grand intérét. La quercétine, un membre de la famille des
flavonols, est un puissant antioxydant offrant toute une batterie de fonctions biochimiques
particulierement intéressantes pour notre santé. Les résultats du présent travail ont montré,

en utilisant la technique de la chimiluminescence amplifiée par le luminol, que la
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quercétine posséde une forte capacité de piéger et de maniére concentrations-dépendantes
I’HOCI : a 5puM, Pactivité scavenger atteint son maximum (99%). Afin d’établir la relation
entre la structure chimique de la quercétine et sa capacité a piéger I’HOCI, la capacité de
piégeage des autres flavonols, myricétine et kaempférol, a été également testée. Les trois
flavonols aglycones testés, quercétine, myricétine et kaempférol, partagent la méme
structure chimique du cycle A et C mais différent au niveau du degré d’hydroxylation du
cycle B. En effet, nous avons observés qu’a une faible concentration de 1uM, la capacité
de ces flavonols a piéger ’HOCI est différente (Figure 31). Le puissant scavenger sur
I’HOCI est la quercétine avec un groupement catéchol sur le cycle B (3°, 4’—OH), suivie
par le kaempférol monohydroxylé (4’-OH) tandis que la myricétine avec un groupement
pyrogallol (3°,4°,5’-OH) était moins active. Les valeurs IC,, sont respectivement de 0,85,

0,9 et 1,1 uM pour la quercétine, kaempférol et myricétine (Tableau 2).

Une autre propriété importante du pouvoir antioxydant des flavonoides est la
présence du groupement hydroxyle en position C, sur le cycle C avec une double liaison
adjacente en C,-C,. Tous les flavonols testés présentent cette double liaison en position
C2-Cs sur le cycle C, il parait que cette double liaison ne contribue pas suffisamment a
I’amélioration de 1’activité scavenger envers I’HOCI. Contrairement, nos résultats ont
montré que la substitution du groupement hydroxyle en position C, par le résidu O-
rhamnoglycosyle, potentialise 1’activité scavenger du flavonol vis-a-vis de I’HOCI. En
effet, la rutine exerce un effet scavenger sur I’HOCI hautement puissant (ICs, = 0,3 pM)
que son dérivé aglycone, quercétine. Sous d’autres conditions expérimentales, Zieliéska et
collaborateurs (2001) ont rapporté que la quercétine 3-O-galloylglucoside exprime une
activité oxydante prononcee comparable a celle de la quercétine, mesurée sur I’ O, H,O,

et HOCI engendrés par les neutrophiles activés par le zymosan.

Les résultats observés avec la rutine peuvent s’expliquer par son caractere
hydrophile, due au résidu O-rhamnoglucosyl en position 3, qui rend la molécule plus active
dans le milieu aqueux ou par le r6le possible de ce résidu dans la potentialisation de
I’activité scavenger de I’HOCI. En effet, le traitement de la rutine par la naringinase
conduit a une légére inhibition de la cinétiqgue de la génération lumineuse durant
I’oxydation du luminol par le NaOCI comparée avec la rutine non traitée. La réaction de la
quercétine et de la rutine avec I’HOCI est connue de générer des dérivés mono- et
dichlorés stables en position Cg et/ou Cg sur le cycle A. La réaction de la rutine avec

I’HOCI forme plus de dérivés monochlorés que la quercétine. Cette formation accrue des
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dérivés chlorés est attribuée a 1’aptitude du groupement disaccharide d’améliorer la vitesse
de turnover durant la réaction de chloration (Binsack et al, 2001). Les résultats obtenus
avec la rutine traitée avec la naringinase soutiennent 1’idée que la présence du groupement

glycosyl peut accentuer 1’activité scavenger des flavonols envers I’THOCI (Figure 32).

Le piégeage de I’HOCI pourrait en partie minimiser les dégats oxydatifs menant au
développement de plusieurs pathologies notamment I’inflammation pulmonaire. De
nombreux travaux ont montré I’impact de ’HOCI sur les défenses anti-oxydantes et anti-
protéases (Suter et al, 1992 ; Winterbourn et Brennan, 1997). Par ailleurs, chez les fumeurs
avec la bronchite chronique, la réduction de la CVF est en corrélation avec la diminution
du taux GSH dans les lavages pulmonaires (Repine et al, 1997). Chez les cochons d’indes,
la stimulation des cellules épithéliales et les macrophages alvéolaires inactive 1'al-
antitrypsine en présence de la myéloperoxydase (Wallaert et al, 1993). En outre, dans les
lavages pulmonaires des fumeurs et des patients BPCO, I’activité inhibitrice de l'al-
antitrypsine est a moitié inactive (Carp et al, 1982 ; Maier et al, 1992). L’HOCI agit encore
au site inflammatoire en activant les précurseurs des enzymes comme la progélatinase et la
procollagénase, activation qui conduit a la fragilisation du squelette protéique et a la
destruction des tissus connectifs (Weiss et al, 1985 ; Peppin et Weiss, 1986, Hawkins et
Davies, 1998). L’HOCI active le facteur nucléaire NF-xB (Schoonbroodt et al, 1997 ; Nys
et al, 2002), augmentant ainsi I'expression de médiateurs de l'inflammation, avec un effet
bénefique ou néfaste selon I'endroit et le moment ou se produit la réaction inflammatoire.
L’activité du NF-kB est augmentée dans les cellules épithéliales bronchiques des BPCO et

corrélée avec la sévérité de la maladie (Di Stefano et al, 2002).

Il était toutefois important de comparer la capacité de piégeage de la quercétine et
de son dérive glycosyl avec celles des substances antioxydantes connues dans la littérature.
Dans cette étude, les effet scavenger de N-acétyl-L-Cysteine (NAC), vitamine C et taurine
étaient testes en parallele. Dans le tractus respiratoire, le GSH, la vitamine C et la mucine
constituent une des principales défenses antioxydantes a la fois intra- et extra-cellulaire
(MacNee et al, 1991, Cross et al, 1994)). De nombreuses études épidémiologiques ont
montré une corrélation inverse entre le risque d’obstruction des débits aériens et la
consommation de la vitamine C (Gilliland et al, 2003 ; Santos et al, 2004 ; Rubin et al,
2004). La taurine, présente en quantité importante dans les neutrophiles, agit

physiologiquement pour capter probablement "’HOCI (Learn et al, 1990).

La prise du NAC est associée avec I’amélioration de 1’état clinique des patients
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BPCO (Gerrits et al, 2003). Les résultats présentés dans cette étude ont montré que le NAC
est capable de pi¢ger I’HOCI. Des observations similaires ont été¢ obtenues par Gressier et
collaborateurs (1994). Les valeurs d’ICs0 obtenues avec la vitamine C, le NAC, et la
taurine sont en accord avec celles rapportées par Arnhold et collaborateurs (1993). En
comparant ces différentes structures, nous pouvons conclure que la quercétine et la rutine

sont plus efficaces sur le piégeage de ’HOCIL.

11. ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE DE LA GENISTEINE ET DE LA

QUERCETINE

La bronchoconstriction /I’obstruction des voies respiratoires ainsi que
I’hyperréactivité bronchique sont présumées étre une conséquence directe du processus
inflammatoire. Sur le modéle de culture tissulaire a court terme de fragments de
parenchyme pulmonaire humains cultivés en présence de LPS de I’E. coli, nous avons
montré que la génistéine et la quercétine ont la capacité de réduire et de maniére
concentration-dépendante la production des médiateurs, TNF-a, IL-8 et MIP-1B. De
nombreux travaux ont cependant souligné le caractére pro-inflammatoire de la fumée de
cigarette dont il est lie en partie a la présence de LPS (Tracey et al, 1994, Hasday, 1999
Yang et al, 2006). La sécrétion des mediateurs TNF-a, IL-8 et MIP-1p, par le parenchyme
pulmonaire humain cultivé, était significativement plus marquée en présence de LPS qu’a
I’état basal (Figure 33). La réponse inflammatoire aigue du parenchyme pulmonaire en
réponse au LPS est proche de celle observée pendant les périodes d’exacerbations de la
BPCO (Risse, 2006). La puissance anti-inflammatoire de la quercétine est relativement
réduite aprés 24 heures d’incubation (Figures 35B, 36B, et 37B). Ce résultat peut
s’expliquer par la métabolisation rapide de la quercétine intracellulaire en ses métabolites
biologiquement inactives en fonction du temps (Watjen et al, 2004). Nos résultats
confirment les observations des autres auteurs montrant que la quercétine et la génistéine
sont efficaces en bloquant la production de TNF-a, IL-8, IL-6 induite en présence du LPS
(Xagorari et al, 2001 ; Liu et al, 2005 ; Rao et al, 2005). La différence de puissance
observée, peut refléter la possibilité de différence au niveau du modele d’étude. A présent
les données disponibles sur 1’action anti-inflammatoire de flavonoides, sont obtenues sur
des modéles de cellules en culture. A notre connaissance, notre étude est la premiére a
avoir exploré I’activité anti-inflammatoire de la génistéine et de la quercétine sur un
modele tissulaire. De nombreux travaux ont cependant souligné que la libération des

médiateurs inflammatoire est plus importante dans des co-cultures cellulaires que dans des
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monocultures (Standiford et al, 1990; Lee et al, 2004; Ishii et al, 2005). Les inhibiteurs de
TNF-o et des chimiokines plus particuliecrement I’IL-8, sous forme d’anticorps
monoclonaux ou d’antagonistes de leurs récepteurs, ont déja fait preuve comme des outils
thérapeutiques bénéfiques dans certaines situations inflammatoires (Traves et al, 2002 ;
Reimold, 2002 ; Barnes, 2003; Mahler et al, 2004 ). Le TNF-a, I’'IL-8 et le MIP-1p,
puissants chimioattractants des monocytes et des neutrophiles, sont impliqués dans la
pathogénese de la BPCO (Barnes, 2004) et seront dans ce cas des cibles thérapeutiques
adéquates dans le traitement de la BPCO. Les flavonoides, comme la génistéine et la
quercétine sont largement indiqués dans plusieurs situations inflammatoires. Cependant,
peu d’informations sont actuellement disponibles concernant 1’impact direct des
flavonoides sur les manifestations inflammatoires de la BPCO (Culpitt et al, 2003 ; Kumar
et al, 2003).

Aucune inhibition sensible n’est observée en présence de la rutine sur la production
des médiateurs TNF-a, IL-8 et MIP-1pB, par le parenchyme pulmonaire humain cultivé
pendant 4 et 24 heures en présence du LPS. Ce résultat peut s’interprété, par I’incapacité
des flavonoides glycosylés a traverser la membrane plasmique en raison de leur caractére
hydrophile ou volumineux du au résidu glycosyl (Fusi et al, 2003). En effet, I’efficacité de
resveratrol et de quercétine est significativement réduite par la substitution des
groupements OH par un résidu glycosyl (Matsuda et al, 2000 ; Watjen et al, 2004 ;
Hamaldinen et al, 2007).

Le mécanisme responsable de I’effet inhibiteur de la génistéine et de la quercétine
sur la transduction du signal LPS n’a pas été caractérisé dans cette étude, mais il parait que
ces flavonoides agissent sur plusieurs cibles moléculaires. La signalisation intracellulaire
initiée par le LPS implique la voie de tyrosines kinases (Han et al, 1993 ; Stefanova et al,
1993). Ces événements sont prévenus aprés un prétraitement par la génistéine et la
quercétine, connues comme des inhibiteurs de tyrosine kinases (kang et al, 2001 ;
Casagrande et al, 2001). 1l est devenu de plus en plus évident que le LPS induit ’activation
du facteur de transcription nucléaire NF-xB associée avec la neutrophilic pulmonaire,
perméabilité épithéliale et avec la peroxydation des lipides (Blackwell et al, 1996, Liu et al,
1999). L’effet inhibiteur de la quercétine et d’autres flavonoides a été déja rapporté sur les
tyrosines kinases solubles et liées a la membrane (Graziani et al, 1983 ; Cunningham et al,
1992 ; Huang et al, 1999). En effet, de nombreux rapports ont rapporté que dans les

macrophages RAW 264.7, la quercétine et la génistéine inhibent 1’activation du facteur
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NF-«B ainsi que la phosphorylation de la protéine inhibitrice IkB (Kang et al, 2001 ; Nair
et al, 2006).

L’effet moins apparent de la daidzeine, un isoflavone inactif sur tyrosine kinase, sur
la production de TNF- a, I’'IL-8 et MIP-1B (Figures 35, 36), par le parenchyme humain
cultivé, soutient I’hypothése que I’action anti-inflammatoire de la génisteine pourrait étre
en partie gouvernée via la voie de tyrosine kinase. De plus, les flavonoides ont la capacité
d’inhiber les sérine/ thréonine kinases, telles que la phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K)
et la PKC (Gamet-Payrastre et al, 1999). Le lien entre la PI3-K et le facteur NF-kB est
médié par I’activation de sérine/ thréonine kinase Akt (Ozes el al, 1999 ; Xagorari et al,
2001). Nanua et collaborateurs (2006) ont montré que le prétraitement des cellules
épithéliales bronchiques humaines-16HBE140 avec de la quercétine bloque I’expression
d’TIL-8 et MCP-1 en réduisant la voie de signalisation médiée par la PI3-kinase/ 1’ Akt/
NF-«B.

Par ailleurs, il semble que I’effet inhibiteur des flavonoides sur la production des
médiateurs proinflammatoires pourrait résulter de leurs propriétés antioxydantes. Les EOA
augmentent I’expression des génes des médiateurs inflammatoires via 1’activation des
facteurs de transcription redox-sensibles tels que le NF-xB et I’AP-1 (Activator Protein-1)
(Rahman et MacNee, 1998 ; Anto et al, 2002 ; Barnes et al, 2005). L’effet inhibiteur de la
quercétine et de la génistéine sur I’activation du facteur NF-kB est associé¢ avec
I’augmentation du taux de GSH, et des enzymes glutathion- cystéine synthétase, SOD et la
catalase (Martinez-Florrez et al, 2005 ; Choi et al, 2003).

Il parait maintenant évident que les enzymes histone deacétylase (HDAC) jouent un
role primordial dans I’inhibition de I’expression des médiateurs proinflammatoires en
réponse aux corticostéroides (Sambucetti et al, 1999; Ito et al, 2000). Toute altération ou
modification de I’enzyme HDCA par un stress oxydatif/ fumée de cigarette peut rendre les
corticostéroides inefficaces, comme observé chez les patients BPCO (Rahman et MacNee,
1998 ; Rahman, 2005). Récemment ils ont observé que les flavonoides comme la
curcumine inhibe I’inflammation et restaure 1’efficacité des corticostéroides en réponse au
stress oxydatif, via la sur-régulation/restauration de I’activit¢t HDCA-2 dans les cellules
U937 et Monomac6 (Kirkham et Rahman, 2006). Il a été egalement suggéré que les actions
anti-inflammatoires des flavonoides peuvent s’étendre en inhibant 1’activité de 1’enzyme
histone acétyltransférase (HAT) et préviennent ainsi I’acétylation de la chromatine médiée

par le facteur NF-xB (Kang et al, 2005). Toutefois, le pouvoir antioxydant de la quercétine
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peut lui attribuer la capacité d’améliorer ’efficacité anti-inflammatoire des corticostéroides

chez les patients BPCO.

12. ACTIVITE RELAXANTE DE LA GENISTEINE ET DE LA QUERCETINE SUR LA

BRONCHE HUMAINE

Dans la BPCO, la constriction muscarinique des voies aériennes résulte de
I’augmentation de ’activité parasympathique. La perte du contrdle parasympathique du
muscle lisse bronchique et les modifications structurales qui résultent de I’inflammation
pourraient contribuer au développement et a la persistance de 1’hyperréactivité bronchique.
L’hyperréactivité bronchique au méthacholine ou a I’histamine a été déja rapportée chez
les patients BPCO (Willemse et al, 2004). De nombreux travaux ont suggéré que la voie
des tyrosine kinases peut avoir un role important dans la régulation de la transduction du
signal associé aux récepteurs responsables de la contraction du muscle lisse (Hollenberg,
1994 ; Srivastava et St Louis, 1997). Dans les préparations du muscle lisse viscérale et
vasculaire, les inhibiteurs de la tyrosine kinase inhibent la contraction induite par
carbachole, prostaglandine F2q, norepinephrine, phenylephrine, angiotensine |1 et
UK14304, un agoniste a2-adrenocepteur (Yang et al, 1993 ; Steusloff et al, 1995 ;
Savineau et al, 1996; Jin et al, 1996, Watts et al, 1996). Bien que ’effet des inhibiteurs de
la tyrosine kinase a €té étudié sur diverses préparations de muscle lisse, peu de travaux ont
étudié leurs effets sur les préparations du muscle lisse de voies aériennes (lwagoe et al,
1996, Chopra et al, 1997, Wong et al, 1997). En se basant sur ces observations, nous nous
sommes intéressés plus particulierement a la génistéine et la quercétine et nous avons
montré qu’a faibles concentrations ces molécules ont la capacité d’induire une relaxation
sur les bronches humaines précontractées avec 1’acétylcholine et ’histamine. Les résultats
obtenus sont comparables avec les données sur ’effet relaxant de 3-O- methylquercétine
(Ko et al, 2002) et de la génistéine (Lin et al, 2007) étudié sur la trachée des cochons
d’inde. Toutefois, plusieurs études ont montré 1’effet vasorelaxant de la quercétine sur les
anneaux d’aorte de rat (Duarte et al, 1993 ; Fusi et al, 2003) et de la génistéine sur les
anneaux d’aorte de rat et les petits artéres humains (Mishra el al, 2000, Cruz et al, 2006).
Dans nos expeériences, la genistéine et la quercétine relaxent de maniére concentration-
dépendante et avec un méme degré les contractions induites avec les deux agonistes
contractiles I’histamine et 1’acétylcholine. Cette derniére observation est en accord avec les
résultats rapportés récemment que la génisteine et la quercétine abolies d’une maniére

similaire la relaxation de trachée de cochon d’inde precontractée par 1’histamine,
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carbachole et KCI (Ko et al, 2003, Lin et al, 2007). Ce constat nous permet de présumer
que la méme voie de signalisation est affectée par ces deux flavonoides en réponse a

I’acétylcholine et I’histamine.

La genisteine est un inhibiteur spécifique de la tyrosine kinase uniquement a des
concentrations > 10uM (Akiyama et al, 1987). A des concentrations élevées, la génistéine
exerce un effet relaxant potentiel. On peut alors suggérer qu’a une concentration élevée, la
génisteine induit la relaxation au moins en partie par 1’inhibition de I’activité de la tyrosine
kinase mais a faible concentration, la génistéine affecterait la relaxation des voies
aériennes par d’autres mécanismes. Plusieurs approches sont utilisées par cette étude afin
de mettre au point le mécanisme sous-jacent I’effet relaxant de la génistéine sur les voies
aériennes. Une des approches la plus employée par la majorité des travaux implique
I’utilisation de la daidzeine, un analogue structurale de la génistéine inactive sur les
tyrosine kinases. Notre étude in vitro a montré que la daidzeine exerce un effet relaxant
moins efficace sur les bronches humaines que la génistéine. Ceci peut étre liée a une
certaine similitude entre ces deux isoflavones d’agir sur d’autres molécules de signalisation,
telles que les isoformes de la PDE, avec différents degrés d’inhibition (Ko et al, 2004). I
est concevable aussi que la faible puissance de la daidzeine puisse s’expliquer au moins en
partie par sa faible solubilité, ce qui réduit la quantité effective de ce composé dans la

solution.

Par ailleurs, nous avons évalué 1’effet relaxant de la génistéine et de la quercétine en
association avec les B2-adrénergiques a courte durée d’action, isoprénaline et a longue
durée d’action, le formotérol, puisque ces molécules sont largement utilisées pour controler
le tonus musculaire lisse bronchique. Nos résultats confirment que les réponses relaxantes
en présence des [P2-mimétiques sont moins importantes sur les précontractions par
I’acétylcholine qu’a I’histamine. Ce constat est interprété que les agonistes muscariniques
exercent un antagonisme fonctionnel sur les f2-adrénergiques en diminuant I’AMPc dont
le mécanisme est encore mal élucidé (Sarria et al, 2002). Nous avons montré que la
génisteine potentialise significativement 1’effet bronchorelaxant du formotérol et
d’isoprénaline. Le méme effet de la génisteine est obtenu sur la trachée de cochon d’inde
mise en présence de forskoline, un activateur direct de I’adenylate cyclase (Lin et al, 2007).
L’effet relaxant de la génistéine via I’inhibition de ’AMPc-PDE a été montré sur les
anneaux aortiques de rat (Sataka et al, 2000) et sur la trachée de cochon d’inde (Lin et al,

2007). De plus, ’AMPc-PDE type IV a été directement inhibée en présence de la
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génisteine avec une ICso = 9,5 uM (Ko et al, 2004). Ces résultats suggerent que 1’effet

potentiel de la génistéine, sur I’accumulation de I’AMPc induite par les f2-mimétiques, est
probablement médié par I’ AMPc-PDE.

D’autres part, 1’activité relaxante du SNP, un nitrovasodilatateur provoque une
relaxation sur les voies aériennes via un mécanisme médié par la GMPc, est rehaussée en
présence de la genistéine (10° M et 3.10°M). Nos résultats sont en accord avec ceux
rapportés par Lin et collaborateurs (2007). Cet effet potentiel de la génistéine sur I’activité
relaxante du SNP ne pourrait étre du a son effet inhibiteur sur I’activité de la PDEV,
puisque la génistéine est moins efficace sur I’inhibition de la PDEV avec ICs0 de 73,9uM
(Ko et al, 2004). Cependant la génistéine est plus puissante en inhibant la PDEIII et IV
avec ICso de 12.9 uM et 9.5uM, respectivement (Ko et al, 2004). Ainsi, nos donnees
suggerent que la potentialisation de D’activité relaxante du SNP en présence de la
génistéine peut s’expliquer par un mécanisme empéchant I’hydrolyse de ’AMPc. A
concentration ¢levée, le SNP augmente le taux de ’AMPc dans la trachée de chien
(Torphy et al, 1985). Maurice et Haslam (1990) ont rapporté que I’accumulation de
1’ AMPc isoprénaline-induite est accentuée en présence du SNP via un mécanisme a présent
méconnu. En effet, la daidzeine a échoué d’exercer un effet potentiel sur les réponses
relaxantes a I’isoprénaline et au SNP. Ceci peut étre attribué a la faible concentration de la
daidzeine utilisée dans cette étude. De plus et comme précédemment signalé, la faible
solubilité de la daidzeine réduit probablement son efficacité aux concnetration choisies

dans cette étude.

L’effet relaxant exercé par la quercétine est presque de méme ordre d’efficacité et de
puissance que la génistéine. Cependant, la rutine exerce un effet moins apparent sur les
précontractions histamine et acétylcholine induites sur les bronches humaines. L’influence
négative de la glycosylation des flavonoides a été aussi rapportée sur la production de
monoxyde d’azote par les macrophages (Kim et al, 1999), sur I’effet relaxant de la trachée
de cobaye (Ko et al, 2003) et sur les contractions KCl-induites et 1’activation des canaux

calcique de type L des anneaux d’aorte (Fusi et al, 2002).

Tout comme la génistéine, les réponses relaxantes a I’isoprénaline, au formotérol et
au SNP sont significativement amplifiées en présence de la quercétine (Figures 41B, 42B
et 43B). Dans ’aorte de rat, la quercétine, a des concentrations élevées 10°M et 5.10°M,
augmente le taux de I’AMPc (Duarte et al, 1993). En effet le 3-O- methylquercétine, un

métabolite de la quercétine, potentialise 1’effet relaxant de la forskoline et du SNP sur la
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trachée de cochon d’inde et inhibe significativement les activités de I’AMPc- et GMPc-
PDE (Ko et al, 2001). L’inhibition de I’AMPc-PDE a été déja impliquée dans 1’effet
relaxant de la quercétine sur le muscle lisse vasculaire et intestinal (Beretz et al, 1980,
Nikaido et al, 1982). Cela semble évident du fait que les valeurs EC;, de I’effet relaxant de
la quercétine sur les préparations bronchiques humaines precontractées a I’histamine et
I’acétylcholine (Tableau 4) correspondes aux ICso de I’effet inhibiteur direct de la
quercétine sur I’AMPc-PDE de type Il et IV de 5,6.10° M et 9,9.10°M, respectivement
(Ko et al, 2004). Nos résultats révelent que ’effet relaxant de la génistéine et de la
quercétine peut étre médié par I’inhibition de 1’AMPc- et GMPc-PDE en augmentant le
taux de ’AMPc. Cette derniére active ultérieurement la protéine kinase AMPc-dépendante
et inhibe la kinase de la chaine Iégere de la myosine par phosphorylation en atténuant dans
ce cas la contraction (Westfall, 1998). Le mécanisme par lequel la relaxation est produite
par la voie AMPc n’est pas encore clair, mais elle peut résulter de la diminution
intracellulaire en Ca2+. Cette diminution peut étre due a la réduction de I’afflux de Ca2+en
améliorant son accumulation dans le réticulum sarcoplamsique, ou son extrusion a travers

la membrane plasmique (Westfall, 1998).

Dans cette étude la génistéine et la quercétine (10° to 10° M) exercent un effet
inhibiteur potentiel et de maniere concentration-dépendante sur les contractions KCI- et
Ca*- induites sur les bronches humaines. La contraction KCl-induite est le résultat de
I’augmentation de I’afflux de Ca2+ via les canaux de Caz2+ de type L (VOC, voltage-
opearted channels) et elle est spécifiquement inhibée par les antagonistes de Ca2+ (Ahmed
et Abraham, 1985). Donc, I’inhibition des contractions induites par le KCIl et Ca2+ en
présence de la génistéine et la quercétine peut étre interprété comme conséquence du
blocage des canaux VOC comme suggéré par d’autres études (Duarte et al, 1993b ; Figtree
et al, 2000 ; Ko et al, 2001 ; Belevych et al, 2002). Dans notre étude, les valeurs ECso de la
quercétine et de la génistéine contre les précontractions a 1’histamine et 1’acétylcholine ne
sont pas significativement différente 1’'une de 1’autre. Ce résultat soutient en plus
I’hypothése que la quercétine et la génistéine ont la capacité d’inhiber I’entrée du calcium
extracellulaire. L’augmentation dans la [Ca*]i et 1’activation ultérieure de la calmoduline
Caz+-dépendante est le déterminant principal de la contraction de muscle lisse vasculaire
(Somlyo et Somlyo ,2000). Cependant, plusieurs études ont montré que les agonistes
contractiles peuvent aussi moduler la force contractile en augmentant la sensibilité des

myofilaments vis-a-vis du Ca* ou via la voie indépendante du Ca* (Somlyo et
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Somlyo ,2000). L’implication des protéines kinases telles que la protéine kinase C et ou
Rho kinase ont été déja rapportées dans la cascade de signalisation Ca?- sensible (Martinez
et al, 2000 ; Somlyo et Somlyo, 2000). Une étude sur les artéres a montré que 1’effet
vasodilatateur potentiel de la quercétine est indépendant de la modification de la [Ca*]i
suggérant une interaction directe avec les protéines contractiles telles que la chaine légeére
de la myosine kinase et la PKC (Middleton et al, 2000, Pérez-Vizcaino et al, 2002). A
partir de ces observations, I’effet bronchorelaxant de la quercétine peut résulter de
I’inhibition des mécanismes sensibles au Ca2+ y compris 1’effet antagoniste sur les canaux
VOC aussi bien I’inhibition des protéines kinases telle que la chaine 1égere de myosine et
la PKC. Bien que ces derniéres cibles ne soient pas étudiées dans ce présent travail,
néanmoins 1’inefficacité de la rutine sur les contractions KCI- et Ca*- induites soutient

cette hypothese.

La daidzeine est dépourvue d’effet inhibiteur sur les contractions KCl-induites
soutenant I’hypothése que la génistéine bloque 1’entrée du calcium via les canaux Ca* de
type L en inhibant I’activité de la tyrosine kinase. Nos résultats sont compatibles avec les
précedents rapports sur les inhibiteurs de la tyrosine kinase, ST638 et tyrphostin A47, sur
les bronchioles de rat (Chopra et al, 1997). L’influence de la génistéine et des autres
inhibiteurs de la tyrosine kinase sur les contractions KCl-induites a également été
examinée sur le muscle lisse vasculaire et elles ont montré des effets inhibiteurs potentiels
(Toma et al, 1995, Filipeanu et al, 1995). Sur les cellules musculaires lisses respiratoires
de rat en culture, I’inhibition de la réponse contractile Ca+2-induite en présence de la
génistéine fait attribuer aux tyrosine kinases le role dans la modulation de 1’activité de la
PLC donc de la libération du Ca? du réticulum endoplasmique (Tolloczko et al, 2000). En
revanche, d’autres travaux ont montré que 1’inhibition des canaux Ca? type L des
myocytes intactes par la génistéine est due a un blocage direct indépendant de la tyrosine
kinase (Belevych et al, 2002). Un tel effet n’est pas restreint aux canaux Ca® type L
(Huang et Dillon, 2000; Zhang et Wang, 2000). Dans les artéres mésentériques (Toma et al,
1995), la génisteine réduit les contractions KCI-induites sans aucun effet apparent sur la
concentration de calcium libre dans le cytoplasme, tandis qu’elle réduit a la fois les
contractions norepinephrine-induites et 1’¢lévation du calcium cytoplasmique. Ce dernier
résultat suggere que la génistéine peut perturber la sensibilité de 1’appareil contractile au
calcium comme suggéré dans I’étude de Steusloff et al (1995). La génistéine a été aussi

rapporté d’inhiber la phosphorylation de la chaine 1égére de la myosine (Jin et al, 1996) au
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moins en partie par I’inhibition directe de la calmoduline dépendante de la chaine 1égeére de
la myosine kinase (Wang et al, 1997). Ces résultats suggerent que la génistéine peut
inhiber les mécanismes du maniement calcique ; I’entrée du Ca* et la modulation de la
sensibilité au Ca?, aussi bien elle peut inhiber 1’appareil contractile au niveau de la chaine
légére de myosine. Ces derniers effets ne sont pas tous médiés par I’inhibition de la

tyrosine kinase.
13. CONSIDERATIONS CLINIQUES DE LA QUERCETINE ET DE LA GENISTEINE

Comme toute substance thérapeutique, la bioactivité de la quercétine et de la
génisteine dépend de leur biodisponibilité qui varie largement en fonction des sources dont
elle est extraite ou, plus précisément, selon les caractéristiques de la chaine sucrée de sa
molécule. Dans les matrices végétales, les flavonols et les isoflavones se trouvent
géneralement sous formes des glucosides suggéres biologiquement inactifs (Manach et al,
2004). Ils acquicrent leur bioactivité a la suite d’une transformation métabolique par la
flore bactérienne intestinale (Brown 1988, Day et al 1998). C’est sous leurs formes
aglycones, a caractere peu hydrophile, qu’elles traversent facilement les membranes

cellulaires, et assurent alors une meilleure biodisponibilité (Brown 1988, Day et al, 1998).

Les concentrations en quercétine rapportées efficaces par notre étude, sont
supérieures aux concentrations physiologiques observées chez 1’homme. Chez les
individus consommant entre 80-100 mg de quercétine, administré sous forme d’oignons,
de pommes, ou de repas riche en légumes, le pic de la concentration plasmatique en
quercétine atteint 0,3-0,75umol/L (Manach et al,1998; Graefe et al,2001 ) . Ingérer sous
forme de thé ou de cacao, la concentration plasmatique en quercétine se située entre 0,1-
0,7umol/L et 0,25- 0,7umol/L, respectivement (Lee et al, 1995 ; Rein et al, 2000). Bien
que la gamme de concentration testée par notre étude soit loin des concentrations
physiologiques rapportées dans le plasma humain, mais elle peut atteindre le pic
plasmatique avec des suppléments nutritionnels en quercétine. La concentration
plasmatique atteint 1,5umol/L, aprés I’administration de la quercétine en forme de capsule
de 250 mg / jour (Conquer et al, 1998). Ingérer sous forme d’oignons, les concentrations
plasmatique en quercétine sont proportionnelles aux doses administrées : 0,05umol/L apres
15 mg (de Vries et al, 2001), 0,63 umol / L aprés 68-94 mg (Moon et al, 2000) et 7,65
pmol / L apres 100 mg (Graefe et al, 2001). Les données pharmacocinétiques sur la
quercétine chez I’homme ont suggéré qu’un supplément nutritionnel de 1-2 g en quercétine

peut fournir des concentrations plasmatiques entre 10 et 50 umol/L (Watjen et al, 2005).
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Du méme, les concentrations en génisteine rapportées bioactives par ce présent
travail sont également loin des concentrations classiques trouvées dans le plasma humain.
Dans D’alimentation traditionnelle asiatique dont les apports moyenne en isoflavones
aglycones allant 9-45 mg / jour, la concentration plasmatique en génistéine atteint environ
0,5 uM (Yamamoto et al, 2001 ; Morton et al, 2002), alors que dans les pays occidentaux,
la consommation moyenne n’atteint pas 1 mg / jour (Bennetau-Teresa, 2001). Cependant,
I’incorporation des aliments a base de soja dans le régime alimentaire peut produire des
niveaux plasmatiques proches ou excedes les concentrations biologiquement efficaces in
vitro. Des concentrations plasmatiques en genisteine de 1,4-4 umol / L sont atteintes entre
6 et 8 heures chez divers groupes de population dont leurs apports alimentaires sont riches
en isoflavones (King and Burssill, 1998). Toutefois, la concentrations en génisteine plus de
4,6 UM a été rapportée dans le plasma des individus consommant trois repas riches en
dérives de soja par jour et chez des femmes ménopausées recevant un traitement a base
d’isoflavone sous forme de capsule d’extrait de soja de 50mg/jour (Xu et al, 1995,
Bhathena et Velasquez, 2002). Les concentrations plasmatiques en isoflavone peuvent
atteindre jusqu’ a 7umol /L, chez les individus consommant 1’extrait de la farine de soja
(Kim et Bursill, 1998). De plus, chez les patients, souffrant du cancer de la prostate,
alimentés par des doses élevées de NovaSoy (300-600 mg), les concentrations circulantes
en geénistéine atteignent plus de 27umol/L (Miltyk et al, 2003). En comparaison, 5mg de
génistéine / jour chez les souris résultent en des niveaux plasmatiques de 30 umol/ L, dose

nécessaire pour réduire la croissance des tumeurs (Hillman et al, 2004).

Notons également que I’activité métabolique de I’organisme peut conférer a la
substance absorbée une activité qui ne sera pas révelée par les tests utilisés in vitro. En
outre, il existe une certaine spécificité tissulaire qui ne peut pas étre reproduite par les
modeles in vitro (Bennetau-Pelissero et al, 2004). Ainsi, une étude faite chez les femmes
indiennes végétariennes a indiqué que la concentration plasmatique de génistéine atteint
environ 315 pg/L aprés consommation d’une seule dose contenant 64,12 mg d’isoflavone
et que cette dose est suffisante pour exercer des effets endocriniens bénefiques chez ces
femmes (Joshi et Parikh, 2007). Une faible mortalité du cancer de prostate est observée
chez la population japonaise dont le niveau plasmatique en génisteine atteint 276 nmol/L
(Adlecreutz et al, 1993). De plus les données issues des épreuves cliniques effectuées chez

les asthmatiques ont montré une corrélation positive entre le VEML1 et la consommation
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augmentée en génisteine. Ainsi, chez les consommateurs de la génisteine moins de 252 pg/
jour, le VEML est de 82,1 % en comparaison avec 76,2% chez les non consommateurs
(Smith et al, 2004).

Par ailleurs, la vitesse d’¢limination de la quercétine et de la génisteine est
relativement faible (Watanabe et al, 1998). Les concentrations plasmatiques en quercétine
peuvent rester significatives et mesurables dans les 10 et 30 heures apres la prise (Hollman
et al, 1995 ; Graefe et al, 2001), alors que la biodisponibilité sanguine d’isoflavones est
maintenue constante pour des longues périodes allant jusqu’a deux a quatre semaines qui
suivent la prise (Ilzumi et al, 2000). Ainsi, la consommation quotidienne des aliments
riches en quercétine ou en genisteine peut entrainer leur accumulation a des niveaux
plasmatiques proches ou équivalents aux concentrations trouvées actives par la présente

étude.
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Conclusion

Comme linflammation est une caractéristique de la broncho-pneumopathie
chronique obstructive (BPCO), la recherche des substances douées dactivité anti-
inflammatoire peut avoir un impact positif sur le ralentissement de processus de
progression de la maladie. Plusieurs programmes de recherche menés ces derniéres années
attestent les actions bénéfiques des flavonoides sur les affections inflammatoires.
Cependant, les effets biologiques des flavonoides sont pour I'essentiel inexplorés dans le
cadre des maladies respiratoires, particulierement la BPCO. Notre étude a permis de mettre
de nouveaux résultats suscitant un grand intérét sur les bienfaits de la génistéine et de la
quercétine qui pourraient étre mises a profit des BPCO sur plusieurs fronts. En effet, on a
démontré in vitro, que la quercétine est un puissant antioxydant ayant la capacité de piéger
I'acide hypochloreux (HOCI). L'efficacité scavenger de la quercétine sur I'HOCI pourrait
contribué au moins en partie a renforcer les défenses antioxydants naturelles et améliorer le
profil thérapeutique des corticostéroides, inefficace chez les BPCO, en protégeant I'enzyme

histone deacétylase (HDCA) des agressions oxydatives.

Par ailleurs, nos résultats ont confirmé que la quercétine et la génistéine ont la
capacité de moduler la réponse inflammatoire de fagon importante. Sur le modéle de
parenchyme pulmonaire humain, la génistéine et la quercétine ont fait preuve d'inhiber la
sécréetion de certains médiateurs proinflammatoires, particulierement le TNF-o considérée
comme une marque de la réponse inflammatoire. Cependant, le mécanisme d'action par
lequel ces deux molécules exercent leurs effets anti-inflammatoires sur ce modele
pulmonaire reste encore & explorer. En effet, pour mieux confirmer la puissance et la
sélectivité de l'action de la génistéine et de la quercétine sur la réponse inflammatoire, il
faudrait, en particulier, explorer le role de NF-xB, des PKC, des PI Kinases et des

protéines tyrosines kinases.

Les travaux réalises au cours de cette these ont également apporté des informations
nouvelles sur l'effet bronchodilatateur de la génistéine et de la quercétine. Ces deux
flavonoides ont la potentialité d'induire une relaxation sur les bronches humaines
precontractées soit a I'nistamine ou a l'acétylcholine. L'ensemble des résultats obtenus, a
présent dans la littérature, sur ’effet relaxant des flavonoides a permis d'identifier
plusieurs mécanismes d'action. Cependant, plusieurs restent encore a identifier. Dans ce

travail, il est postulé gu'un des mécanismes d'action bronchorelaxante de la génistéine et
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de la quercétine pourrait étre via l'inhibition de la voie AMPc-Phosphodiestérase et/ou

blocage des canaux calcique VOC.

Les effets bénéfiques des flavonoides dans 1’organisme humain sont conditionnés
par leur biodisponibilité. Jus qu’a présent des inconnues persistent dans la biodisponibilité
des flavonoides notamment sur la capacité de la flore colique & modifier leur métabolisme,
et leur influence possible dans les différences observées concernant les taux circulants et
tissulaires entre le rat et ’homme pour un méme apport alimentaire. Ainsi pour assurer un
effet biologique efficace, il est donc nécessaire d’avoir un profil alimentaire riche et varié
en produits végétaux afin d’optimiser 1’apport en flavonoides aussi bien sur le plan

qualitatif et quantitatif.

Le probléeme majeur qui sera peut-étre débattu ultérieurement est celui de savoir si

les flavonoides peuvent et doivent devenir dans 1’avenir des drogues de premicre intention.
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Résumé

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est un probléme de santé
publique majeur. Le présent travail étudie, in vitro, les effets pharmacologiques pulmonaires de la
quercetine et de la genisteine. Sur le systeme acellulaire, la quercetine exerce un effet scavenger
potentiel sur 1’acide hypochloreux. Sur le parenchyme pulmonaire humain stimulé avec
lipopolysaccharide (LPS) la quercétine et la génistéine ont montré un effet inhibiteur de la
libération du TNF-a, IL-8 et MIP-B. Sur la bronche humaine precontractée, la quercétine et la
génisteine sont capables d’induire une relaxation potentielle. Bien que le mécanisme moléculaire
de leurs effets biologiques reste encore a explorer, notre étude suggere que la quercétine et la
génistéine puissent contribuer dans la prévention et la cure de la maladie BPCO.

Mots clé : quercétine, génistéine, effets : scavenger, effet relaxant, anti-inflammatoire, HOCI,

parenchyme et bronche humains.
Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major global health problem.
In the present study we have investigated, in vitro, the pharmacological pulmonary effects
of quercetin and genistein. In an acellular assay, quercetin exerted a strong scavenger
effect on HOCI. Using human pulmonary parenchyma stimulated with lipopolysaccharide
(LPS), quercetin and genistein showed an effective inhibition of TNF-a, IL-8 and MIP-
release. On human bronchus precontracted, quercetin and genistein were able to cause a
potent relaxation. Although, the molecular mechanism of their biological effects remains to
be clarified, our data suggest that quercetin and genistein may contribute to preventive and
cure effects on chronic obstructive pulmonary disease.
Key words: quercetin, genistein, scavenger, relaxant effects, anti-inflammatory effects,

HOCI, human parenchyma and bronchus.
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