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Introduction Générale

Introduction Générale

Le ptérygion est une maladie humaine de la surface oculaire connue depuis 1’antiquité
(Szwarcberg et Flament, 2001 ; Siak et al, 2011). C’est une néoformation conjonctivo-
élastique bénigne, de forme triangulaire située dans I’aire de la fente palpébrale et de maniére
préférentielle au niveau du secteur nasal (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Liu et al, 2013).

Cette Iésion peut apparaitre dans un seul ceil ou les deux yeux du malade (Clearfield
et al, 2016). Elle se caractérise par une évolution imprévisible, progressive et envahissante du
tissu fibrovasculaire provenant de la conjonctive en s’étendant vers la cornée, menacant ainsi
dans les cas avancés I’acuité visuelle (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Anderson et al,
2017). De plus, le ptérygion pourrait provoquer cliniquement, une rougeur, une irritation et un
astigmatisme (Anderson et al, 2017).

Histologiquement, il a été considéré comme étant une Iésion dégénérative, caracterisée
par le remodelage de la matrice extracellulaire, I’élastose, la néo-vascularisation ainsi que par
la destruction de la couche de Bowman et des cellules épithéliales limbiques (Chui et al,
2011).

Il a été rapporté que les radiations UV constitueraient la cause principale initiant sa
formation d’ou sa grande fréquence dans les pays a fort ensoleillement (Malek et al, 2013 ;
Chen et al, 2018). En effet, la surexposition a la lumiére UV (essentiellement les UVB)
altererait les cellules souches limbigques. Dans ce contexte, elles agiraient comme une barriére
anatomique empéchant I’invasion de 1’épithélium cornéen par 1’épithélium de la conjonctive.
Les rayons induiraient également des mutations au niveau de 1’épithélium conjonctival
conduisant a sa prolifération et au développement du ptérygion (Ang et al, 2007 ; Chen et al,
2018). L’apparition de ce dernier est associée a d’autres facteurs secondaires tels que : les
substances chimiques toxiques, la poussiére, les fines projections, la chaleur et la secheresse
qui irritent la surface oculaire et conduisent a des microtraumatismes, a 1’évaporation et a la
discontinuité du film lacrymal (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Perra et al, 2002 ; DZuni¢ et
al, 2010).

Le ptérygion est trés répandu dans le monde. Sa prévalence varie entre 2% et 22,5%.
Elle est trés élevée dans les régions tropicales et subtropicales, a haute altitude, proches de
I’équateur et au niveau des deux péles terrestres (forte exposition aux ultraviolets réfléchis par
la neige) (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Moukoury et al, 2009 ; Durkin et al, 2010 ;
Eballé et al, 2018).
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Cette pathologie a été rapportée en Algérie. En effet, elle a suscité I’attention de
plusieurs équipes de recherches nationales dont les travaux ont donné lieu & des présentations
dans divers congrés nationaux et internationaux (Aouiche, 1999 ; Ailem et al, 2007 ;
Lehtihet et Ailem, 2007 ; Yaghoubi et al, 2007). Dans ce sens, une seule étude realisée a la
clinique d’ophtalmologie du CHU Ibn Rochd (Annaba) et de ses annexes, traitant les aspects
épidémiologiques, cliniques et thérapeutiques de cette affection a fait I’objet d’une thése de
doctorat en sciences médicales (Boulaneb-Bediar, 2014). Toutefois et a ce jour, aucune étude
a caractére national sur le ptérygion n’a fait I’objet de publications tant sur le plan clinique
que fondamental.

Le traitement du ptérygion est purement chirurgical. Dans ce contexte, plusieurs
techniques ont été utilisées telles que : I’excision simple, I’excision avec traitement adjuvant :
(mitomycine C; 5-Fluoruracile), I’excision avec ménagement d’une zone de sclére nue,
I’autogreffe conjonctivale, la greffe limbo-conjonctivale, ’autogreffe de cellules souches
limbiques, la kératoplastie lamellaire et la greffe de la membrane amniotique (Szwarcberg et
Flament, 2001 ; Ang et al, 2007). Les méthodes chirurgicales restituant la surface oculaire
sont les plus prometteuses. Cependant, aucune de ces stratégies thérapeutiques n’a permis de
mettre fin aux risques de récidives (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Aslan et al, 2013). Afin
d’éviter la survenue et la reéapparition du ptérygion, il est indispensable d’établir avec
exactitude les mécanismes impliqués dans sa pathogénése. A I’heure actuelle, ils ne sont pas
entierement élucidés (Park et al, 2011 ; Petrayevsky et Trishkin, 2018). Plusieurs théories
ont été proposées pour expliquer I’apparition de cette maladie telles que : la théorie de la
mutation génétique, la théorie tumorale, virale, neurotrophique, biochimique, musculaire,
pinguéculaire, des maladies du tissu élastique, du déficit en cellules immunologique et enfin
la théorie inflammatoire sur laquelle s’est basée essentiellement notre recherche (Szwarcberg
et Flament, 2001 ; Oudanane, 2012). Celle-ci a été réalisée en étroite collaboration avec la
clinique ophtalmologique et le service d’anatomopathologie du CHU Ibn Rochd- Annaba.

L’objectif de notre étude a ciblé ’implication du processus inflammatoire dans la
pathogenese du ptérygion.

Afin d’étayer cette hypothese, notre thése s’est articulée autour des points suivants :

- Nous avons été amenés a effectuer une étude épidémiologique sur le ptérygion, au niveau de
la clinique ophtalmologique du CHU Ibn Rochd —Annaba (fréquence hospitaliére, réparation
de la maladie selon le sexe, 1’age et la profession) dans le but d’évaluer I’importance de cette
maladie dans I’EST Algérien et d’en soulever les éventuelles hypothéses étiologiques

(éventuels facteurs de risques de la maladie).
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- Dans une seconde partie, nous avons réalisé une étude histologique et immuno-
histochimique sur des biopsies de ptérygion (n=43), dans le but de situer la présence
d’infiltrats inflammatoires, d’identifier leurs types de sous populations cellulaires impliquées
et ce, a travers la mise en évidence de I’expression des marqueurs de surface spécifiques
(CD3, CD20 et CD68).

- Dans un autre volet, nous avons été amenés a rechercher des changements structuraux et
signes de I’inflammation, tels que : ’activation du facteur NF-kB et ’expression de la NO
synthase 2 «NOS2». Parallelement nous avons recherché I’expression concomitante d’un
marqueur de la prolifération cellulaire (Bcl-2).

- Nous avons également effectué le dosage de certains marqueurs immunologiques et
inflammatoires au niveau du sang (n=16) des patients atteints de ptérygion (dosage des
immunoglobulines 1gG, IgM et IgA, de la protéine C réactive et I’évaluation de la vitesse de
sédimentation VS).

- Le dernier volet de notre étude a porté sur la mesure de la concentration des cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et IL-17A), anti-inflammatoires (IL-10) et d’un médiateur de
I’inflammation (le monoxyde d’azote «NO») au niveau des sérums et des larmes des malades

(n=43).
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I. L’ceil et le ptérygion

1.1 La vision

La vision est 1'une des fonctions sensorielles fondamentales qui renseigne sur la forme,

sur la couleur, et sur la mobilité de I’environnement. Assurée par le systéme visuel (I’ceil), la

vision comporte deux phases d’élaborations successives :

Des phénomeénes optiques qui transforment la lumiére en une image rétinienne. Ils sont
intégralement assurés par le systéme réactif de I’ceil.

Des phénomenes nerveux qui débutent au niveau de la rétine, par le traitement de I’image
optique en un message nerveux organisé, se poursuivent dans les voies visuelles par le
transport de cet influx et se terminent dans le cortex visuel occipital par la reconstitution
d’une image intégrée a I’ensemble des autres informations sensorielles et sensitives
(Flament, 2002). Les muscles oculo-moteurs quant a eux, assurent les mouvements des
deux yeux et leur parfait synchronisme indispensable a une fonction visuelle binoculaire

de qualité (Rougier et al, 1989).

L.2 Rappel anatomique de I’ceil

Situe dans la cavité orbitaire, I’ceil appelé également globe oculaire, a la forme d’une

sphere ou plutét d’un ovoide a grand axe sagittal de 24mm de diamétre, un axe transversal de

23,5 mm et d’un axe vertical de 23mm. Il a un volume de 6,5 cm®et un poids de 7g (Rougier
et al, 1989).

L’ceil est formé de trois tuniques ou enveloppes :

Péripherique ou sclérotique (le blanc de I’eeil), se transformant en avant en une
membrane transparente, la cornée.

Intermédiaire ou choroide, vasculaire, se prolongeant en avant par le corps ciliaire et par
I’iris.

Profonde ou rétine, sensorielle et nerveuse, formée d’un ensemble de fibres qui se

rassemblent pour former le nerf optique (Rougier et al, 1989).

L’ceil est formé de trois milieux transparents d’arri¢re en avant :
Le corps vitré, le plus important en volume.
Le cristallin ou lentille cristallienne.

L’humeur aqueuse, contenue dans les chambres de I’eeil, de part et d’autres de I’iris

(Figure.01) (Rougier et al, 1989).
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Figure.01 : Anatomie de I’ceil (Stevens et Lowe, 1997).

1.3 Concept de la surface oculaire
1.3.1 Définition

La surface oculaire représente la région du globe oculaire en contact avec
I’environnement extérieur. Elle comprend la conjonctive, le limbe, la cornée et le film

lacrymal (Barry Lee et Mannis, 2013).

1.3.2 Anatomie de la surface oculaire
1.3.2.1 La conjonctive

La conjonctive est une membrane translucide, richement vascularisée qui couvre la
surface interne des paupiéres supérieures et inférieures (conjonctive palpébrale) et se
réflechit sur la partie antérieure du globe oculaire (conjonctive bulbaire), pour recouvrir
toute sa surface jusqu’a la limite cornéenne (limbe). Elle s’étend de ce dernier jusqu’au bord
libre de la paupiere en formant un cul de sac conjonctival (ou fornix) (Figure.01 de I’Annexe
01) (Stevens et Lowe, 1997 ; Flament, 2002 ; Pisella et al, 2015).

La conjonctive est responsable de la sécrétion du mucus, qui est essentiel pour la
stabilité du film lacrymal et la transparence cornéenne. Elle contient des cellules

immunocompétentes capables d’initier et de participer a la réaction inflammatoire (Pisella et

al, 2015).
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Elle est divisée en 03 régions :
e La conjonctive palpébrale : elle a une épaisseur de 0.30 mm. Elle est en continuité avec
le revétement cutané et comprend trois parties.

v La conjonctive marginale : elle débute en arriére de la ligne des orifices de la
glande de Meibomius et se termine au sillon tarsal. C’est la zone de transition entre
I’épiderme (I’épithelium pavimenteux kératinisé et 1’épithélium conjonctival non
kératinisé).

v La conjonctive tarsale : elle lui succede et est adhérente au tarse.

v' La conjonctive orbitaire : elle s’étend du tarse au cul de sac conjonctival
(Figure.01 de I’Annexe 01).

e Les culs de sac conjonctivaux ou Fornix : ils représentent la zone de transition entre les
conjonctives palpébrale et bulbaire. Au niveau de cet endroit, la conjonctive forme une
sorte de rigole circulaire continue qui contient une mince couche de liquide secrétée par
les glandes lacrymales. Les culs de sacs permettent le mouvement du globe oculaire
indépendamment des paupieres (Figure.01 de I’Annexe 01).

On distingue quatre culs de sac :
v' Le cul de sac supérieur : le plus profond qui est situé au niveau de la marge
orbitaire et a une distance de 8 a10 mm du limbe.

v" Le cul de sac inférieur : il est distant de 8 mm du limbe.

<\

Le cul de sac externe ou temporal : il est situé de 14 mm du limbe.

v" Le cul de sac interne ou nasal : il est occupé par la caroncule (petite saillie
recouverte de poils rudimentaires) et le repli semi lunaire (rudiment d’une
troisieme paupiere) (Figure.02 de I’Annexe 01) (Rougier et al, 1989 ; Saraux et
al, 2010 ; Pisella et al, 2015).

e La conjonctive bulbaire : il s’agit d’une membrane fine et transparente qui tapisse la
partie antérieure de I’ceil (Figure. 03 de I’Annexe 01). Elle est divisée en deux parties :
v’ La partie sclérale : elle s’étend du cul de sac conjonctival au limbe.
v' La partie limbique : elle réalise un anneau de 3 mm de large a la jonction entre

les épithéliums conjonctival et cornéen (Pisella et al, 2015).
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1.3.2.2 La cornée

C’est la structure la plus antérieure de la paroi du globe oculaire. C’est une calotte de
sphére transparente, enchassée dans l’ouverture antérieure de la sclérotique, comme un
hublot. Cette lentille de forme convexe et asphérique mesure de 11 — 12 mm horizontalement
et de 9-11mm verticalement, ce qui lui confere son pouvoir réfractif. La face antérieure de la
cornée est recouverte par le film lacrymal, alors que sa face postérieure baigne dans 1I’humeur
aqueuse de la chambre antéricure de I’eil (Figure.04 de I’Annexe 01). La cornée est
avasculaire (Pisella et al, 2015). Elle est richement innervée par les nerfs ciliaires et douée
d’une grande sensibilité (Rougier et al, 1989 ; Saraux et al, 2010 ; ElI Mélaoui, 2016).

1.3.2.3 Le limbe
Il correspond a la jonction entre la cornée transparente et la sclérotique blanche et
opaque (Figure.02 de I’Annexe 01). Il constitue un repere anatomique, clinique et chirurgical
tres important. Il a la forme d’un anneau elliptique, gris bleuté et translucide qui est plus large
sur son axe vertical (1.5 mm) que sur son axe horizontal (Imm) et dont I’épaisseur est de
0.8mm. Sa face externe est recouverte par I’épithélium conjonctival qui se continue en avant
par 1’épithélium cornéen. Sa face interne est limitée par I’éperon scléral en arriére et la ligne
de Schwalbe en avant. Elle posséde des éléments du systéme excrétoire de I’humeur aqueuse ;
le trabéculum et le canal de Schlemm (Figure.05 de I’Annexe 01) (Flament, 2002 ;

Oudanane, 2012).

1.3.2.4 Le film lacrymal
Il constitue la deuxiéme ligne de défense de la surface oculaire apres les paupieres. 11
maintient la surface cornéenne lisse avec un pouvoir réfractif optimal. L’épaisseur du film
lacrymal est de 7 a 8um avec une sécrétion basale de 1 a 2ul/min. Sa constitution dépend de
trois éléments : la sécrétion des larmes, 1’étalement correct de celles-ci a la surface oculaire et
leur résorption en partie par les voies lacrymales et par I’évaporation de la surface oculaire
(Oudanane, 2012 ; Boulaneb-Bediar, 2014 ; Pisella et al, 2015).

Le film lacrymal est composé de trois couches (Figure.06 de I’Annexe 01) :

e La couche lipidique superficielle : ¢’est une fine couche de lipides de 0.1 um d’épaisseur
qui est composée de : triglycérides, d’acides gras libres, de di-esters de cholestérol de
cires et de cholestérol libre, produite en grande partie par les glandes sébacées de

Meibomius et accessoirement par les glandes de Zeiss et de Moll localisées au niveau des
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paupiéres (Figure.06 et Figure.07 de I’Annexe 01). Elle retarde I’évaporation de la
couche aqueuse intermédiaire ce qui empéche la dessiccation cornéo-conjonctivale
(Butovich, 2009 ; Oudanane, 2012).

La couche aqueuse intermédiaire : elle a une épaisseur de 7 pm. Elle est constituée
principalement d’eau (98%) mais contient également des gaz dissous, dont ’oxygéne. Elle
est riche en électrolytes (ions sodium, potassium, magnésium, calcium, chlorure,
bicarbonate et phosphate), mucines libres, facteurs de croissance (EGF, TGF- p),
hormones, cytokines, immunoglobulines (IgA sécrétoires), autres protéines (lysozymes,
lactoferrine, cystatine, béta-lysine) et cellules inflammatoires (lymphocytes B, T,
macrophages et cellules dendritiques) et desquamées. Cette couche est sécrétée
principalement par les glandes lacrymales principales pour sa composante réflexe et par
les glandes lacrymales secondaires de krause et Wolfring pour sa composante basale
(Figure.06 et Figure.07 de I’Annexe 01). Elle a pour role d’apporter I’oxygene et les
nutriments a la cornée, d’évacuer mécaniquement les débris exogenes et endogenes. Elle
protege la surface oculaire des agents pathogénes et signaux de danger (Zierhut et al,
2002 ; Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015).

La couche muqueuse profonde: elle est composée de mucines qui sont des
glycoprotéines de haut poids moléculaire de 600 kDa. Elle a une épaisseur de 0.02-0.05
um. Elle est sécrétée par les cellules caliciformes de la conjonctive et par les cryptes de
Henlé (Figure.06 et Figure.07 de I’Annexe 01). La couche muqueuse est en contact
direct avec la surface hydrophobe des cellules épithéliales cornéo-conjonctivales et assure
sa transformation en surface hydrophile. Elle maintient le film lacrymal stable entre
chaque clignotement palpébral qui en outre permet son étalement harmonieux au niveau
de I’ensemble de la surface oculaire (Oudanane, 2012 ; Argueso, 2013 ; EI Mélaoui,
2016).
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1.3.3 Histologie de la surface oculaire

1.3.3.1 La conjonctive

La conjonctive est une muqueuse formée d’un épithélium reposant sur un tissu

conjonctif lache (Chorion ou substantia propria). Ces deux structures étant séparées par une

membrane basale (Figure.02) (Pisella et al, 2015).

L’épithélium : est cylindrique pluristratifié non kératinisé contenant des cellules a mucus
(cellules caliciformes ou globet cells). Il est constitué de deux a huit-dix couches
cellulaires. Le nombre de cellules épithéliales et le nombre de cellules caliciformes varient
selon la localisation de la conjonctive (Figure.02).

Outre les cellules épithéliales, 1’épithélium conjonctival contient des mélanocytes. Ces
derniers sont situé¢s au sein des cellules basales de 1’épithélium. De plus, des lymphocytes
(essentiellement les lymphocytes T, de rares lymphocytes B, les cellules Natural killer
(NK) et les lymphocytes T gamma/ delta —Tyd) sont dispersés dans les couches basales
épitheliales et participent aux conjunctiva-associated lymphoid tissues (CALT). Enfin, des
cellules de Langerhans (cellules dendritiques), sont dispersées dans les couches supra-

basales, et particulierement au niveau du limbe (Pisella et al, 2015).

Le chorion : constitue la trame de soutien. Il contient des vaisseaux sanguins, des

lymphatiques et des nerfs (Figure.02) (Pisella et al, 2015).
Il est constitué de deux couches :

v" Une couche superficielle adénoide (ou lamina propria) : elle est trés lache infiltrée
de nombreuses cellules (lymphocytes (T et B), histiocytes (macrophage du tissu
conjonctif), mastocytes, plasmocytes sécréteurs d’IgA, d’IgG et d’IgM, cellules
dendritiques et les polynucléaires éosinophiles, expliquant son important potentiel

immunologique (Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015).

v" Une couche profonde : elle est constituée de faisceaux denses de fibres collagénes,
entremélées de fibres élastiques. Ces derniers sont synthétisés par des fibroblastes
(Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015).
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Figure.02 : Coupe histologique d’une conjonctive bulbaire (Hématoxyline-éosine x 400)
(Pisella et al, 2015).

1.3.3.2 La cornée
Elle comprend cing couches qui sont de dehors en dedans : 1’épithélium qui est en
contact du film lacrymal et reposant sur une membrane basale ; la couche de Bowman qui
correspond a une condensation du stroma antérieur ; le stroma cornéen ; la membrane de
Descemet et ’endothélium. La membrane de Descemet correspond a la membrane basale des

cellules endothéliales (Figure.03) (Pisella et al, 2015).

e L’épithélium : est de type malpighien pavimenteux stratifié, non kératinisé. Il comporte
cinqg a sept couches de cellules. Il mesure 50 um d’épaisseur et représente 10 % de
I’épaisseur totale cornéenne (Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015). Il est subdivisé en 3
assises cellulaires :

v' L’assise basale : il s’agit d’une seule couche de cellules de forme cylindrique,
reposant sur une lame basale fine qui sépare 1’épithélium de la couche de Bowman et
du stroma. Ce sont les seules cellules de I’épithélium cornéen capables de mitoses
(Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015).

v L’assise intermédiaire : elle représente un état de transition entre les cellules basales
et les cellules superficielles. Elle joue un réle de protection mécanique et de barriere
vis-a-vis des micro-organismes et de la diffusion de I’eau (Oudanane, 2012 ; Pisella
et al, 2015).

10
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Figure.03 : Coupe histologique d’une cornée (Oudanane, 2012).

v' L’assise superficielle : elle est constituée de deux a trois couches de cellules
allongées et aplaties, les plus différenciées de 1’épithélium cornéen. La membrane
cytoplasmique de ces cellules est hérissée de microvillosités et de microplis qui
entrainent ’augmentation de sa surface favorisant ainsi les échanges avec le film

lacrymal et lui serve comme point d’ancrage (Oudanane, 2012 ; Pisella et al, 2015).

La membrane de Bowman : elle est située entre la lame basale épithéliale et le stroma.
C’est une couche acellulaire de 8 a 14 um d’épaisseur. Elle correspond a la condensation
de fibres de collagénes et de protéoglycanes. Elle est probablement synthétisée par les
cellules basales pendant la gestation qui perdent par la suite cette faculté (Oudanane,
2012).

Le stroma : il représente la majeure partie de 1’épaisseur cornéenne (90%) et mesure 400
um d’épaisseur. Il est avasculaire et est formé de molécules de collagéne qui sont
organisées en fibrilles dont ’assemblage aboutit a des fibres de collagene. Celles-ci sont
disposées en lamelles superposées dont la régularité de 1’agencement est indispensable a
la transparence cornéenne et donc a une bonne transmission de la lumiere. Les lamelles de
collagéne sont entourées d’une substance fondamentale assurant la cohésion de la cornée.
Cette substance est composée de glycoprotéines et de protéoglycanes sécrétées par les

kératocytes (représentent 2 & 3% du volume stromal). Ces cellules sont retrouvées

11
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dispersées entre les lamelles de collagene (Stevens et Lowe, 1997 ; Oudanane, 2012 ;
Pisella et al, 2015).

e La membrane de Descemet : elle correspond & la membrane basale de 1’endothélium
qu’elle sépare du stroma. Cette couche hyaline et résistante a une épaisseur de 8 a 12 um a
I’age adulte et de 3 um a la naissance. Elle est sécrétée par I’endothélium vers le
quatrieme mois de gestation, puis devient incapable de se régénérer (Oudanane, 2012 ;
Abdelaoui, 2014).

e L’endothélium : Il est constitué¢ d’une couche unicellulaire qui tapisse la face interne de
la cornée et qui est disposée a la face postérieure de la membrane de Descemet. Les
cellules endothéliales sont hexagonales amitotiques et mesurent Sum d’épaisseur. Elles
sont en contact direct avec ’humeur aqueuse. Elles pompent activement du liquide
cornéen, et préviennent ainsi I’hyperhydratation des couches sus jacentes en particulier du
stroma. Ainsi I’épaisseur et la transparence cornéennes sont parfaitement maintenues

(Stevens et Lowe, 1997 ; Oudanane, 2012).

A Tétat normal, la cornée comporte peu de cellules immunitaires présentatrices
d’antigenes (les macrophages et les cellules dendritiques). Au sein de son épithélium et son
stroma, ces cellules ont un phenotype immature (faible expression des molécules du CMH 1)
(Pisella et al, 2015).

1.3.3.3 Le limbe

Il constitue une zone de transition entre I’épithélium conjonctival et I’épithélium
cornéen. Il est revétu par un épithélium pluristratifié pavimenteux qui s’épaissit
progressivement, avec une disparition des cellules a mucus. L’épithélium limbique est
organisé comme celui de la cornée centrale mais il est plus épais avec 10 a 15 couches
cellulaires. Les cellules basales sont plus petites et plus compactes que leurs homologues
cornéens (Figure.04) (Pisella et al, 2015).

L’épithélium limbique (la couche basale) abrite des cellules souches qui sont
probablement a I’origine du renouvellement de 1’épithélium cornéen. Le limbe est un ¢lément
clé pour la défense de la surface oculaire. 1l est riche en vaisseaux et en lymphatiques pouvant
transporter in situ des cellules impliquées dans le processus inflammatoire. Dans les couches
basales et supra-basales de 1’épithélium, outre les mélanocytes, on trouve des lymphocytes et
des cellules de Langerhans. Le stroma conjonctival limbique contient des fibroblastes, des

mélanocytes, des macrophages, des mastocytes, des lymphocytes, des plasmocytes et des

12
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polynucléaires neutrophiles et éosinophiles. Toutes ces cellules font partie du systeme
Mucosa-Associated Lymphoid Tissue (MALT). Le limbe est séparé de la sclére par la capsule
de Tenon, lame de collagéne dense, et de 1’épisclere, tissu conjonctif serré et peu cellulaire

(Pisella et al, 2015).

Figure.04: Coupe histologique du limbe (Hématoxyline-éosine x 250) (Pisella et al, 2015).

1.3.4 Le ptérygion

1.3.4.1 Définition
Le ptérygion est un mot tiré du grec «ptérux» qui signifie aile. Il s’agit d’une
néoformation conjonctivo-élastique, décrite et traitée depuis I’antiquité. C’est une tumeur
bénigne, de forme triangulaire située dans I’aire de la fente palpébrale et préférentiellement
dans le secteur nasal. Il a comme particularité d’étre évolutif et progresser vers les couches
superficielles de la cornée, en direction de 1’axe optique, ce qui peut menacer I’acuité visuelle.
Sa vascularisation est riche et contribue a sa capacité d’extension (Szwarcberg et Flament,

2001 ; Flament, 2002 ; Chui et al, 2008).

1.3.4.2 Facteurs étiologiques
Le facteur étiologique le plus important dans la survenue du ptérygion est I’exposition
aux radiations solaires (essentiellement les UVB). C’est le facteur commun rencontré dans
toutes les zones d’endémie ptérygiale. D’autres facteurs ont un réle plus secondaire tels que la

poussiere, la chaleur, la sécheresse, les fines projections et les substances toxiques qui
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favorisent 1’évaporation des larmes et Iirritation de la surface oculaire. Le vent est un facteur
peu déterminant, car de nombreux ptérygions sont observés dans des pays peu balayés par le
vent (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Moukoury et al, 2009 ; Durkin et al, 2010 ; Eballé et
al, 2018).

1.3.4.3 Epidémiologie
La prévalence du ptérygion est variable selon les régions. Elle est entre 2 % et 22,5 %.
Elle est trés élevée dans les régions tropicales et subtropicales, a haute altitude, proches de
I’équateur et au niveau des deux poles terrestres ou il existe une forte exposition aux
ultraviolets réfléchis par la neige. Elle est moins élevée dans les régions tempérées
(Szwarcberg et Flament, 2001 ; Moukoury et al, 2009 ; Durkin et al, 2010 ; Eballé et al,
2018).

1.3.4.4 Hypotheses d’étiopathogénie
Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer la pathogénése du ptérygion, telles
que :

e La théorie genétique et tumorale : ¢lle repose sur I’existence d’antécédents héréditaires
dans 30% des cas. Cependant ce chiffre est biaisé par le fait que ces familles vivent dans
un environnement géographique et socioéconomique prédisposant, exposant aux
microtraumatismes de la surface oculaire et aux rayonnements solaires. 1l est admis que
certains genes suppresseurs tumoraux sont sensibles aux rayons UV (tel que : le gene
p53). Leur mutation peut jouer un role dans la pathogénie du ptérygion (Szwarcberg et
Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

e La théorie virale : elle a été évoquée en raison de I’allure épidémique du ptérygion dans
certaines régions du globe. Elle est controversée. Une équipe de recherche a vérifié la
présence de I’ADN du papillomavirus (HPV), dans les biopsies de ptérygions et suggére
que celui-ci pourrait jouer un role dans sa pathogénése. Pour d’autres chercheurs, la
formation du ptérygion ne serait pas influencée par cet agent infectieux (Szwarcberg et
Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

e La théorie de I’irrégularité du film lacrymal et la théorie biochimique : I’irrégularité
du film lacrymal, et le changement de la composition chimique du mucus du ptérygion
(anomalie des mucines) en rapport avec une anomalie de certaines enzymes qui le

synthétisent, va générer une réponse conjonctivale cicatricielle avec prolifération des
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tissus conjonctivaux inflammatoires vers le centre cornéen. La discontinuité du film
lacrymal a la jonction cornéo-limbique résultant de I’ablation chirurgicale du ptérygion,
pourrait conduire a la récidive (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

La théorie des métalloprotéinases : les métalloprotéinases sont des enzymes dépendant
du zinc et du calcium, synthétisées par les fibroblastes. Elles dégradent la matrice
extracellulaire et les connections intercellulaires. A 1’état physiologique, elles sont
faiblement exprimées au niveau de la conjonctive et du limbe et contribuent aux
phénomenes de cicatrisation. A 1’état pathologique, elles sont surexprimées
(essentiellement dans les tumeurs). En effet, Il a été remarqué qu’elles étaient exprimées
anormalement au niveau des biopsies, des cellules épithéliales en culture et des
fibroblastes de ptérygion. Elles joueraient un role dans I’invasion de la cornée (avec
dissolution de membrane de Bowman) par les cellules ptérygiales (Oudanane, 2012).

La théorie du déficit en cellules souches limbiques : I’exposition chronique aux
radiations UV constitue probablement le principal facteur d’altération des cellules souches
limbiques. Il en résulterait une perte du role de ces cellules comme barriére anatomique et
fonctionnelle contre I’invasion de 1’épithélium cornéen par I’épithélium conjonctival
(Oudanane, 2012).

La théorie de I’angiogénése et du VEGF : il a été démontré dans plusieurs études
I’existence de I’angiogénése au cours de la formation du ptérygion. Ce processus se
caractérise par la croissance de nouveaux Vvaisseaux sanguins (néo-vascularisation), a
partir de vaisseaux préexistants. Physiologiquement, il joue un réle dans la croissance, le
développement et la cicatrisation des tissus. Dans les cas pathologiques, il favorise la
croissance tumorale. Il existe plusieurs facteurs de croissance stimulant I’angiogénése tels
que : le FGF (fibroblast growth factor), le TGF-B (transforming growth farctor-béta), le
TNF- o (tumor necrosis factor alpha) et le PDGF (platelet derived growth factor). Le
VEGF (vascular endothelial growth factor) semble jouer le r6le le plus important dans le
développement du ptérygion via la prolifération des cellules endothéliales en formant de
nouveaux capillaires. En se liant a son récepteur, le VEGF stimule la production du NO,
ce qui conduit a ’augmentation de la perméabilité vasculaire (Oudanane, 2012).

La théorie inflammatoire : ’augmentation de certaines cytokines pro-inflammatoires et
de certains facteurs de croissance a été rapportée dans les ptérygions. Notamment, les
interleukines et le facteur de nécrose —alpha (TNF-a) augmentent a la surface oculaire en

cas de lésions par les radiations solaires. Tous ces médiateurs de I’inflammation sont
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produits par les cellules épithéliales et / ou les fibroblastes du ptérygion. Ils ont un réle
dans de multiples stades de développement du ptérygion (développement, prolifération,
migration cellulaire, invasion, chimiotactisme des cellules inflammatoires, angiogenese et

induction des métalloprotéinases) (Chui et al, 2008 ; Bouyaqgba, 2014).

1.3.4.5 Etude clinique et aspect macroscopique
Le ptérygion se localise préférentiellement sur la conjonctive bulbaire, sur la fente

palpébrale et en nasal dans 90 % des cas. Cependant, il peut également étre nasotemporal (10

%) ou exceptionnellement temporal. 11 peut apparaitre dans un seul ceil ou les deux yeux du

patient (Clearfield et al, 2016).

Trois composantes forment le ptérygion (Figure.05) :

e La téte: elle est de forme arrondie ou pointue, aux contours plus ou moins réguliers,
fortement adhérente a la cornée, non mobilisable, elle progresse vers 1’aire pupillaire. Elle
est responsable de la baisse de I’acuité visuelle par I’astigmatisme induit et / ou par
I’envahissement du centre optique.

e Le col: il correspond a la partie limbique du ptérygion, entre la base bulbaire et le
sommet cornéen. Il adhére fortement au limbe.

e Le corps: il est large et adhérent a la conjonctive, mais mobile et non adhérent par
rapport aux plans profonds. C’est un tissu fibreux dense et solide. Il s’étend en éventail du
limbe au repli semi-lunaire et a la caroncule dans les formes séveres (Szwarcberg et
Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

Figure.05 : Les différentes parties du ptérygion (Oudanane, 2012).
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1.3.4.6 Classification

Il existe deux types de classification du ptérygion (Tableau. 01) (Oudanane, 2012).

Tableau.01 : Classification du ptérygion (Oudanane, 2012).

Types de classification

Critéres de classification

Différentes classes de ptérygions

Classification

morphologique

-Epaisseur du ptérygion.
-Obstruction de la visibilité
des vaisseaux épiscléraux
sous-jacents par le
ptérygion.

Grade 1: atrophique, les vaisseaux
épiscléraux sous le corps du ptérygion
sont clairement distingués et non
masqués.

Grade 2 : intermédiaire, la visibilité des
vaisseaux épiscléraux est partiellement
obstruée par le ptérygion.

Grade 3: charnu, les vaisseaux
épiscléraux sont complétement masqueés

par le corps du ptérygion.

Classification

anatomique

-Empiétement du ptérygion

sur la cornée.

Type | : I’envahissement de la cornée
ne dépasse pas les 2 mm, le corps
ptérygial n’a ni consistance, ni épaisseur
(maladie au début).

Type I1l: P'empiétement cornéen se
situe entre 2 a 4 mm et atteint la zone
para-centrale. L’épaisseur du corps du
ptérygion est importante, les vaisseaux
y sont nombreux et dilatés avec une
zone progressive large (forme évolutive
de la maladie).

Type 11l : I’envahissement de la cornée
est supérieur a 4 mm et atteint ’aire
pupillaire (baisse de I’acuité visuelle).
Les vaisseaux sont abondants et la zone
de Fuchs (opacification sous épithéliale)
est bien visible (forme tres évoluée de la

maladie).
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1.3.4.7 Traitements utilisés

e Traitement prophylactique : il repose sur la protection des sujets, des facteurs

étiologiques de la maladie par le port de lunettes teintées (protection contre les UV) et en

évitant les métiers dans une atmosphére agressive pour les yeux (Szwarcberg et Flament,
2001 ; Oudanane, 2012).

e Traitement médical :

v

Des antiseptiques en collyres sont utilisés en pré et post opératoires pour éviter les
infections.

Des corticoides et anti-inflammatoires non stéroidiens sont utilisés en post opératoire
sur une durée prolongée de plusieurs mois pour diminuer les phénomenes
inflammatoires et la formation des néo-vaisseaux.

Des antimitotiques tels que: le triéthylene thiophosoramide (Thiotépa) et la
mitomycine C (qui est également un antibiotique) sont utilisés généralement aprés la
chirurgie pour inhiber la formation des néo- vaisseaux. Cependant, plusieurs effets
secondaires leur ont été attribues.

Des molécules anti-angiogeniques telles que bévacizumab (Avastin) sont injectées
sous la conjonctive pour diminuer la densité vasculaire dans le ptérygion et entrainer
sa regression.

Le 5-Fluorouracile (anti cancéreux) a une action antiproliférante en bloquant la
thymidylate synthase. 1l est utilisé en injection sous conjonctivale, en post-opératoire
pour réduire la récidive. La doxorubicine (anticancéreux utilisé en chimiothérapie), la
cyclosporine  (immunosupresseur) ou encore I’acétonide de triamcinolone
(glucocorticoide) sont plus rarement utilisés dans la prévention des récidives
postopératoires.

Un antiallergique, le transilat, réduirait in vitro et de maniére significative la
prolifération des fibroblastes issus des ptérygions. Il pourrait éventuellement éviter la
récidive ou le développement du ptérygion in vivo (Szwarcberg et Flament, 2001 ;
Oudanane, 2012).

e Traitement par des moyens physiques : plusieurs techniques ont été utilisées telles que :

la cryothérapie, la photo-coagulation par le laser Argon, le laser Excimer, la bétathérapie

(radiations ionisantes associées généralement a une résection simple du ptérygion) et

d’autres types de radiothérapies (radiothérapie de contact ou plésiothérapie). Certaines de

ces techniques sont responsables de plusieurs effets secondaires et sont peu
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recommandables & cause du risque de récidive (Szwarcberg et Flament, 2001 ;
Oudanane, 2012).

e Traitement chirurgical : le traitement chirurgical est le meilleur moyen qui permet une
éventuelle guérison du ptérygion. L’objectif du traitement idéal est de restituer, aprés
ablation de la néoformation, un profil cornéo-limbo-conjonctival indemne de toute rupture
de continuité, afin de diminuer au maximum le risque de récidive. Le recours a un tissu de

remplacement au niveau de la zone d’exérése est fréquemment nécessaire (Szwarcberg et
Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

Plusieurs techniques chirurgicales sont utilisées :

v' Des techniques d’excision sans greffe tissulaire : telles que Dexcision simple,
I’excision et déviation, I’excision avec ménagement d’une zone de sclére nue,
I’excision avec rapprochement conjonctival simple, 1’excision avec glissement
conjonctival pédiculé et les techniques d’Hervouet (excision et translation des
lambeaux conjonctivaux) (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

v' Des techniques d’excision avec greffe tissulaire: telles que Dexcision et
remplacement du tissu conjonctival réséqué (autogreffe conjonctivale, greffes de
muqueuses buccales, greffes de membranes amniotiques), 1I’excision et remplacement
du tissu cornéen réséqué (I’homogreffe de cornée ou kératoplastie lamellaire), excision
et auto-conjonctivokératoplastie (autogreffe cornéo-conjonctivale), excision et
autogreffe limbo-conjonctivale, auto et allogreffes du limbe, autogreffes de cellules

souches limbiques (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Oudanane, 2012).

I1. Inflammation et spécificités immunologiques de la surface oculaire

Le systéme immunitaire oculaire fait I’objet de processus de régulation complexes
permettant 1’élimination de micro-organismes pathogenes tout en maintenant une tolérance
vis-a-vis des antigénes de la flore endogéne. Le privilege immunitaire oculaire est censé
augmenter le seuil a partir duquel I’'immunité innée et adaptative peut déclencher une
inflammation oculaire locale dans le but de préserver I’intégrité de I’axe visuel et la fonction

visuelle (Pisella et al, 2015).
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1.1 Inflammation
11.1.1 Définition

La réaction inflammatoire est la réponse de l’organisme et des tissus vivants
vascularisés a une agression ayant pour origine des éléments physiques (traumatismes,
chaleur, froid, radiations), des agents chimiques (caustiques, toxines, venin, piqures
d’insectes), des corps étrangers exogénes ou endogeénes, des infections par des micro-
organismes (bactéries, virus, parasites, champignons) et des composés issus de la réaction
immunitaire (complexes immuns, anticorps cytotoxiques et cytokines). Quel que soit la nature
du facteur déclenchant, les manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes mais
avec des intensités et des durées variables. La réaction inflammatoire peut étre aigue et se
manifeste immédiatement apreés un contact avec 1’agent agresseur et dure quelques heures
(48h), jours ou quelques semaines. C’est la réponse typique du systéme immunitaire inné. Elle
peut étre également chronique et ainsi durer plusieurs semaines voire des années (Rousselet
et al, 2005 ; Zerbato, 2010).

L’inflammation est un processus habituellement bénéfique. Son but est d’éliminer
I’agent pathogene et de réparer les 1ésions tissulaires. Parfois I’inflammation peut étre néfaste
du fait de I’agressivité de I’agent pathogene, de sa persistance, du siege de 1’inflammation,
des anomalies de la régulation du processus inflammatoire, ou d’anomalies quantitatives ou
qualitatives des cellules intervenant dans 1’inflammation (Weill et Batteux, 2003 ; Rousselet
et al, 2005 ; Abbas et Lichtman, 2009).

11.1.2 Les phases de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire se divise en trois phases principales : une phase initiale
vasculaire, une phase d’amplification cellulaire et enfin une phase de réparation et de
cicatrisation (Weill et Batteux, 2003).

Lors de la phase vasculaire, les cellules de I’immunité innée (polynucléaires
neutrophiles, monocytes, macrophages, cellules dendritiques et mastocytes) qui résident au
niveau du tissu lésé vont tout d’abord reconnaitre par leurs PRR (Pattern Recognition
Receptor : récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires), les motifs PAMP (Pathogen
Associated Molecule Pattern) ou les DAMP (Danger Associated Molécule Pattern). Activées,
ces cellules vont libérer des chimiokines et des cytokines proinflammatoires (TNF-a, IL-1 et
IL-6), des prostaglandines et de I’histamine. Ces facteurs ainsi que le monoxyde d’azote

endothélial, les fragments du complément (C3a, C4a et C5a) et la bradykinine agissent sur les
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cellules endothéliales vasculaires en augmentant leur perméabilité vasculaire et 1’expression
des molécules d’adhésion (ICAM-1: Intercellular Adhesion Molecule 1, ELAM-1:
Endothelial Leucocyte Adhesion Molecule-1 et VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-
1) et des chimiokines comme I’IL-8 (Lydyard et al, 2002 ; Weill et Batteux, 2003 ; Owen
et al, 2014).

La phase d’amplification cellulaire qui fait suite a la phase vasculaire est caractérisée
par la mobilisation de nombreuses cellules circulantes de I’immunité innée (les neutrophiles,
ensuite les monocytes / macrophages) vers les tissus enflammés dans le but d’éliminer par
phagocytose (utilisation des métabolites toxiques de 1’02, du NO, des élastases et
collagénases) les pathogenes envahisseurs et les tissus endommagés. Si cela ne suffit pas il
y’aura recrutement des cellules de I’'immunité adaptive (lymphocytes T et B). Si I’infection ou
la Iésion tissulaire n’est pas résolue cela peut conduire a un état inflammatoire chronique
(Weill et Batteux, 2003 ; Owen et al, 2014).

La phase de réparation et de cicatrisation est mise en place lorsqu’il y’a des dégats
tissulaires causés par I’inflammation. Pour réparer ces tissus, les fibroblastes vont agir en
synthétisant les protéines matricielles des tissus intercellulaires (le collagéne) (Weill et
Batteux, 2003).

11.2 Les cellules impliquées dans la défense de la surface oculaire

11.2.1 Les cellules de Langerhans (cellules dendritiques)

Issue de la moelle osseuse, la cellule de Langerhans est une cellule dendritique
immature. Elle se trouve dans 1’épiderme et les épithéliums des muqueuses. C’est une cellule
présentatrice d’antigéne exprimant essentiellement au niveau de sa membrane les molécules
de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et des récepteurs de type Toll-
like (TLR : Toll Like receptor). La liaison de I’antigéne a ce récepteur avec la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF : Tumor Necrosis Factor, IL-1 : Interleukine-1) conduit a
leur maturation. Une fois matures, elles migrent au niveau des ganglions lymphatiques ou
clles présentent I’antigéne traité aux lymphocytes T-CD4 et induisent une réponse

immunitaire de type cellulaire (Valladeau, 2006 ; Abbas et Lichtman, 2009).

11.2.2 Les cellules épithéliales de la surface oculaire
En plus des cellules dendritiques, des neutrophiles, des mastocytes et des monocytes
/macrophages, les cellules épithéliales de la surface oculaire portent également des récepteurs

TLR qui reconnaissent des motifs DAMPs (Danger—Associated Molecular Patterns), PAMPs
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(Pathogen-Associated Molecular Patterns) et CAMPs (Commensal-Associated Molecular
Patterns). Liés a leurs ligands, les TLR déclenchent I’activation du facteur de transcription
NF-xB menant a I’expression des génes des cytokines pro- inflammatoires , des chimiokines
et des molécules d’adhérence ; ce qui conduit au déclenchement de la réponse immunitaire

innée et adaptive (Frenzel et Hermine, 2013 ; Pisella et al, 2015).

11.2.3 Les macrophages

Ce sont des cellules phagocytaires tissulaires dérivées des monocytes sanguins. Elles
jouent un role dans la présentation d’antigénes. Elles expriment les molécules de classe | et 11
du CMH. Au niveau oculaire, les macrophages jouent un réle dans le maintien et la poursuite
des cascades inflammatoires essentiellement conjonctivales. Par exemple, I’interaction de
certaines molécules bactériennes (LPS) avec des macrophages, déclenche dans ces cellules la
production de cytokines (IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, TNF-a) qui amplifient la réponse
immunitaire et inflammatoire (Chapel et al, 2004 ; Scull et al, 2010 ; Pisella et al, 2015).

11.2.4 Les mastocytes

Ils jouent un réle dans I’inflammation en synthétisant également des cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6...). Ils peuvent induire un phénotype Thl7 aux
lymphocytes T et maintenir la réaction inflammatoire (Abbas et Lichtman, 2009 ; Frenzel et
Hermine, 2013 ; Owen et al, 2014).

11.2.5 Les polynucléaires éosinophiles

Ils jouent un réle dans la defense contre les parasites extracellulaires (helminthes) et
sont impliqués dans les réactions allergiques. lls interviennent également dans 1’immunité
anti-tumorale et la réponse inflammatoire en secrétant des cytokines pro-inflammatoires
(TNFa. et IL-6) (Driss, 2008 ; Owen et al, 2014).

11.2.6 Les polynucléaires neutrophiles

Ce sont des phagocytes circulants qui ont la faculté de se déplacer vers les tissus (site
d’infection) ou ils produisent des dérivés oxygéenés, enzymes protéolytiques responsables de
la destruction de 1’agent infectieux aussi bien que des tissus de I’organisme lui-méme
(activation prolongée). Leur durée de vie dans les tissus est de quelques jours (phagocytés
aprés, par les macrophages). lls participent également aux réponses inflammatoires en
sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines telles que I'[L-13, TNF-a et
IL-8 (Ali et al, 1997 ; Lapinet et al, 2000 ; Witko-Sarsat et al, 2000 ; Babior et al, 2001).
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11.2.7 Les cellules de la lignée lymphoide
11.2.7.1 Les cellules NK

C’est un type de lymphocytes grands granuleux, non T non B (n’expriment pas les
récepteurs T et B), participant a I'immunité innée. Présentes dans les tissus et la circulation
sanguine ou elles constituent 5 a15 % des lymphocytes circulants. Les cellules NK (natural
killer) exercent une activité cytotoxique a 1’égard de cibles tumorales ou infectées par des
pathogénes intracellulaires et des virus. Elles lysent des cibles qui échappent a la toxicité des
lymphocytes T CD8+ (Lydyard et al, 2002 ; Brézin, 2010).

11.2.7.2 Les lymphocytes B

Ils jouent un role distinct dans la réponse immunitaire humorale en s’activant en
cellules effectrices sécrétrices d’anticorps : les plasmocytes. Les lymphocytes B matures
expriment a leur surface le BCR (B cell receptor) qui est un anticorps de surface (IgM et IgD
membranaires). Ils sont également des cellules présentatrices d’antigeénes. lls expriment les
molécules de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Pour étre activeés, la
reconnaissance de I’antigéne (pathogéne extracellulaire) uniquement par le BCR n’est dans
certains cas, pas suffisante ; elle nécessite ’aide des lymphocytes auxiliaires (T CD4+).
L’antigéne sera phagocyté et présenté aux T CD4+ par les molécules du CMH. Plusieurs
cytokines vont étre alors synthétisees par ces derniers pour activer les cellules B en
plasmocytes sécrétant plusieurs types d’anticorps: IgM, 1gG, IgA et IgE. Au niveau des
muqueuses le lymphocyte B secréte ’IgA (premiére ligne de défense) indépendamment des
lymphocytes T et nécessite des signaux BAFF (B-cell Activating Factor) et APRIL (A
Proliferation Inducing Ligand) produits par certaines sous populations de cellules dendritiques
ou épitheliales. lls peuvent également synthétiser des cytokines pro-inflammatoires : IL-1p,
IL-6 et TNF-a (Jacquot et Boyer, 2006 ; Abbas et Lichtman, 2009 ; Hassane, 2016).

11.2.7.3 Les lymphocytes T

e Les T CD8+: les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est une population de cellules T,
fondamentale dans la protection contre les tumeurs et les pathogénes intracellulaires
comme les virus. La cellule infectée exprime a sa surface des complexes CMH de classe I-
peptides viraux qui vont étre reconnus par le TCR du lymphocyte T CD8+ qui va
directement tuer la cellule infectée (par systeme perforine, granzyme ou Fas- FasL). lls
secrétent I’IFNy, activant les macrophages a éliminer les cellules mortes par apoptose
(Abbas et Lichtman, 2009).

23



Partie Bibliographique

Les T CD4+(ThO0) : les lymphocytes T CD4+sont dits helper. lls reconnaissent par leur
TCR, le complexe CMH ll-antigéne porté par une cellule présentatrice d’antigéne, ce qui
leur permet de s’activer, de proliférer et de se différencier en I'une des sous populations
de cellules T effectrices ou régulatrices. Elles ont un profil cytokinique intermédiaire
entre Thl (IFN-y) et Th2 (IL-4) (Figure.01 de I’Annexe 02) (Owen et al, 2014 ; Touil-
Boukoffa et al, 2016).

Les lymphocytes Thl : lls sont induits dans le contexte IL-12, IL-18 et IFN-y. Cette
différenciation fait intervenir les facteurs STAT1/STAT4 (Signal transducer and activator
of transcription 1 et4). Les cellules Th1l expriment le facteur de transcription T-bet (T-box
expressed in T cells) qui est essentiel pour leur génération. Ils secretent des cytokines pro-
inflammatoires : IL-2, IFNy, TNF-a et TNF-p (Figure.01 de I’Annexe 02). lls jouent un
role dans les maladies auto-immunes et inflammatoires. Ils agissent contre les pathogénes
intracellulaires (Virus, bactéries...) et exercent leur action sur les CPA (cellules
présentatrices d’antigenes) en augmentant leur capacité phagocytaire, de production de
médiateurs pro-inflammatoires ainsi que leur capacité de presentation antigénique aux
lymphocytes T naifs (Peck et Mellins, 2009 ; Rafa et al, 2010 ; Belguendouz et al,
2011 ; Touil-Boukoffa et al, 2016).

Les lymphocytes Th2 : la différenciation des ThO en Th2 est induite par I’'IL-4, faisant
intervenir le facteur de transcription STAT6 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 6) et GATA3 (Guanine Adenine Thymine Adenine sequence-binding
protein 3). lls produisent essentiellement les interleukines : IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13
(Figure.01 de ’Annexe 02). Cette sous population lymphocytaire intervient dans la
réponse immunitaire humorale et dans la differenciation des lymphocytes B. Elle est
impliquée dans les réponses contre les pathogenes extracellulaires (parasites) et le
développement des maladies allergiques. Plusieurs pathologies a caractere auto-immun et
inflammatoire chronique sont caractérisees par un profil Th2 (Touil- Boukoffa et al,
2016).

Les lymphocytes Th17 : Ils sont associés aux muqueuses et sont impliqués dans la
réponse précoce a de nombreux agents pathogénes extracellulaires (bactéries et
champignons). Ils ont été trouvés comme étant impliqués dans 1’auto-immunité et
I’inflammation chronique des tissus. Le TGF-f (Transforming Growth Factor ) ainsi que
I’'IL-6, I'TIL-1 B, I'IL-21 et I'TL-23 sont impliques dans la différenciation des lymphocytes

auxiliaires naifs (ThO) en lymphocytes Th1l7. Ces derniers expriment le facteur de
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transcription RORyT (Retinoid-related Orphan Receptor y T), STAT3 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 3), IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) et RORa (RAR-
related Orphan Receptor alpha) (Figure.01 de I’Annexe 02). Ils expriment également a
leurs surfaces I’'IL-23 R (récepteur de Iinterleukine 23), le CCR6 (Chemokine receptor 6)
et le recepteur a la chimiokine CCL20 (C-C motif ligand 20). Ils sont dotés d’une
remarquable plasticité en se retransformant rapidement en Thl ou Treg mais en passsant
tout d’abord par un état transitoire entre la population Th17 et ces deux populations. Les
Th17 peuvent aussi étre stabilisés par 1’TL-23 qui leur confére des fonctions effectrices
pathogéniques caractérisées par la production de L’IL-17A, I'IL-17 F et d’interferon
gamma (IFN-y). La sécrétion de I’'TL-17 (A et F) induit la production de molécules pro-
inflammatoires (IL-6, 1L-8 et métalloprotéinases MMP), recrute les neutrophiles,
notamment lors des réponses immunitaires contre les agents pathogenes extracellulaires et
peut participer a I’induction de maladies auto-immunes spécifiques d’organes. Les Th17
produisent également ’IL-21 et I’IL-22. L’IL-21 est un facteur stimulant la différenciation
en Th17 et sert ainsi de rétrocontrole positif amplifiant cette différenciation (Batteli et al,
2007 ; Chen et O’Shea, 2008 ; Reyes et Saban, 2014 ; Touil-Boukoffa et al, 2016).

Les lymphocytes Treg : comme leur nom I’indique, ce sont des régulateurs des réponses
immunitaires, permettant de les diminuer voir de les supprimer. lls interagissent avec les
cellules T et les cellules présentatrices de I’antigéne. Ils participent a la tolérance
immunitaire via leur action immunosuppressive qui régule les lymphocytes T effecteurs.
Ils jouent un réle dans la tolérance des antigénes du soi. Il existe plusieurs types de
lymphocytes T ayant une activité suppressive ou régulatrice mais les LTreg CD4+CD25+
exprimant le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box p3) a action suppressive sont
les plus professionnels. Ils comprennent deux sous populations : les Treg naturels (nTreg),
se trouvant dans le thymus et les Treg induits (iTreg) en périphérie (organes lymphoides
secondaires), sous 1’action de I’IL-2 et du TGF-p ou aprés contact antigénique (possédent
un TCR: T Cell Receptor). Au niveau des sites inflammatoires, les iTreg réduisent la
stimulation des TCD4+ et atténuent la fonction effectrice des lymphocytes TCD8+ par la
sécrétion des cytokines I1L-10 et TGF-B. L’IL-2 et TGF-B jouent un grand role dans la
différentiation des TCD4+ en Treg (Figure.01 de I’Annexe 02) (Pisella et al, 2015 ;
Touil-Boukoffa et al, 2016).
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e Les lymphocytes T Gamma/Delta (y0)

Ils présentent un TCR (T Cell Receptor) de type yé différent de celui des cellules T alpha /
béta. Ces cellules sont moins nombreuses que ces derniéres et sont trouvées essentiellement
au niveau du sang, de la peau et des muqueuses. lls ont une prédilection pour les sites
épithéliaux. Dans cette forme, les cellules n’ont besoin ni que 1’antigéne soit procéssé ni qu’il
leur soit présenté par une molécule du CMH. Les lymphocytes Tyd ont une action cytotoxique
par I’intermédiaire des systemes perforine /granzyme et Fas /FasL et jouent un role dans des
inflammations oculaires séveres. lls produisent I’'IL-17, cytokine clé de la régulation de la
réponse immunitaire et inflammatoire au niveau des muqueuses (Bialasiewicz et al, 1996,
Narita et al, 2010 ; Touil- Boukoffa et al, 2016).

11.3 Les médiateurs de ’inflammation
11.3.1 Les cytokines
11.3.1.1 Définition

Les cytokines sont des médiateurs intercellulaires solubles induites par une variété de
cellules de ’organisme en réponse a de nombreux stimuli. Ce sont des protéines ou
glycoprotéines de faible poids moléculaire. Elles exercent leurs actions a des concentrations
trés faibles de l'ordre des pico-molaires et des femto-molaires. Elles agissent sur les
récepteurs de leurs cellules cibles de fagon autocrine, paracrine ou endocrine (Cohen et
Cohen, 1996 ; Touil-Boukoffa et al, 2016). Les cytokines présentent des attributs de
pléiotropie, de redondance, de synergie, d’antagonismes et d’induction de cascades. Ces
propriétés permettent de réguler I’activité cellulaire de fagon coordonnée et interactive (Touil-
Boukoffa et al, 2016).

11.3.1.2 Réle
Les cytokines ont plusieurs roles. Elles interviennent dans le développement de la
réponse immunitaire, cellulaire ou humorale. Elles régulent ’intensité et la durée de cette
derniére en stimulant ou en inhibant I’hématopoi¢se. Elles induisent la réponse inflammatoire
et déclenchent la prolifération, la différenciation, le chimiotactisme, la régulation de la
sécrétion d’autres cytokines, 1’activation cellulaire et I’augmentation de la cytotoxicité et /ou

la régulation de I’'immunité. Elles controlent également la cicatrisation des plaies (Lydyard et

al, 2002 ; Touil-Boukoffa et al, 2016).
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11.3.1.3 Classification
e Les cytokines pro-inflammatoires

v IL1- B : est une cytokine pro-inflammatoire appartenant a la famille des IL-1. Elle
joue un role dans I’inflammation aigue et chronique et les maladies auto-immunes.
Elle joue également un r6le dans la différenciation des lymphocytes Th17. Ses effets
biologiques sont dues a I’induction de génes : de la NOS inductible (NO synthase
inductible), de la cycloxygénase de type 2 (COX2) et de la phospholipase de type 2
(PLA2). Elle est synthétisée par plusieurs cellules : mastocytes, macrophage, certains
lymphocytes T, lymphocytes B, cellules de Langerhans, cellules endothéliales,
kératinocytes, fibroblastes, cellules gliales, cellules épithéliales thymiques et les
cellules musculaires lisses. (Fenton et al, 1987 ; Dinarello et Moldawer, 1999 ;
Dinarello, 2002 ; Ren et Torres, 2009 ; Dinarello, 2011).

v TNF-a : c’est une cytokine ubiquitaire qui agit par I’intermédiaire de récepteurs
membranaires sur la voie de signalisation NF-kB. L’activation de cette voie conduit a
la transcription de genes de cytokines impliquées dans I’inflammation telles que 1’IL-1
B, 'IL-2, 'IL-6 et I'IL-8. En plus d’étre pro-inflammatoire, le TNF-o a une action
cytotoxique, anti-tumorale, antivirale et antiproliférative. Il est synthetisé
principalement par les monocytes/macrophages, les cellules T, certaines cellules NK
et les cellules dendritiques. Il peut étre également synthétisé par des cellules non
immunitaires telles que les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, les
fibroblastes et les kératinocytes. (Gruss et Dower, 1995; Rozieres et al, 2006;
Calzascia et al, 2007).

v" IL-6 : elle est caractérisée par la présence au niveau de son récepteur de la sous unité
commune la gp130 (famille de I’'IL-6). C’est une cytokine ubiquitaire synthétisée par
plusieurs types de cellules immunitaires et non immunitaires tels que les monocytes /
macrophages et les cellules épithéliales. Sa production est déclenchée par plusieurs
signaux tels que : le rayonnement UVB et les lipopolysaccharides bactériens (LPS).
En plus de son role pro-inflammatoire local, elle peut agir sur les cellules hépatiques
en stimulant la sécrétion des protéines de la phase aigiie de I’inflammation (la protéine
C réactive (CRP) (Galanaud et al, 1989 ; Kamimura et al, 2003 ; Owen et al,
2014).
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Le geéne codant pour 1’TL-6 est situé sur le bras cours du chromosome 7. En amont du géne
de I’'IL-6, se trouve des sites régulant sa transcription tels que celui du facteur de transcription
NF-kB (régulation positive du promoteur du gene), le facteur RBP-Jk ( Recombination
Binding Protein J Kappa), le récepteur des glucocorticoides (GR), des cestrogenes (ER) et les
produits des génes suppresseurs des tumeurs p53 (régulation négative) (Santhanam et al,
1991 ;Valliéres et Rivest , 2000).

D’un point de vue cinétique, en plus de la sous unité gp 130 (120 KD), possédant des
domaines Janus Kinases (JAK), la cytokine IL-6 se lie dans un premier temps a une autre sous
unité a, IL-6Ra (gp80, 80 kDa) de son récepteur. Cette deuxieme sous unité pouvant étre fixée
a la membrane ou sous forme soluble. Le complexe tri-moléculaire résultant (IL-
6/gp80/gp130) n’est pas capable d’induire une transduction de signal (Chow et al, 2001 ;
Heinrich et al, 2003).

Il faut une interaction entre deux complexes tri-moléculaires pour former un super-
complexe hexamérique comprenant deux molécules d’IL-6, de gp80 et de gp130 qui est alors
pleinement fonctionnel (Figure.06) (Ward et al, 1994).

Le complexe hexamerique conduit a I’activation de 3 voies de signalisation : la voie des
STAT (STAT1/STAT3), la voie des MAPK (Mitogen activated protein Kinases) et la voie de
la PI3K/Axt (Phosphatidyl Inositol 3 kinase / proteine kinase B) (Figure.06). Le facteur
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) assurant I’essenticl de la
signalisation de 1’IL-6 est le facteur STAT3 (Reich et Liu, 2006).

Les différentes voies de signalisation activent la transcription de leurs génes cibles apres
migration dans le noyau (Vallieres et Rivest, 2000). Parmi ces génes on distingue par
exemple celui de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B cell lymphoma 2), du MMP9
(Métalloprotéinases 9) impliqué dans [I’invasion tissulaire et du VEGF favorisant
I’angiogenese qui sont régulés par la voie STAT3 (Bhattacharya et al, 2005 ; Chen et al,
2015).
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Figure.06 : Voie de signalisation de I’IL-6 (Nicholson et Anderson, 2002 ; Heinrich et al,
2003 ; Kamimura et al, 2003).

e IL-17-A: c’est une cytokine pro-inflammatoire synthétisée essentiellement par les Thl7
et d’autres cellules telles que les lymphocytes Tyd. Elle appartient a la famille de I’IL-17
qui comprend 5 autres cytokines (IL-17 B, C, D, E, F) ayant un haut degré d’homologie
structurale : I’extrémité C —terminale est la méme et la région N-terminal est différente
(Reynolds et al, 2010 ; Jin et Dong, 2013). Bien qu’étant toutes pro- inflammatoires,
elles peuvent différer par leurs actions biologiques, leur origine cellulaire et le type de la
réaction immune induite. L’IL-17A est signe d’une réponse immune T helper (Th) de type
Thl7 (Fort et al, 2001 ; Hurst et al, 2002 ; Kolios et Linden, 2004). Elle est impliquée
fortement dans la pathogénese des maladies inflammatoires chroniques, en amplifiant les
réponses inflammatoires induite par le TNF-a et I'IL-1p (Katz et al, 2001). L’IL-17 est

une glycoprotéine homodimérique de 20-30 kDa. La liaison de I’'TL-17 & son récepteur
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(IL-17R) entraine I’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaire. Cette
activation permet principalement le recrutement des molécules TRAF6 (Facteur 6 associé
au récepteur du TNF) et aboutit a I’activation du facteur NF-xB et AP-1 (protéine
activatrice 1) (Figure.07). Deux autres voies responsables de I’activation du facteur de
transcription AP-1 peuvent étre activées (p38, ERK: Extracellular signal Regulated
Kinase) (Figure.07). La liaison de I'IL-17 & son récepteur peut activer également la voie
JAK/STAT (JAK1, JAK2, STAT1) (Figure.07). L’IL-17A induit I’expression de
plusieurs médiateurs inflammatoires tels que : I’IL-6 (Katz et al, 2001) et I'iNOS (NO
synthase inductible) (Miljkovic et Trajkovic, 2004 ; Reynolds et al, 2010 ; Jin et Dong,
2013 ; Rafa et al, 2013).

NN IS I )

Figure.07 : Voies de transduction du signal de I’IL-17 (Miljkovic et Trajkovic, 2004).
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e Les cytokines immunorégulatrices (VoieTreg)

v 1L-10 : elle est induite majoritairement par les cellules Treg. L’IL-10 est une cytokine
immunorégulatrice sécrétée par plusieurs autres types cellulaires : les lymphocytes B,
les monocytes/ macrophages, les keratinocytes et les cellules tumorales. Les propriétés
immunosupressives et anti-inflammatoires de cette cytokine sont liées essentiellement
a ses effet sur les monocytes/macrophages en inhibant leur synthese de cytokines
proinflammatoires : IL-1B, TNF-o et IL-6, de radicaux oxygénés et nitratés (le
monoxyde d’azote (NO). L’inhibition de ce dernier radical se fait indirectement par
I’inhibition de la transcription de la NO synthase inductible. L’IL-10 pourrait
¢galement inhiber I’expression des molécules de classe II du CMH. STAT3 est
nécessaire pour les fonctions inhibitrices de cette cytokine (Gotlieb et al, 1992 ;
Howard et O’Garra ; 1992 ; De Waal Malefyt et al, 1992 ; Mosser et Zhang,
2008).

v TGFp : le facteur béta de croissance et de transformation est produit par les
lymphocytes T actives, les phagocytes mononucléaires et de nombreux autres types de
cellules. C’est, avant tout, une cytokine inhibitrice qui agit d’une maniére autocrine et
paracrine. Il inhibe la prolifération et la différentiation des cellules T auto-réactives (T
CD4+ et T CD8+), I’activation des macrophages et bloque les effets des cytokines
pro-inflammatoires. Il maintient la survie des lymphocytes Treg naturels (nTreg). En
combinaison avec L’IL-2 et I’acide rétinoique (RA), il induit la différenciation des
ThO en iTreg. Cependant, dans un environnement inflammatoire, en présence par
exemple de I’lL-6, le TGFp induit la différenciation des ThO en Thl7. Il orchestre la
différenciation des cellules Treg et Thl7 d’une mani¢re dépendante de la
concentration (Clarck et Coker, 1998 ; Abbas et Lichtman, 2009 ; Sanjabi et al,
2009).

11.3.2 Le NO

A température ambiante, le NO est une molécule gazeuse biatomique et non chargée.
Sa solubilité dans I’eau est de ’ordre de celle de 1’oxygene et du monoxyde de carbone Co. Il
est soluble dans les milieux polaires et apolaires ce qui lui confére un grand pouvoir de
traverser les membranes biologiques et de se diffuser d’une cellule a une autre. Il constitue
ainsi un messager paracrine idéal. C’est également un radical libre car une de ses orbitales

externes contient un électron non apparié¢. Le monoxyde d’azote est la plus petite biomolécule
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(30 Da). Il a une demi-vie tres courte (6 s). Il est produit par une variété de cellules et a
plusieurs cibles cellulaires. Il a une action pléiotropique. Il régule de nombreuses réponses
physiologiques et physiopathologiques telles que : la vasodilatation, la neurotransmission et la
modulation de la réponse immuno-inflammatoire (Sennequier et Vadon Le Goff, 1998 ;
Touil-Boukoffa et al, 1998 ; Coleman, 2001 ; Korhonen et al, 2005 ; Sharma et al, 2007).

11.3.2.1 Réactivité chimique du NO

Le NO peut réagir avec plusieurs molécules. L’une de ses réactions les plus
importantes est sa capacité d’interagir avec 1’oxygéne moléculaire ou ses dérivés (tels que
I’anion superoxyde O2). Les produits de ses réactions sont des molécules azotées trés
réactives et trés hétérogenes telles que le peroxynitrite ONOO™ ou le dioxyde d’azote NO>
qui induisent I’oxydation des lipides (peroxydation), des protéines et des acides nucléiques,
ce qui résulterait en I’altération de I’ADN, D’apoptose et la nécrose cellulaire. Cette
cytotoxicité serait a I’origine de 1’évolution d’un certain nombre de pathologies. Le NO peut
réagir également avec les groupements thiols (SH) portés par plusieurs protéines, pour former
des groupements thionitrites ou S-nitrosothiols (S-NO). Ces nitrosylations modifient ’activité
de plusieurs protéines impliquées dans des mécanismes de régulations cellulaires. Une autre
caractéristique du NO est sa capacité de se fixer sur des métaux (tels que le fer, le cuivre et le
zinc) présents au niveau des groupements prosthétiques de nombreuses enzymes et protéines.
C’est par ce mécanisme que le NO régulerait 1’activité de ces derniéres (Korhonen et al,
2005).

11.3.2.2 Biosynthése du NO

La plus importante voie de production du NO chez les organismes supérieurs, est la
voie enzymatique par les NO synthases (NOS) qui se fait en deux étapes. Dans un premier
temps, les NOS catalysent ’hydroxylation d’un atome d’azote du groupement guanidine de
leur substrat (L-arginine), donnant naissance a la NOHA (N®-hydroxy-L-arginine). La NOHA
est alors a son tour oxydée en NO et L-citrulline (Figure.02 de I’Annexe 02). Ces réactions
nécessitent la présence de co-substrats (I’oxygéne moléculaire et le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate sous forme réduite : NADPH) et de co-facteurs tels que : la flavine
adénine dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN), la tétrahydrobiopétrine (BH4)
et ’héme (protoporphyrine IX de fer) (Figure.02 de ’Annexe 02). Lorsque I’apport en
oxygene est limité, le NO peut également étre produit par la réduction des nitrites et des

nitrates sous I’action des nitrites et des nitrates réductases présentes a différents niveaux de
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I’organisme (Sennequier et Vadon Le Goff, 1998 ; Lundberg et al, 2008 ; Forstermann et
Sessa, 2012).

11.3.2.3 Les NOS

Les NOS (EC.1.14.13.39) est une protéine homodimérique comprenant deux

domaines, un ayant une fonction réductase (en C- terminal) et un autre ayant une fonction

oxygénase (en N-terminal) (Figure.08). Sur le plan moléculaire, il existe trois isoformes de la

NOS qui exercent la méme réaction catalytique mais different dans la localisation de leurs

génes, leur distribution cellulaire et leur mode de régulation (Marletta, 1993 ; Bogdan,
1998 ; Sennequier et Vadon Le Goff, 1998).

Les NOS neuronales (NOS1, NOSI ou nNOS) qui sont majoritairement exprimées au
niveau des neurones, du cerveau et du systeme nerveux périphérique.

Les NOS inductibles (NOS2, NOSII ou iNOS) qui sont exprimés au niveau des tissus et
des cellules inflammatoires telles que les monocytes / macrophages.

Les NOS endothéliales (NOS3, NOSIII ou eNOS) qui sont principalement exprimées au
niveau des cellules endothéliales (Korhonen et al, 2005).

Ces trois NOS sont codees par différents genes localisés respectivement sur les

chromosomes 12,17 et 7 (Tripathi et al, 2007).
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Figure.08 : Synthese du NO par les NOS (Forstermann et Sessa, 2012).
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11.3.2.4 Les cellules productrices de NO

Le NO est produit par de véritables cellules immunitaires telles que : les monocytes, les

macrophages, les cellules dendritiques, les cellules tueuses naturelles (NK), les mastocytes,

les microglies, les cellules de kupffer, les éosinophiles et les neutrophiles. 1l est également

produit par des cellules impliquées dans les réactions immunitaires mais n’appartenant pas au

systeme immunitaire classique telles que : les cellules endothéliales, les cellules épithéliales,

les cellules musculaires lisses vasculaires, les fibroblastes, les kératinocytes, les chondrocytes,

les hépatocytes, les cellules mésangiales et les cellules de Schwann (Tripathi et al, 2007).

11.3.2.5 Régulation des NOS

Des modifications post- traductionnelles modulent D’activité catalytique de la NOS

constitutive (NOS1 et NOS3). La NOS inductible (NOS2) étant régulée au niveau
transcriptionnel et post transcriptionnel (Pautz et al, 2010 ; Rafikov et al, 2011).

Le substrat: la L-arginine est le substrat des NOS. Sa biodisponibilité est donc
indispensable a la synthese du NO. L’apport en substrat pourrait influencer I’activité de la
NOS. En absence ou en présence de faible concentration de L-arginine, les NOS peuvent
produire des ions superoxyde Oz et du peroxyde d’hydrogéne a la place du NO, par
transfert d’¢lectrons du NADPH a I’O2 via I’héme (Découplage). En présence d’une
concentration saturante de la L-arginine, la vitesse d’oxydation du NADPH diminue d’un
facteur de 2 a 3 pour la NOS1 contre une augmentation d’un facteur de 4 a 6 pour la
NOS2 (Heinzel et al, 1992 ; Sennequier et Vadon Le Goff, 1998).

L’autorégulation : les NOS peuvent également étre rétro-inhibées par leur produit, le
NO. En effet, le NO se fixe sur ’héme de ces enzymes et bloque leurs différentes
réactions catalytiques. La NOS peut subir simultanément la synthese du NO et la
formation du complexe ferreux- nitrosyl pendant la phase stable de la catalyse. La
synthese du NO requiert le fer sous forme ferrique, la formation du complexe ferreux-
nitrosyl rend la NOS catalytiqguement inactive. De plus, le NO inhibe la production de
L’IL-1 par les macrophages, ce qui peut représenter une boucle d’autorégulation (Chujor
et al, 1996 ; Stuehr, 1997 ; Gautier et al, 2004).

Le couplage a la calmoduline : la NOS constitutive (NOS1 et 3) est en effet active
qu’apres couplage a la calmoduline, qui intervient comme interrupteur permettant le flux
d’¢électrons au sein de I’enzyme. L’activité de ces deux isoformes est donc régulée par la

concentration du milieu en calcium qui regle le couplage de la calmoduline. L’activité de
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la NOS2 est en revanche indépendante des ions calcium, car cette isoforme est fortement
couplée a la calmoduline (Sennequier et Vadon Le Goff, 1998).

e L’Arginase : ’arginase 1 et 2 sont des enzymes impliquées dans le cycle de I'urée qui
transforment la L-arginine en urée et L-ornithine. Cette derniére peut & son tour donner
naissance a différents composants dont la L-citrulline qui est recyclée en L-arginine. La
NOHA est un inhibiteur de I’arginase. Il pourrait donc exister une régulation croisée des
deux systemes métabolisant la L-arginine : la NOS et I’arginase (Boucher et al, 1994 ;
Durante et al, 2007 ; Morris, 2009).

e Les cytokines : la NOS2 est régulée essentiellement au niveau de la transcription de son
géne. Son expression et sa fonction sont en grande partie associées aux réponses
immunitaires et inflammatoires. En effet, elle est induite par plusieurs cytokines et motifs
bactériens qui agissent en synergie : LPS/ IFNy, TNFa/IFNy, IL-1/ TNFa ou IFNy
(Drapier et al, 1988 ; Geller et Billiar 1998 ; Rafa, 2013, Soufli et al, 2016).

Au niveau de certains types cellulaires, I’IL-17 a joué le role d’inducteur de la NOS2
(Miljkovic et Trajkovic, 2004). Cette derniere est inhibée par certaines cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-5, 1L-13), des cytokines immunorégulatrices (IL-10 et TGF-p) et
des facteurs de croissances (PDGF : Platelet Derived Growth Factor) (Bogdan et Nathan,
1993).

Il a été admis que les facteurs de transcription NF-kB, STAT1, STAT3 et IRF1-8
régulaient I’expression du géne de la NOS2 (Faure et al, 1999 ; Xiong et al, 2003 ;
Dawn et al, 2004 ; Ziesche et al, 2007).

e Le CDg2s: il joue un réle fonctionnel dans 1’activation rapide des NOS inductibles dans les
macrophages humains. Le complexe formé par la fixation des IgE sur le CD23 provoque
la libération de médiateurs inflammatoires et essentiellement le NO. En effet,
I’engagement du CD23 & la surface des macrophages par les complexes immuns a IgE, ou
par des anticorps monoclonaux anti CD2z induit une destruction NO-dépendante des
parasites intracellulaires. L’IL-4 inhibe cette voie de production in vitro et in vivo du NO
(Dugas et al, 1995 ; Eugéne et al, 1995 ; Touil-Boukoffa et al, 1998).

11.3.2.6 Fonction du NO
Le NO peut avoir plusieurs effets en fonction de sa concentration et de ses cibles

moléculaires et /ou cellulaires (Allione et al, 1999 ; Beltran et al, 2000).
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Ses différentes actions dépendent de sa concentration et de la durée de sa production.

Physiologiquement, le NO est produit par les NOS constitutives a 1I’état de base tandis qu’il

est produit en de larges quantités par les NOS inductibles (Thomas et al, 2008).

En physiologie : le NO libéré a de faibles concentrations par les NOS constitutives, peut
intervenir dans la signalisation intracellulaire (Thomas et al, 2008).

Le r6le du NO comme second messager a été observé dans de nombreux types
cellulaires. Il stimule I’activité de la guanylate cyclase et augmente la production de la
GMPc (Guanosine monophosphate cyclique) qui est un médiateur important des fonctions
physiologiques du NO (Villanueva et Giulivi, 2010). En effet, au niveau du systéme
nerveux central et périphérique, le NO est impliqué dans le développement cérébral et
I’acquisition de la mémoire en régulant la plasticité des synapses. Il intervient également
dans la régulation de la libération des autres neurotransmetteurs tels que la dopamine, la
noradrénaline et I’acétylcholine (Almeida et al, 2001).

Le NO intervient dans la régulation de I’homéostasie sanguine en agissant a la fois
comme anticoagulant et comme vasodilatateur. Cette action s’exerce au niveau des
plaquettes sanguines, des cellules endothéliales et musculaires. Au niveau des muscles
cardiaques ou squelettiques, il intervient dans les processus d’activité (excitation-
contraction), de respiration et de différenciation des myocytes (Barouch et al, 2002 ;
Ziolo et al, 2008).

Le NO est également impliqué dans le maintien de I’intégrité de la barriere cutanée, la
cicatrisation des plaies, la fonction rénale et la régulation du systéeme de reproduction
(Stamler et Meissner, 2001 ; Cals-Grierson et Ormerod, 2004 ; Danson et al, 2005 ;
Satriano et al, 2006).

NO et systeme immunitaire : le NO produit massivement par les NOS2 peut exercer
indirectement ou directement des effets bactéricides, antiviraux, fongicides,

antiparasitaires et antimoraux (apoptose). Une inhibition du NO conduit a I’exacerbation

de nombreuses pathologies (James, 1995 ; Fang, 1997 ; Rakhit et Marber, 2011).

En physiopathologie : le déréglement de la production du NO a été observé dans de
nombreuses pathologies. En effet, la diminution de sa concentration a été observée dans
I’hypertension artérielle et le glaucome tandis que son augmentation a été observée dans

de nombreuses pathologies inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide et les
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maladies neuro-dégénératives (Barnes et al, 1998 ; Eliasson et al, 1999 ; Shareef et al,
1999 ; Ischiropoulos et Beckman, 2003 ; Warner et al, 2004 ; Szabo et al, 2007).
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I. Matériel et Méthodes
I. 1 Matériel

1.1.1 Matériel biologique
1.1.1.1 Patients

Les patients faisant I’objet de notre étude ont été suivis au niveau de la clinique
d’ophtalmologie du CHU Ibn Rochd-Annaba- Algérie.

Dans un premier volet, une enquete épidémiologique entreprise sur le ptérygion a été
réalisée au sein de cet établissement pendant une période d’une année (du 1* Janvier 2016 au
31 décembre 2016). Dans ce contexte, il a été inclus des patients (n=119) présentant un
ptérygion unilatéral ou bilatéral de topographie généralement nasale, primitif, venant
consulter pour une prise en charge chirurgicale.

Une autre partie de cette étude a consisté a 1’évaluation in vivo de bio-médiateurs : le
monoxyde d’azote (NO) et les cytokines (IL-17A, IL-6, IL-10), au niveau des serums
sanguins et des larmes de 43 patients (32 hommes et 11 femmes ayant une moyenne d’age
allant de 35 a 62 ans). Ces derniers manifestent pour la plupart des ptérygions unilatéraux.
Cette étape a été réalisée parallelement a une étude menée sur 43 sujets sains (témoins
négatifs).

Des études histologiques et immuno-histochimiques portant sur le niveau d’expression
des marqueurs suivants : CD3, CD20, CD68, Bcl-2, NOS2 et NF-xB ont été également
réalisées sur les ptérygions et les conjonctives saines provenant respectivement de patients et
de témoins opérés pour un strabisme. Il est a noter que les deux groupes considérés, ne
présentent aucune maladie inflammatoire et /ou infectieuse. Des biopsies provenant de
témoins positifs ont également fait I’objet de cette étude (patients atteints de conjonctivite et
du syndrome de Gougerot— Sjogren). Les patients atteints de ptérygion et tous les témoins
sont d’ages et de sexes identiques.

Nous avons été également amenés a doser d’autres parametres sanguins (protéine C
réactive ou CRP, la vitesse de sédimentation ou VS et les immunoglobulines : 1gG, IgA et
IgM) sur 16 patients et 16 sujets témoins sains. Ces derniers font partie de notre cohorte
totale.

Il est trés important de souligner que tous les sujets (patients et témoins) ayant
participé a notre étude ont été consentants. Le consentement libre et éclairé obtenu est en

conformité avec les lois de 1’éthique établies par 1’Agence Thématique de la Recherche en
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Santé (ATRSS ex ANDRS). Ces dernieres sont basées sur la déclaration universelle d’
Helinski.

1.1.1.2 Les biopsies des ptérygions et des témoins

43 ptérygions et 43 conjonctives saines ont été obtenus chirurgicalement sous
anesthesie locale.

En ce qui concerne les ptérygions, la technique opératoire utilisée s’est basée sur celle
de (Kenyon, et Tseng, 1989). L’intervention s’est déroulée sous microscope opératoire par
excision des tétes et ensuite des corps des ptérygions, en passant par le repli semi lunaire. Il
est a noter que les ptérygions envahissant la cornée et plus précisément la membrane de
Bowman, ont été éxclus de notre étude.

Concernant les biopsies de conjonctives normales (témoins négatifs), elles ont été
obtenues lors d’interventions chirurgicales des yeux atteints de strabisme. Elles ont été
prélevées au niveau de la conjonctive bulbaire (Sami et al, 2007).

Concenant les témoins positifs, nous avons testé dans le méme contexte, des pieces
de tissus de conjonctivites avérées et de tissus de glandes salivaires labiales de patients
atteints de syndrome de Gougerot— Sjogren, une pathologie auto-immune dont la thématique
de recherche est développée au sein de notre équipe de recherche ( Equipe Cytokines et NO
Synthase, LBCM, USTHB) (Benchabane et al, 2016 ; Benchabane et al, 2018).

Apreés excision, les biopsies ptérygiales, conjonctivales et de glandes salivaires ont été
immédiatement fixées dans du formol a 10 % pour étre utilisées ultérieurement dans le cadre

de I’étude histologique et immunohistochimique.

1.1.1.3 Les échantillons sanguins
Deux types d’échantillons sanguins ont été obtenus a partir du sang des patients et des

témoins sains (ayant uniquement un strabisme).

e Lessérums
Les sérums ont été collectés apres centrifugation du sang total mis dans des tubes secs
a 2000 tours /min pendant 10 min. Ils ont par la suite été conservés a -20°C, pour le dosage de
la CRP, des immunoglobulines (IGA, 1gG, IgM), du NO et des cytokines (IL-6, IL-17A, IL-
10).
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e Les plasmas
Le sang recueilli (2 ml pour chaque échantillon) pour I’évaluation de la VS a été mis
dans des tubes en présence de citrate.

1.1.1.4 Les larmes
Les larmes reflexes ont été obtenues aprés avoir exposé¢ I’eeil malade (avec un
ptérygion) et I’ceil normal d’un témoin sain a une source lumineuse éblouissante. Les larmes
ont été par la suite collectées grace a I'utilisation de pipettes Pasteur, préalablement
stérilisées. La vigilance est requise et ce, pour ne pas altérer la cornée et la conjonctive. Les
larmes sont ensuite mises dans des tubes Eppendorf stériles. Elles ont été conservées a -70°C
pour le dosage ultérieure des cytokines (IL-6, IL-17A, IL-10) et du NO (Jones et al, 1997).

1.1.1.5 La souche bactérienne ATCC 8062
Nous avons utilisé dans notre etude, la souche bactérienne Pseudomonas oleovorans.
Elle est caractérisée par la propriété biochimique nitrate réductase (+). Elle reduit les nitrates
en nitrites lors du dosage du NO dans les échantillons. Elle nous a été fournie par le Le Dr J.
C. Drapier ; Directeur d’une unité CNRS : Biosynthése du monoxyde d’azote : Signalisation,
GIF sur Yvette- Paris.

1.1.1.6 Les anticorps utilisés
Anti-CD3, anti-CD20, anti-CD68, anti -Bcl-2, anti-NOS2, anti-NF-«B, anti-CRP, anti-
IgA, anti-lgG et anti-lgM. La provenance de chaque anticorps a été évoquee dans les

paragraphes ci-dessous.

1.1.2 Les réactifs
Les réactifs utilisés dans notre étude sont fournis par Sigma Aldrich, Dako, Santa Cruz
(Biotechnologies), Life technologies (Invitrogen et Fisher Thermo Scientific) et Diagnostics

Systems.
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1.2 Méthodes

1.2.1 Démarche expérimentale

Notre démarche expérimentale a été synthétisée dans un schéma récapitulatif
(Figure.09). Les détails de chaque étude réalisée ont été mentionnés dans les paragraphes ci-
dessous.

1.2.2 Enquéte épidémiologique

Une enquéte épidémiologique sur le ptérygion a été menée sur une durée d’une année
(du 1*" Janvier 2016 au 31 décembre 2016). Elle a porté sur tous les patients ayant consulté a
la clinique d’ophtalmologie du CHU Ibn Rochd-Annaba-Algérie, pour étre par la suite opérés
(n=119).

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a la fréquence de cette maladie et ce, par
rapport aux autres pathologies ophtalmologiques (n"=3215) et a sa repartition selon les
critéres suivants : le sexe, I’age et la profession du malade. 11 est important de signaler que le
service d’ophtalmologie du CHU Ibn Rochd, prend en charge, les pathologies
ophtalmologiques médico-chirurgicales de la Wilaya d’Annaba ainsi que les Wilayas

limitrophes de I’Est Algérien, en particulier Guelma, El Tarf, Souk Ahras, Skikda et Tébessa.

1.2.3 Etude histologique
Les coupes histologiques ont €eté réalisees au service d’anatomopathologic de I’hopital
Ibn Rochd-Annaba-Algérie, par la méthode d’hématoxyline-éosine selon les étapes

suivantes :

e La fixation : les biopsies ptérygiales et les conjonctives normales (témoins) ont été fixées
dans du formol a 10%, pendant 24 h et a température ambiante. Le but de cette fixation est
le maintien des différentes structures cellulaires et tissulaires dans un état aussi proche que
possible de 1’état vivant.

e La déshydratation : cette étape assure 1’¢limination de I’eau des tissus et les préparer a
I’inclusion. Elle consiste au passage des biopsies dans différents bains d’alcool de
concentrations croissantes 70°, 80°, 90° et 100°.

e L’inclusion : les tissus sont plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Ces tissus imbibés de paraffine sont alors mis dans un moule de paraffine fondue

(Barre de Leuckart) qui se solidifie en blocs en se refroidissant (I’enrobage).
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d’anatomopathologie (CHU Ibn Rochd-Annaba)

Clinique d’ophtalmologie (CHU Ibn Rochd—Annaba) + Laboratoire Cytokines et NO synthases (USTHB-Alger) + Service

/
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témoins positifs 43 biopsies de conjonctivite), NOS2 et NF-xB (avec comme témoins positifs 43
glandes salivaires labiales de malades atteints du syndrome de Gougerot — Sjogren)

Figure.09 : Démarche expérimentale.
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e La confection des coupes: a partir de ces blocs, sont réalisés a ’aide d’un microtome,
des coupes fines de quelques micrométres de diamétres (3um en moyenne). Ces coupes
sont alors mises sur des lames porte-objet. Elles seront posées par la suite sur une plaque
chauffante qui permettra leur étalement et leur fixation sur la lame.

e La coloration : les coupes seront colorées par I’hématoxyline de Mayer (le noyau sera
coloré en bleu violace) et I’éosine (le cytoplasme sera coloré en rouge ou rose).

e Le montage : le montage des tissus entre lame et lamelle est réalisé¢ a ’aide de I’Eukitt
(Houlot, 1984 ; Wheater et al, 2001).

e L’observation au microscope : les images sont prises au moyen d’un microscope
photonique (LEICA) avec un appareil photographique intégré. Les photos sont prises au
grossissement X 100 et X 250.

1.2.4 Etude immunohistochimique

L’immunohistochimie est basée sur la reconnaissance au niveau du tissu étudié, d’un
épitope, d’une proteine cible (antigéne) par un anticorps tres specifique. Les sites de liaison de
cet anticorps (dit anticorps primaire), sont ensuite révelés par un second anticorps (anticorps
secondaire) marqué d’un substrat chromogene. Une enzyme conjuguée a ce dernier anticorps,
clive le substrat pour produire un précipité de couleur a I’emplacement de I’épitope (Owen et
al, 2014).

Notre ¢tude immunohistochimique a été réalisée au service d’anatomopathologie de
I’hopital Ibn Rochd Annaba- Algérie et au niveau du Laboratoire Cytokines et NO Syntase-
USTHB- Alger-Algérie. Elle a pour but de mettre en évidence I’expression des marqueurs
suivants : CD3, CD20, CD68, Bcl-2, NOS2 et NF-kB, au niveau des coupes de ptérygion
considérées, des conjonctives saines «témoins négatifs» ainsi que des témoins positifs
(biopsies de conjonctivites pour les marqueurs suivants : CD3, CD20, CD68 et Bcl-2) et
(biopsies de glandes salivaires labiales de malades atteints du syndrome de Gougerot —
Sjogren pour la NOS2 et le NF-xB) fixées dans du formol a 10%. Les étapes ‘clé’ de cette
étude sont les suivantes :

Aprés inclusion des ptérygions, des conjonctives saines (témoins négatifs) et des
biopsies de conjonctivites et des glandes salivaires labiales de malades atteints du syndrome
de Gougerot — Sjogren (témoins positifs) et la confection de blocs, des coupes fines de ces
tissus ont été réalisées a ’aide d’un microtome (3pum d’épaisseur). Cette étape est succédée
par le déparaffinage de ces coupes dans des bains de xyléne. Ces derniéres sont ensuite

réhydratées en plongeant les lames dans des bains d’éthanol de concentrations décroissantes.
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Le démasquage des antigenes a éeté effectué en plongeant les lames dans des bacs de solution
de démasquage (DAKO). Le tout a été mis dans un bain marie pendant 40 min & 96°C. Apres
refroidissement et lavage au PBS- Tween (0,05%), une étape de blocage des peroxydases
endogénes est entreprise par incubation des lames dans du peroxyde d’hydrogene (H202) a
3% pendant 20 min. Une incubation ultérieure pendant une nuit dans une solution contenant
3% de lait écrémé a été entreprise afin de bloquer les sites d’attache non spécifiques des
anticorps primaires.

L’incubation des lames avec les anticorps primaires a été réalisée comme suit :
L’anti-CD3 (anticorps monoclonal de dilution 1 : 25 - 1 : 50, DAKO), I’anti-CD20 (anticorps
monoclonal de dilution 1 : 200, DAKO), ’anti-CD68 (anticorps monoclonal de dilution 1 : 50
- 1:100, DAKO) et I’anti-Bcl-2 (anticorps monoclonal de dilution 1 : 50 - 1 :100, DAKO) ont
été appliqués une heure a température ambiante.

En vue de mettre en évidence I’expression de la NOS2 et du NF-kB, les lames ont été
incubées respectivement, avec I’anti-NOS2 (anticorps polyclonal de lapins de dilution 1 :500,
Santa Cruz, Biotechnologies, USA) et I’anti-NF-kB / p65 (anticorps polyclonal de lapins de
dilution 1 :100, Santa Cruz, Biotechnologies, USA) dans une chambre humide, pendant une
nuit a 4°C. Cette étape d’incubation des lames en présence des anticorps primaires est suivie
de leur incubation avec un anticorps secondaire conjugué a la peroxydase (anti-IgG de souris
conjugué a la peroxydase de chevaux, DAKQO) puis avec le DAB chromogéne (3, 3’
diaminobenzidine). Les coupes ont ét¢ contre colorées avec I’hématoxyline de Mayer. Le
montage lames- lamelles a été effectué en imbibant les lames de faramount (DAKO) (Labsi
et al, 2016). La visualisation des coupes a été réalisée grace au microscope (LEICA) avec un

appareil photo integré et avec un grossissement de X 400.

En plus de I’étude épidémiologique, histologique et immunohistochimique, plusieurs
autres parametres ont été mesures au niveau des sérums, des plasmas ainsi que des larmes des
patients et des témoins sains. La majorité de ces parameétres ont été quantifiés au niveau du
laboratoire de biologie cellulaire et moléculaire, de 1’équipe «Cytokines et NO Synthases» de
I’USTHB- Alger.

1.2.5 Dosage de la protéine C réactive (CRP)

La CRP est une glycoprotéine de masse moléculaire de 120000 Da. Elle a la propriété
de précipiter au contact du polysaccharide C du pneumocoque. C’est un marqueur tres
précoce de l'inflammation (marqueur de I’inflammation aigue) (Ribeiro, 1997). Elle est

synthétisée par le foie (Honsawek et al, 2011). Elle s’éléve dans les heures (2 & 4 heures) qui
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suivent le processus inflammatoire (Zimmermann et al, 2014). L’IL6 joue un rdle
déterminant dans sa synthése et sa régulation (Honsawek et al, 2011). Il en est I’inducteur
principal. Son action nécessite une synergie avec d’autres inducteurs tels que I'IL-1f ou
certaines fractions du complément. Le géne de la CRP est situé sur le chromosome 1. Dans le
promoteur de ce gene on trouve des sites de liaisons de facteurs de transcriptions sensibles
aux cytokines (NF-«xB.) (Beaudeau et Durand 2008). Son taux normal est < 6 mg/l
(Bakhoum, 2016).

Dans notre étude, le dosage de la CRP a été réalisé sur un volume del5ul de sérums
(tubes secs) des patients (n=16) et des témoins sains (n=16) grace a un automate le ‘AU480’,
selon la méthode de I’'immuno-turbidimétrie et suivant les recommandations de la firme
Diagnostic Systems (France). Le principe de cette technique est basé sur la réaction anticorps-
antigene speécifique (anticorps monoclonal (chevre) anti-CRP humaine-CRP humaine) qui
forme un précipité en milieu liquide (sérums sanguins). L’addition au préalable du PEG
(Polyéthylene Glycol) permet d’accélérer, de stabiliser cette réaction et d’abaisser le seuil de
détection. Un rayon lumineux émis par 1’automate traverse les tubes contenant les éventuels
complexes immuns précipités. Ces agrégats peuvent alors diffuser la lumiere incidente suivant
le méme axe de propagation. Le turbidimétre AU480 mesure alors I’intensité de la lumiére
transmise qui est évidemment en fonction de la concentration en CRP contenue dans les
¢chantillons. Les densités optiques sont mesurées a la longueur d’onde de 340 nm. La
concentration de la CRP (mg/l) des échantillons a doser est calculée a partir d’une courbe de
calibration réalisée a partir de différents niveaux de concentrations de Trulab-CRP

(Diagnostic Systems). Le seuil de sensibilité de cette technique de dosage est de 2 mg /I.
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1.2.6 Calcul de la vitesse de sédimentation (VS)

La VS est la vitesse a laquelle les globules rouges se séparent du plasma et se déposent
au fond d’un tube a essai posé verticalement pendant un temps donné (lheure) (Larousse,
2006). La mesure de la VS constitue un examen biologique de routine. En dépit de son
imprécision, il conserve un intérét certain dans le diagnostic de nombreuses affections et dans
la surveillance des maladies inflammatoires. Dans ce dernier cas en effet, elle refléte
généralement assez bien, ’évolution de la maladie et I’intensité du processus inflammatoire
(Weill et Batteux, 2003 ; Larousse, 2006). Cette mesure est complétée souvent par le
dosage d’autres protéines de I’inflammation : La CRP, fibrine, a2 globuline... (Larousse,
2006).

Dans notre eétude, la VS a été mesurée selon la méthode de Westergren
(Rasolonjatovo et al, 2014). Apres collecte du sang veineux des patients et des témoins sains
dans un tube avec anticoagulant (citrate trisodique a 3,8%), le sang recueilli (2ml), est ensuite
déposé dans un tube de Westergren, rigoureusement standardisé, gradué de 0 a 200 mm avec
un diameétre intérieur calibré a 2,5 mm et ouvert aux deux extrémités. Ce tube sera posé sur un
dispositif spécial pour le maintenir en position verticale durant le temps de mesure. La lecture
(mm) se fera seulement au bout de la premiere heure. Il est inutile de mesurer la VS a la
deuxiéme heure car elle n’apporte aucune information supplémentaire. Cependant, elle peut

permettre de rétablir une erreur de lecture de la premiere heure (Rasolonjatovo et al, 2014).
Les valeurs normales de la VS sont :
Homme jeune avant 50 ans : < 15 mm, Homme agé apres 50 ans : <20 mm

Femme jeune avant 50 ans : < 20 mm, Femme agée aprés 50 ans: < 25 mm (Bakhoum,
2006).

1.2.7 Dosage des immunoglobulines (1gG, IgA, IgM)

Les classes d’immunoglobulines humaines forment un groupe de glycoprotéines
étroitement apparentées en fonction et structure. Elles sont constituées d’unités structurales
monomériques comportant deux moitiés identiques composées chacune d’une chaine légére
(Kappa ou Lamda) et d’une chaine lourde reliées par un ou plusieurs ponts disulfures. Selon
la nature des chaines lourdes, on distingue les classes suivantes : 1gG (chaine lourde gamma),
IgA (chaine lourde alpha), IgM (chaine lourde Mu). Les monomeéres peuvent ensuite

s’assembler en diméres, pentameéres... (Gaw et al, 2004).
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Dans notre étude le dosage des immunoglobulines (anti-IgG ou anti-1gA ou anti-IgM)
a été réalisé par la méthode de I’'immuno-turbidimétrie sur les sérums des patients ainsi que
sur ceux des témoins sains (2ul). Comme il a été rapporté pour le dosage de la CRP, cette
méthode repose sur la mesure photométrique selon la méthode décrite ci-dessus, utilisant
I’automate AU 480 ; en suivant les recommandations de la firme Diagnostic-Systems, d’une
réaction antigéne-anticorps. Les densités optiques sont lues a une longueur d’onde de 570 nm
(pour I'IgG et I'IgA) et a 415 ou 700 nm pour I’'IgM (bichromatique). Les concentrations des
immunoglobulines a doser sont calculées a partir d’une courbe étalon en utilisant différents
niveaux de concentration d’un calibrant le «Trulab protein» de Diagnostic Systems. Elles sont
exprimées en g/l. Le seuil de sensibilté de cette méthode est de 0.08 g/l pour I'IgG et I'IgA. Il
est de 0,03 g/l pour I'IlgM.

Les valeurs sériques normales chez 1’adulte et I’adolescent sont les suivantes :

IgG : 7 a16 g/l (700-1600 mg/dl ou 46,9-107 umol/l).

IgA : 0.7 a4 g/l (70 a 400 mg/dl ou 4,38-25 umol/l).

IgM : 0,4 a 2,3 g/l (40 a 230 mg/dl ou 0,41-2,37 umol/l) (Cebra, 2007 ; Samama, 2012).

1.2.8 Dosage des cytokines (IL-17A, IL-6, IL-10)

Le dosage des cytokines IL-17A, IL-6 et IL-10 a été effectué au niveau des sérums et
des larmes des patients et des témoins sains selon les recommandations d’Invitrogen-Life
Technologies. Brievement, les concentrations de ces différentes cytokines ont été mesurées
par la technique immunoenzymatique de DI’ELISA sandwich (ELISA: Enzyme
Immunosorbent assay). Cette technique est basée sur la double capture de ’antigéne par deux
anticorps spécifiques (Owen et al, 2014).

Dans les puits de plaques de microtitration, les échantilllons a doser ou les standards
ont été incubés avec un premier anticorps monoclonal anti-1L-17A ou anti-1L-6 ou anti-1L-10.
Celui-ci va se fixer a un deuxiéme anticorps anti- immunoglobuline (IL-17A ou IL-6 ou IL-
10) couplé a la peroxydase. L’activité enzymatique sera alors révélée par le substrat
chromogene. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en cytokines
présentes dans les échantillons ou les standards.

Les densités optiques ont été mesurées a la longeur d’onde £ =450 nm a I’aide d’un
lecteur de microplaques (LABSYSTEM). Les concentrations des cytokines (pg /ml) ont été

déterminées par extrapolation sur les courbes standards établies au préalable. Les seuils de
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sensibilité de cette méthode de dosage ont été de < 2 pg/ml pour I'IL-17A et < 1 pg/ml pour
I’IL-6 et I’'IL-10 (Benchabane et al, 2016 ; Soufli et al, 2016).
1.2.9 Dosage du monoxyde d’azote (NO)

Le NO est une molecule tres delicate a doser, du fait de sa demi-vie trés
courte. En effet, la determination de ses concentrations dans un échantillon
donné est effectuée par la méthode de Griess modifiee, par la quantification de
ses métabolites stables (les nitrites et les nitrates) (Touil-Boukoffa et al, 1998).

Dans notre étude, nous avons mesuré les concentrations du NO dans les
sérums et les larmes des patients en comparaison a des témoins sains. Selon la
méthode préalablement citée, une souche Pseudomonas oleovorans (ATCC 8062)
nitrate réductase a été incubée avec les échantillons a doser. Les nitrates sont
alors réduits en nitrites. Les concentrations en nitrites totaux (uM) correspondent
alors aux concentrations du NO.

Pour mesurer ces dernieres, il a été rajoute, a 100 ul de chaque échantillon
a doser, le reactif de Griess modifié (Griess A + Griess B : Naphtyl-éthyléne
diamine dichloride a 0,5% dans HCI a 20% + Sulfamide a 5% dans du HCI a
20%). On incube le mélange dans 1’obscurité pendant 20 min a température
ambiante. On obtient alors, une coloration rose plus ou moins intense et ce,
suivant la concentration en nitrites.

L’absorbance a ¢été mesurée a une longeur d’onde de 543 nm par
spectrophotometre (Pharmacia). Les concentrations sont obtenues a partir d’une
courbe étalon établie préalablement avec une série de dilutions préparées a partir
d’une solution mére de Na NO2 a 0,1 mM (Touil-Boukoffa et al, 1998).

1.2.10 Etude statistique
La comparaison de deux moyennes a été évaluée par le Test T de Student. Pour cela, il
a été utilisé le logiciel statistique Minitab16. Les différences entre les deux groupes (patients

et témoins) ont été considérées comme significatives lorsque p <0,05.
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Il. Résultats et Discussion
I1.1 Résultats
11.1.1 Enquéte épidémiologique
11.1.1.1 La fréquence hospitaliére
Sur 3215 patients hospitalisés a la clinique d’ophtalmologie d’Annaba, durant toute
I’année 2016, 119 cas atteints de ptérygion ont été recensés. Il n’a pas été inventorié, les
malades ayant un age inferieur a 20 ans en raison de ’absence de cette maladie chez le sujet

jeune (Szwarcberg et Flament, 2001).
La fréquence hospitaliére = (119 :3215) x100= 3,7%

11.1.1.2 Répartition du ptérygion selon le sexe
La figure.10 montre une prédominance masculine tres marquée de la maladie du
ptérygion avec 77,3%.

Le sexe ratio= nombre d” hommes / nombre de femmes= 92/27=3 4.

= Hommes

B Femmes

Figure.10 : Répartition du ptérygion selon le sexe.
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11.1.1.3 Répatition du ptérygion selon I’dge
Aprés la classe d’age de [10-20 ans[, I'effectif des patients atteints de ptérygion
s’eléve pour atteindre un maximum (n=37 soit 31,1%) pour la classe d’age de [60-70 ans[
(Figure.11).
L’age moyen des patients atteints de ptérygion est de 58 ans £14ans avec des ages

extrémes de 26 a 93 ans.

30 A
25 -
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Effectif
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Figure.11 : Répartition du ptérygion selon les classes d’ages.
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11.1.1.4 Répartition du ptérygion en fonction de la profession

Selon la figure.12, nous observons avec interét une prédominance de la maladie du
ptérygion chez les magons ( 19 hommes sur un total de 92 hommes soit 21% ); s’en suit les
agriculteurs , les militaires et les soudeurs avec un effectif de 12 hommes pour chaque
categorie , soit 13% chacune . Ce dernier chiffre est proche de celui des chauffeurs ( 11
hommes soit 12%). Par la suite, nous retrouvons les ouvriers d’usine dont I’effectif (n=7 soit
8%) est proche de celui des commercants et des agents de sécurité (n=6 soit 6,5%). Les
autres professions touchées sont: les fonctionnaires et les infirmiers ( n=3 soit 3%) ainsi que

les footbaleurs (n=1 soit 1%) qui sont les moins touchés par le pterygion .

B Agent de sécurité

W Agriculteur
Chauffeur

B Commercant

B Fonctionnaire
Footbaleur

B Infirmier

B Magon

| Millitaire

® Ouvrier d'usine

B Soudeur

Figure.12: Répartition du ptérygion chez les hommes en fonction de la profession.
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La figure.13, montre une prédominance de la maladie du ptérygion chez les femmes
aux foyers avec un effectif de 19 sur un total de 27 femmes soit (70%), suivi des femmes de
ménages (n=5 soit 19%) et enfin des fonctionnaires (n=3 soit 11%).

En comparant les figures.12 et 13, nous relevons d’une maniére intéressante que le
ptérygion ne touche qu’une catégorie de femmes exercant surtout le metier de femme de

ménage alors qu’il touche 11 metiers d’hommes.

B Femme au foyer
B Femme de ménage

B Fonctionnaire

Figure.13 : Reépartition du ptérygion chez les femmes en fonction de la profession.

11.1.2 Etude histologique

Les coupes histologiques ont montré que le ptérygion présentait un profil conjonctival
(Figure.14 B, C, D). En effet, chez la plupart des patients, I'épithélium de revétement semble
étre stratifié, squameux et sans kératinisation, surmonté de cellules caliciformes constituant
une hyperplasie (Figure.14 B, C). A I’inverse, aucune preuve de la présence de ce type de

cellules n’a été rapportée au niveau des sections de conjonctives normales (témoin négatif)
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(Figure.14 A). Par comparaison avec la conjonctive témoin, le tissu conjonctif (chorion dit
Substantia Propria) du ptérygion semble constituer un siege d'infiltrats de follicules
inflammatoires denses et localement invasifs, touchant le bord inférieur de I'épithélium
(Figure.14 B, C, D). Les biopsies ptérygiales se caractérisent souvent par une fibrose
(Figure.14 D) et une néovascularisation (Figure.14 B, D) ; Un réseau de vaisseaux sanguins

augmenté autour des infiltrats inflammatoires.

Figure.14 : Coupes histologiques d’une conjonctive normale (témoin) (A) et des biopsies de
ptérygion (B, C et D).

CC : Cellules caliciformes, E : Epithelium, TC : Tissu Conjonctif, VS : Vaisceaux Sanguins. La
fleche noire indique la présence d’inflitrat inflammatoire et la fleche blanche démontre la présence

d’une fibrose.

(A et B : grossissement x 100), (C et D : grossisssement x 250).
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11.1.3 Etude immunihistochimique
11.1.3.1 Expression du CD3, CD68 et CD20

Les résultats de la méthode d’immunohistochimie ont révélés une surexpression des
marqueurs suivants : CD3, CD20 et CD68 au niveau des biopsies ptérygiales par comparaison
aux conjonctives saines (Témoins négatifs).

Ces données signifient que les lymphocytes T, B et les macrophages sont
significativement plus présents dans les sections de ptérygions que les conjonctives normales
(Figure.15 A, B ; D, E ; G, H).

En effet, Il a été relevé avec intérét, que les lymphocytes T et les macrophages sont
présents aussi bien, au niveau de I'épithélium que du tissu conjonctif (Figure.15 A, D). Les
lymphocytes B quant a eux, se trouveraient uniquement au niveau de ce dernier (Figure.15
G).

Au niveau des biopsies témoins positifs (conjonctives touchées par une conjonctivite),
les cellules marquées (lymphocytes T, B et macrophages) sont principalement présentes au
niveau du tissu conjonctif (Figure.15 C, F, I).

De maniére intéressante, par rapport aux macrophages et aux lymphocytes B, les
lymphocytes T représentent la majorité des cellules immunitaires constituant ['infiltrat
inflammatoire du ptérygion.

En comparant, les biopsies pterygiales avec les témoins positifs, les marqueurs des
lymphocytes T et des macrophages semblent étre plus exprimées au niveau des biopsies de
conjonctivite (Figure.15 A, D, C, F).

Il est intéressant de noter que la plupart des cellules T, B et des macrophages ont été
trouvés autour des vaisseaux sanguins et couvraient inégalement des parties du tissu

conjonctif du ptérygion (Figure.15 A, D, G).
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CD20

Ptérygions

Positifs

Figure.15: Détermination de ’expression du : CD3 (A, B, C), CD68 (D, E, F) et CD20 (G,
H, 1) respectivement dans les biopsies de ptérygion, des conjonctives saines (Témoins

négatifs) et des biopsies de conjonctivite (Témoins positifs).

Toutes les lames ont été contre-colorées avec I’hématoxyline de Mayer. Les fléches indiquent

I’expression des CD. Le grossissement est X400
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11.1.3.2 Expression du NF-xB et de la NOS2

L'examen microscopique nous a permis de noter une surexpression de la NOS2 (NO
synthase inductible) au niveau de I’épithélium et du tissu conjonctif du ptérygion (Figure.16
D). En revanche, cela n'a pas été observé dans les sections conjonctivales normales (Témoins
negatifs) (Figure.16 E).

En outre, au niveau de la méme zone du ptérygion, nous avons noté une
surexpression concomitante du NF-kB. Cette derniére n’a pas été constatée au niveau des
sections des témoins négatifs (Figure.16 A, B).

Il a été remarqué avec intérét que I'épithélium des canaux excréteurs et des acini des
glandes salivaires labiales, des patients atteints du syndrome de Gougerot-Sjogren, ainsi que
les tissus se trouvant entre ces formations ont également exprimé, les deux marqueurs
(Figure.16 C, F).

11.1.3.3 Expression du Bcl-2

En comparaison avec les coupes conjonctivales normales (Témoins négatifs), nous
avons remarqué avec intérét une surexpression du Bcl-2, particulierement au niveau de la
couche basale des cellules épitheliales du ptérygion. Un marquage intense, a eété egalement
observeé dans I'épaisseur de la couche épithéliale (Figure.17 A, B).

En outre, nos résultats ont montré une surexpression du Bcl-2, autour des vaisseaux
sanguins et des zones avoisinantes, du tissu conjonctif du ptérygion (Figure.17 A).

Les témoins positifs (biopsies d’une conjonctive atteinte d’une conjonctivite) quant
a eux, ont présenté une forte expression du Bcl-2 au niveau du tissu conjonctif ainsi que de la

couche basale des cellules épithéliales (Figure.17 C).
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Figure.16 : Détermination de I’expression du NF-kB (A, B et C), et de la NOS2 (D, E, F),
respectivement, au niveau des biopsies de ptérygions, des conjonctives saines (Témoins
négatifs), et au niveau des biopsies des glandes salivaires labiales du syndrome de Gougerot —

Sjogren (Témoins positifs).

A : Acinus, CE : Canal Excreteur, E : Epithelium
Toutes les lames ont été contre-colorées avec I’hématoxyline de Mayer. Les fléches indiquent

I’expression des marqueurs utilisés. Le grossissement est x 400.
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Figure.17 : Détermination de I’expression du Bcl-2 au niveau des biopsies de ptérygion (A),

des conjonctives saines (B, Témoin négatif) et des biopsies de conjonctivites (C, Témoin
positif).

E : Epithélium, TC : Tissu Conjonctif
Toutes les lames ont été contre-colorées avec I’hématoxyline de Mayer. Les fleches indiquent

I’expression du Bcl-2. Le grossissement est x400.

11.1.4 Dosage de la protéine C réactive (CRP)

Selon la figure.18, on remarque que la concentration de la protéine C réactive est
Iégérement supérieure au niveau des sérums sanguins des patients présentant des ptérygions,
en comparaison avec ceux des témoins sains (sujets normaux volontaires n’ayant aucun
ptérygion et ne présentant aucune maladie inflammatoire). Cependant, la différence de

concentrations est statistiquement non significative (p > 0.05).
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Figure.18: Concentration de la proteine C réactive au niveau des sérums sanguins des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p <0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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11.1.5 La vitesse de sédimentation (VS)
La figure.19 indique que la vitesse de sédimentation des globules rouges des patients
présentant des ptérygions est supérieure a celle des témoins sains. La différence entre les deux

vitesses est statistiquement significative (*p < 0, 05).
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Temps de sédimentation (1h)

Figure.19: La vitesse de sédimentation.

*p <0, 05 vs témoins, **p < 0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif

11.1.6 Dosage des immunoglobulines (1gG, IgA, IgM)
11.1.6.1 Dosage des 1gG
Nous avons remarqué avec intérét que la concentration des immunoglobulines G au
niveau des serums sanguins des patients présentant des ptérygions est supérieure a celle des
sujets sains (témoins) (Figure.20). La différence de concentration entre les deux sujets est trés

hautement significative (***p <0, 001).
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Figure.20: Concentration des immunoglobulines G au niveau des sérums sanguins des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p < 0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif

11.1.6.2 Dosage des IgA
Selon la figure.21, on remarque que la concentration des immunoglobulines A dans
les sérums sanguins des patients ayant des ptérygions est légérement supérieure a leur
concentration au niveau des sérums des témoins sains. Cependant cette différence semble étre
statistiquement non significative (p > 0,05).
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Figure.21 : Concentration des immunoglobulines A au niveau des sérums sanguins des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p < 0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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11.1.6.3 Dosage des IgM
La figure.22, illustre une différence entre la concentration des immunoglobulines M
trouvées dans les sérums sanguins des patients présentant des ptérygions et celle des témoins
sains. 1l semblerait que cette concentration soit significativement supérieure chez les patients
(*p <0, 05).
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Figure.22 : Concentration des immunoglobulines M au niveau des sérums sanguins des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p <0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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11.1.7 Evaluation des cytokines (IL-17A, IL-6, I1L-10)
11.1.7.1 Evaluation de I’IL-17A

Selon la figure.23, nous relevons avec grand intérét, que la concentration de la
cytokine IL-17A (marqueur de la voie Thl7) est plus élevée, au niveau des larmes et des
sérums sanguins des patients atteints de ptérygions, qu’au niveau des larmes et des sérums
sanguins des témoins négatifs (sujets sains). Cette différence de concentrations est
statistiquement trés hautement significative (***p <0, 001).

De maniére intéressante, chez les patients, la concentration de cette cytokine pro-
inflammatoire est supérieure au niveau des larmes (242.20 + 24.24 pg/ml) qu’au niveau des

sérums sanguins (18.04 £ 2.15 pg/ml).
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Figure.23 : Concentration de I’'IL-17A dans les larmes (A) et les sérums sanguins (B) des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p <0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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11.1.7.2 Evaluation de I’IL-6

La figure.24 montre que la concentration de la cytokine IL-6 (cytokine pro-
inflammatoire) est trés élevée au niveau des larmes et des sérums des patients présentant des
ptérygions, en comparaison avec les larmes et les sérums des témoins. La différence des
concentrations de 1’IL-6 rapportée entre les patients et les témoins (larmes et sérums), est
statistiquement trés hautement significative (***p <0, 001).

La figure.24 indique également et d’une maniére intéressante, que la concentration de
cette cytokine proinflammatoire est plus substantielle dans les larmes des patients (69.90 +
5.59 pg/ml) que dans les sérums (7.66 + 0.71 pg/ml).
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Figure.24 : Concentration de I’'IL-6 dans les larmes (A) et les sérums sanguins (B) des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p <0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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11.1.7.3 Evaluation de I’IL-10

La figure.25 montre que la concentration en IL-10 (Cytokine immunorégulatrice) au
niveau des larmes et des sérums des patients présentant des ptérygions est légerement plus
faible que celle des témoins sains. Cette différence reste cependant statistiquement non
significative.

La figure.25 indique également que la concentration de cette cytokine immuno-
suppressive et anti-inflammatoire est plus élevée dans les larmes (28,5 + 3.04 pg/ml) des
patients que dans leurs serums (1,52 £ 0.42 pg/ml).
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Figure.25 : Concentration de I’'IL-10 dans les larmes (A) et les sérums sanguins (B) des

patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p <0, 01 vs témoins, ***p < 0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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I1.1.8 Evaluation du monoxyde d’azote (NO)

En comparaison avec les témoins négatifs, les concentrations en nitrites totaux, qui
correspondent aux concentrations du NO, sont hautement élevées au niveau des larmes et des
sérums des patients. Cette différence de concentrations entre patients et témoins sains est trés
hautement significative (***p <0, 001) (Figure.26).

Il apparait également que les concentrations en NO soient plus élevées dans les larmes
des patients (106.7 + 9.02 uM) que dans leurs sérums (58.28 + 7.40 uM) (Figure.26).
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Figure.26 : Concentration des nitrites (équivalents en NO) dans les larmes (A) et les sérums

sanguins (B) des patients atteints de ptérygion.

*p <0, 05 vs témoins, **p < 0, 01 vs témoins, ***p <0, 001 vs témoins, NS : Non Significatif
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1.2 Discussion

Le ptérygion peut étre décrit comme une croissance bénigne non controlée du tissu
conjonctif recouvrant la sclere. 1l peut altérer séverement la fonction visuelle dans les cas
avanceés et devenir enflammé, conduisant a la rougeur et a l'irritation de la zone affectée (Liu
et al, 2013).

Le ptérygion peut toucher certaines populations d’une fagcon préférentielle (Lei et al,
2013). 1l est plus fréquent dans les pays a climat chaud et exposés aux rayonnements
ultraviolets (Aslan et al, 2013). Plusieurs cas ont été détectés en Algérie (Boulaneb-Bediar,
2014). A ce titre, nous nous sommes intéressés en premier lieu, a réaliser une enquéte
¢épidémiologique sur cette maladie au niveau d’une ville de ’Est Algérien : Annaba. Cette
derniére bénéficie d’un climat méditerranéen caractérisé par ses longs étés chauds et secs et
par ses hivers doux et humides (il fait genéralement chaud surtout de la mi-juillet a la mi-
ao(t) (Boulaneb-Bediar, 2014).

Durant I’année 2016, nous avons enregistré au niveau de la clinique d’ophtalmologie
du Chu Ibn Rochd-Annaba, une fréquence hospitaliére du ptérygion qui est de 3.7 %. Notre
résultat est presque similaire a celui observé dans une étude marocaine sur la méme maladie.
En effet, dans cette derniere étude, il a été enregistré 163 cas de ptérygions sur une population
de 4500 consultants, soit une fréquence de 3.65% sur une période de 3 années (de 2012 a
2014) (Abdelaoui, 2014). L’Algérie et le Maroc étant des contrées voisines, il est possible
que I’influence de microclimats intervienne dans la pathogénie et la fréquence du ptérygion.

Durant I’année 2010 une étude épidémiologique sur la méme maladie a été réalisée au
niveau du méme établissement d’ Annaba mais également au niveau des polycliniques qui lui
sont annexées. Une fréquence hospitaliere légerement supérieure a celle retrouvee dans notre
étude a été rapportée (5.9%). Il faut noter que dans cette derniere étude il a été recensé avec
les cas primitifs de ptérygions, les cas de ptérygions récidivants (Boulaneb-Bediar, 2014).

Il a été mentionné dans la bibliographie que la prévalence du ptérygion varie
considérablement selon I'age, le sexe, la race (ethnies) et la localisation géographique (les
zones climatique des lieux d’études) (Hua et al, 2012). Elle semble augmenter dans les
régions tropicales, subtropicales (situées approximativement entre 0° et 30° de latitude nord et
sud) et les régions équatoriales (varie entre 5 et 22.5%), pour diminuer a pres de 2% dans les
régions tempeérées. Elle est hautement fréquente dans les régions a haute altitude et au niveau
des pdles terrestres. Ces différences sont imputables au climat, au degré d’ensoleillement

(principal facteur de risque du ptérygion) et a I’intensité des radiations solaires, ainsi qu’aux
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professions exposant a l’irritation de la surface oculaire et I’instabilité du film lacrymal
(Szwarcberg et Flament, 2001 ; Moukoury Nyolo et al, 2009 ; Durkin et al, 2010, Eballé
et al, 2018).

La prévalence du ptérygion serait de 3% chez les Australiens, 23% chez la population
africaine des Etats-Unis, 15 % chez les Tibétains de Chine, 18% chez les Mongols de Chine,
30% chez les Japonais et 7% chez les Chinois et les Indiens de Singapour (McCarty et al,
2000 ; Ang et al, 2012).

Dans notre étude nous avons relevé avec interet, une prédominance masculine trés
hautement significative du ptérygion (77,3% avec un sexe ratio= 92 hommes / 27 femmes =
3,4). Ce résulat est en concordance avec celui de deux études Algériennes. La premiere a été
entreprise a Alger en 2007 par (Ailem et al, 2007) et la seconde a Annaba en 2010, par
(Boulaneb-Bediar, 2014). Ce résultat a également été retrouvé dans : une étude Tunisienne
(Malek et al, 2013), deux études Marocaines (Abdelaoui, 2014 ; Bouyaqba, 2014) et deux
études Camerounaises (une au niveau de la ville de Douala en 1997 et I’autre au niveau de la
ville de Yaoundé en 2009) (Ebana Mvogo et al, 1997 ; Moukoury Nyolo et al, 2009).

Il a été mentionné dans la littérature, que le ptérygion est deux fois plus susceptible de
se produire chez les hommes que chez les femmes, ce qui peut étre expliqué par le fait que
dans certains pays les hommes passent beaucoup plus de temps dehors que les femmes et
sont donc plus exposes aux rayons du soleil (Liu et al, 2013). Toutefois, le facteur hormonal
ne devrait pas étre occulté.

Certaines études portant sur le ptérygion ont rapporté des resultats opposés. En effet
une étude Tunisienne a enregistrée une légere prédominance féminine du ptérygion avec un
pourcentage de (53%) (Kammoum et al, 2001). D’autres études ont démontré des résultats
similaires : une étude Australienne (2000) avec un pourcentage de 55,4% et une étude au
Togo (2010), avec un pourcentage de 51.82% (McCarty et al, 2000 ; Ayena et al, 2010).

En ce qui concerne la répartition du ptérygion selon 1’age, nos résultats ont indiqué
qu’ aprés la classe de [10-20 ans[, plus les années passent, plus le nombre de cas de
ptérygions augmente. En effet plusieures études ont montré une association positive entre
I’augmentation de 1’age et I’incidence du ptérygion (Nangia et al, 2013 ; Song et al, 2017).
Toutefois certaines études ont montré que 1’age ne presentait pas un facteur significatif dans
’apparition des nouveaux cas de pterygion (Zhao et al, 2013).

La classe la plus touchée était celle de [60-70 ans[ avec un effectif de 37 malades soit
31,1%. L’age moyen des patients est de 58 ans + 14ans avec des ages extrémes de 26 a 93

ans. Il n’exite donc pas de malades ayant un age inférieur ou égale a 20 ans. Ce résultat se
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rapproche de celui d’une étude Marocaine ou les patients depassant la cinquantaine
représentaient la tranche d’age dominante (d4ge moyen de 55 ans avec des extrémes de 24 a
80 ans ) (Bouyagba, 2014).

Selon la littérature, le ptérygion est retrouvé essentiellement chez I’adulte. Il est
exceptionnel avant 1’age de 20 ans (Szwarcberg et Flament, 2001). Toutefois, il n'est pas
impossible de le déceler chez des jeunes patients habitant une région a risque (Islam et
Wagoner, 2001).

Dans notre étude, I’augmentation des cas de ptérygion autour de la cinquantaine (58
ans) est probablement dle au fait de son évolution lente et progressive (Liu et al, 2017). En
effet, le cumul du nombre d'années d'exposition au soleil pourrait étre a I’origine de son
développement (Nangia et al, 2013). Rappelons que les cellules de la surface oculaire ne sont
pas épargnées par le phénomene de vieillissement cellulaire ce qui les rend probablement plus
sensibles aux facteurs déclenchant la maladie.

Notre étude portant sur la relation entre le métier des patients et 1’incidence du
ptérygion a montré que chez les sujets de sexe masculin, cette maladie semble toucher une
grande proportion de macgons ( 21% ) s’en suit les agriculteurs, les militaires et soudeurs
(13%), les chauffeurs (12%), les ouvriers d’usine (8%) et enfin les commercants et les agents
de sécurité (6,5%). Ce résultat peut étre expliqué par le fait que la majorité des professions
exercées par les hommes rendent frequente I’exposition quotidienne de leurs yeux au
rayonnement solaire , a la chaleur, aux poussiéres et aux fines projections. Les radiations UV
semblent étre la cause essentielle des microtraumatismes responsables des Iésions cornéo
conjonctivales. Elles altérent le matériel génétique. Ainsi, il est admis depuis peu que certains
genes supresseurs tumoraux ( comme le gene p53 situé sur le bras court du chromosome 17)
sont sensibles a ces radiations et que la mutation qui en résulte, peut jouer un rdle dans la
pathogenie du pterygion (Szwarcberg et Flament, 2001 ; Weinstein et al, 2002 ; Di
Girolamo et al, 2004 ; Pelit et al, 2009).

Une étude dans le méme axe a été entreprise dans la clinique d’ophtalmologie du
CHU Ibn Rochd -Annaba. Il a été constaté d’une maniere générale et intéressante que les
patients hommes exercaient des professions similaires aux notres avec quelques différences
de pourcentages (Boulaneb-Bediar, 2014). Cette similitude explique que certaines
professions soient plus exposées a la survenue du ptérygion que d’autres.

En ce qui concerne les profession des sujets de sexe féminin, les plus touchées par le
pterygion semblent étre des femmes aux foyers (70% ) et des femmes de ménage (19%). Ce

résultat est en accord avec celui de (Ebana Mvogo et al, 1997). Il peut étre expliqué par
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I’exposition de leurs yeux, lors des taches ménagéres, aux poussiéres et aux détérgents. Selon
la littérature, le pterygion s’observe dans les régions empoussiérées et est favorisé par les
irritations de la surface oculaire (Szwarcberg et Flament, 2001). Il a été mentionné
¢galement que ’effet toxique des substances chimiques constituerait un facteur étiologique
de cette maladie (DZuni¢ et al, 2010).

Nos résutats montrent d’une maniére interessante que le pterygion toucherait un plus
grand nombre de métiers masculins que de metiers feminins. L’importance du nombre
d’hommes atteints (par rapport aux femmes) retrouvé précedemment dans notre étude est
probablement en rapport avec la plus grande frequence des metiers a riques exercés par les
patients de sexe masculin.

Apres la collecte de données épidémiologiques sur le ptérygion , nous nous sommes
interéssé a la réalisation d’une étude histologique et immunohistochimique de la maladie.

La méthode d’hématoxyline éosine appliquée sur les biopsies de ptérygions a
montré que ces derniéeres présentaient un épithélium de revétement stratifié, squameux et sans
kératinisation, surmonte de cellules caliciformes constituant une hyperplasie. Parmi toutes les
structures de la surface oculaire, ces caractéristiques se rapprochent beaucoup plus de celles
d’une conjonctive, ce qui signifie que les ptérygions pourraient étre d’origine conjonctivale.
En effet plusieurs auteurs définissent le ptérygion comme étant une prolifération et une
progression anormale d’une conjonctive bulbaire sur la cornée (Liang et al, 2001 ; Di
Girolamo et al, 2004).

Dans notre étude, aucune preuve de la présence des cellules caliciformes n’a été
trouvée au niveau des sections de conjonctive témoins négatifs (sains). Ce résultat peut étre
expliqué par le fait que I’épithélium conjonctival varie selon la zone de la surface oculaire
d’ou il a été excisé. En effet il a été rapporté selon la littérature, que ces cellules a mucus
(caliciformes) sont plus présentes au niveau du fornix et elles se font rares en se rapprochant
du limbe (Pisella et al, 2015). Au niveau des sections de ptérygions, ’hyperplasie due a
I’élévation du nombre de ces cellules, pourrait étre une réaction locale aux facteurs
déclenchant la maladie. Effectivement, il a été rapporté par certaines études que
I’augmentation anormale du nombre des cellules caliciformes, au niveau d’une muqueuse
conjonctivale, serait une réponse aux agents irritant le segment antérieur de 1’ceil (la pollution)
(Golu et al, 2011).

En plus de la structure épithéliale, le tissu conjonctif (chorion dit Substantia
Propria) du ptérygion indique la présence d’un réseau de vaisseaux sanguins dense (une

néovascularisation) probablement en relation avec I'angiogenese (Xue et al, 2014). En effet,
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plusieurs études ont montré des résultats similaires aux notres ; il a été remarque au niveau du
chorion des biopsies de ptérygion, une micro-vascularisation plus riche que celle des
conjonctives normales (surexpression du CD31) (Livezeanu et al, 2011). D’autres études ont
montré une surexpression des facteurs de I’angiogenése tels que le VEGF (Vascular
endothelial growth factor) et du VWF (Von Wilebrand growth factor), au niveau des biopsies
de malades (Marcovich et al, 2002 ; Aspiosis et al, 2007 ; Xue et al, 2014 ; Feng et al,
2017). Ces résultats soutiennent I’hypothése que I’angiogenése jouerait un role important dans
la formation du ptérygion (Markovich et al, 2002 ; DZuni¢ et al, 2010).

Le chorion des biopsies de ptérygion indique également la présence d’une
fibrose qui est définie par une persistance anormale des cellules de cicatrisation (les
fibroblastes), qui en proliférant fortement produisent un dépdt excessif de composants de la
matrice extracellulaire (le collagéne). Elle est souvent le résultat final d’une réaction
inflammatoire chronique induite par une variété de stimuli (les infections persistantes, les
réactions auto-immunes, les réponses allergiques, les agressions chimiques, les radiations et
les Iésions tissulaires) (Wynn et al, 2008 ; Dulauroy et al, 2012).

D’une maniére intéressante, le chorion constitue également un siege d'infiltrats de
follicules inflammatoires denses et localement invasifs, touchant le bord inférieur de
I’épithélium et se trouvant autour des vaisseaux sanguins. Notre resultat corrobore celui
rapporté par (Chui et al, 2008). Il indiquerait donc I’existence d’une réponse inflammatoire
chronique locale au niveau des biopsies de ptérygions. Cette hypothese est soutenue par la
forte expression des marqueurs suivants : CD3, CD20 et CD68, ce qui correspond a la forte
présence des lymphocytes T, B et macrophages dans les sections de ptérygions. Il a été
remarqué que la plupart des cellules T, B et macrophages se trouveraient autour des vaisseaux
sanguins et couvraient inégalement des parties du tissu conjonctif du ptérygion. De maniere
intéressante, par rapport aux autres cellules immunitaires, les lymphocytes T représentent la
majorité des cellules constituant l'infiltrat inflammatoire du ptérygion. Les lymphocytes T et
les macrophages semblent étre présents aussi bien, au niveau de I'épithélium que du tissu
conjonctif. Les lymphocytes B quant a eux, se trouveraient uniquement au niveau de ce
dernier. Nos résultats sont similaires a ceux de (Perra et al, 2002), de (Golu et al, 2011) et de
(Park et al, 2011).

Par rapport aux conjonctives normales, I'examen microscopique, nous a permis de
noter une surexpression concomitante de la NOS2 (NO Synthase inductible) et du NF-xB
(Nuclear factor-Kappa B) au niveau de I’épithélium et du tissu conjonctif des biopsies de

ptérygion. La présence marquée de la NOS2 a été déja rapportée par les travaux de (Lee et al,
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2001), au niveau de I’épithélium et de la téte de pérygions. Selon certaines études, son
expression dans différents types cellulaires (tels que les macrophages, neutrophiles,
lymphocytes, cellules épithéliales..) est declenchée par les produits bactériens (LPS :
Lipopolysaccharides des bactéries a Gram-) et viraux (double stranded RNA«dsRNA» : ARN
double brin), le facteur de croissance EGF (Epidermal Growth Factor), les UV, le stress
oxydatif (les espéces réactives de I’oxygéne ROS «reactive oxygen species»), les dommages
de ’ADN et plusieurs cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, TNFa, IFNy) qui activent le
facteur de transcription ubiquitaire «le NF-xB» (Sennequier et Vadon-Le Goff, 1998 ; Yip
et al, 2008 ; Pautz et al, 2010 ; Speckmann et al, 2010 ; Xia et al, 2014). Ce dernier
controle I’expression de plusieurs génes impliqués dans la réponse inflammatoire dont le gene
de la NOS2, des génes de cytokines pro inflammatoires (IL6, IL8, TNFa, IL-1p...), des
chémokines et des molécules d’adhésions cellulaires (Kelleher et al, 2007 ; Lawrence,
2009 ; Lan et al, 2012 ; Tanaka et al, 2014). 1l est implique également dans différents autres
processus : la réponse au stress oxydatif, la cicatrisation, I’angiogenése, la lymphangiogénese
et ’apoptose (Lan et al, 2012).

La voie du NF-xB a longtemps été considérée comme une voie pro-inflammatoire
prototypique (Lawrence, 2009). Les résultats de notre étude, suggérent donc, I’implication de
cette voie dans la maladie du ptérygion. Il est probable qu’elle jouerait un réle important dans
sa pathogénese et son évolution. Ces hypotheses sont soutenues par les travaux de (Siak et al,
2011), qui ont montré une forte expression du NF-kB au niveau de sections de ptérygions
mais également une augmentation de la phosphorylation de I'Ikxba (I’Ixba non phosphorylé
empéche la pénétration du NF-kB dans le noyau) au niveau des fibroblastes de ptérygions
traités par le TNF-a (Siak et al, 2011).

Le maintien de I'homéostasie cellulaire est essentiellement régulé par deux
processus : la prolifération et l'apoptose cellulaire (Tan et al, 2000). Dans le but de vérifier
I'implication de la voie anti-apoptotique dans le développement du ptérygion, nous avons
évalué l'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) dans les
sections des malades et celles des témoins négatifs. Nos résultats ont révélé une surexpression
de cette protéine, dans I'épaisseur des cellules épithéliales des ptérygions et particulierement
au niveau de leur couche basale. Un faible marquage a également été observé autour des
vaisseaux sanguins et des zones avoisinantes (au niveau du tissu conjonctif des ptérygions).
Ces observations sont en accord avec celles de (Tan et al, 2000) et (Liang et al, 2011).

Ayant un réle opposé a celui du Bcl-2, mais faisant partie de la méme famille, la

protéine pro-apoptotique Bax (Bcl-2-associated X protein), a été mentionnée par certains
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auteurs comme étant exprimee de la méme maniere dans les conjonctives normales et les
sections de ptérygions (Tan et al, 2000 ; Liang et al, 2011 ; Feng et al, 2017). D’aprés ces
résultats, nous pouvons supposer que la protéine Bcl-2 est impliquée dans la formation du
ptérygion via un phénoméne de perturbation de 1’homéostasie cellulaire. Ce déséquilibre
serait en faveur de la voie anti-apoptotique (en faveur d’une prolifération cellulaire accrue).
Plusieurs auteurs ont indiqué I’implication de cette protéine dans le développement de
certains cancers (Thomadaki et Scorilas, 2006 ; Yip et Reed, 2008 ; Huang et al, 2015).

En effet, le ptérygion partage des traits similaires avec les tumeurs tels que la
prolifération cellulaire incontrolée, I’invasion de la cornée et la récidive apres une résection
(Liang et al, 2011). Plusieurs auteurs évoquent I’existence d’une relation entre
I’inflammation chronique et la formation des tumeurs (Coussens et Werb, 2002). On pense
que les cytokines pro-inflammatoires (tels que le TNF-a), synthétisées par les cellules
tumorales ou les cellules inflammatoires dans le microenvironnement tumoral peuvent
favoriser la survie des cellules tumorales par I’induction de génes codant pour des molécules
anti-apoptotiques dépendantes du NF-xB (tels que les génes de la protéine Bcl-2) (Kabel,
2014). 1l serait donc possible que ce facteur de transcription, trouvé surexprimeé dans nos
biopsies de ptérygions, joue un double réle dans I’induction de I’inflammation (surexpression
de la NOS2) et dans la cancérogénése par la régulation positive des genes du Bcl-2
(surexpression de la protéine Bcl-2) (Heckman et al, 2002).

Nous pouvons donc émettre 1’hypothése que D’irritation de la surface oculaire
essentiellement par les rayons UV, peut conduire a une inflammation. Celle-ci peut provoquer
une perturbation de la prolifération cellulaire ce qui conduirait au final, a la formation du
ptérygion. L’inhibition de la voie NF-kB et / ou du Bcl-2 pourrait constituer une stratégie
thérapeutique, pour arréter ou retarder la progression du ptérygion et sa récidive.

Aprés avoir effectué une étude histologique et immunohistochimique, nous nous
sommes intéressés a I’évaluation de certains parametres au niveau des sérums sanguins (CRP,
Immunoglobulines «lgG, IgA, IgM», Cytokines «IL-17A, IL-6, IL-10 » et NO), du plasma
«vitesse de sédimentation VS» et des larmes (Cytokines «IL-17A, IL-6, IL-10» et NO) des
patients atteints de ptérygion.

La concentration de la CRP au niveau des sérums sanguins des patients présentant
des ptérygions est légérement supérieure a celle des témoins sains mais elle est
statistiguement non significative. Synthétisée essentiellement par le foie, mais aussi par le
tissu adipeux, sous I’action principale de I'IL-6, de I’interleukin-1p (IL-1B) et du tumor

necrosis factor-a (TNF-a), la CRP constitue une protéine de la phase aigiie (Son taux
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augmente dans les quelques heures ou jours qui suivent le processus inflammatoire) de
I’inflammation aiglie et chronique (Genest, 2010 ; Bansal et al, 2014). Elle a été évoquée par
certains auteurs comme étant un marqueur général et non spécifique de 1’inflammation
(Dhingra et al, 2007). Il a été mentionné dans certaines études, que la CRP sérique
représentait un indicateur de quelques maladies inflammatoires chroniques (les maladies
cardiovasculaires) (Dhingra et al, 2007). Le ptérygion est une maladie oculaire a évolution
lente et progressive (Liu et al, 2017). L’ceil est un organe immunitaire prévilégié. La surface
oculaire comporte un réseau de cellules inflammatoires extrémement nombreuses, faisant
partie du systeme Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT). Ce dernier joue un role
fendamental dans sa protection (Pisella et al, 2015). Dans notre étude, le taux quasi normal de
la CRP sérique retrouvé chez les patients présentant des ptérygions signifierait probablement
que la réponse inflammatoire se fait plus au niveau de I’ceil qu’au niveau systémique. Cette
proteine ne representerait donc pas un marqueur sérique nécéssaire et spécifique au
diagnostique du ptérygion. Une étude américaine récente sur 1’évaluation de I’inflammation
de la cornée provoquée par le port de lentilles de contacts a mis en évidence la présence d’une
petite quantité de CRP mais localisée au niveau des larmes (Barett et al, 2014). Cette
nouvelle découverte ne peut pas étre confirmée que par une seule étude. Il serait donc
souhaitable de refaire les dosages de la CRP au niveau local et systémique en élargissant
I’échantillonnage.

En Complément du dosage de la CRP et d’autres protéines de 1’inflammation, la VS,
est utilisée pour le diagnostic et la surveillance des maladies inflammatoires (évolution et
intensité du processus inflammatoire) (Weill et Batteux, 2003 ; Larousse, 2006). Les
patients atteints de la maladie du ptérygion semblent avoir une VS supérieure a celle des
témoins sains. La différence entre les deux vitesses est statistiquement significative. Méme si
ce résultat ne suffit pas a lui seul, il suggére I’existence d’une relation entre 1’inflammation et
la maladie du ptérygion.

Dans notre étude, le dosage sérique des immunoglobulines des patients présentant
des ptérygions a révéle la présence trés hautement significative des immunoglobulines G et
significative des immunoglobulines M. La concentration des immunoglobulines A est
Iégerement supérieure a sa concentration au niveau des sérums des témoins sains mais la
différence semble étre statistiquement non significative. Ces résultats signifient qu’il
existerait éventuellement une relation entre le ptérygion et la réaction immunitaire humorale.
Aucune étude sur le ptérygion ayant comme but d’évaluer les concentrations des

immunoglobulines sériques, n’a été jusqu’a présent entreprise. Cependant, quatre études ont
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révélé la présence des immunoglobulines G, M, A et E localement au niveau des biopsies de
ptérygion, en suggérant I’incrimination de I’hypersensibilité dans la pathogénése de cette
maladie (Pinkerton et al, 1984 ; Liu et Yang, 1993 ; Liu, 1993 ; Perra et al, 2002).

Les cytokines pro-inflammatoires IL-17A et IL-6 sont synthétisées respectivement
et majoritairement parles T helper 17 (Th17) et les macrophages (Zhang et Jianxiong, 2007 ;
Jin et Dong, 2013). Par rapport aux témoins sains, la concentration de ces deux cytokines
semble étre plus élevée dans les sérums et les larmes des patients présentant des ptérygions.
De maniere intéressante, elle semble étre plus élevée au niveau des larmes qu’au niveau des
sérums sanguins. Nous pouvons ainsi croire a 1’existence d’une relation entre la réponse
inflammatoire locale et la maladie du ptérygion. Cette hypothese est soutenue par nos
résultats précédents sur la présence des infiltrats inflammatoires et la surexpression des CD3
et CD68 au niveau des sections malades. De plus, certaines études sur le ptérygion, ont
montré une expression élevée et locale de ces cytokines. En effet, il a été remarqué que L’IL-
17 est significativement exprimée au niveau des biopsies de ptérygions et du film lacrymal de
patients récidivants (Baustia et al, 2013 ; Tiong et al, 2017). Certains auteurs évoquent la
surexpression de I'IL-6 et de I'IL-8 au niveau de 1’épithélium des sections de malades, en
comparaison avec des cornées, des conjonctives et des limbes témoins. Il a également été
remarqué, que ces deux cytokines sont significativement plus exprimées au niveau des
ptérygions traités par les UVB que ceux qui sont non traités, ce qui confirme le r6le important
des UV dans la formation de cette maladie (Di Girolamo et al, 2002 ; Feng et al, 2017).

L’IL-6 est un médiateur soluble pléiotropique ayant plusieurs effets dans
I’inflammation aigue et chronique, la réponse immunitaire et I’hématopoiese (Kamimura et
al, 2014 ; Tanaka et al, 2014). Elle est secrétée par plusieurs cellules (cellules
inflammatoires «cellules T, monocytes /macrophages», les cellules Natural killer (NK), les
cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les ostéoblastes, les fibroblastes, les
kératinocytes, les cellules stromales de la moelle osseuse ainsi que certaines cellules
tumorales.  Cette sécréction survient en réponse a plusieurs stimuli tels que: les
prostaglandines E2, plateled derived growth factor (PGF), epidermal growth factor (EGF),
UVB, les cytokines pro inflammatoires (I’IL1, I'IL17 et le TNFa) et les récepteurs de type
Toll «TLRs : toll like receptor ligands» quand ils sont liés (dans certains cas) aux motifs
moléculaires associés aux dégats cellulaires DAMPS (Damage Associated Molecular
Patterns). Ces stimuli déclenchent la voie du facteur de transcription NF-kB (Galanaud et al,
1989 ; Di Girolamo et al, 2002 ; Kamimura et al, 2003 ; Dubin, 2007 ; Kamimura et al,
2014 ; Tanaka et al, 2014). Une fois libérée, I’'[L6 agit sur plusieurs cibles cellulaires
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(immunitaires et non immunitaires) en activant le STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3). Ce facteur de transcription stimule 1’expression de plusieurs génes de
protéines : de la phase aigiic de I’inflammation, de la différenciation et la maturation des
cellules immunitaires, de I’angiogenése, du remodelage tissulaire et de 1’anti-apoptose
(Carpenter et Lo, 2014). En effet, I'IL-6 a plusieurs activités biologiques dépendantes du
STAT3 (Carpenter et Lo, 2014). Elle régule positivement la synthése de la CRP par les
hépatocytes et induit la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps (stimule la production de I’TL-21 qui régule la synthése des immunoglobulines en
particulier des IgG4). Elle joue un role dans I’angiogenése et donc dans I’inflammation en
stimulant la production du VEGF (néovascularisation), et en favorisant la perméabilité
vasculaire (Kamimura et al, 2014 ; Tanaka et al, 2014).

En outre, il a été démontré que cette cytokine stimule Il'expression des
métalloprotéinases matricielles (MMP) et régule leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPs : The
tissue inhibitors of mettaloproteinases), ce qui favorise I’installation d’une fibrose (Di
Girolamo et al, 2002 ; Di Girolamo et al, 2004). L’IL-6 a une activité antiapoptotique
(stimule D’expression du Bcl-2) et induit la prolifération des cellules non immunitaires
(Tanaka et al, 2014). Enfin, elle induit la différentiation des cellules T-CD8+ en cellules T
cytotoxiques (Kamimura et al, 2014).

IL semble que cette cytokine soit vraisemblablement impliquée dans la pathogénése
du ptérygion. En effet, les résultats trouves dans notre étude ; concernant particuliérement la
sécrétion des immunoglobulines sériques, ’angiogenése, 1’anti-apoptose (Bcl-2) et la fibrose
au niveau des biopsies de ptérygion concordent avec la majorité des effets de cette
cytokine. Toutefois, le taux normal de la CRP trouvé précédemment dans notre étude pourrait
étre le résultat d’une concentration insuffisante de 1’IL-6 sérique a stimuler sa synthese par les
hépatocytes. En effet, nous avons trouvé que la concentration de cette cytokine est plus élevée
localement au niveau des larmes. Les inhibiteurs de I’'IL-6 pourraient constituer un moyen
thérapeutique pour la prévention et / ou le traitement du ptérygion.

L’IL-17 est incriminée dans plusieurs pathologies auto-immunes et inflammatoires
(Chen et Zhou, 2015). Ses actions se rapprochent de celles de I’IL-6. Elle joue un réle dans
I’angiogenese (stimule la sécrétion du TNF-a, de I'lL-8 et du VEGF). Elle inhibe I’action de
la protéine pro-apoptotique Bax, stimule I’expression des MMPs et régule négativement leurs
inhibiteurs TIMPs (Chen et Zhou, 2015). La production de tels médiateurs peut déclencher

une cascade dévenements qui comprend l'inflammation, la prolifération, l'angiogenese et
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I'anti-apoptose (Di Girolamo et al, 2002 ; Chen et Zhou, 2015). Ce qui pourrait entrainer la
formation du ptérygion et / ou sa progression.

L’TIL17-A est synthétisée principalement par les Thl7 (T helper 17). Ces derniers
synthétisent également d’autres cytokines : IL-17 F, 1L-21 et IL-22 (Korn et al, 2009). L’IL-
17A et L’IL17-F sont produites accessoirement par d’autres cellules de I’'immunité innée
telles que : les cellules NK (Natural Killer), les cellules NK T (Natural Killer T), les
granulocytes, les cellules yoT, Les cellules i Th17 (innate T helper 17), les macrophages et les
cellules de Paneth (cellules de I’épithélium intestinal) (Jin et Dong, 2013). Le résultat de la
concentration élevée de I’IL-17-A pergu dans notre étude suggére 1’éventuelle implication de
la voie Th1l7 dans la pathogénese de cette maladie. Cette cytokine ainsi que ses voies de
signalisation pourraient servir comme cibles prometteuses dans le développement de
medicaments pour la prévention et/ou le traitement du ptérygion.

Il existe une relation étroite entre I’'IL-17A et L’IL-6. En activant le facteur de
transcription NF-xB, I’'IL-17A peut stimuler la synthese de I’'IL-6, plusieurs autres cytokines
(IL-1B, TNFa, TGFp et IL-8) ainsi que les prostaglandines et cela en agissant sur plusieurs
cibles cellulaires (les monocytes/ macrophages, les cellules endothéliales, les cellules
épithéliales et les fibroblastes) (Chen et Zhou, 2015).

Chez I’humain, le TGF-B, I’'IL-1p et I'IL-23 en association avec I'IL-6 (libérée en
réponse a I'IL-17A) sont indispensables a la différenciation des cellules T-CD4+ naives en
Th1l7 (Cambrier et al, 2010 ; Chen et Zhou, 2015). Cette différentiation passe par trois
phases : I’induction, ’amplification et la stabilisation.

D’une maniére simplifiée, en se fixant sur son récepteur, I’IL-6 induit la
phosphorylation et donc 1’activation du facteur de transcription STAT3 par les Janus Kinases
1 et 2 (JAKL et JAK2) (Cambrier et al, 2010 ; Owen et al, 2014). Une fois active, STAT3 se
dimérise transloque dans le noyau ou il augmente 1’expression du facteur de transcription
Retinoid-related Orphan Receptor gamma T (ROR yT), en induisant la transcription du géne
RORC (Cambrier et al, 2010 ; Gaffen et al, 2014 ; Owen et al, 2014). ROR vyt va réguler
par la suite I’expression des geénes suivants : genes des cytokines IL-17A et F, IL-21, IL-22,
du récepteur de I'IL-23 (IL-23R), du CCL20 (chemokine Ligand 20) et CCR6 (chemokine
receptor 6) (Gaffen et al, 2014 ; De Simone et al, 2015 ; Gastro et al, 2017). En plus du
géne RORC (gene du facteur de transcription RORYT) et son isoforme RARa ( Retinoic Acid
Receptor alpha), le facteur de transcription STAT3 induit 1’expression de plusieurs autres
genes de facteurs de transcription jouant un r6le dans la différenciation des Th17 : les genes

BATF (Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like), IRF4 (Interferon Regulatory
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Factor 4) , AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) , ¢ —Maf (c avian musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene) (Durant et al, 2010).

Bien que toutes les étapes de différenciation des Thl7 exigent la présence du TGF-
(synthétitsée par les monocytes/macrophages, cellules T...), son réle exact reste inconnu. Il a
été évoqué que cette cytokine conditionne les cellules TH-17 a étre plus sensible a I’action
d’autres cytokines. L’IL-6 induit par le biais de STAT3, I’expression d’un taux faible de
RORYT qui augmente en présence du TGF-$ (Qin et al, 2009 ; Poniatowski, 2015). La voie
Th17 est amplifiée par 'I[L-21 et est stabilisée par I’'IL23 (synthétisée par les macrophages,
cellules dendritiques ...) (Cambrier et al, 2010 ; Lee et al, 2010). En effet, L’IL-21 agit de
maniére autocrine avec le TGF-B pour induire la multiplication des cellules Thl7. Elle
favorise également I’expression du récepteur de I’'TL-23. Il a été rapporté que les cellules T
CD4 naives (ThO : T helper zero) n’expriment pas ce type de récepteur. Cela suggére que
I’IL-23 n’est pas essentielle a I’initiation de la différentiation des Thl7. Néanmoins le
maintien du phénotype Th17 nécessite sa présence (Korn et al, 2009). En ce qui concerne le
réle de I'IL-1B (synthétisée par les macrophages et les cellules dendritiques...) chez
I’humain ; il semblerait qu’elle agisse en synergie avec I’'IL-6 et /ou I’IL-23 pour induire la
différenciation des TCD4 naives en Th17. Elle regulerait I’expression du ROR vyt et de 'IRF4
et elle serait essentielle pour maintenir 1’expression du profil cytokinique de ces cellules
(Chung et al, 2009 ; Lee et al, 2010). Chez les souris, I’'IL-1B jouerait un rdle dans
I’amplification de la différentiation des Th 17 induite par la combinaison des deux cytokines :
IL-6 et TGF-B (Veldhoen et al, 2006 ; Gonzalez -Garcia et al, 2009).

En résumé, STAT3 phosphorylé (activé) par I'IL-6 joue un rdle clé dans la
différenciation des cellules T CD4 naives en Th 17 sécrétrices d’IL-17A. Cette cytokine va a
son tour induire la synthése de I'IL-6 et ainsi de suite. La production continue de ces
cytokines proinflammatoires semble maintenir un état de chronicité de 1’inflammation dans la
maladie du ptérygion (Kamimura et al, 2014). La mise en place de molécules inhibitrices de
la voie STAT3 pourraient constituer une stratégie thérapeutique pour le traitement et /ou la
prévention du ptérygion.

Nos résultats sur I’interleukine 10 (IL-10) indiquent que sa concentration dans les
larmes et les sérums des patients présentant des ptérygions se rapproche de celle des témoins
sains. Toutefois, une étude récente sur I’évaluation de la concentration de la méme cytokine
au niveau des sections de ptérygions et de conjonctives normales a montré un résultat

différent au notre ; I’'IL-10 et le facteur de transcription des lymphocytes T régulatrices
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(LTreg), Foxp3 (Forkhead box p3) semblaient étre plus exprimés dans les biopsies des
malades (Liu et Sun, 2014 ; Feng et al, 2017).

Suite au résultat que nous avons trouvé, il a également été remarqué que la
concentration de cette cytokine est supérieure dans les larmes que dans les sérums des
patients. Sa synthese et sa sécrétion semblent donc se faire au niveau de I’ceil malade
(localement). Les médiateurs inflammatoires (IL17-A et IL-6) sont abondamment présents
dans les larmes. Par conséquent, la concentration de I’'IL-10 (immuno -suppressive et anti-
inflammatoire) semble étre insuffisante pour réguler le processus inflammatoire. En effet, 1l
est connu que Le TGF-p qui stimule la différenciation des cellules T-CD4+ naives en LTreg
productrices d’IL-10 et de TGF-p est inhibé par I’IL-6 (Betteli et al, 2006 ; Tanaka et al,
2014). Certains travaux incriminent le phénomene de conversion T reg en Th17 en présence
de I’IL-6 et de I’IL-1pB (Touil- Boukoffa et al, 2016). 1l a été admis par plusieurs auteurs que
la perturbation de la balance Th17/Treg vers la voie Th17 soit une cause des maladies auto-
immunes et inflammatoires (Kimura et Kishimoto, 2010 ; Tanaka et al, 2014).

Le principal facteur étiologique incriminé dans l'apparition du ptérygion est
I'exposition aux rayons UV. Ces derniers induisent une production excessive de radicaux
libres qui causent des dommages cellulaires oxydatifs en agissant sur les macromolécules
telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Parmi les radicaux libres, nous
pouvons citer : 1’ion superoxyde O»- et le peroxynitrite (ONOO-) qui est un dérivé du NO et
de I’0O2- (Tripathi et al, 2007 ; Balci et al, 2011 ; Kormanovski et al, 2014). Il a été
rapporté qu'une mutagénese provoquée par les effets de ces espéces réactives de l'oxygene
pourrait étre le déclencheur principal des maladies oculaires non cancéreuses, telles que le
ptérygion (Kormanovski et al, 2014). En effet, Il a été établi qu’une surexposition aux
rayonnements UV altere les cellules souches limbiques et induit la mutation de certains génes
des cellules épithéliales conjonctivales (géne de la proteine p53), ce qui résulterait en une
prolifération cellulaire incontr6lée et I’invasion de la cornée (Chen et al, 2018). Le NO joue
un role important dans I'immunité et I'inflammation. Il pourrait étre cytotoxique pour les
cellules qui le produisent et les cellules avoisinantes. Sa cytotoxicité est plus ¢élevée lorsqu’ il
se lie aux espéces réactives de ’oxygene. Il est également vasodilatateur et intervient dans la
perméabilité vasculaire et la formation des cedémes (Tripathi et al, 2007 ; Balci et al, 2011).

Il a été démontré que I'exposition chronique a la lumiére ultraviolette déclenche, par
une réaction photochimique, une surproduction cellulaire de ce radical (Kormanovski et al,
2014). Des études antérieures ont montré des résultats controversés concernant sa présence au

niveau des ptérygions. (Ozdemir et al, 2005) ont trouvé des niveaux de NO réduits dans les
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biopsies des patients alors que 1’équipe de (Balci et al, 2011) et de (Kormanovski et al,
2014) ont montré une augmentation de sa teneur au niveau des mémes tissus. Bien que notre
étude, soit réalisée a la fois sur les sérums et les larmes des patients atteints de ptérygions, nos
résultats sont conformes a ceux des deux derniéres études. De plus, les concentrations
anormalement élevées de NO retrouvées dans les larmes des malades ont été supérieures a
celles retrouvées dans leurs sérums. Ce resultat est conforté par l'expression locale de la
NOS2, suggérant une production locale de cette molécule dans les tissus de ptérygions.

Toutes ces données indiquent I’incrimination probable du NO dans le déclenchement
et le développement de la maladie. Neutraliser cette molécule pourrait constituer un moyen de
traitement ou de prévention du ptérygion.

L’ensemble de nos résultats sont résumés dans un schéma hypothétique, montrant
I’implication probable de la voie Th17 et des voies NF-xB /IL-6/ STAT3 dans la pathogénése
du ptérygion (Figure.27).
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Figure.27 : Implication probable de la voie Th17 et des voies NF-kB /IL-6/ STAT3 dans la pathogénése du ptérygion.

80



Conclusion et Perspectives



Conclusion et Perspectives

Conclusion et Perspectives

Les résultats retrouvés dans notre étude, nous permettent d’émettre les conclusions
suivantes :

Au niveau de la clinique ophtalmologique du CHU Ibn Rochd-Annaba et durant
I’année 2016, la fréquence hospitaliere du ptérygion était de 3.7 % avec une prédominance
masculine. C’est une maladie de 1’adulte. Elle touche une population de 26 a 93 ans avec une
moyenne d’age de 58 ans +14 ans. Les professions masculines (Magons, agriculteurs,
soudeurs...) sont plus sujettes que les professions féminines (Femme au foyer et femme de
ménage) a la survenue de cette pathologie.

Plusieurs paramétres histologiques, immunohistochimiques et sériques ont été
évalués afin de déterminer I’implication de I’inflammation dans la pathogénése du ptérygion.

Nous pensons que cette maladie est d’origine conjonctivale en raison de son
analogie histologique avec une conjonctive saine. Elle se différencie de cette derniére par une
hyperplasie épithéliale (présence accrue de cellules caliciformes), une fibrose et de nombreux
néo-vaisseaux au niveau des tissus conjonctifs. Ces modifications histologiques seraient
probablement en relation avec I’angiogéneése. On a retrouvé également des infiltrats
inflammatoires denses et invasifs autour de ces vaisseaux et touchant le bord inferieur de
I’épithélium. L’étude immunohistochimique que nous avons entrepris, sur ces infiltrats a
montré la présence prédominante de lymphocytes T (surexpression du CD3). Nous avons
également retrouvés des macrophages (surexpression du CD68) et de lymphocytes B
(surexpression du CD20). Ces derniers (lymphocytes B) se retrouvent uniqguement au niveau
du tissu conjonctif.

L’évaluation des paramétres sériques suivants : CRP, VS et immunoglobulines (IgG,
IgA et IgM) chez des patients atteints de ptérygions, a révélé les résultats suivants :

La VS et la concentration des immunoglobulines 1gG et IgM sont plus élevées que
la normale, suggérant I’'implication probable de I’inflammation et de la réponse immunitaire
humorale dans le ptérygion. Toutefois, des concentrations normales de CRP et d’IgA sériques
ont également été remarquées. Ces deux derniers parametres ne constituent probablement pas
des marqueurs spécifiques pour le diagnostique de la maladie. Le ptérygion est une maladie
de la surface oculaire. L’oeil constitue un organe immunitaire privilégié. Les taux normaux de
la CRP et de I'IgA sériques pourraient signifier que ’activation de la réponse immunitaire
humorale et inflammatoire, en relation avec le ptérygion, se fait plus, au niveau local que

systémique. En effet, nous avons remarqué que les patients atteints de ptérygion présentent
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des concentrations anormalement élevées des cytokines pro- inflammatoires : IL-17A et IL-6,
au niveau des larmes et des sérums sanguins. Néanmoins, elles sont plus abondantes au
niveau des larmes.

Parallélement, la concentration normale de I’'IL-10 (cytokine anti-inflammatoire et
immuno- régulatrice) dans les deux liquides biologiques semble étre insuffisante pour réguler
le processus inflammatoire, suggérant un déséquilibre de la balance Th17/ Treg en faveur de
la voie Th17 qui pourrait donc jouer un r6le majeur dans la pathogénése du ptérygion.

En comparaison avec des témoins sains, les concentrations sériques et lacrymales du
NO sont anormalement élevées. Le taux le plus élevé est retrouvé au niveau des larmes.

Il est a noter que c’est la premiere fois qu’une évaluation des cytokines et du NO a
éte réalisée au niveau des larmes de patients atteints de ptérygion.

La surexpression concomitante de la NOS2et du CD68 (marqueur des
macrophages, principale source de la NOS2) au niveau de 1’épithélium et du tissu conjonctif
des biopsies du ptérygion, ainsi que la présence d’un taux anormalement élevé de NO
lacrymal, indique 1’éventuelle implication de ce médiateur de [I’inflammation dans
I’étiopathogénie de la maladie.

Le NF-kB est un facteur de transcription reliant I’inflammation a ’apoptose. Il est
anormalement surexprimé dans les biopsies de ptérygions en méme temps que les protéines
dont il régule positivement I’expression (la NOS2, la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et
certaines cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6). Comme pour la NOS2 et le Bcl-2, le
NF-xB s’exprime anormalement au niveau du tissu épithélial et du chorion. Il est intéressant
de remarquer que le Bcl-2 est fortement exprimé au niveau de la couche épithéliale. Il est
donc permis de supposer que la formation du ptérygion et sa progression pourraient étre le
résultat d’un état inflammatoire favorisant une prolifération cellulaire anormale.

A 1’ avenir nous pouvons :

- Doser I'IgA sécrétoire et les autres immunoglobulines au niveau des larmes et évaluer leur
expression au niveau des biopsies du ptérygion.

- Evaluer I’expression locale de la NOS3, des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-17A,
TNF-a), anti-inflammatoire (IL-10) au niveau des cultures de biopsies ptérigiales et
entreprendre  des systémes d’induction de ces cytokines et du NO sur des PBMC
(cellules mononuclées sanguines périphériques) de patients.

- Elargir I’éventail du dosage d’autres cytokines pro-inflammatoires et anti- inflammatoires
(IL-22, 1L-27, IL-35...).
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Evaluer I’expression des facteurs de transcription STAT3, RORyT, pour confirmer ou
infirmer I’implication de la voie Th17 dans I’étiopathogénie de la maladie.

Evaluer la balance entre I’expression des protéines anti-aoptotiques et et pro-apoptotiques
de la famille du Bcl-2.

Situer, I’influence des hormones sexuelles dans la pathogenese du ptérygion.
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Abstract

Pterygium is a common ocular surface disease observed in humans. Chronic ultraviolet (UV) exposure is extensively
recognized as an aetiological factor in the pathogenesis of this disease. This hypothesis is sustained by epidemiological
and histopathological data in relation to UV injured skin. Although some findings have indicated that genetic factors,
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apoptotic processes in pterygium disease, leading to both tissue damage and enhanced cellular proliferation.
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Introduction membranes in combination with adjuvant therapies,
including mitomycin C, B-radiation and 5-fluoro-
acil, to reduce recurrence.* In addition, this disease
is characterized by cellular proliferation,
inflammatory infiltration, fibrosis, angiogenesis
and the breakdown of extracellular matrix.!

Pterygium is a proliferative, inflammatory and
invasive ocular surface disease associated with
excessive exposure to ultraviolet (UV) light!?> and
has long been believed to be an environmental
pathology. UV radiation has been found to play a
main role in pterygium development.2 In addition’ 'Department of Biology, University of Guelma, Guelma, Algeria
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The mechanism of pterygium pathogenesis and
its progression remain an ophthalmic question.
Interestingly, pterygium exhibits a preference for
the nasal limbus and affects only humans, indica-
tive of an unique ocular morphology.?

While the pathogenesis of pterygium is not com-
pletely understood, important progress has been
made towards understanding the mechanisms
involved in its pathogenesis. Some researches indi-
cate that signalling pathways activated by UV light
result in the induction of mediators responsible for
the growth of pterygium.!? In the same context,
genetic studies have reported the implication of
hereditary factors in pterygium formation.! In rural
Australia, a strong positive correlation between cli-
matic UV radiation and pterygium prevalence was
found, providing further evidence of a causal rela-
tionship.> However, the mechanism by which UV
light induces the development of pterygium
remains elusive.® To this end, several investiga-
tions have been conducted to identify the signal-
ling pathways activated by UV light in pterygium
epithelial cells (PECs) that mediate the production
of cytokines and growth factors.” In one report, it
was postulated that heparin-binding epidermal
growth factor-like growth factor (HB-EGF) in the
same cultured cells is involved in the development
of pterygia in relation to UV irradiation.®

Following the discovery of Th17 cells, many
queries regarding the physiopathology of cer-
tain chronic inflammatory diseases can now be
clarified.® ! Th17 cells are primarily character-
ized by the transcription factor RORyt, the sur-
face markers IL-23R and CCR6, as well as the
elevated production of the pro-inflammatory
cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, tumour
necrosis factor a (TNF-a) and chemokine (C-C
motif) ligand 20 (CCL20).'>13 In addition, these
pro-inflammatory cytokines are capable of pro-
moting local tissue damage.!3!* It has been
reported that Th17 responses play pivotal roles
in the pathology of chronic inflammatory dis-
eases.!I5 Th17 cells are activated by the combi-
nation of IL-6 and transforming growth factor
(TGF-B), stimulating the transcription factor
RORyt.13.16

The generation and secretion of high nitric oxide
(NO) concentration by infiltrating cells may lead to
perpetuation of local tissue damage.!!-!7-1¥ We have
previously  reported that pro-inflammatory
cytokines induce inducible nitric oxide synthase

(NOS2) expression and activity in chronic inflam-
matory diseases such as inflammatory bowel dis-
eases and Behget disease.!®!? In this study, we
focused our attention on understanding the mecha-
nism of inflammation involved in pterygium. In
this context, we examined the potential association
of IL-17 and NO pathways with pterygium devel-
opment by investigating the production of IL-17A,
IL-6,IL-10 and NO in the sera and tears of Algerian
patients with pterygium (n = 43). This study was
conducted concomitantly with histological analy-
ses, examination of inflammatory infiltrates and
the expression of NOS2, NF-kB and Bcl2 expres-
sion in pterygium specimens.

Patients and methods
Patients

A total of 43 Algerian patients with Pterygia (32
men and 11 women; age range: 35—62 years) were
enrolled in this study. Patients were diagnosed by
standard examination in the ophthalmological
department (CHU Annaba, Est of Algeria). Most
patients exhibited pterygium with a unilateral loca-
tion. Healthy controls samples (n = 43) were
obtained from adult volunteer donors who were
operated for strabismus. Positive controls samples
(n = 30) were obtained from patients with inflam-
matory ocular diseases (conjunctivitis, n = 20) or
another inflammatory affection (Sjogren-Gougerot
syndrome, n = 10). All participants provided
informed consent for this study, which was carried
out according to the World Medical Association
Declaration of Helsinki adopted by the ethical
committee of Algerian Agency of Research
Development in Health (ATRSS). None of the sub-
jects had received pharmacological treatments.
The negative controls did not exhibit any inflam-
matory or infectious diseases.

Pterygia specimens and controls

A total of 43 pterygia and 63 other conjunctiva
(positive and negative controls) were surgically
removed. The pterygia excisions were made under
topical anaesthesia. The surgery was performed
behind the limbus, by first removing the heads and
extending the incisions into the bodies until the
semi-lunar folds (we eliminated pterygia which
have invaded Bowman’s layer in the cornea from
our study). The other conjunctiva samples
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(controls) were collected from the temporal bulbar
conjunctival region of the eye affected by strabis-
mus or conjunctivitis disease. In the case of pri-
mary Sjogren syndrome, labial salivary glands
biopsies were removed from the lower lips. For
proper orientation, the specimens were sutured
onto a sterile cardboard, immediately fixed in 10%
neutral buffered formalin and subsequently embed-
ded in paraftin.

Serum collection

Blood samples, collected from healthy donors and
patients, were centrifuged at 600g for 10 min to
obtain the sera. All serum samples were stored at
—45°C until the assessment of IL-6, IL-10, IL-17A
and NO at a later time.

Tear collection

Reflex tears were collected using glass capillary
micropipettes that had been flame polished before
processing (taking care not to touch the conjunc-
tiva and the cornea). Following the stimulation of
tears by exposing the diseased and control eyes to
a slit lamp, tears were collected in sterile vials and
then stored at —70°C until further processing.2’

Histological analysis

The histological sections were stained with haema-
toxylin-eosin. Samples were fixed for 24 h in 10%
buffered formalin at room temperature. The speci-
mens were dehydrated by graded ethanol and
embedded in paraffin blocks. Tissue sections (3-um
thick) were deparaffinized with toluene and rehy-
drated through a graded series of ethanol, then
stained with haematoxylin and eosin. Digital
images were captured with a digital camera inte-
grated with a LEICA light microscope at different
magnifications.

Immunohistochemistry procedures

The immunohistochemical study of CD3, CD68,
Bcl2, NOS2 and NF-kB expression was performed
on formalin-fixed, paraffin-embedded samples of
pterygia and control conjunctiva. Primary Sjogren
syndrome samples served as positive controls for
NOS2 immunostaining. These paraffin blocks
were cut into 3-pum thick sections, deparaftinized
in xylene and rehydrated through a graded series of

ethanol. For antigen retrieval, the tissue sections
were boiled in a target retrieval solution (Dako) for
40 min in a 96°C water bath. For immunohisto-
chemical detection, anti-CD3 (monoclonal anti-
body clone, dilution of 1:25-1:50, Dako),
anti-CD68 (monoclonal antibody clone, dilution of
1:50-1:100, Dako) and anti-Bcl2 (monoclonal
antibodies, dilution of 1:50-1:100, Dako) were
applied for 1 h at room temperature. To detect
NOS2 and NF-kB expression, the sections were
incubated with anti-NOS2 (rabbit polyclonal anti-
bodies clone, dilution of 1:500, Santa Cruz
Biotechnology) and anti-NF-kB p65 subunit (rab-
bit monoclonal antibodies, dilution 1:100, Santa
Cruz Biotechnology), respectively, overnight in a
humidified chamber at 4°C. These steps were fol-
lowed by the application of a secondary antibody
(horseradish-peroxidase-conjugated ~ anti-mouse
IgG Ab) and then the DAB (3,3',4,4' diaminoben-
zidine). The DAB chromogen solution was freshly
prepared, counterstained with Mayer’s haematoxy-
lin and mounted with Faramount (both from Dako).
The slides were observed using a standard light
microscope (LEICA), and pictures were taken
using a digital camera at different magnifications.

Enzyme-linked immunosorbent assay for
IL-17A, IL-6 and IL-10

The levels of IL-17A, 1L-6 and IL-10 in the serum
and tears (sensitivity: <2, <l and <1 pg/mL, respec-
tively) were determined using an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit according to the
manufacturer’s instructions (Life Technologies).
The absorbance was read on an ELISA reader at
450 nm (LABSYSTEM). These assays detected
only human cytokines. The results are expressed as
pg/mL in relation to a standardized dose curve of
the relevant recombinant cytokine (IL-17A, IL-6
or IL-10).

NO assay

NO production was assessed by the determination
of the end products of NO oxidation in the sera and
tears. The modified Griess method as previously
described by our team?! was used to determine the
nitrite levels (NO,), a stable product of NO, in
both the tears and sera. Briefly, 100 pL of the sam-
ple was mixed with 50 pL of Griess A (sulphanila-
mide 5%, HCl 20%) and 50 pL of Griess B
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|(b)

Figure |. Histopathology of normal conjunctiva tissues (control) (a) and pterygium (b, c and d) biopsies. BV: blood vessels, CT:
connective tissue, E: epithelium, GC: goblet cells. Black arrows denote the inflammatory infiltrate and white arrows indicate fibrosis
(a and b: original magnification X100 and c and d: original magnification %250).

(napthylethylenediamine dihydrochloride 0.5%,
HCl 20%). The preparations were then incubated
at room temperature for 20 min, and the optical
densities were read using a spectrophotometer
(PHARMACIA) at 543 nm. The nitrite concentra-
tion was determined according to the standard
curve constructed with sodium nitrite.

Statistical analysis

The results are expressed as the mean + standard
deviation. The data were analysed using Student’s
t-test for the comparison of two means. We consid-
ered the difference to be statistically significant
with P < 0.05. Statistical analyses were performed
using Minitab 16 software.

Results

Pterygia histopathology

In this study, the examination of the histological
features revealed that the pterygium exhibits a con-
junctivo-epithelial structure (Figure 1(b)—(d)). In
most patients, the epithelial coverage appears as a

stratified squamous-type epithelium without
keratinization, covered with vacuolated goblet
cells (GCs) constituting hyperplasia (Figure 1(c)).
We observed that there was no evidence of GCs in
the normal conjunctiva sections (Figure 1(a)). In
comparison with these control biopsies, the ptery-
gia connective tissue (Substantia Propria) com-
prised a dense and locally invasive follicular
inflammatory infiltrate. This infiltrate is tightly
connected to the inferior edge of the epithelium
(Figure 1(c)). Moreover, the pterygia is often char-
acterized by fibrosis and neovascularization and a
substantial network of blood vessels surrounds the
inflammatory infiltrates, likely related to angio-
genesis (Figure 1(d)).

Detection of CD3, CDé68, Bcl2, NOS2 and NF-
kB in pterygium biopsies

Our results have shown that the number of
T-lymphocytes and macrophages were signifi-
cantly higher in the pterygium sections (CD3* and
CD68" cells) than the negative controls (normal
conjunctivas) (Figure 2(a) and (d) vs Figure 2(b)
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Patients

Negative
controls

Positive
controls

Figure 2. Immunohistochemical staining for CD3 (a, b and c) and CDé8 (d, e and f), in pterygium, normal conjunctiva (negative
controls) and conjunctivitis (positive controls) biopsies. All slides were counterstained with Mayer’s haematoxylin. The arrows

denote the marked regions. Original magnification x400.

and (e), respectively). Cells were detected in the
epithelium and in the connective tissue. In positive
controls, the marked cells were predominantly pre-
sent in the connective tissue (Figure 2(c) and (f)).
Interestingly, in comparison to macrophages,
T-lymphocytes represent the majority of the
immune cells in the pterygium inflammatory infil-
trate. In positive controls, the two populations
showed a higher staining (Figure 2(a), (c), (d) and (f)).
Interestingly, we noted that most T cells and mac-
rophages were found around blood vessels and
cover unevenly parts of the pterygium connective
tissue (Figure 2(a) and (d)).

Microscopic examination revealed an overex-
pression of NOS2 (inducible NO synthase) within
the epithelium and the connective tissue of the
pterygium (Figure 3(d)). In contrast, this was not
observed in the normal conjunctival sections

(Figure 3(e)). Moreover, in the same pterygium
region, we noted an overexpression of NF-kB
which was not noted in the control sections (Figure
3(a) and (b)). In contrast, the epithelium and the
connective tissue in the labial salivary glands of
the patients with primary Sjogren-Gougerot
were also positively stained for both markers
(Figure 3(c) and (f)).

In comparison with normal conjunctival speci-
mens, we remarked with interest that, although sig-
nificant levels of Bcl2 staining were predominantly
found in the basal layer of the PECs, intense posi-
tivity was observed throughout the thickness of the
epithelium layer (Figure 4(a) and (b)). Furthermore,
our results have demonstrated an overexpression
of Bcl2 surrounding the blood vessels and nearby
regions area of the pterygium connective tissue
(Figure 4(a)). In contrast, positive controls showed
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Patients

Negative
controls

Positive

Figure 3. Immunohistochemical staining for NF-kB (a, b and c) and NOS?2 (e, f and g), in pterygium, in normal conjunctiva
(negative control) and in labial salivary glands of primary Sjégren’s syndrome patients biopsies (positive control). All slides were
counterstained with Mayer’s haematoxylin. The arrows express the marked regions. Original magnification x400.

a strong expression of Bcl2 in the connective tissue
in association with the basal layer of the epithelial
cells (Figure 4(c)).

IL-17A, IL-6, IL-10 and NO production in the
tears and sera of patients with pterygium

As illustrated in Figures 5-8, our results indicate
that in all cases, the pro-inflammatory cytokines
(IL-6 and IL-17A) and NO levels are considerably
higher in patients with pterygia compared with the
healthy controls. Interestingly, cytokines and NO
levels are more pronounced in the tears of the
patients compared to their sera (IL-6 tears vs IL-6
sera: 69.90 £ 5.59 pg/mL vs 7.66 £ 0.71 pg/mL,
respectively; IL-17A tears vs IL-17A sera: 242.20
+ 24.24 pg/mL vs 18.04 + 2.15 pg/mL, respec-
tively; NO tears vs NO sera: 106.7 + 9.02 uM vs
58.28 = 7.40 uM, respectively). Therefore, these

findings indicate that inflammatory mediators were
abundantly present in the tears. Additionally, we
observed that the concentrations of IL-10 (an
immunoregulatory cytokine) were lower in the
patients’ tears and sera; however, this difference
was not statistically significant (Figure 6).
Therefore, the concentration of IL-10 appears to be
insufficient to regulate the enhanced inflammatory
process.

Discussion

Pterygium can be described as a benign uncon-
trolled growth of the conjunctive tissue that covers
the sclera. However, pterygium can severely alter
visual function in advanced cases and become
inflamed, leading to redness and irritation of the
affected area.?? It appears that pterygium is due to
an inflammatory and degenerative process that
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Figure 4. Immunohistochemical staining forBcl2 in pterygium (a), normal conjunctiva (b, negative controls) and conjunctivitis (c,
positive controls) biopsies. All slides were counterstained with Mayer’s haematoxylin. The arrows denote the marked regions.

Original magnification x400.
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Figure 5. Concentration of IL-6 in the tears (a) and sera (b) from patients with pterygium.
*P < 0.05 versus Controls; **P < 0.01 versus Controls; *P < 0.001 versus Controls.
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Figure 6. Concentration of IL-17A in the tears (a) and sera (b) from patients with pterygium.
*P < 0.05 versus Controls; **P < 0.01 versus Controls; ***P < 0.001 versus Controls.

stems from uncontrolled cellular proliferation of
the subconjunctival and fibrovascular linking tis-
sue on the cornea.?

The main aetiological factor incriminated in
pterygium apparition is UV radiation exposure.
The molecular mechanism by which tissue prolif-
eration is induced remains unclear. Indeed, it has

been reported that a mutagenesis caused by the
effects of reactive oxygen species generated by UV
light could constitute the principal trigger of non-
cancer ocular diseases, including pterygium.?
Chronic exposure to UV light has been shown to
trigger excessive production of NO through a pho-
tochemical reaction.”? Previous studies showed
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Figure 7. Concentration of IL-10 in the tears (a) and sera (b) from patients with pterygium.
*P < 0.05 versus Controls; **P < 0.01 versus Controls; **P < 0.001 versus Controls. NS: not significant.
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Figure 8. Total nitrite concentration in the tears (a) and sera (b) from patients with pterygium.
*P < 0.05 versus Controls; **P < 0.01 versus Controls; ***P < 0.001 versus Controls.

controversial results concerning the presence of
this radical in pterygium. Ozdemir et al.>* in 2005
found reduced NO levels in patients biopsies while
the groups of Balci etal.?’ in 2011 and Kormanovski
et al.?® in 2014 showed increased tissue content.
Our study, although realized in both sera and tears,
is in accordance with the last study. Moreover, this
result is comforted by the local expression of
NOS2, suggesting a local production of NO in tis-
sue. This presence was reported previously con-
comitantly with vascular endothelial growth factor
(VEGF), one of the main actors in pterygium path-
genesis.?%4748 These data indicate that NO might
be an important factor in the development of
pterygium. This radical is likely to cause changes
in the oxidant/antioxidant status of the human
cornea.?

NOS?2 expression is triggered by several immu-
nological factors as pro-inflammatory cytokines.
The main transcriptional factor responsible for this
induction is NF-kB.?” In our study, we showed an

important expression and activation of this factor
in situ. NF-kB expression was broader than NOS2
expression since it affected all tissue parts. Our
results comfort previous reports of NF-kB activa-
tion both in vivo and in vitro in cultured epithelial
cells showing increased Ik-Ba phosphorylation.?82
Thus, the NF-kB pathway appears to play a key
role in pterygium inflammation, which enhances
pterygia pathogenesis and its progression.

NF-kB regulates gene expression implicated in
different processes, including cellular proliferation,
inflammation and other immune responses and
activating genes associated with pro-inflammatory
cytokines.’® The activation of NF-kB in pterygia
could be one of the mechanisms involved in the
inflammatory responses that enhance pterygia
pathogenesis and its progression.’! The concomi-
tant increase in the local NO and IL-6 secretion
with NF-kB expression suggests a relationship
between IL-6, NOS2 expression and NF-kB activa-
tion in pterygia tissue. In fact, it has been reported
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that several inflammatory markers can be induced
following in vitro activation of NF-kB in primary
pterygium fibroblasts.”-?8

In the same line, several in vitro studies showed
the induction of pro-inflammatory cytokines by cor-
neal limbus epithelial cells.?? This response seems to
be triggered in vivo since the same profile can be
observed in pterygium biopsies.?? The high levels of
IL-17A, IL-6 and NO assessed in the tears of patients
with NOS2 and NF-kB expression in pterygium sec-
tions suggest a probable association of the local
inflammatory response with pterygium disease. This
hypothesis is supported by the high levels of inflam-
matory infiltrates observed in pterygium samples. In
addition, we observed a high expression of CD3 and
CD68 associated with the elevated levels of IL-17A,
IL-6 and NO in tears of patients with pterygium
compared to the healthy controls. Our data suggest
that IL-17A and IL-6 production may contribute to
the up-regulation of NOS2 expression in patients,
thereby inducing the inflammatory process. It
appears that the inflammatory response is likely reg-
ulated via the Th17 pathway. Our findings are sup-
ported by recent studies demonstrating IL-17A
expression in the inflammatory regions of pteryg-
ium sections.’*3> There is increasing evidence that
IL-17A is a strong mediator of the inflammatory
response in various tissues.’3¢37 In particular,
IL-17A promotes the pro-inflammatory responses
induced by IL-1p and TNF-a.3637 Moreover, IL-17A
is primarily produced by Th17 populations differen-
tiated upon exposure to combinations of IL-1p, IL-6
and TGF-f.%-38-40

We postulate that UV light exposure may have
provided the initial trigger that stimulates epithe-
lial and immune cells to produce IL-17A, IL-6 and
NO. Indeed, a previous study reported the possible
implication of ultraviolet B (UVB) radiation in the
synthesis of two inflammatory cytokines (IL-6 and
IL-8).7#! Therefore, the production of such media-
tors may initiate a cascade of events that includes
inflammation, proliferation, angiogenesis and
antiapoptosis.*? Furthermore, cytokines have been
shown to stimulate the expression of matrix metal-
loproteinases (MMPs) and their tissue inhibitors,
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs),
implicating the involvement of these pathways in
tissue remodelling, which could contribute to
pterygium formation and/or progression.348

The maintenance of cellular homeostasis is
essentially regulated by two processes: (1) cellular

proliferation and (2) cellular apoptosis.** To assess
whether enhancement of anti-apoptotic pathway is
involved in the development of pterygia, we evalu-
ated the expression of the anti-apoptotic protein,
Bcl2, in pterygia and normal bulbar conjunctival
biopsies (negative controls). Our findings revealed
that Bcl2 is overexpressed in pterygia sections
compared to the negative controls. These results
are corroborated by previous research conducted
by Tan et al.* and Liang et al.*¢ Bcl2 positivity in
the pterygium biopsies may play an important role
in the disease. It is likely that pterygium is related
to tumours which form in response to inflamma-
tory processes.**¢ Based on the findings of this
study, in addition to NOS2 up-regulation with pro-
inflammatory cytokines, we suggest the potential
role of IL-17A and IL-6 in the induction of inflam-
mation and anti-apoptotic events. The concomitant
expression of Bcl2 in pterygia biopsies observed in
our study sustains this hypothesis and indicates a
relationship between inflammation and anti-apop-
totic processes in pterygium pathogenesis, thereby
enhancing both tissue damage and dysregulated
cellular proliferation.
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Résumé

Le ptérygion est une maladie de la surface oculaire qui touche uniquement 1’étre humain.
C’est une tumeur bénigne de forme triangulaire, qui se trouve le plus souvent dans I’aire de la
fente palpébrale et préférentiellement dans le secteur nasal. C’est une néoformation
conjonctivo-élastique qui évolue en menagant le centre cornéen et par conséquent I’acuité
visuelle. Malgré son caractere bénin, sa tendance a la récidive méme apres un traitement
chirurgical, en fait un véritable défi thérapeutique. Les UV constitueraient son principal
facteur de risque. Elle est donc tres répandue dans les pays a forte luminosité. Le ptérygion est
couramment observé en Algérie. Sa fréquence hospitaliere au niveau de la clinique
ophtalmologique du CHU Ibn Rochd-Annaba est de 3.7 % avec une prédominance masculine.
Elle touche une population adulte de 26 a 93 ans avec un age moyen de 58 +14 ans. Les
professions masculines (Macon, agriculteur...) semblent étre les plus exposées a la maladie.
Bien que [I’étiologic exacte du ptérygion reste incertaine, plusieurs hypothéses ont été
proposees pour expliquer sa pathogénese. Dans la présente étude nous nous sommes
intéressés au réle de I’inflammation dans le ptérygion. Dans ce contexte, nous avons évalué
certains indicateurs biologiques au niveau des biopsies de la lésion, du sang et des larmes des
malades. Nous avons remarqué que la VS et les concentrations des immunoglobulines
sériques (IgG et IgM) étaient anormalement élevées ce qui suggére I’implication de
I’inflammation et de la réponse immunitaire humorale dans sa pathogénése. Des
concentrations anormalement élevées des cytokines pro-inflammatoires (IL-17A et IL-6) et du
NO ont également été retrouvés au niveau des larmes et du sang des patients (n=43).
L’¢lévation de la concentration de ces derniers était supérieure dans les larmes en
comparaison avec leur élévation sanguine. Parallelement, des infiltrats inflammatoires
constitués de lymphocytes T, B et macrophages, une surexpression de la NOS2, du NF-kB et
du Bcl-2 ont également été repérés dans les biopsies du ptérygion. L’ensemble de nos
résultats indiquent 1’existence d’une relation entre 1’inflammation locale et les processus

antiapoptotiques.

Mots clés : cytokines, inflammation, NO synthase, ptérygion, antiapoptose.



Abstract

Pterygium is an ocular surface disease that affects only humans. It is a triangular benign
tumor, which is most often found in the palpebral fissure and preferentially in the nasal area.
It is an elastic connective neoformation evolve by threatening the corneal center and therefore
the visual acuity. Despite its benign character, it’s a serious disease because it tends to relapse
even after surgical treatment, which makes it a real therapeutic challenge. Considering that
UV is its main risk factor, it is widespread in countries with high brightness. Pterygium is
commonly observed in Algeria. Its hospital frequency incidence at the ophthalmology
department of the Annaba university hospital is 3.7 %, with a male predominance. It affects a
population of adults between 26-93 years old with an average age of 58 +14 years. Male
occupations (Bricklayer, Farmer...) seem to be the most exposed to the disease. Although the
exact etiology of pterygium remains uncertain, several hypotheses have been proposed to
explain its pathogenesis. In this study, we investigate the role that inflammation plays in the
pterygium. In this context, we have evaluated some biological indicators at the level of the
lesion biopsies, the blood and the tears of the patients. We found that the erythrocyte
sedimentation rate (ESR) and the immunoglobulin concentrations (IgG and IgM) in blood
were abnormally high, suggesting the involvement of inflammation and humoral immune
response in the pterygium pathogenesis. Abnormally high levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-17A and IL-6) and NO were found in the tears and blood of the patients (n =
43). Their elevated concentration was higher in the tears compared to their blood elevation. In
parallel, inflammatory infiltrates consisting of T cells, B and macrophages, over expression of
NOS2, NF-kB and Bcl-2 were also identified in pterygium biopsies. The whole results

indicate a relationship between local inflammation and antiapoptotic processes.

Keywords: cytokines, inflammation, NO synthase, pterygium, antiapoptotic process.
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