Al dpdal Ragall 4y 500 3ol 4y ) sganll
el il 5 el el 3 ) 3

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE 8 MAI 1945 GUELMA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE ET SCIENCES DE LA TERRE ET
DE L’UNIVERS
DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

Meémoire de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Biologie
Spécialité/Option : Biologie Moléeculaire et Cellulaire / Immunologie Approfondie

Théme : Contribution a la caractérisation immunologique de

I’effet de la gelée royale

Présenté par :

BOUTERAA Zina

FOUZARI Hana

Devant le jury composé de :

Président (e ) : M™® Drif. F Université de Guelma

Examinateur : M" Younsi. M Université de Guelma

Encadreur : M™® Aouissi Cherairia. M Université de Guelma

Juin 2014




@?mmé%m%

En premier lieu, nous remercions dieu tout puissant qui
nous a donné la force de mener d terme ce travail.

Nous tenons d exprimer notre profond attachement, notre

gratitude et notre sincérve reconnaissance d madame Aoussi

Cherairia. M maitres assistante au département de biologie d

Cuniversitée de Guelma et encadreur de motre modeste travail

pour ses conseils benifiques et discussion scientifique, sa
compétence et sa grande patience qui ont permis de mener a
bien ce travail.

Nos cordials remerciements vont que membres du jury :

A Madame Drif. F maitre de conférence B au département
A’SNV a lCuniversité de Guelma pour avoir accepté de présider
ce jury, Qu'elle trouve ici [expression de mnotre hommage
respectueu pour sa gentillesse et ses conseils.

A Monsieur Younsi M nos tenons d [ui exprimer nos plus
chaleureux remerciements pour avoir accepté de participer da de
juger ce travail,

Nos remerciements vont également toute personne qui
m'aidé de prés ou de loin dans la réalisation de ce travail et d
leurs téte Madame Bendjedou D., Professeur d [université de
Guelma pour ses conseils pertinents et son soutien au cours de
motre étude.

En fin Le mérite de ce travail revient particuliérement d
toutes les personnes qui ont participé d sa réalisation et
auxquelles nous exprimont notre profonde reconnaissance et nos
vifs remerciements, en particulier mes dames Ghania et Ratiba
techniciens de laboratoire d"immunologie et de biochimie d université

W



IV ol T Ya Y i T T Y S T T Y T T i T T Y Y Vi Vi T T T T T T T T T Y Y Y S S W
Dédicac

A mes cher parents Madina et Boudjemaa, Vous qui avez
toujours été preésents. Votre patience, votre amour et votre
confiance m'ont permis détre ce que je suis aujourd’hui. Je ne
saurais vous témoigner toute Ladmiration que jai pour vous en
ces quelques mots mais sachez que je suis fier d’étre votre fille. Je
vous aime de tout mon cceur.

A mes cher fréres: Djawad, Iskender et Amer et sceurs Fahima,
Samia,et Rabiha, pour leur aide, leur soutien moral et le support tout
au long de mes études.

A mes plus chéres amies: Madiha, Wafa, Wisseme, et
surtout ma sceur, mon amie et mon binome dans ce meémoire
Hana.

A toute le mombre de la familles Bouterad et Stiti et d tous
ceux qui ont contribué un jour d mon éducation.

Zina

L ClLLLeee el ddddddeddddddddddddddddddddddddedd
I b S S A A

PSPPI PSPPI PP ISP ISP ISP PP



Vol 25 20 2 a2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2h 2 25 2 2 2 2 2 Ja V!

Dédi
A mes trés cher parents Fatima et Abd el azzize pour leur
dévouements, leur amour, leur sacrifice et leur encouragement. Votre
patience, et votre confiance m'ont permis d’étre ce que je suis
aujourd hui. Je ne saurais vous certifier toute Ladmiration que

jai pour vous en ces quelques mots mais sachez que je suis fier
d’étre votre fille. Que dieu vous garde.

A mes chers fréres : Hamza et Djamel Eddine pour leurs soutiens
moral et matériel.

A mes amies qui sont toujours présentes a mon coté : Zina, Fouzia

et Wisseme .

A toute ma famille et tous qui m’aime et qui j aime.

Hana

L ClLLLeee el ddddddeddddddddddddddddddddddddedd
I b S S A A

PSPPI PSPPI PP ISP ISP ISP PP



Ac
Ag-Ac
APA
BCG
BCR
CB
Cell
Ch

CL
CMH
CPA
CT
HBRJ FIA
| FNy
lg

IL
LPS
LT
moDCs
MRJP
NK
GR

RJIGP

Liste des abréviations

Anticorps

Complexe anticorps antigene

Apalbumin

Bacille de Calmette et Guérin

Récepteur delacellule B

CelluleB

Cellule

Domaine congtante de chaine |égére
Domaine constante de chaine lourde
Complexe majeur histocompatible

Cellule présentatrice de |’ antigene

Cellule T

Facteur anti-inflammatoire de la gelée royale RJ d’ abeilles
Interféron y

Immunoglobuline

Interleukine ('IL-4, I'IL...)
lipopolysaccharide

Lymphocyte T

Cellules dendritiques dérivées de monocyte
Protéines magjor de lageléeroyale (Major Royal Jelly Proteins)
Cellule tueuses naturelle (Natural killer)
Geléeroyae

Glycoprotéine delageléeroyae



Liste des abréviations

rpm

TCD4
TCD8
TCR

TNF o

uv

VEGF
Vi

Vi
3,10-DDA

10H2DA

Rotation par minute

Témoin

Lymphocyte T porteur du marquer membranaire CD4(T auxiliaire)
Lymphocyte T porteur du marquer membranaire CD8 (T cytotoxique)
Récepteur delacellule T

Tumor Necrosis Factor ou Facteur de nécrose tumorale alpha
Ultraviolet

Volume

Vascular endothelial growth factor

Domaine variable de chaine |égére

Domaine variable de chaine lourde

3,10 -dihydroxy- décanoique

10-hydroxy-trans-2-décenoique



Liste des figures

Figurel:
Figure2:
Figure3:
Figure4:
Figure5:
Figure6:
Figure7:
Figure8:
Figure9:
Figure 10
Figure 11
Figure 12

Figurel3

Figure14:
Figure15:
Figure16:
Figure 17:
Figure18:
Figure19:
Figure 20 :
Figure21:
Figure22:

Figure 23:

Listedesfigures

Cdlules phagocytaires de systéme immunitaire..............cocoeeeeveieenennne
Cdlules granulocytaires de systéme immunitaire.............co.oceeeevecennnnnn.
CellUlES MABSIOCYLES. .. ..ot et e e e e e
CellulesdelaLigne lymphoides............couuiiiiiiieie e
Organes de Systeme imMUNITAITE. .. ......ouuvie et e
Structure de |amoell€ 0SSBUSE. .. ... ceuie e
Architectured’ unlobethymique...........ccoiii
Coupe schématique delarate............ooveeiiieeiiii e e e
Structure d’ un ganglion lymphatique. ............coveiiiiiiiiiii e e e,
: Structure d’'une immunoglobuline............ccooi i
D Immunité innée et adaptatives. .. .........oi i
s Aspect delageléeroyale.......ccovuvii oo
: Structure moléculaire des acides grasdelageléeroyale........................
Matériel biologique (Sourisblanche)...........cccooevviii i,
Conditions d élevage deS SOUMS. .. ... vveieeie e e e e
Geléeroyale (GElPhOre ®)........veeiei i e e e e e e
Schéma représentatif du Protocol expérimental................coccoeininnes
Traitement par lageléeroyale..........ooviiii i
SACrfICE A UNB SOUNIS. ... ettt e e e e e e e e
Effet del’injection delaPBS dans|a cavité péritonéde........................
Isolement des SPIENOCYLES. ........vieie et e e e e
Isolement desthymMOCYLES. .. ......cuieiie e e e e e

Isolement des cellules du ganglion lymphatique..............c.ccoovvvevennnn.

10

10

14

17

19

25

26

26

27

28

29

30

31

32

33



Liste des figures

Figure 24 : Variation du poids COrporel des SOUNS. .. ....o.uiuiiuiieie i e e 34
Figure 25 : Variation du nombre des macrophages péritonéaux...............c.eeuvennne 35
Figure 26 : Variation du poids de larate, du thymus et du ganglion lymphatique......... 35
Figure 27 : Variation du nombre des splenocytes, des thymocytes et des cellules

0= T 110 T =S 37
Figure 28 : Variation du taux deslymphocytes ............cccoeviiiiiiiii i, 38
Figure 29 : Variation du taux deSmoNOCYLES ........oovuiviiiiieiiie e e ieiieeee. 39
Figure30: Variation du taux desneutrophiles ... 40

Figure31: Variation dutaux desleucocytes ... ........ccoovevvvievnieiinecveieneseneeeeen. 40



Liste des tableaux

Liste destableaux

Tableau 1 : Principales caracteristiques desimmunoglobilunes.................... 11
Tableau 2 Caractéristiques de I'immunité naturelle et de I’ immunité acquise.... 15
Tableau 3 Composition et caractéristiquesdelageléeroyae....................... 18

Tableau 4 Caractéristiques immunologiques de lageléeroyale..................... 20



Table des matieres
Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des abréviations
Partie | : Synthése bibliographique

INErOdUCTION . .o e e e e e e e

Chapitre | : Généralités sur le systeme immunitaire

1. Apercu sur le Systeme immUNITAITe. .. .......ve e e e e e e e e e e
2. Composantes du systeme immunitaire...........cooeveereeeveiieiieienans.
2.1. Cellules du systeme immunitaire............ccoevveeeve i,
2.1 1 LigneemMElOIdE. .. ....e et e e
2.1.2. Lignée lymphoide. .. ..o e e e e e
2.2. Organes du systeme IMMUNITAITE. .. ... e it et e e e e e e
2.2.1 Organes lymphoideS PrimaitesS. .. ......cveue i e e e e e ee s
2.2.2. Organes lymphoides Secondaires. ..........covvveeieieiiiiicie e
3. Substances du SyStemMe iMMUNITAITE. ........c.e e e e e e e e een
G 300 A 11 Koo g
3. 2. COMPIEMENT. .. .. e e e e
3.3 Y tOKINES. .. ottt e e e e e e e
4. Composantesde l'immunité..............ccooiii i
AL IMMUNITE INNEE. .. ..ottt et e et et et et et e e e e e eenas
4.2 IMMUNITE ACQUISE. .. .. ettt e e e e e e e e e e e
5. Notions sur I'immunostimulation et I’ immunosuppression.............ccccvvveevveevnnne.
5.1. Substances immMUNOSLIMUIBNTES. .. ...ttt et et

5.2. SUbStaNCES IMMUNOSUPPIESSIVES. .. ... vueceeeee et ee e et et et e e e e eaeeaeaaeaanaanans

Chapitre 11 : La gelée royale

03

04

04

04

05

06

07

08

10

10

11

11

12

12

13

15

15

16



1. Généralité sur lagel@eroyale..........ooii i
2. Compositiondelagel@eroyale..........oooiiiii i
2. L PrOtBINES. .. et e e
2.2, LIPIAES. .. e e e e e
24, VITAMINES. ..ot e e e e e e e
3. Caractéristiquesimmunologiquesde lageléeroyale.............cooiiiiiiiiiiiinn ..
3.1, ACtioN IMMUNOSIMUIBNTE. .. ... ee e e e e e e e e e e
3.2. Action antibactérienne et antifongique...........ccoouii i
3.3. Action anti-inflammatoire. .. ..o
3.4, ACion @antioXYdaNTe. ... v e e
3.5, ACHION @NLIVITAIE. ..o e e e e e
3.6. ACHION ANtICANCEAIBUSE. .. ...\ e e et e e e et e e et e e e e e e e e e e e
4. Effet delageléeroyale sur le systéme immunitaire......................
4.1. Effet sur lesmacrophages et |eSMONOCYLES. .. ......ovuieiiiii e
4.2. Effet sur lescellules lymphoCytaires. .........oooovii i e
4.3. Effet sur les mastocytes et les éosinophiles..............ccoovovivnnnnnn.
4.4, Effet surlesneutrophiles...........cooviiiii e

4.5. Effet sur lescellulesdendritiques. ..........oovevveiiiiiiiiiiiiiie e

Partie Il : Etude expérimentale

I. Matériel et méthodes

L MaEITE . ..

1.1. Matériel biologiqUe. .. .......ovvieiie e e e
1.2, GElEBIOYAIC. .. ..ot e s

2. MEBNOAES. .. ..o

2.1. Protocole expérimental.............ccoiiii it

17

18

18

18

19

19

19

20

20

21

21

21

22

22

22

23

23

24

24



2.2, TrAITEIMENT. .. .ottt et et e e
2.4. Prélévement des macrophages PEritoNEaUX. .. .......vvvveveere e s ieiieieneneeeens
2.5, Prélevement 0ES OrQaNES. .. ... cuuiuiieie e e et e e e e et e e e e e e e
2.5.1. Isolement desS SPIENOCYLES. .. ... vue e e e e e e e e e e
[.2.5.2. Isolement deSthyMOCYLES. ... .....ivuieie e e e e e e e e e
2.5.3. Isolement des cellulesdu ganglion.............oe e i e

I1. Résultats discussion

1. Variation du poids COrporel deSSOUNS. .......ovvi i e e e e e e eenaas

2. Variation du nombre des macrophages périton€auX............ccvvverierineineeneeneananns

3. Effet delagelée royale sur le poids des organes lymphoides.................c.coeveee.

4. Effet de la gelée royale sur |le nombre des splénocytes, thymocytes et les cellules
(072 070 110 0] 7= ==

5. Effet delageléeroyale sur lescellulesde sanguings.............oooevviiiiiiecve e e,
5.1. Variation du taux des cellules lymphocytaires...........cooov v
5.2. Variation du taux des cellules monoCytaires..........oovvvveiiiiiiiiii e e e
5.3. Variation du taux desneutrophiles.............ccoooiii i e,
5.4. Variation du nombre deSEUCOCYLES. ........vuv it e e e
CoNCIUSION T PEISPECTIVES. .. .ottt et et e e e e e e e e e e
Résumes

Références bibliographiques

Annexe

29

29

31

31

32

32

34

34

35

36
38

38

38

39

40



Introduction



Introduction

I ntroduction

L’organisme possede un appareil de défense hautement différencié et
adaptable qui est le systéme immunitaire, cette structure assure sa protection contre
les micro-organismes, les substances étrangeres toxiques ains que les cellules
malignes. L'évolution permanente de ce systéme a été la condition préaable a la
survie des organismes vivants face aux attaques continuelles des milieux intérieurs et
extérieurs. Par conséquent, le systéme immunitaire a appris a éviter les réponses
destructrices vis-a-vis des éléments de son propre corps. Par ailleurs, la majorité des
réponses immunologiques ont une durée limitée et sont contrdlées par des

mécanismes régulateurs qui servent a éviter des réactions excessives.

Le systéme immunitaire est un éément complexe dans ses composants et ses
fonctions qui sont assurées par des dstrategies défensives dont certaines sont
spécifiques et d autre non. Cette activité défensive est réalisée par une coopération
d’'un ensemble de cellules immunitaires et de médiateurs solubles (Bur mester et
Pezzuto, 2000).

Il existe un consensus fort que la nutrition joue un réle dans la modulation de
la fonction immunitaire et que le systéme immunitare a besoin d'un

approvisionnement suffisant de nutriments pour fonctionner correctement.

L’'ingestion d'aliments dotés d activités immunomodulantes est considéré
comme un moyen efficace de prévention contre le risque dinfection ou de cancer et

cela par une variété de mécanismes effecteurs (EI-Gamal et al., 2011).

Parmi ces aliments compte la gelée royale qui possede des propriétés
physiques et chimiques remarquables grace a ses congtituants tels que les protéines,
les sucres et les acides gras mais également sa richesse en vitamines ce qui |’a rendu

un éément excellent pour plusieurs éudes.

Actuellement beaucoup de recherches sont établies sur les effets biologiques
de la gelée royale (Sabatini et al., 2009) qui est qualifiée comme une substance
immunomodulatrie grace a |’ activité de ses composants sur le systéme immunitaire ;
en effet, ce produit extra ordinaire est tres populaire en raison de ses bienfaits sur la

santé et le bien-étre (Bogdanov et al., 2006 ).

o



Introduction

Ains afin d enrichir nos connaissances sur |’ effet de la gelée royale sur notre
systeme de protection, nous nous somme intéressee a étudier son impact sur divers
paramétres immunologique teles que le poids des différent organes lymphoides,
I”évolution du nombre de I’ensemble des cellules sanguines mais aussi les taux des
macrophages péritonéaux et enfin nous avons essayé de comparer nos résultats avec

ceux destravaux antérieurs.

Cetravail est donc divisé en deux parties:

La premiére partie comporte la synthese bibliographiquequi décrie
respectivement le systéme immunitaire avec ses composantes cellulaires, organes et
médiateurs solubles ainsi que les caractéristiques de I'immunité naturelle et acquise,
et la gelée royale avec sa composition, ses caractéristiques immunologiques mais
auss son effet sur le systéme immunitaire.

La deuxiéme partie consste a I'étude expérimentalequi comprend une
présentation du matériel utilisés et des méthodes suivis par la présentation des

résultats obtenus ains que leur interprétation et discussion.

v
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Synthése bibliographique Geénéralités sur le systeme immunitaire

1. Apercu sur le systémeimmunitaire

L’ organisme est continuellement exposé a des microorganismes et leurs produits
métaboliques qui peuvent provoquer des maladies et heureusement le corps est équipé d’un
systeme immunitaire qui le protégé contre les conséquences néfastes de cette exposition
(Espinosa et Chillet, 2006 ; Prescott, 2010).

Le systeme immunitaire a pour fonction principae de permettre a un organisme de
maintenir la cohérence des cellules et des tissus qui le congtituent et d'assurer son
intégration en éliminant les substances étrangeres ou les agents infectieux auxquels il est
expose (Revillard, 2001).

Cette structure est également capable d'identifier les intrus ou les cellules altérées
et mettre en place rapidement des mécanismes de défense appropriés permettant leur
éradication avant qu’'ils n’aient le temps de nuire a |’ organisme, il posséde aussi un role

dansladistinction entre le soi et le non soi (Espinosa et Chillet, 2006).

Aing lafonction principale du systéme immunitaire est de lutter contre les micro-
organismes par deux types fondamentaux de réponses immunitaires: la réponse
immunitaire non spécifique qui offre une résistance a tous les micro-organismes et la
réponse immunitaire spécifique qui s améliore avec les expositions répétées aux agents
étrangers c’'est a dire que ce sont des réponses immunitaires a mémoire (Janeway et al.,
2003).

-
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2. Lescomposent de systeme immunitaire
2.1. Lescellulesdu systemeimmunitaire

Les cellules intervenant dans les réactions immunitaires comprennent d’ une part a
des cellules responsables de I'immunité spécifique (cellules T et B) et d'autre part a un
ensemble de cellules accessoires ayant des fonctions inductrices, régulatrices et effectrices
de I’'immunité spécifique et non-spécifique (Revillard, 2001).

2.1. 1. Lignée myéloide
a. Les monocytes

Les cellules monocytaires sont des précurseurs circulant dans le sang et comptent

parmi les cellules de I'immunité innée et adaptatives, elles assurent le role de cellules

présentatrices d'antigene (Figure 1) aux cellules T e peuvent se différencier en

macrophages et cellules détritiques (Chatenoud et Bach, 2012).

Monocyte Macrophage Cellule détritique

Figure 1 : Cellules phagocytaires du systéme immunitaire (Male et al ., 2007).

b. les granulocytes

Ceux sont des cellules myéloides a noyau multilobé contenant des granules
cytoplasmiques et représentant la majorité des leucocytes sanguins, ces cellules peuvent
étre subdivisées en 3 sous populations (Figur e 2) : neutrophiles, éosinophiles et basophiles
(Peter et al ., 2008).
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Neutrophile Eosinophile Basophile

Figure 2 : Celules granulocytaires du systéme immunitaire (M ale, 2005).

C. Mastocytes

Les mastocytes sont des cellules tissulaires qui contiennent de nombreux granules
chargés de médiateurs inflammatoires tels que I” histamine (Figure 3) et sont caractérisées
par I’ expression du récepteur de haut affinité pour le partie Fc des IgE impliqués dans les
réactions inflammatoires et alergiques (Espinosa et Chillet, 2006 ; M ale, 2005).

A kN
oo™

Mastocyte

Figure 3: Cedlule mastocytaire (Maleet al., 2007).

2.1.2. Lignée lymphoide

Les cellules composant cette lignée sont des cellules centraes du systéme
immunitaire faisant partie des leucocytes, elles sont capables de reconnaitre
spécifiquement les éléments étrangers et les distinguent des composants de |’ organisme
(Figure 4), ces dernieres comprennent les LB et les LT responsables des réponses
adaptatives mais aussi les cellules NK intervenant alafois dans les réponses immunitaires
innées et spécifiques (M ale, 2005 ; Espinosa et Chillet, 2006).

5
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Figure 4 : CdlulesdelaLigne lymphoide (Male, 2005 ; Male et al., 2007).
2.2. Organesdu systéme immunitaire

Des nombreux organes et tissus morphologiquement et fonctionnellement
digtincts interviennent dans le développement des réponses immunitaires, ces derniers
peuvent étre distingués selon gqu’ils agissent autant qu’organes lymphoides primaires ou
secondaires (Figure 5) (Kindt et al., 2008).

Organes lymphoides
secondaires et tissus

L

[~y
\

Anneaude| Ganglions, amygdales
Waldeyer et végétations

Moelle ——# 2 I [\ \ ——— Ganglions
osseuse { J11\
— Rate
_ Ganglions
f mésentériques
7 — Plaques de Peyer
( Ganglions

Figure 5 : Organes du systéme immunitaire (M ale, 2005).
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2.2.1. Organeslymphoides primaires
a. Moelle osseuse

La moelle osseuse est un organe lymphoide hématopoiétique puisqu’on y trouve
toutes les lignées sanguines qui naissent au niveau de la molle rouge des os (Figure 6),
certaines d entre elles (ex lymphocytes B) y achévent leur maturation par contre d autres
requiérent un passage par d autres organes avant d’ atteindre leur maturation tel que le
lymphocyte T qui doivent obligatoirement passer par le thymus (Stephen et Bresnick,
2004).

Moelle osseuse

Figure 6 : Structure de lamoelle osseuse [1].
b. Thymus

Le thymus est un organe lymphoide primaire reposant sur le coeur et est colonisé
par des cdlules souches provenant de la moelle osseuse qui se différencient en
lymphocytes T, cette structure est bilobée (Figure7) et est organisée en lobules séparés par
des travées de tissu conjonctif dont chacun est structuré en un cortex et une medulla (Male
,2005).
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capsule

cortical
trabeculae

epithelial cell

Cortex sub-

capsular thymocyte

epithelium {bone marrow
origin)
cortico-
- medullary medullary
junction — epithelial cell

dendritic cell
(bone marrow
origin)
macrophage
(bone marrow

origin)

Medulla
Hassall's
corpuscle

Figure 7 : Architecture d un lobe thymique (Guy et Papo, 2000).
2.2.2. Organes lymphoides secondair es

a. Rate

C’est un grand organe situé dans la cavité abdominae (Figure 8) dont la fonction
est la filtration du sang par la capture des microorganismes et les antigénes sanguins
(Pierre, 20012), cette opération est assurée par la fixation des agents pathogéenes par les
macrophages ou les cellules dendritiques phagocytaires qui les tuent et ensuite les digérent,
ains les peptides antigéniques sont présents a la surface de ces cellule dans la rate
(Stephen et Bresnick, 2004).
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Figure 8 : Coupe schématique de larate (Guy et papo, 2000).

b. Ganglionslymphatiques

Les ganglions lymphatiques sont des structures distribuées dans tout I’ organisme
ayant un aspect arrondi ou réniforme (Figure 9) et est constitués d’ un parenchyme siégeant
des lymphocytes avec une capsule branchée sur la circulation lymphatique, cet éément
recoit lalymphe par les vaisseaux qui traversent la capsule (Chatenoud et Bach, 2012).

De plus, la différenciation des lymphocytes B en cellules a mémoire et en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps (Ac) se fait au niveau de cet organe (Espinosa et
Chillet, 2006 ; Prescott, 2010).
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Figure 9 : Structure d’ un ganglion lymphatique [2].

2.3. Substances du systéme immunitaire

2.3.1. Anticorps

Ce sont des immunoglobulines constituées de glycoprotéines comprenant quatre

chaines : deux chaines lourdes identiques et deux chaines légeres similaires ( Figure 10)

réunies entre elles par des ponts disulfures, suite a leur synthétises par |es plasmocytes, ces

substances diffusent dans le sérum et se lient a I'antigéne pour former des complexes

immuns qui seront éliminés par les phagocytes alafin de laréponse immunitaire (kindt et

al ., 2008).
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Figure 10 : Structure d’ uneimmunoglobuline (Male et al ., 2007).
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Les anticorps peuvent étre schématiquement classés en 5 catégories distinctes selon
leursfonctions et leurs distributions : 1gG, 1gA, IgM, IgE et IgD (Tableau 1).

Tableau 1 : Principales caracteristiques des immunoglobilunes [2].

Classes
19G IgA IgM IgE gD
Caractéristiqu
Sang Muqueuses, Sang, BCR Sang, Sang, BCR
L ocalisation Sécrétions Granulocyte,
Mastocyte
Proportion 70 a 75% 15a20 % 10 % 2a5% <1%
Roéles Neutraisation | Immunitéinnée | Agglutination, | Allergie, Activation des
desparticules | Agglutination, complément Neutralisations | lymphocytes
Neutralisation des parasites
des bactéries

2.3.2. Complément

Ceux sont des molécules présentes dans le sang qui jouent un réle essentiel dans
I’immunité innée, ce systéme enzymatique consiste en prés de 20 protéines différentes
capables de se fixer sur un grand nombre de complexes immuns Ag-AC, Des substances
S agrégérent pour congtituer le complexe d’ attague membranaire au niveau de la membrane
plasmique des cellules cibles (Chatenoud et  Bach, 2012).

2.3.3. Cytokines

Ces éléments représentent des médiateurs solubles dérivés des cellules immunitaires
et sont chargés de transmettre des signaux de stimulation ou d’inhibition (Stephen et
Bresnick, 2004) avec souvent une action local (autocrine ou paracrine), la plus part de ces
molécules sont des protéines secrétées mais ils existent également des cytokines d’ origine
membranaire (Petre et al ., 2008).

.
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2.4. Composantes de I’'immunité

L’immunité est définie comme une réaction a des agents étrangers n’impliquant pas
des conséquences physiques ou pathologiques a cette réaction (Stephen et Bresnick,
2004). Bien que I’ on fasse référence au systéme immunitaire, il est important de noter qu’il
existe deux types d'immunité: I'immunité innée et I'immunité adaptative (Figure 11)
(kindt et al ., 2008).

2.4.1. Immunitéinnée

Elle congtitue la premiére ligne de défense contre |es agents pathogenes qui se met
en place de maniére rapide et spontanée sans nécessiter un contact préalable avec |’ agent
étranger (Tableau 2), cette réponse repose sur des effecteurs cellulaires et humoraux qui
assurent une réponse transitoire n'engendrant pas une mémoire immunologique
(Chatenoud et Bach, 2012).

L’immunité naturelle utilise les fonctions dexclusion du revétement cutano-
mugueux et la mise en jeu de signaux d’activation entre des ensembles de molécules
plasmatiques (complément, coagulation) et circulaires conduisant a une réaction
inflammatoire et ala destruction des microorganismes (Revillard, 2001). En effet un agent
envahisseur doit d’'abord franchir la barriere externe formée par la peau et les muqueuses
recouvrant le corps d’un anima et tapissant ses ouvertures, si le corps étranger réussit a
traverser ces défenses externes il seraobligé a faire face a plusieurs mécanismes cellulaires
et chimiques qui I’ empéchent d’ attaquer |’ organisme (Campabell et Reece, 2007).

1. Barriere physique

e Lapeau

La peau intacte constitue une barriere normalement infranchissable par les agents
pathogénes (Revillard, 2001) dont la couche externe assure |'empéchement de la

pénétration des microorganismes grace a sa léger acidité pH=5-6 (Delpeset al ., 2008).
e Lesmuqueuses

Ces structures tapissent les voies digestives, respiratoires et urogénitales et sont
chargées de protéger I’ organisme contre les microorganismes potentiellement dangereux,
de plus, certaines cellules de ces mugueuses sécrétent le mucus qui est un liquide épais et

-
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visqueux servant a retenir les microorganismes pathogéenes ains que d'autres particules
(Campabell et Reece, 2007). Ces tissus offrent une résistance contre les pathogénes par
I’ empéchement de leur adhésion aux cellules épithéliales afin de les éliminer de maniére

meécanique par les mouvements ciliaires (Delpeset al ., 2008).
2. Barriérechimique

Les sécrétions de la peau ains que celle des muqueuses créent un milieu souvent
hostile aux agents pathogenes ; en effet, chez les étre humains les sécrétions des glandes
sebacées et sudoripares donnent ala peau un pH variant entre 5 et 6 qui sont suffisamment
acide pour empécher de nombreux microorganismes de s établir. De plus, grace a leur
richesse en lysozymes la salive, les larmes et les sécrétions des muqueuses peuvent détruit

certains microorganismes (Canu et Peter, 2001).
3. Défenses cellulaires

Les microorganismes qui réussissent a traverser la premiére ligne de défense
doivent affronter les mécanismes internes de la défense innée de |’ organisme qui reposent
principalement sur I'ingestion des particules étrangeres par deux types de leucocytes
appelés les phagocytes (Campabell et Reece, 2007) résidents dans les tissus et dont la
majorité possedent une machinerie intracellulaire raffinée dont le but est dingérer et
détruire au sein de vésicules spécialistes des pathogenes qu'ils auront phagocyter
(Paraham, 2003).

2.4.2. Immunité acquise

C’est une réponse spécifique a I’agent qui I'a induite et qui se caractérise par une
augmentation de la réponse a chague rencontre avec cet agent. Ains les caractéristiques

maj eures de la réponse immune adaptative sont |la mémoire et la spécificité (M ale, 2005).

En effet, chague antigene interagit de fagcon spécifique avec un nombre limité de
cellules B et T gréce a un ensemble d’interaction entre molécules membranaires et la
production de médiateurs solubles en particulier les cytokines (Tableau 2), I’interaction
antigene-récepteur délivre aux lymphocytes des signaux d’ activation qui vont provoquer la
multiplication et la différenciation des LT et LB actives. Il existe 2 types d’immunité

specifique : immunité humorale et immunité a médiation cellulaire (Petre et al ., 2008).

B
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Figure 11 : Immunitéinnée et adaptative (Male et al ., 2007).

2.4.2. a. Immunité humorale

Cette réponse est médiée par les anticorps spécifiques a I’ antigéne produits par les
lymphocytes B (Stephen et Bresnick, 2004), elle repose sur |’ action des glycoprotéines

solubles que I on trouve dans les liquides corporels et sur les membranes des LB (Delpes

etal., 2008 ; Perry et al., 2004).
2.4.2. b. Immunité a médiation cellulaire

C’est une réponse assurée par les cellules T, elle différe de I'immunité humorale
par le fait gu’'elle ne peut étre transmise passivement d’un sujet immunisé a un autre non
immunisé (Canu et Peter, 2001). Parmi les cellules effectrices intervenant dans cette
immunité certaines interviennt de fagon spécifique (TCD4, TCD8) et d’ autre de fagon non

spécifique (cdlule NK) (Raven, 2007 ; ferry, 2007).
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Tableau 2 : Caractéristiques del’immunité naturelle et acquise (Nixdor ff, 2005).

Elément

Caractéristiqué

| mmunité naturelle

I mmunité acquise

Spécificité aux

Rel ativement limitée

Elevée (antigénes

neutrophiles) et les

cellules tueuses naturdlles

micr o-or ganismes spécifiques)
Diversité Limitée Grande
Mémoire Non Oui
Barriéres Epithélium des Systéme immunitaire
physiques et muqueuses et dela mucosal et cutané
chimiques peau
Protéines secr étées Agents antimicrobiens Anticorps
ex : lesdéfensineset le
compl ément
Phagocytes Lymphocytes (cellules
Cellules (macrophages, BetT)

2.5. Notions sur I'immunostimulation et I'immunosuppression

2.5.1. Substancesimmunostimulantes

Ceux sont des molécules qui stimulent et augmentent la réponse immunitaire et

sont congtituées d’ une classe thérapeutique hétérogénes (L esavare et Bache; 1980). De

nombreux produits sont désormais connus pour leurs propriétés immunostimulantes, ceux-

F
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Ci peuvent étre classés en différents groupes: produits bactériens, extraits leucocytaires
(facteurs de transfert, interféron), hormones thymiques et drogues synthétiques tel que la
levamisole (Chapel et al., 2004).

Les immunostimulants sont utilisés pour activer de fagcon non spécifique certaines
voies du systeme immunitaire tandis que les adjuvants sont toujours associés a un antigene
(Chatenoud et Bach, 2012).

2.5.2. Substances immunosuppr essives

Ceux sont des produits utilisés pour le traitement de nombreuses maladies
immunitaires particulierement lors des transplantations afin d’ éviter les rejets de greffes
mais auss dans le contréle des maladies auto-immunes pour dépriment les réponses
immunitaires (M al, 2005). Ils ont pour but principal de bloquer I'induction et |’ expression
de la réponse immunitaire a meédiation cellulaire agissant a des niveaux cellulaires
différents (Canu et Petre, 2001).

&
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1. Généralité sur lageléeroyale

La gelée royale (GR) est une substance sécrete par les glandes hypophrygiennes et
mandibulaires des jeunes abeilles qui dérive des protéines et des nutriments présent dans le

pollen et le nectar ingérée par ces insectes (Cohen, 2012).

L’importance de ce produit se manifeste fondamentalement dans le domaine de la
santé et du bien-étre ainsi que son utilisation pour des fins thérapeutiques qui constitue un
soutient positif considérable a notre corps afin de lutter contre les microbes nuisibles et ce
par son ensemble équilibré de vitamines, de minéraux et d"é éments vitaux jouant de ce fait
un réle énergétique mais auss recongtitutionel assurant ainsi |’ optimisation des fonctions
del"organisme (Bogdanov et al ., 2006 ; Ballot-flurin, 2009).

Cette substance est caractérisée par un aspect visqueux de couleur blanc crémeux

Figure 12 : Aspect delageléeroyae:

a) avant larécolté (Bogdanov et al ., 2006) , b) Apreslarécolté [3].
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2. Composition de la geléeroyale

La gelée royale est un aliment extrémement complexe et équilibré qui possede des
caractéristiques biochimiques importantes (Wytrychowski et al., 2013) car elle est
composée de glucides, lipides, protides, vitamines, minéraux, oligo-éléments (T ableau 3)
mais aussi de quelque hormones telles que |"cestradiol, |a testostérone et |a progestérone
(Simuth, 2001).

Tableau 3 : Composition et caractéristiques de la gelée royale (Sabatini et al.,2009).

Composition et caractéristique Taux (%).
Eau 66-70
Protéines 9-18
Lipides 3-8
(acide 10- hydroxy- 2decenoid) >14
Glucides 9-13
pH 3’4 - 4;5
2.1. Protéines

La gelée royale est trés riche quantitativement et qualitativement en protéines dont
80% sont représentées par un groupe de 5 protéines MRJP (Major Royal Jelly Protéines)
qui présentent une forte homologie séquentielle (Han et al., 2011) et qui sont dites
apalbumines, ces derniéres ont montré une capacité assez robuste pour stimuler la

production de différents types de cellules immunitaires (Buttstedt et al., 2013).

Les apalbumines (APA) sont des glycoprotéines de poids moléculaires de 50 a
70kDa ayant diverses propriétés biologiques dont |a digestion partielle produit une fraction
appel ée royalisine d’ une masse moléculaire de 5,5 kDa et d’ une partie C terminale riche en
charge amino acide (Fujiwara et al ., 1990 ; Kimura et al., 2003) qui possede une activité
antibactérienne, un effet immunostimulant et une propriété antialergiques (Drapeau et
al., 2006).

2.2. Lipides

Les lipides représentent 4,5 % du poids sec de la gelée royale et sont constitués

exclusivement d'acides gras libres avec des structures peu habituelles. Ce sont surtout des

acides gras hydroxy de 8 a 10 atomes de carbone ou d’ acides dicarboxiliques (Schmitzova
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et al., 1998). Ils sont utilisés en médecine préventive grace a leurs fonctionnalités qui
incluent les inhibiteurs potentiels de la croissance des cancers et des modulateurs du
systéme immunitaire (Bogdanov, 2011). Des preuves suggerent que les propriétés
protectrices de la GR puissent étre en partie attribuées aux actions des lipides dont le plus
importants (Figure 13) sont I’acide 10-hydroxy-trans-2-décénoique (10H2DA) et |’ acide
3,10-dihydroxydécanoique (3,10DDA) qui participent a I’ activité immunostimulante, anti

tumorale et anti-microbiennes de la gelée royale (Vucevic, 2007).

AN 0
OH HU/\/\/\/W

Ot O OH

10-hydroxy-2-decenoic acid a 3,10-dihydroxy-decanoic acid b

Figure 13 : Structure moléculaire des acides gras de lageléeroyale:

a: l'acide 10-hydroxy-trans-2-décenoique (10H2DA) (Ramadan, 2011), B: I'acide 3,10-
dihydroxydécanoique 3,10DDA (Vucevic, 2007).
2.3. Glucide

On retrouve surtout le glucose et le fructose en proportions presque similaires avec
9,76 % de glucose, 11,32 % de fructose mais auss |e saccharose avec 0,94 % (Van-Toor,
2006).
2.4. Vitamines

La gelée royale constitue la source naturelle la plus riche en vitamines B1, B2, B3,
B6 et plus particuliérement en acide pantothénique B5 qui est essentiel a la croissance
cellulaire, cependant la vitamine B12, vitamine C ains gue les vitamines liposolubles ne
sont présentes qu’en quantité négligeable (Bogdanov ,2011). Les vitamines sont des co-
facteurs de réactions enzymatiques trés importants, leur réle est celui de biocatalyseurs
dans les réactions métaboliques (Seignalet et joyaux, 2004).
3. Caractéristiguesimmunologiques de la gelée royale

La gelée royale aide le corps & produire des cellules immunitaires et a combattre les
bactéries et la consommation de cette substance présente des avantages pour lutter contre

un trés grand nombre de pathologies (Tableau 4). En effet, en passant directement dans le
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sang, elle permet d enrichir les tissus en renouvellement ou en croissance et permet
I’ optimisation des fonctions de |"organisme (Domerego et al ., 2007).

Tableau .4 : Caractéristiquesimmunologiques de la gelée royale (Gharbi, 2011).

Action Composant bioactif

Action Vitamines, protéines,  10-hydroxy-trans-2-décenoique
immunostimul atrice (10H2DA)

Action anti-inflammatoire | Protéines

Action antibactérienne 10- hydroxy-trans-2-décenoique (10H2DA), royalisine

Action antioxydante Composés phénoliques
Action anticancéreuse 10-hydroxy-trans-2-décénoique (10H2DA)
Action antivirale 10- hydroxy-trans-2-décenoique (10H2DA)

3.1. Action immunostimulante

La gelée royale possede une activité sur les organes hématopoiétiques en raison de
sa composition globale et particulierement la présence des facteurs de croissance qui
stimulent la multiplication des cellules normales, ains elle exerce une action tonifiante,
énergisante et assure le renforcement du corps pour lutter contre les agressions mais aussi
contribuer a retarder le vieillissement du fait de sa teneur élevée en vitamine B5 et en10-

hydroxy-trans-2-décénoique (LOH2DA) qui participeraient a ces effets (Ghar bi, 2011).

L’examen de |’ effet de la gelée royale sur le systéme immunitaire chez les souris a
montré une éévation du poids des noauds lymphatiques et un nombre de lymphocytes
périphériques plasmatiques plus élevés que chez les souris non traitées, la pul pe blanche de
la rate était également plus importante, ce qui démontre amplement gue cette substance
possede des propriétés immunostimulantes et immunomodulatrice (Sver et al ., 1996).

3.2. Action antibactérienne et antifongique

La thérapie des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des
antibiotiques (Deepti et al., 2001) dont la prescription a grande échelle parfois
inappropriée & ces agents entraine la sélection de souches multi-résistantes d'ou

I”importance d’ orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent
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une source d'inspiration pour de nouveaux médicaments sous forme de métabolites
secondaires dont les composés phénoliques sont toujours utilisés dans I’industrie
alimentaire et cosmétique et comme agents antimicrobiens en médecine populaire (Cowan,
1999).

Les polyphénols notamment les flavonoides comme la catéchine et |’ épicatéchine
de la gelée royale sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes
(Okamoto et al., 2003). De plus, les composants hydrosolubles de cette substance tels que
les protéines notamment la royalisine (Bilikovai et al., 2001) et les acides gras en
particulier le 10- hydroxy-trans-2-décenoique (10H2DA) possedent également une forte

capacité dinhibition sur les bactéries et les champignons (Pavel et al ., 2011).

3.3. Action anti-inflammatoires

Une investigation menée sur |’ action anti-inflammatoire de la gelée royale (GR) a
été examinée par le test de la sécrétion des cytokines; en effet, la culture des
macrophages péritonéaux de souris stimulées par un lipopolysaccharide (LPS) et
d’interféron y (IFN y) avec les surnageant de suspensions de la gelée royale (GR) a révélé
gue cette derniere inhibe efficacement la production des cytokines pro-inflammatoires tels
gue la TNF-a, IL-6 et I'lL-1 de maniére indépendante d’effets cytotoxiques sur les
macrophages. Ceci suggere que la gelée royale (GR) contient un facteur responsable de
suppression de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires nommé le facteur anti-
inflammatoire de la gelée royale d abeilles (HBRJ FIA) dont I'analyse chromatographique
a démontré que la MRJP3 était I’éément actif ce qui suggere que la gelée royale a des
actions anti-inflammatoires en inhibant Ia production de cytokines pro-inflammatoires par

les macrophages activés (Kohno et al ., 2004).

3.4. Action antioxydante

Les composants polyphénoliques de la gelée royale sont responsables de son
activité antioxydant qui protégent les cellules contre les dommages oxydatifs (Rombauts
et al., 2013) par ladiminution d’ oxydation intracellulaire , cette activité a été également
prouvée dans |la protection contre le stress oxydatif et I’ inhibition de la peroxydation par la
conservation de I'ADN destissus (M ajtan et al ., 2006).

3.5. Action antivirale

Les virus sont des micro-organismes a développement intracellulaire obligatoire ;

par ailleurs, la défense immunitaire antivirale fait appel d’une part a I'immunité non
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spécifique grace au interférons sécrétée par les cellules NK et d autre part a I'immunité
spécifique par les cellules T cytotoxiques (Canu et Peter, 2001). La stratégie de recherche
d'un compose antiviral consiste a mesurer laréduction de I’ infection des cellules en culture

ou une substance peut agir a différents niveaux du cyclevira (Bylka et al., 2004).

La gelée royale a montrer une action antivirale importante lors de son adjonction a
forte dose dans le traitement de I” hépatite, de la grippe et de I’ herpes, et cette substance
possede une capacité de stimulation non spécifique du systeme immunitaire, cependant son
action directe sur les virus n’ a pas encore été démontrée (Ballot-Flurin, 2009).

3.6. Action anticanceéreuse

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une masse
cellulaire qui est I'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant
plusieurs années, donc la cancérogénese est un processus complexe multi-séquentiel
conduisant une cellule de I'état sain a un état précancéreux et finalement a un stade précoce
du cancer (Pincemail et al., 1999). Depuis longtemps on associe le cancer et le type
dalimentation et de nombreux chercheurs ont étudié le r6le des nutriments dans le
développement des cancers (EI-Alfy et al., 2013). Plus récemment des recherches
expérimentales suggerent gque la gelée royale possede un effet anti-tumorale (Decloitre,
1993) empéchant I’évolution de la tumeur par la suppression dhématopoiese. Selon la
durée du traitement et les doses administrées, la gelée royal e prolonge |a période de survie
des cellules saines en les stimulant par les apalbumines qui induisent la libération du TNF-
a par les macrophages qui agissent sur les cellules cancéreuses autant que facteur tumoral
de nécrose permettant aing leur destruction et limitant I'installation des métastases
(Bincoletto et al., 2004 ; Majtan et al., 2006).

De plus, il & éé démontré que le mécanisme de I'immunité contre les cancers
cutanés est directement lié a I’ acide 10 -hydroxy-2 décénoique (10H2DA) contenu dans la
gelée royale et qui a montré une action inhibitrice sur le facteur de croissance endothéliale
vasculaire VEGF (vascular endothelial growth factor) avec une suppression de la
prolifération et la migration des cellules tumorales ce qui conduit a I'inhibition de la
vascularisation tumorale (Pavel et al., 2011).

4. Effet dela geléeroyale sur le systéme immunitaire
4.1. Effet sur lesmonocytes et les macr ophages
Le test d'action de la gelée royale sur le systéme immunitaire chez des souris a

montré une augmentation des cellules monocytaires qui permutait une immunorestoration
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des fonctions des cellulaires immunitaires chez les souris irradiées et immunodéprimées.
Cette action provient de I’acide 10-hydroxy-trans-2-décenoique (10-H2DA) ains que de
certaines protéines telles que I'apalbomines qui amdiorent la réponse immunitaire a
médiation cellulaire et stimulent la phagocytose par des cellules phagocytaires
mononucléaires. En effet |’ apalbumines stimulent les macrophages péritonéaux murins a
libérer le facteur de nécrose tumorale apha (TNF-a) (Majtan et al., 2006). De plus,
d autres études ont également mis en évidence le réle du 10-hydroxy-trans-2-décénoique
(10H2DA) dans le potentiel de la gelée royale a amplifier la réponse immunitaire des

animaux normaux (Sver et al ., 1996).
[1.4.2. Effet sur lescelluleslymphocytaires

L’impact de la GR sur I''immunité a médiation cellulaire lymphocytaire a éé
évalué chez les étres humains chez lequels il a été montré I’ existence d’ une augmentation
des lymphocytes T, T auxiliaires et T- suppresseurs dans le sang avec une diminution de
I’immunité humorale estimée par la mesure du taux des anticorps (Ac) dans le sang et
exprimée par la baisse des immunoglobulines de type IgA, 1gG et IgM (Bogdanov, 2006).
Cela paurait étre expliqué par I’action du 10-hydroxy-trans-2-décénoique (10-H2DA) et
dautres acides gras qui se lient de maniere sdective a la membrane cellulaire des
lymphocytes B et par conséquent pourraient interférer avec la secrétion d'anticorps par ces
cellules (Sver et al., 1996).

De plus les résultats obtenus lors des études de la suppression des réactions
alergiques par la gelée royale ont montré une améioration des réponses des cellules
Th1/Th2 (Okaet al ., 2001).

L’étude de l'effet de l'acide 10 -hydroxy-2 - décenoique (10-H2DA) sur la
maturation et les fonctions des cellules humaines dérivées des monocytes dendritiques
(moDCs) en culture amontré que le 10-H2DA stimule leslymphocytes T auxiliaires (Thl)

et régule laréduction des réponses immunitaires de type Th2 (Mihajlovic D et al., 2013).
I1.4.3. Effet sur les mastocytes et les éosinophiles

De nombreuses éudes ont montré que la gelée royale posséde une activité
immunostimulante et immunomodulatrice (Gasic et al., 2007). En effet, dans des situations
alergiques des protéines contenues dans cette substance ont déterminées in vitro une
inhibition de la production des diverses cytokines et danticorps telles que I'lL-2, I1L-4,

IFN-y, IgE et I'lgG avec un retour des taux des éosinophiles a I'état normal et une

B
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suppression de lalibration de I” histamine par les mastocytes ce qui conduit a une réduction
significative des symptdomes chez les enfants soufrant d hypersensibilité (Bogdanov,
2006 ; Oka et al., 2001).

11.4.4. Effet sur les cellules neutrophiles

L'effet anti-tumoral de la gelée royale a était testé chez les enfants soufrant de
leucémies aigués, apres avoir recus des doses de cette substance les patients manifestent un
gain de poids et une amélioration de I'é&at général avec une augmentation des globules
blancs et des neutrophiles, (Bogdanov, 2006). Tandis que Sver et al (1996) a été également
observée une diminution significative du taux des polynucléaires neutrophiles chez les
souris apres le traitement par la gelée royale. Ces résultats suggerent que la gelée royale
avec ses composant exerce une activité différente sur les cellules immunitaire (Mihajlovic
et al., 2013).

11.4.5. Effet sur lescellulesdendritiques

Dans son études Dzopalic et al (2011) ; Vucevic et a (2007) ont testé I'effet du 3,10
-dihydroxy- décanoique (3,10 DDA) isolé & partir de la gel ée royale sur la maturation et les
fonctions des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains (moDCs). Les résultats
obtenus ont montré que le 3,10 DDA stimule la maturation des moDCs a travers la
régulation de I'expression des CD40, CD54, CD86 et CD1 et I’augmentation de leur
potentiel allostimulateur en co-culture avec les cellules T CD4" allogéniques. Les cellules
dendritiques dérivées de monocytes humains (moDCs) traités par le 3,10 — DDA ont
amélioré leur production de I’l1L-12 et 1L-18 et stimulaient 1a production d'interféron y en
co-culture avec des cellules T CD4" allogéniques par rapport aux moDCs de contrdle. Les
chercheurs ont suggéré que la 3,10-DDA stimulait les Thl polarisant la capacité des
cellules dendritiques dérivées de monocytes humainsin vitro ce qui pourrait étre bénéfique

pour les réponses immunitaires anti-tumorales et anti-virales.
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Notre expérimentation a éé réaisée pour sa majeure partie au niveau du laboratoire
d’immunologie de I'université du 08 mai 1945, par ailleurs, les résultats relatifs a la
formule de numération sanguine ont été fournis par un laboratoire d’analyses médicales
privé.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Notre étude a été effectuée sur des souris blanches méles et femelles en provenance

de I'ingtitut de pharmacol ogie expérimentale de la Wilaya de Constantine.

Les individus utilisés sont agés de 4 - 8 semaines avec un poids corpord variant

entre 24 et 28 g et un systéme immunitaire mature (Figure 14).

Ces animaux sont des mammiféres de |’ ordre des rongeurs qui partagent 99% de

leurs génes avec les humains.

Figure 14 : Matériel biologigue (Souris blanche)

Conditions d’élevage

Les animaux sont élevés dans des cages en polypropylene qui sont nettoyées
réguliérement, ces derniéres sont constituées de copeaux qui sont changées chaque jour.

Les souris sont élevées dans des conditions caractérisées par une température et
une photopériode naturelle et leur besoin alimentaire journalier est a base de pain rassis et
d’ eau (Figure 15).
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Figure 15 : Conditions d' élevage des souris.
Les souris sont reparties en deux lots chacun contenant 4 souris:

e Lottémoin (T).

e Lottraité par lageléeroyae (GR).
1.2. Geléeroyale

Dans notre travail on a choisie le gelée royale sous forme de flacons buvables de 10
ml (figurel6) et qui est commercialisée sous le nom de « gelphore ® ».

Figure 16 : Geléeroyale (gel phore ®).

E
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2. Méthodes

2.1. Protocole expérimental

En vue de réaliser nos essais, nous avons adopté le protocole expérimental qui se
résume comme suit (Figurel?) :

Q
Protocole expérimental
[ Lot 8 souris ]
4
\ 4 1
Lot Témoin Lot Traitépar lageléeroyale
4 souris 4 souris: 6 ul 1fois/j pendant 10jours

4.[ Pesée les animaux ]47

A\ 4

[ Sacrifice & partir du 11°™ jour }

v \ 4 1

N
| solement des macrophages Préévement Préévement des organes
péritonéaux sanguin lymphoides )
1 N\
[ Enumeération cellulaire Rate Gangllon lymphatique [Thymus
J
4 P%edel organe ] ]

| solement des

| solement des

cellules
ganglionnaire /
L

[ Enumération cellulaire

Figure 17 : Schémarécapitulatif du protocol expérimental.
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2.2. Traitement

Le traitement consiste en |’administration par voie orale de 6ul de gelée royale
« gelphors® », le choix de la dose est tributaire du poids corporal de |’animal, ainsi chaque
50 kg sont équivalents a la prise de 10 ml de la gelée royale par jour, donc une souris
pesant 28 g prendra quotidiennement une dose de 6 pl et ce durant une période de 10 jours
(Figurel3).

Figure 18: Traitement par la gelée royal.

A cet effet, nous avons reparti les souris en deux groupes de quatre individus : un
lot témoin (T) et un lot traitée (GR) par la gelée royale. Le sacrifice (Figure 19) de
I’ ensemble des souris, précédé par |a pesée des animaux, est réalisé apreslafin de la durée
du traitement pour chague souris (11¥™jour), puis on procédé aux différentes analyses:
prélevement sanguin, isolement des organes et énumeration cellulaire mais auss la pesée

des différents organes lymphoides.
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Figure 19 : Sacrifice d’ une souris.
2.3. Prélevement sanguin

Apres avoir égorgé I’animal une quantité de sang et prélevée et est recueillie dans
destubesa EDTA destinés a laréalisation de la FNS (formule numeérique sanguine).

2.4. Préléevement des macr ophages péritonéaux

Afin d effectuer cette opération, I’animal est tout abord déposé sur le dos puis son
abdomen et essuyé avec de I'éhanol & 70 %, ensuite on procede a la rédisation d une
petite ouverture au milieu de I’ abdomen juste au dessous de la peau ensuite une quantité de
5 ml de PBS (voir annexe) est injectée avec une seringue dans la cavité péritonéale. Apres
un léger massage on prélever le liquide par aspiration (Figure 20) et ce dernier est placer
dans un tube puis centrifugé a une vitesse de 1500 rotations par minute (rpm) pendent 5
minutes, cette étape est répétée 3 fois en gjutant a chagque fois 5ml de PBS au culot.
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Figure 20 : Effet del’injection delaPBS dans la cavité péritonéale
A lafin, la détermination du nombre des cellules dans la suspension cellulaire est
réalisé apres avoir dilué 100 ul de cette derniere dans 900 ul de bleu de trypan (voir

annexe) et ensuit on passe au comptage des macrophages péritonéaux a l'aide de la

=

cellule de Malassez.
Le nombre des macrophages péritonéaux par litre est calculé en utilisant |’équation

[ N=(n/v) f ]

Avec : N : Le nombre des cellules par litre.

suivante :

n : Le nombre des cellules comptées.
v : volume de comptage par litre.

f : facteur de dilution.

Le pourcentage de viabilité est calculé selon I’ éguation suivante :

nombre total des celules —nombre de celules mortes
x100

i abilité&(9%) =
Viabilite(%) nombre total des celules

:Eij
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2.5. Prélévement des or ganes

Une fois le sacrifice des souris est réalise, la rate, le thymus et le ganglion
lymphatique sont prélevés puis pesés al’ aide d’ une ba ance de précision.

2.5.1. I solement des splénocytes

Aprés |’ avoir pese, larate est déposée dans une boite de pétri contenant 3ml de PBS
et est débrasée de lagraisse al’ aide de deux pinces (Figure 21).

Figure 21 : Isolement des splénocytes.

La suspension cellulaire est ensuite placée dans un tube apres avoir était filtrée sur
de la gaz fixée sur un entonnoir puis centrifugée pendent 10 minuts a une vitesse de 1500
rotation / minute.

Le culot est remis en suspension dans 0,5 ml de PBS puis gouté de 4,5 ml de
solution de lyse (voir annexe) du globule rouge. Aprés une incubation de 10 minutes la
suspension est ensuite centrifugée pendant 10 minutes a une vitesse de 1500 rotation
/minute, aprés en gjout au culot 3 ml de PBS puis centrifugée, cette étape est répétée 3 fois
en gjoutant au dernier culot 3 ml de PBS dont on a prélevé 100ul dans un tube contenant
une quantité de 900ul de bleu de trypane, enfin une goutte de la solution obtenue est fixeé
sur une cellule de Ma assez afin de déterminer le nombre des splénocytes dont |e comptage
se fait sous un microscope photonique.
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2.5.2. I solement desthymocytes

Apres avoir réalisé I’ ouverture du plastron thoracique, le thymus est retiré a I’ aide
de deux pinces fines, I’ organe est ensuite déposé dans une boite de pétri contenant 3 ml de
PBS puis débarrasse de la graisse et enfin dilacérée sous une loupe binoculaire (Figure
22).

Figure 22 : Isolement des thymocytes.

La suspension cellulaire est filtrée dans un tube a I’aide d’une gaze fixée a un
entonnoir puis centrifugée pendent 10 minute a une vitesse de 15000 rotations /minute.

Le culot est remis en suspension dans 3 ml de PBS puis centrifugé pendent 10
minute a une vitesse similaire a la précédente, cette étape est répétée 2 fois et alafin le
culot est repris dans 3ml dont on récupere 100pl qui seront remis dans un tube avec 900pl
de bleu de trypane, enfin la numération des thymocytes est réalisée ains que le calcul du
pourcentage de viabilité de ce type cellulaire.

2.5.3. I solement des cellules du ganglion

Apres avoir isolée le ganglion lymphatique inguinal, ce dernier est déposé dans une
boite de pétri contenant 3 ml de PBS puis débarrasse de la graisse sous une loupe
binoculaire et est ensuite dilacéré (Figure 23), la procédure d’ obtention des lymphocytes
est identique a celle utilisé pour le cas des thymocytes.

E
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Figure 23 : Isolement des cellules du ganglion lymphatique.
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Il. Résultats et discussion

1. Variation du poids cor porel dessouris

Les résultats obtenus relatifs au poids des souris indiquent une légére
augmentation par rapport aux témoins avec : 27.50 + 0,54 g pour le lot traité et 26 +

0,20 g pour le lot témoin (Figure 24).

28,5
28 -

27,5 -

N
~
L

& Témoins
26,5 - .,
HTrates

Poids des souris (g)
o
—|

25,5 -

25 -

24,5 -

Figure 24 : Variation du poids corporel des souris.

Nos résultats concordent avec ceux signalés dans |’ éude de Bogdanov (2011)
qui révelent également une augmentation du poids corporel chez les nouveaux nés et
les enfants ayant recue des doses de la gelée royale et dont |’ age est compris entre 1

et 3ans.

2. Variation du nombre des macr ophages péritonéaux

Les résultats illustrés dans la figure 25 indiquent une élévation significative
du nombre des macrophages chez les souris traitées par rapport aux témoins avec des
valeurs respectives de 38,5 + 3,79 x 10° cellule /ul et 25,25 + 1,71 x10° cellule /ul.
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45

35 -
30 -
25 1 - 4 Témoins
20 - HTraités
15 -

10 -

Nombre des macrophages
péritoneaux x10° cell/pl

Figure 25 : Variation du nombre des macrophages péritonéaux.

Nos résultats sont en accord avec les congtatations de Majtan et a (2006) qui

ont démontré que les apalbomines contenues dans la gelée royale induisent une
stimulation des macrophages péritonéaux chez le model murin.
3. Effet dela geléeroyale sur le poids des organes lymphoides

Le poids des différents organes lymphoides enregistré chez les lots traitées et

témoins montre une différence entre les deux séries.

0,09
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 - HTémoins
0,03 - ETraités
0,02 -
0,01 -

0 4

Poids des organes lymphoides (g)

Rate Thymus Gonglion
lymphatique

Figure 26 : Variation du poids de larate, du thymus et du ganglion lymphatique.
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Concernant le poids de la rate, les résultats représentés dans la figure 26
illustrent une augmentation significative chez le lot traité avec la gelée royale par
rapport au lot témoin avec GR : 0,07 £ 0,01g et T : 0,05 + 0,02 g respectivement.

Pour ce qui est du thymus, une hausse du poids a été également notée entre la
série témoin (Figure 26) et traitée (T : 0,04 £0,01 g ; GR : 0,06 £ 0.01 g).

De méme pour la masse ganglionnaire, une élévation (Figure 26) du poids est
congtatée chez les souris traitées par rapport aux témoins (GR : 0,006 + 0,001 g; T :
0,0041 + 0,001 g).

De plus, les résultats obtenus révélent que I’ augmentation remarquable notée
pour le poids des organes lymphatique est plus prononcée pour la rate, notre constat
est en accord avec les études réalisées par Bogdanov (2011) ; Kurkure et al (2000)
qui affirment une augmentation significative du poids la rate et du thymus avec
I’ existence d’ une population lymphocytaire dense dans | es tissus concerné.

Par contre nos résultats s opposent avec ceux confirmés par Sver et al (1996)
qui a observé une hausse plus marquée du poids du ganglion lymphatique inguinale
ainsg gue le nombre des cellules au niveau de ce dernier. Cette différence est
probablement due a lavoie d administration de la gelée royale (vois orale) qui differe
de celle utilisée par cet auteur (a proximité du noaud lymphatique inguinale).

4. Effet de la gelée royale sur le nombre des splénocytes, thymocytes et les

cellules ganglionnaires

La variation du nombre des splénocytes, thymocytes et des cellules du
ganglion est compatible avec celle obtenue pour le poids des organes lymphatiques
(Figure 27).
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Figure 27 : Variation du nombre des splénocytes, thymocytes et des cellules

ganglionnaires.

Les résultats mentionnés dans la figure 27 révelent une remarquable
augmentation du nombre des splénocytes chez les souris traitées par la gelée royale
par rapport aux témoins (GR : 61+ 2,71 x 10°cell/L ; T : 42,75 + 2,22 x10° cell/L).

Une congatation similaire (Figure 27) est enregistrée pour les thymocytes
dont le nombre a augmenter significativement chez le lot traité comparativement au
lot témoin (GR : 58,5+ 1,29 x10° cell/L ; T : 39,5 +1,73 x 10°cell/L).

De maniére identique, les cellules ganglionnaires marquent un accroissement
(Figure 27) de leur nombre (GR: 39,25 +1,71 x 10° cell/L) par rapport au lot
témoin (T : 32,5 + 1,29 x 10° cell/L).

L’ augmentation du nombre des splénocytes, des thymocytes et des celules
ganglionnaire ains que le poids des organes lymphoides s expliquerait par le fait que
ces organes sont le siége de stockage et d’interactions entre les cellules immunitaires
gui migrent du sang vers ces organes sous |’ influence stimulante de la gelée royale.

De plus, il a é&é démontré que la gelée royale inhibe la réponse immunitaire
humorale et activée I'immunité & médiation cellulaire ce qui pourrait interpréter
I’augmentation des lymphocytes T qui sont originaires des thymocytes interprétant
ains |’augmentation du poids du thymus et sa population cellulaire (Sver et al .,
1996).
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5. Effet dela geléeroyale sur les cellules sanguines
5.1. Variation du taux des cellules lymphocytair es

D’aprés les résultats mentionnés dans la figure 28 on remarque que les
animaux traités par la gelée royale ont présenté une forte augmentation du taux des
lymphocytes par rapport aux souris non traités (GR: 72,02 + 3.14 % ; T : 67.57
2,11 %).

76

72 -

a

66 -

i Témoins

M traités

Taux des lymphocytes (%)

64 -
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Figure 28 : Variation du taux des lymphocytes.

En effet, le test de I’action de la gelée royale sur I'immunité a médiation
cellulaire chez des sujet humains a montrer une éévation considérable des
lymphocytes T dans le sang au bout de 21 jours du traitement alors que I’'immunité
humorale a exprimé une diminution évaluée par la mesure du taux des Ac sanguins
(Bogdanov, 2006).

5.2. Variation du taux des cellules monocytaires

La figure 29 représente la variation du taux des monocytes qui montre une
augmentation dans le sang chez les souris traitées par rapport aux témoins (GR :
15,62 £3,53 %) ; (T : 10,13 £2,65 %).
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Figure 29 : Variation du taux des monocytes.

Nos résultats sont appuies par ceux obtenus par Sver et al (1996) qui ont
souligné une augmentation du taux des cellules monocytaires circulantes chez des
souris aprés administration de la gelée royale, cette éévation provient de |’ acide 10-
HDA ains que certains protéines de la GR qui améliorent la réponse immunitaire a
meédiation cellulaire en stimulant la phagocytose par des cellules phagocytaires

mononucl éaires.

[1.5.3. Variation du taux des neutrophiles

Le résultat motionné dans la figure 30révele une baisse du taux des
neutrophiles chez les souris traitées par rapport aux témoins (GR : 16,51 +3,00 % ;
T : 22,31 £4,14 %). Ce résultat est compatible avec les résultats de I’ é&ude de Sver et
al (1996). Cette diminution peut étre due a la présence de certaines molécules
inhibitrices dans la gelée royale qui pourraient influencer la fonction sélective de la
production cellulaire dans la moelle osseuse. Ces molécules ayant un effet négatif sur
les cellules granulocytaires (neutrophiles) qui se manifeste par la réduction de leur
nombre dans le sang mais de ces derniere le mécanisme d action sur ce type

cellulaire n’ est pas encore élucidé (Mannoor et al., 2008).
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Figure 30 : Variation du taux des neutrophiles.

5.4. Variation du nombre desleucocytes

Les souris ayant subits un traitement par une dose de 6ul de gelée royale,
présentent une augmentation du nombre des leucocytes dans le sang (Figure 31) par
apport aux témoins (GR : 4,58 + 1,08x 10> cell/uL ; T : 3,71 + 0,47 x 10°cell/pL).

6

4 Témoins
HTraités

Nombre des leucocytes x103 /pl

Figure 31 : Variation du taux des leucocytes.

Notre résultats S homogeénise avec celui avancé par Sver et a (1996) qui a
affirmé que I'immunisation des souris traitées par la gelée royale pourrait étre
attribuée a |’ activation sélective des sous- ensembles leucocytaires.

De méme Kurume et a (2000) a évalué le réle immunomodulateur possible
de gelée royale administrée par voie orale chez les poussins, chez lequel un nombre
plus éléve de leucocytes sanguins totaux a été observé dans le groupe traité.

/
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Conclusion et perspectives

Dans notre présent travail nous avons tenté de contribuer a I’ é&ude de I’ effet de la
gelée royale sur le systéme immunitaire et les données obtenues montrent chez le modéle

animal une action stimulante notamment sur laréponse cellulaire.

Les résultats obtenus montrent une augmentation du nombre des splénocytes,
thymocytes et des cellules du ganglion lymphatique proportionnelle avec I’ éévation du
poids de la rate, du thymus et du ganglion lymphatique inguinale mais aussi une élévation
important du taux des macrophages péritonéaux dont I’ explication serait la migration des

monocytes du sang vers ces sites.

En outre un accroissement a été remarqué concernant les lymphocytes et les
monocytes circulants et cela peut étre du a |’ action stimulatrice sur ces cellules originaire

delageléeroyale.

Enfin, nos résultats ont montré que la gelée royale possede une activité
immunostimulant trés puissante in vitro et cela devrait confirmer la pertinence de cet
immunomodulateur potentiel dans I'amélioration des différentes fonctions immunitaires et

|arésistance aux maladies.

Nous somme toutefois convaincues que notre initiative mérite d’ ére approfondie et

ce par le développement des axes suivants :

Réaliser la purification des composants actifs de la gelée royale et déterminer avec

exactitude son action sur le systéme immunitaire.

Effectuer des tests immunologiques afin de mieux définir I effet de la gelée royale

sur laréponse immunitaire humorale.

Entreprendre des études sur I'activité thérapeutique de la gelée royale sur les

mal adies incurables telles que le cancer, les maladies auto-immunes et les allergies.

.






Résume

Le systéme immunitaire est un ensemble d’éléments qui interagissent entre eux de
facon coordonnée, hiérarchisée et intégrée dans I’ organisme pour assurer sa fonction qui est
I”élimination des substances étrangeres ou des agents infectieux auxquels il est exposé mais

auss ses propres constituants altéreés.

La gelée royale est un éément nutritionngl qui contient des molécules biol ogiquement
actives qui améliorent I'immunité de I|'organisme grace a leurs caractéristiques

immunol ogiques.

Dans notre approche, nous avons tenter de déterminer les effets de la gelée royale, qui
a été administrée par voie orale, sur les composants du systéme immunitaire et les résultats

obtenus affirment son effet immunomodulateur sur I'immunité.

Mots clés : Systeme immunitaire, Gelée royale, Immunomodul ateur.



Abstract

The immune system is a set of elements which interact between them in a coordinated
way, hierarchical and integrated in the organization to provide its function, which is the
elimination of the foreign substances or the infectious agents to which it is exposed but also

its own faded components.

The royal jelly is a nutritional element which contains biologically active molecules
that improve the organism immunity of the organization thanks to their immunological

characteristics.

In our approach, we tried to determine the effects of the royal jelly, which was
administrated by oral way on the components of the immune system and the cobtained results

affirm its immunomodulator effect on immunity.

Keywords: Immune system, royal Jelly, Immunomodulateur.
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Annexe

Solutions utilisées

Protocole de préparation de la solution du PBS:

L’ obtention de la solution de PBS nécessite une préparation préalable d’ une solution
d'HCl et d NaOH.

e Préparation du NaOH :

NaOH : 0.4q.
Eau digtillée: 100ml.

e Préparation d HCl :
HCl : 0,93ml.
Eau distillée: 90.7ml.

e Pour lasolution de PBS:

NacCl 9
Na; HPO, 1.099 sont dissous dans une 1L Eau distillée.
NaH, PO, 0.32g

Pour gjustée le pH de cette solution a 7.2, les solutions du NaOH et HCL sont

utilisées.
Protocole de préparation du bleu detrypan :

Mettre 0.2 g du bleu detrypan dans 100 ml d'eau distillée et agiter a I'aide d'un
agitateur magnétique puis filtrer ce mélange sur un papier whatman N'2.
Protocole de préparation de la solution delyse:

Mettre 0.83 g du NH4Cl dans 100 ml d’ eau distillée puis agiter al’ aide d’ un agitateur
magnétique et enfin filtrer ce mélange sur un papier whatman N'2.
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Résume

Le systéme immunitaire est un ensemble d’'éléments qui interagissent entre
eux de fagon coordonnée, hiérarchisée et intégrée dans I’ organisme pour assurer sa
fonction qui est I'dimination des substances étrangeres ou des agents infectieux
auxquelsil est exposé mais auss ses propres congtituants altérés.

La gelée royade est un éément nutritionnel qui contient des molécules
biologiquement actives qui améliorent I'immunité de I’organisme grace a leurs
caractéristigues immunol ogiques.

Dans notre approche, nous avons tenter de déterminer les effets de la gelée
royale, qui a é&é administrée par voie orale, sur les composants du systeme
immunitaire et les résultats obtenus affirment son effet immunomodulateur sur
I’immunité.

Mots clés : Systéme immunitaire, Gelée royale, Immunomodul ateur.
Abstract

The immune system is a set of elements which interact between them in a
coordinated way, hierarchical and integrated in the organization to provide its
function, which is the elimination of the foreign substances or the infectious agents to
which it is exposed but also its own faded components.

The royal jelly is a nutritiona element which contains biologically active
molecules that improve the organism immunity of the organization thanks to their
immunological characteristics.

In our approach, we tried to determine the effects of the royal jelly, which was
administrated by oral way on the components of the immune system and the
cobtained results affirm its immunomodulator effect onimmunity.

Keywords: Immune system, royal Jelly, Immunomodulateur.
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