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Introduction généidle

Introdunction générale

Le systémg immunitaire est un ¢lément essentiel 4 notre survie et notre meilleur systéme
de défense contre la maladie : il chasse les virus, lutte contre les bactéries, attaque les

champignons, tue les parasites ainsi que les cellules tumorales.

Pour lutter contre ces agressions, l'organisme dispose de plusieurs mécanismes de
protection lui permettant de reconnaitre et de tolérer ¢e qui lui appartient (le soi). de

reconnaiire et de rejeter ce qui lui st étranger ou celui qui 1'est devenu.

Pour cela, notre systéme immunitaire est constitué dun ensemble de cellules,
macrophages et granulocyies, acteurs de la réponse innée permettant une réponse rapide et
parfois efficace. Si egtte réponse ne l'est pas, I''mmunité spécifique entre en action ef entraing

la destruction des germes.

Cependant, cettg immunité peut &re affaiblie par plusieurs agressions, a cet effet, les
alcaloides considérés comme des immunostimulants, penvent étre utilisés pour améliorer cette
immunit¢ et la rendre plus efficace. Ce sont des molécules tres intéressantes du point de vie
biologique car certaines forment le principe actif de plusieurs extraits de plantes
anclennement utllisés comme meédicaments, comme polsons ou encore comme psychotropes.

Le terme alcaloide comprend maintenant toutes les molécules naturelles alcalines

extraites de plantes dont la structure contient au moins un atome d'azote.

Ces molécules magiques font partie d'un groupe distinct de métabolites secondaires: Vu
leurs proprigtés pharmacologiques variées, plus particuliérement immunologiques,
anti-tumorale, ant-inflammatoire, antimicrobienne, ils constituent un large champ de

recherches et d'investigations.

Afin d'améliorer notre connaissance de c¢es effets, nous nous sommes intéressées a
lé¢tude de l'effet des alcaloides exirail du khat (Catha edulis Forsk) sur le systéme

Immunitaire en essayant de comparer nos résultats avec ceuix des études anférieures.
Ce mémoire est divisé en deux parties:

La premiére pattie, se rapportera sur une synthése bibliographique consacrée :
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Introdhiction eénérale

- & définir les-alcaloides en tant que types de métabolites secondaires.
- a décrire le systéme immunitaire, ses composants et son fonctionnement.
- a donner quelques effers des alcaloides sur le sysiéme immunitaire,

La deuxiéme partie, se rapportera sur une étude expérimentale décrivant le matériel
utilisg, les méthodes suivies, discussion des résultats obtenus et enfin cetie partie est terminée

par uné conclusion et des perspectives.

(B
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Premiére partie

Synthése bibliographique
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Synthése hiblivgraphique Alcaloides en tant gue tvpes de Métabolites Secondaires

1. Alcaloides en tant que fypes de Métabalites Secondaires

1.1. Métabolites secondaires

Les organismes vivants sont composés de métabolites issus de leur métabolisme. 1l

existe deux types de métabolites, les métabolites primaires et les métabolites secondaires.

Les métabolites primaires sont des molécules orgamques qui s¢ tronvent dans toules les
cellules d*une plante pour y assurer sa survie, IIs sont classés en quatre grandes calégories -

les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques.

Les métabolites secondaires sont des molécules avant une répartition limitée dans
"organisme de la plante. Is y jouent différents réles, dant celui de moyen de défense conire

les agressions externes. Cependant, ils ne sant pas toujours néeessaires 4 Ja survie de la plante.

Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais ils sont produils en
faibles quantités. Ces moléoules marquent de maniére originale, une espéce, une familie ou un
genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. Les composés
phénoligues, les terpénoides. les stéruides el des vulposés azulés appelés alealotdes sonl des
exemples de métabolites secondaires ; ils ont de nombreuses applications pharmaceutiques

(Donatien, 2009).

1.2. Définition du terme alcaloide

Le termie alcaloide, d"alkali-like (aleali d*origine arabe qui signifie base), a été introduit
par Meisier au début du XIXeéme, en raison de leur caractére alealin. La définition admise des

alcaloides est celle dennée par Winterstein ef Trier en 1910 (Donatien, 2009).

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d'origine végétale),
hétérocyclique avee ["azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriéiés physiologigues prononcées méme & faibles doses

(Danatien, 2009).
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Svnihese bibliographigque Alealoides en tant que rvpes de Métabolites Secondaires

Quelques structures sonf relativement simples comme la Nicoting (Nicotiana tabacigm),
tandis gne d’autres sont tout & fait complexes comme la Solanine (Solanmum tuberosum)
(Fig.1).

Fig.1 : Structures chimiques de : (a) Solanine, (b) Nicotine (Mauro, 2006).

Depuis I"identification du premier alcaloide - 4 savoir la morphine - (Fig.2) 4 partir de
1'opium en 1800, plus de dix mille alcalofdes ont &t isolés des plantes (Mauro, 2006).

papaver somniferum

Fig.2 : Structure chimique de la morphine (Danoun, 2010},

Les alcaloides sont essentiellement extraits des plantes, mais on les trouve également

chez quelques animaux comme les fourmis et les grenouilles (Mauro, 2006).

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon
Pespece, ils s’acenmulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou
dans les fruits (Mauro, 2006). Ci-dessous quelques molécules d alcaloides isolés & partir des
plantes(Fig,3) :
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Syathése bibliographique Alcalaides en tant que types de Métabolites Secondaires

1.3. Structure et Classification des alcaloides

On estime qu'il y a plus de 10 000 alcaloides différents déja isolés (ou détectés) a
partir de sources différentes.

Proposer une classification pour les alcaloides est une téche difficile, en raison du
grand nombre de composés connus et surtout @ cause de la diversité strncturale (Mauro,

2006). Plusieurs types de classifications d"alcaloides ont été proposées jusqu’a ce jour :

- Selon leur provenance. de 1’animal, de la plante ou de 1’espéce fongique duquel ils
étaient originaires. Néanmoins cette classification reste difficile et longue 4 entreprendre
(Bouclé, 2010),

~ Selon leurs structures chimiques (ils sont divisés en groupes : Mescaling, Pyrrole,
Pyrrolidine, Pyrrolizidine, Pyridine, Piperidine, Tropane, Quinoline, Isoquinoline, Indole,
Indolizidine; Quinolizidine, Purine, Imidazole),

- Selon leurs voies biosynthétiques, ils peuvent étre divisés en trois types :

= Alcaloides wviais (dériveni Alacides aminés ef Patome d’azote est inclus dans un

systéme hétérocyclique),

—Proto-alcaloides (dérivent d acides aminés mais I"atome d'azote n est pas inclus dans

un hétérocycele).

=»Pseudo-alcaloides (me sont pas dérivés d’acides aminés, ils peuvent cependant &tre
indirectement liés 4 la voie des acides aminés. Ils peuvent aussi résulter d’amination sur des

intermédiaires aldshydes ou cétones) (Aniszewski, 2007).

Une fagon raisonnable est alors de classer les alcaloides ¢n groupes, selon lewr
précurseur biosynthétique, méme s’il existe un grand nombre d’alcaloides qui n’ont pas

foreément un acide aminé comme préeurseur (Tab. 1) (Mauro, 2006).
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Tab.1 . Quelques types d’alcaloides et leur précurseur acide aminé (IMauro, 2006).

Acide aming

Type d'alcaloide

Pymehdines. pyrrolizdines, tropannes

Pipéndines, quinolizdines, indolizidines

Alealoides du type éphédnne, isoqunolémes

Indoles
Quunolétnes, quinazolies, acridines
Aeide unthranilique ]
2 COOH
X | Pyndimes
N
Acule mcormgue
7 R o
o Iidazoles
Histidine
Via aminations Alcaloides terpéniques ¢t stéroidiens
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L.3.1. Alcaloides dérivés de I'ornithine

Dans ce groupe, les pyrrolizidines (la rétronécine isolée de Semecio jacobaea et la
senécionine isolée de Helioiropium) et les tropannes (La cocaine isolée de Erythroxylum coca,
Atropine de Atvopa belladonna et Hyoscyamine de Hyoscyamus niger) sont les plus

importants (Fig.5).

Fig,5 ' Structure chimique de : (a) Réwonécine, (b) Cocaine (Mauro, 2006).
1.3.2. Alcaloides dérivés de la iysine

Dans ce groupe nous frouvons les composés pipéridiniques (lobéline isolée de Lobelia
mflata), quinolizidiniques (Spareine isolée de Cwisus scoparius) et indolizidiniques

(Castanospermine isolée de Custanvspernn australe) (Fig.ﬁ').

Fig.6 . Structure chimique de : (a) Lobéline, (b) Spartsine

et (¢) Castanospermine (Mauro, 2006),
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1.3.5. Alcaleides dérivés de I’acide anthranilique

L’acide anthranilique confribue 4 1’élaboration de quinazolines; des quinoléines et
¢galement des acridines. Pour donner quelques exemples dans ce groupe, nous pouvons citer |

Fébrifugine (Dichroa febrifuga) et Acronycine (Acronychia baueri) (Fig.9).

(a)

Fig.9 : Structure chimique de - (a) Fébrifogine, (b) Acronycine (Mauro, 2006).
1.3.6. Alcaloides dérivés de )'acide nicotinique

Les composés de cette série comportent une struciire pvridine centrale et se trouvent
principalement dans les fewilles du tabac. Los roprésentants majeurs sont : la nicoting

(Nicotiana tabacum) et 1’anabasine (Nicoriana glaed) (Fig.10).

Fig.10 : Structure chimique de : (a) Nicotine, (b) Anabasine (Mauro, 2006),
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1.3.7. Alecaloides dérivés de Phistidine

L histidine comporte un motif imidazale et il est done probable que cet aminoacide soit
le précurseur des imidazoles natwels Mais peu d’évidences confirment de fagon définitive
cette hypothése. Un composé de ce groupe, important dans le domaine médical, est la
pilocarpine (Pilocarpus pennatifolius), vtilisée en ophtalmologie dans le traitement du
glaucome (Fig.11).

..'I'“

~ 0O

Fig.11 : Structure chimique de Pilocarpine (Mauro, 2006).
1.3.8. Alcaloides produits 3 partir de véactions d’aminatien

Les alcaloides ferpéniques et les alcaloides stéroidiens entrent dans cette catégorie. La
solasodine isolée de Solanum laciniatum, et la bufaline isolée d’une grenouille (Fig,12), sont
inféressants d’im point de vie: pharmacologique, en raison de leurs propriétés anticancéreuses.

La bufaline est active contre la lencémic, Tea tymenre hépatiques ef le cancer Jde la prostate,

Fig.12 : Structure chimique de : (a) Solasodine, (b) Bufaline (Mauro, 2006),
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1.4. Nomenclature des alecaloides

Commne la plupart des molécules naturelles, les alcaloides pourraient étre nommeés par la
nomenclature systématique UICPA (Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée) de
fagon préeise, mais cela donnerait souvent des noms trés camplexes, par gxemple la morphine
= [(5. 6)-7.8-didehydro- 4,5-epoxy-17-methyimorphinan-3.6-diol], 1a nicotine * [3-[(28)-1-
methylpyrrolidin-2-yi| pyridine].

De fagon plus pratique, la plupart des noms donnés aux alealoides proviennent de la
plante de laquelle ils onf i€ extraits, par exemple : la kopsine (plante kopsia fruticosa), la
papavéring (plante papaver) ou 1’atropine (plante atropia belladomd). Lorsque plusieurs
alcaloides sont extraits de la méme plante, ces molécules portent la méme racine de nom_ avec
un suffixe différent comme :-ing, -idine, -anine.-inine, ete. En ce qui concemne les alcalotdes
synthétiques sont de structures simples, alors la nomenclature UICPA est utilisée (Hess,
2002),

L.5. Propriétés physico-chimiques et biologiques des alealoides
1.5.1. Propriétés physico-chimigues

I.a masse molecnlaire des alealowdes esi pénéralement faible et depasse rarement
1000Da Ta plupart sont das solides eristallisés Quelques-uns se présentent sous forme de
liquides volatils & la température ordinaire (nicotine, coniine, mescaline), mais leurs sels sont
cristallisés. Les alcaloides sont, en général, insolubles dans 'eau mais solubles dans les
solvants « organiques » (aleools, acétone, chloroformie, oxyde d’éthyle, etc.), tandis que leurs

sels onf des caractéres deé solubilité inverses.

La couleur dépend du spectre d absoiption de la lTumiére 1ié 2 la structure maléculaire
beaucoup absorbent les rayonmements dans le proche ultraviolet (U.V.) ét, dans certains cas,
cette absorption déborde sur le spectre visible, d’ou une coloration jaune & orangé (berbérine.

ellipticine), voire rouge (sanguinaring).

L'existence datomes de carbone asymétriques dans leur structure confére a la plupart
des alcaloides un pouvoir rotatoire, parfois élevé et caractéristique, par déviation du plan de la

lumiére polarisée.
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La plupart des alcaloides sont basiques, ¢'est-a-dire qu’ils peuvent fixer un proton (ion
H+) sur un atome d’azote. Cette propriété est @ ’origine de la formation des sels avee les
acides (chlorydrate ou suifate) Elle est mesurée par la coustante de dissoeiation apparente
(pKa) dans un solvant approprié (eau, méthylcellosolve), caractéristique intéressante
connaifre pour |"extraction et le fractionnement des alealoides dune plante (Catier & Roux,
2007).

L.5.2, Propriéiés biologiques

Les alcaloides sont des composés nécessaires pour 1" activité de cellules et la réalisation
de code de génes dans le génotype, Is onf un eifet sur Jes connections entre les pénes,
enzymes et protéines dans |’organisme. Les alcaloides sont biologiguement significatifs ;

stimulateurs, inhibiteurs actifs de croissance, et régulateurs de sécurité endogene,

Iis onl des propriétés antimicrobiennes et antiparasitaires. D ailleurs, ils jouent un réle

trés important dans le systéme immunitaire des animaux et des plantes.

Des études récentes ont moniré que les alcaloides ne sont pas toxiques aux organismes
qui les produisent, cette bio-toxicité est dirigée seulement contre les organismes éirangers,
elle est sélective et dépend de différents organismes &t de la structure chimique des alcaloides

EUX-MEMmes,

Les alcaloides individuels ne jouent pas un seul role. Le méme dlcaloide dans la m&me
cellule avec des condifions différentes, est capable de changer sa structure et de ce fait son

activité biologique.

Le métabolisme d’alcaloides est génétiquement eodé, jusqu’ici plus de 30 génes codant
pour les enzymes mmpliquées dans la synthése d’alcaloide ont ét¢ identifiés (Aniszewski,
2007).

1.6. Alcaloides et plantes médicinales

Tusgu’iei, plus de 100 000 structures différentes de métabolites secondaires ont été
découvertes 3 partir de plantes. Les mieux étudiés sonf les alealoides, avec un nonibre total de

21120 trouveés chez les monocotylédones, dicotylédones et de gymnospermes (ils sont

14
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principalement exiraits des plantes fleurissantes) (Mauro, 2006). Plus de 12 000 alcaloides ont

éteé structurellement caractérisés.

Les alcaloides s’accumulent en environ 20 % de toutes les espéees des plantes et ont
attiré beaucoup d'intérét due A leurs fortes propriéiés physiologiques permettant leur
utilisation comme pharmaceutiques ou pesticides (Hikkinen, 2008), lls sont extraits de
plantes médicinales qui appartiennent principalement a4 quatre familles botaniques : les
Papavéracées (pavots, coquelicots), les Papilionacés (fabacées ou ¢ Iéguminenses »), les
Renonculacées (Aconii, Helléhore) et les Solanacées (belladone, jusquiame),

Les plantes les plus commues en thérapeutique ef toxicologie sont principalement le
Belladone, datura, jusquiame, quinquina, coquelicot. Pervenche de Madagascar (Fig.13),
pavot, cigiie, piment, fumeferre, colchique, caféier, théier. . . (Vernex, 2011).

Cinchonn afficinatis  Catharanthus rossus

Fig.13 : Principales plantes médicinales 2 alcaloides (Iserin. 2001).

Parmi les principaux travaux ayant conduit & I'exiraction et purification des alcaloides &
partir des plantes, nous citerons le principal reméde contre la douleur, la morphine extraite du
pavot (Papaver sommiferum) et celui utilisé contre le paludisme, la quinine extraite des

quinquinas (Cinchona spp.).
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Ces sucees ont incité les scientifiqgues au XXe siécle 4 chercher et étudier les substances
naturglles 4 partir de plantes médicinales ou vénéneuses qui ont abouti a I’isolement de grande
classe d’anficancéreux telle que la vinblastine extraite de la Pervenche de Madagascar

(Catharanthus rosens) (Bruneton, 1993).
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2. Généralité sur le systéme immunitaire

Le systéme tmmunitaire est I'un des grands systémes physiologiques des vertébrés. Ii
Jjoue un réle de défense important contre les agents agresseurs externes (molécules diverses,

bactéries, virus, parasites) ou internes (cellules cancéreuses) et entraine leur élimination.

2.1, Notions du "soi" et du "non-soi"

Normalement, I'action défensive du systéme immunitaire ne peui s'exercer vis-a-vis des
propres constituants de I'organisme auquel ils appartiennent. L'une de ses caractéristiques est,
préecisément, d'étre capable de reconnaitre spécifiquement un nombre pratiquement infini de
molécules différentes (antigénes), tout en faisant une distinction entre celles qui appartiennent
a l'organisme qu'il protége (antigénes du « soi ») et celles qui sont étrangéres 4 ce méme
organisme (antigénes du « non-soi »). Toute transgression 4 cette régle de reconnaissance du

«¢ s0i » entraine des manifestations pathologiques (maladies auto-immunes par exemple).

Il existe a la surface de toutes les cellules de l'organisme, des macromolécules
speetliques jovant e eble de muryueurs auligenigues du o sei o, Lew cusemble conslilue une
carte d'identité biologique propre 4 chague mdividu au sein d'une espece donnée. Exemple :
antigénes des groupas sanguins humaing | meléenles d'histoeompatibilitg codées par le
systéme HLA. Tres t6t au cours de son développement, le systéme immunitaire apprend a ne

pas réagir contre ces molécules du soi (Canu & Petter, 2001).
2.1.1. Systéme HLA (complexe majeur d'histocompatibilité humain)

Le systeme HLA (human leucocyte andigen), un ensemible important de genes, codant
des molécules glycoprotéiques (antigenes d'histocompatibilité), présentes 4 la surface des

cellules et impliquées dans les rejets de greffe.

Le systéme HLA est situé sur le chromosome 6 ; les génes (et les molécules qu'ils
codent) portent le nom do locus qu'ils occupent (A, B, C et D) (Fig.14). Seuls les génes A, B,
D et les molécules qu'ils codent, font ['objet d'un typage lors d'une greffe. Les molécules HLA

ont les fonctions sulvantes :
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- Elles définissent l'identité biologique d'un individu : exprimées a la surface des cellules
de lV'organisme, elles sout reconnues comme « soi » par le systéme immunitaire de cet

individu.

- Un rdle important dans la reconnaissance de l'antigéne par les lymphocytes T : au
cours de la phagocytose, de petits peptides provenant de l'agent infectisux s'associent aux
molécules HLA exprimées 4 la surface des macrophages. L'ensemble "molécule HLA-peptide
antigénique” est reconnu comime < non-soi » par les différents lymphocytes T de 'organisme,

et une réponse Immunitaire specifique se produit.

Les molécules HLA de classe T sont exprimées a la surface de toutes les cellules de
l'organisme ; au cours des infections 4 des agents intracellulaires, elles s'associent 4 un peptide
d'origine virale ou bactérienne. Les molécules HLA de classe II ont une expression plus
réduife : on les trouve surtout & la surface des pbagocytes jouant le réle de eellules

presentatrices d'antigéne, commne les macrophages (Canu & Petter, 2001).
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Fig.14 : Structure du CMH T et IT et les génes quiils codent (Parham, 2003).

2.2. Composants du systéme immunitaire
2,2.1, Cellules de la lignée myéloide et de la lignée lymphoide

Les leucocytes sont issus de la multiplication puis de la différenciation de cellules
souches multipotentes au cours d'un processis appelé hématopoigse. Cette production des
leucocytes se fait autour de deux grands axes générés par demx cellules progénitrices
directenent issues de la différenciation de la cellule souche hématopoiétiques :

- le progenitenr lymphoide commun (CLP), génére la lignée lymphoide ;
- le progeniteur myéloide commun (CMP), génére [a lignée mysloide.

18
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2.2.1.1. Cellnles de la lignée myéloide

Cette lignée. issue du CMP (le progéniteur myeloide commun), fournit la majorité des cellules

du systéme mmmumitaire immé, elle eomprend &
a) Lignée monocytaire

Les monocytes (Fig.15) représentent 3 4 10 % des globules blancs. Leurs demi-vie dans
le sang est d'une dizaine dheures, ils migrent énsuite dans les fissus en se différenciant en

deux types cellulaires distinets :

- Macrophages : ce sont de grosses cellules aux confours tres irréguliers ménagés par de
nombrenx pseudopodes (Fig.13). Les macrophages sont activés par de nombreuses molécules
miecrobiennes car ils possedent de nombreus PRR (récepteurs reconnaissant des motifs) et

réceptenrs aux opsonines (récepteurs pour la portion Fe : RF¢ et récepteurs aux compléments -

coopération avec les lymphocytes T helper (Th), les conduif vers un état superactive,
notamment sous l'effet de linterféron y (IFN-y). Les fonctions immunitaites majeures des
macrophages sont : la phagocytose, la sécrétion de cytokines et présentation de I'antigéng aux

lymphocytes.

- Cellutes dendritigues | ces cellules sont presentes dans toug les tissus de 'organisme a
l'exception du cerveau ef constituent de 0.2 4 2 % de leur masse cellulaire, Elles onf la
particularité de posséder de nombreux prolengements de leur membrane plasmique (Fig,15).
La fonction principale de toute cellule est de metite en route la réponse immunitaire
adaptative par leur capacité a reconnaitre et capter efficacement les micro-organismes. Elles
constituent alors les principales cellules présentatrices de l'antigéne (Espinosa & Chillet,
2006).

Fig.15 : Cellules immunitaires de la lignée monocytaire (Parham, 2003).
19
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b) Lignée granulocytaire
On distmgue 3 types cellulaires de cette lignée :

- Grannlocytes neutrophiles : ces cellules sont les plus nombrenses do sang. Leur demi-
vie dans le sang est assez courte (moins de 24 heures). Elles entrent massivement dans les
tissus lors de la réponse inflammatoire, et sont les premiéres 4 &fre recrutées dans les tissus
infectés. Les granules des neutrophiles contiennent de nombréuses enzymes et molécules

antimicrobiennes (Fig.16).

- Granulocytes hasaphiles : ces cellules circulent dans le sang et représentent moins de
1% des globules blancs. Elles sont les plus petits des granulocytes (environ 10 4 12 pm)
(Fig.16). Leur contenu, tiche en histamine, est déversé dans les tissus notamment lors des

réactions allergiques.

~ Granuiocytes éosinophiles : ces cellules circulent 6:3 8 heures dans le sang. La fonetion

principale de ces cellules est la lutte antiparasitaire (Fig.16) (Espinosa & Chillet, 2006).
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Fig.16 : Cellules immunitaires de la lignée granulocytaire (Parham, 2003),
¢) Mastocytes

Les mastocytes sont des cellples tissulaires, d'aspect mononuclée, dont le cytoplasme
contient des granules séerétoires (Fig.17). Is sont distribués dans tout l'organisme,
notammeni au niveau des muqueuses. Les mastocyies sont caractérisés par l'expression du
récepteur de haute affinité pour la partie Fo des IgE (RFeel). Ces cellules sont impliquées
dans la réaction inflammatoire, les défenses antimicrobiennes mais zussi dans les

manifestations allergiques (Espinosa & Chillet, 2006).

20
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Fig.17 : Mastocytes (Parham, 2003).
2.2.1.2. Cellules de la lignée lymphoide

Par definition, les cellules de la lignée lymphoide dérivent du précurseur : le CLP
(progéniteur lymphoide commun). Ces cellules sont présentes essentiellement dans le systéme

lymphatique. Les trois grandes classes de lymphocytes sont

- Lymphocytes T : ces cellules finissent leur maturation dans le thymus. Chague cellule
est caractérisée par |'expression d'un récepteur pour l'antigéne clest le TCR (Fig.18), qui lui
est propre et lui confére une spécificité vis-a-vis d'un antigéne donné. Selon I'expression de

récepteurs caractéristiques, on distingue : les lymphocytes TCD4 ™ et CD8”.

T ravendonctitery e oSt

Fig.18 : Récepteur des celhules T (TCR) (Parham, 2003),

- Lymphecytes B : la maturation de ces cellules a lieu dans Ia moelle osseuse. Chaque
cellule est caractérisée par l'expression d'un récepteur pour l'antigéne clest le BCR (Fig.19),
qu:i lui est propre ef lui confere une spécificité vis-a-vis d'un antigéne donné. Ce récepreur est
une immunoglobuline M membranaire. Les lymphocytes B se différencient, au cours de la

réponse immunifaire adaptative humorale, en plasmocytes sécrétant lesanticorps (Fig.19).

21
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Fig.19 : Récepteur des cellules B (BCR) et plasmocytes (Parham, 2003).

- Cellules NK (Natural Kiiler) (Tig.20) : ces cellules circulent en permanence dans le
sang et représentent en moyénne 15 % des lymphocytes sanguins. Leur demi-vie est d'une
dizaine de jours. Les cellules NK sont des cellules cytotoxiques spécialisées dans la lyse des
cellules tumorales ou infectées par des virus. Les NK font partie de ['immunité innée mais
interviennent aussi dans l'immunit¢ spéeifique par le phénoméne de la cytotoxicité 3
mediation cellulaire dépendante de I'anticorps (ADCC) (Espinosa & Chillet, 2006).

I T |

Fig.20 : Cellules NK (Parham, 2003).
2.2.2. Organes primaires et secondaires
2.2.2.1. Organes lymphoides primaires

Les organes lymphoides primaires assurent la production de toutes les lignées cellulaires

du systéme immunitaire et notamment des lymphaocytés matures. La moelle osscuse et le

thywus sont les deux organes lymphoides primaires chez 'homme adulte (Fig.21). La moelle
osseuse produit toutes les cellules du systéme immunitaire et assure la maturation des

Iymphoeytes B. La maturation des lymphocytes T est assurée par le thymus.
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2.2.2.2. Organes lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires constituent des sites ol se déroule la réponse
immunitaire adaptative. Les lymphaocytes matures issus des organes lymphoides primaires y
recirculent en permanence dans l'atténte d'une éventuelle rencontrs avee ['antigéne.

Il s'agit des trés nombreux ganglions siiués sur le trajet de la lymphe, de la rate, des
amygdales et d'autres formations moins bien structurées, telles que les plaques de Peyer de
lintestin (Fig.21). Les lymphocytes B et T peuvent recirculer en permanence entre les
différents organes lymphoides secondaires via la lymphe et le sang (Espinosa & Chillet,
2008).
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Fig.21 : Organes primaires et secondaires (Parham, 2003).
2.3. Immunité innée (ou non spécifique)
C'est I'un des deux processus de résistance (avec ''mmunité spéeifique) dont dispose
l'organisme pour se défendre contre ses différents agresseurs. L'immunité non spéeifique

intervient sponfanément et immédiatement, car elle ne nécessite aucune TECONNAISSAnce <«
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non-soi »- pour se metire en place. Différents facteurs mécaniques, chimiques physiclogiques,
cellulaires (phagocytes), ¢t sériques (complément) contribuent 4 I'mmunité non spéeifique.
Tous ces factenrs participent & la réaction inflammatoire, qui ¢st 'expression de |'immunité

non spécifique.
2.3.L. Facteurs mécaniques, chimiques et physiologiques
2.3.1.1. Facteurs mécaniques ; Barriére cutannéo-muquense et différentes sécrétions

- La peau saine, grice 4 ses nombreuses couches cellulaires, est infranchissable par la
grande majorité de bactéries. Une blessure, une plaie, des briilures profondes ou étendues

dunminuent sen efficacité protecirice et favarisent la pénéfration des agents infectieux.

- Les muqueuses, constituées d'une seule assise de cellules, sont beaucoup plus fragiles :
giles

de plus, elles représentent, en raison de limportance de leur superficie, une porte dentrée
P p p p

fréquente pour les micro-organismes.

- La salive, les larmes, I'uring ou le mucus recouvrant les cellules épithéliales et balayé
sans arrét par le mouvement des cellules cilides (au niveau de l'arbre bronchique par

exemple), aident 4 I'élimination des germes de Ia surface des différentes muquenses.
24,1, Pactears chimigues

Le pH acide de l'estomac ou de la muqueunse vaginale empéchent leur colonisation par
les micro-organismes. La présence d'acides gras organiques toxigues pour les bactéries.
d'enzymes (tels que le lysozyme), dans diverses séerétions (sébacées, salivaires), compléte la

défense locale de la peau et des muqueuses.
2.3.1.3. Facteurs physiologiques

- Les tres jeunes enfants (moins de 3 ans) ou les sujets trés 4gés (plus de 75 ans) ont une

immurité non spécifique moins efficace ¢t sont done plus sensibles aux infections.

- L'équilibre hormonal influe sur la réponse non spécifique : une augmentation de
synthése dhormones stéroides diminue la réponse inflammatoire ef la résistance aux
infections. Clest pourquoi les sujeis traités par les corticoides sunt plus susceptibles aux
nfections.
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- La malnutrition diminue I'efficacité du systdme immunitaire. Clest la raison pour
laquelle des maladies infantiles sans gravité dans les pays industrialisés, sonf 3 l'origine d'une

mortalité trés élevée dans les pays én voié de développement (tougeole par exemple).

- La température normale du corps humain (37°C) inhibe la croissance de nombreuses
bactéries (en particulier eelles de l'environnement) ; de méme, I'élévation de température
accompagnant les etats infectieux, due 3 l'action de 1'IL-1 sur Iiypothalamus, limite la
multiplication des germes pathogénes (leur température opiimale de croissance étant de 37°C)
(Canu & Peter, 2001).

2.3.2. Facteurs cellulaires

La phagocytose est un élément importanf de limmunité non spécifique. On appelle
phagocytose le processus par lequel des particules (bactéries, moléeules diverses) sont

ingérées et détruites par une cellule,

Les phagocytes sont les cellules spécialisées dans la phagocyiose, les plus importants
sont les polynucléaires neutrophiles, les monocytes el les macrophages qui ont les propriétés

suivantes :

- Mobilité : elles peuvent quitter les capillaires sanguins et migrer dans les tissus aprés
avoir traversé l'endothélium vaseulaire, en sinfiltrant entre les cellules endothslinles. Cest Ta

diapédése, favorisée par |3 réaction inflammatoire.

- Chimiotactisme : le déplacement et la migration des phagoeytes sont orentés par des
substances chimiques appelées substances chimiotactiques. Ces substances proviennent du
sérum (dérivés do complément), des bactéries (lipopolysaccharide des germes Gram négatifs)

ou des cellules lésées.

- Phagocytose . elle se produit en plusieurs étapes : adhérence du phagocyte & sa paroi,

mgestion, digestion et expulsion des déchets hors de la cellule (Canu & Peter, 2001)

Les cellules NK assurent une défense précoce contre certaines infections intracellulaires,
et participent a4 la défense non spécifique antivirale ¢t anti-tumorale de l'organisme. Leur
action cytotoxique est augmentée par ['TFN a, B, TL-2 ef IL-12,

I
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2.3.2. Systéme du complément

On appelle systéme du complément un groupe d'une vingtaine de proiéines présenfes
sous forme inactive dans le sérum nermal; en dehors de foute immunisation. Les composants
majeurs sont désignés par la lettre C suivie d'un chiffre (indiquant I'ordre dans lequel ils ont

été découverts). Il s'agit des composants C1 a4 C9.

Sous l'influence des signaux de nature variable (présence de complexes Ag-Ac, de
produits bactériens), les protéines sémqgues inactives dn systéme du complément
interréagissent entre elles e donnent naissance 4 des composés actifs participant 4 la réaction

inflammatoire.

= Certains d'entre eux (anaphylotoxines) agissent sur les mastocytes et les basophiles,

qui libérent de I'histamine & propriétés vasodilatatrices.

- D'autres sont de puissants agents chimiotactiques et aftirent les phagocyies vers le

foyer inflammatoire,

- Un composé résultant de I'activation du C3, le C3b, est mne opsonine : il se fixe 4 la
surface des micro-organismes. Les phagocytes, grice 4 des réceptéurs membranaires
spécifiques, viennent se fixer sur le C3b recouvrant les bactéries. Les deux types de cellules

adhérentes fortement ['un i Vantre, ef la phagocytose s'en trouve facilitée.
phagocy!

- Enfin le complément permet Ja destruction des cellules étrangéres par lyse. Elle résulte
de la formation d'un complexe maléculaire (constitué par I'association des composés C3b, 6,
7,8 et 9) 4 la surface de la cellule. Ce complexe crée de multiples perforations 4 travers la
membrane cellulaire, ce qui entraine la fife extracellulaire du contenu cytoplasmique et la

mort de la cellule (Canu & Peter, 2001).
2,3,3. Réaction inflammatoire

Clest la réaction tissulaire qui se produit lors d'une infection, d'une blessure, d'une lésion
mécanique ou chimigue, d'une irritation chronique ot lors de tout antre type d'agression.. Elle
est non spéceifique de l'agresseur, se développe dans le tissu conjonctif et mobilise les cellules

du comparfiment vasculaire,
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De nombreux médiateurs, de natwe trés variée (produits provenant de l'activation du
complément, histamine, cytokines d'origine mono maerophagique) interviennent dans la
réaction inflammatoire. Les guatre symptGmes caraciéristiques de la réaction inflammatoire

sont : rougeur, chaleur. douleur et tuméfaction.

2.3.3.1. Déronlement

La réaction inflammatoire débute par une vasodilatation des capillaires sanguins locaux
(d'oui la rongeur et la chaleur) et une augmentation de leur perméabilité avec passage de
liquide du systéme circulatoire vers les tissus (d'oti la tuméfaction). La douleur provient des

Iésions subies par les neurones sensitifs locaux.

La vasodilatation, en e¢ntminani un ralentissement du débil sanguin, favorise Ia
diapédése des phagocytes (tiaversée des parois vasculaires, au nivean des jonctions des
cellules endothéliales) et leur migration vers 1e fover inflammatoire. Les premiéres cellules 4
y parvenir sont les polynucléaires, suivis plus tard par les macrophages. Des substances
chimiotactiques élaborées localement par les cellules lésées, les orientent vers le foyer
inflammatoire.

2.33.2. Riles de Ia réaction inflammatoire
Elle joue 4 la fois un role bénéfique et un rdle néfaste :

= son role bénéfique est dii au fait que la réaction inflammaioire agit comme un signal
d'alerte permettant 4 'organisme de mobiliser trés rapidement les cellules phagocyiaires. Elles
détruisent rapidement les bactéries éventuellement présentes au nivean de la lésion et
empéche ainsi leur dissémination et I'extension de I'infection. Elles diminent également les

cellules [ésées et préparent le processus de cicatrisation.

- l'aspect néfaste se traduit par une destruction tissulaire locale. L'expulsion dans le
milien extracellulaire du continu trés acide et riche en enzymes des vacuoles de digestion
formation de "pus" et d'une Iésion tissulaire plus 6u moins importante, pouvant aller jusqu'a Ia
néerose: La guérison se traduit par 'élimmation de I'agent agresseur, ¢t la réparation des tissus
[ésés (par cicairisation, 4 laquelle participent les fibroblastes) (Canu & Peter. 2001).
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2.4, Immunité adaptative (ou spécifique)

Elle compléte V'action protectrice de 1'immunité non spécifique. Eile se met en place
aprés ['mmunité non spéeifique, car elle fait intervenir les lymphocytes B et T, dont le
recrutement, la maltiplication et la différenciation nécessitent quelques jours entre la
pénetration de l'agresseur et |'apparition des premiers anticorps ou lymphocytes T effecteurs
spécifiques. 1l existe 2 types dimmunité spécifique : [mmunité humorale et immunité

médiation cellulaire,
2.4.1. Immunité humorale et production des anticorps

L'immunité humorale spéeifique est due a la synthése d'anticorps réagissant seulement

avec l'antigéne ayant provoqué leur formation.
2:4.1.1. Caractéristiques générales des immunoglobulines

Les Ac (ou immunoglebulines) sont des protéines syothéfisées par un animal en
réponse a la présence d'une substance étrangére. Ils sont seerétés par les plasmocvies qui

dénvent des lymphocytes B.

Clane puantéines solyliliey sonl dey Cléuwenis de reconnalssance de 1a réporte immunitaire
humorale, Une macromolécule étranggre capable de provoquer la formation dun Ac est
appelée antigéne (ou immunogene). I o'y a pas d'affinité spécifique dun Ac pour un Ag
macromoléculaire dans son ensemble mais pour un site particulier de celui-ci appelé
déterminant antigénique (ou épitope). Les Ig sont des glycoprotéines dont la structure

primaire est conservée du coté C terminal ef variable du coté N-terminal,

Sur le protéinogramme du sérum sanguin, elles correspondent au pic des
Gammaglobulines. On en déerit cing classes dans le sérum de I'adulte sain ( Fig.22) :

- Igls . environ 80% des Ig sériques. Les [gG ont une demi-vie de 27 jours avec un

taux sériques de 82 12 g/l.

- IgA - elle constitue 10 4 15% des Ig sériques mais prédominent largement dans les
secréfions ot elles jouent un rdle primordial dans les défenses de l'organisme contre les

agressions externes. La demi-vie est de 8 jours dvec un taux sérique de 1 4 4 g/l.
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- IgM : constituée de 5 sous-unités, I'lgM est 1a premiére Ig qui apparait au cours de la
réponse immunitaire ef aussi la premiére qui est produite par le nouveau-né, Le taux sérique
estde 0,84 1.2g/l.

- IgE : malgré leur faible concentration dans le sérum (0,15 a 0,5mg), les [gE jouent

un rdle considérable en immumo-pathologie.

- IgD : bien que leur réle reste mal compris, les IgD représentent par ailleurs I'une des
denx classes majeures des Ig de membrane sur les cellules B. Le taux sérique est de 0.2 4
(),25g/1 (Fofana, 2004).

VYYYY

Fig.22 : Organisation structurale des immunoglobulines (Parham, 2003),
2.4:1.2. Réle des lymphocytes T dans 1a production des anticorps

90 % des antigéues dits thymo-dépendants, n'eontrainent la formation d'anticorps
quiaprés coopération des lymphocytes B avec des lymphocytes T “auxiliaires” ou
lymphocytes CD4",

Ces lymphocytes T CD4", reconnaissent le motif antigénique associé aux molécules
CMH IT 4 la surface des macrophages, grace 4 un récepteur spécifique bicaténaire de striicture

complémentaire appelé TCR (T cell receptor),

Le TCR transmet un signal d'activation 3 la cellule; Les lymphocytes T auxiliaires
synthétisent alors diverses cytokines, dout certaines favorsent la différenciation des

lymphocytes B en plasmocytes (Canu & Peter, 2001).
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2.4.1. ITmmunité & médiation cellulaire

Elle differe fondamentalement de I''mmunité humorale par le fait qu'elle ne peut étre
trausmise passivement(, d'un sujet immunisé 4 un sujet pon immunisé, par l'intermédiaire du

sérum seul. La transmission passive nécessite la présence de cellnles.

In vive, elle intervient dans la protection de I'organisme contre les micro-organismes
intracellulaires (virus, certaines bactéries, parasités). dans le rejet de greffons allo-géniques
(greffes effectuée entre un donneur ef un receveur appartenani a la méme espéce mais
génétiguement différents), dans les réactions dhypersensibilité refardée et dans la défense
anti-tumorale; Parmi les cellules effectrices intervenant dans limmunité 3 médiation
cellulaire, les lymphocytes T CD4", lymphoeytes T CD8" 4 propriétés cytotoxiques (Canu &
Peter, 2001).

2.4.1.1. Activation et role des lymphocytes T cytotoxiques

Pour étre activées et pouvoir jouer leur réle cytotoxique les cellules Te CD8™ doivernt

recevoir deux signaux :

- le premier signal correspond a la reconnaissance spécifigue par les lymphocytes T,

mrdce a leurs TCR, de peptides anligéniques « non-goi » associés nux moléoules CMH T

- l¢ second signal est delivre par les lymphogytes | auxilimres C1' (on lymphocyte
Th), ayant reconnu de fagon spéeifique, par I'intermédiaire de leurs TCR, une association
pepiide « non-soi » - CMH II, située a la surface de macrophages. Cefte reconnaissance
entraine l'activation des cellules Th, qui sécrétent alors différentes cytokines dont I'L2 et

INFy. Ces cytakines favorisent la prolifération des cellules Te et leur différenciation en

cellules cytotoxiques capables de tuer les cellules cibles.

2.5. Notion d'immunostimulation et d'immunogénicité
2.51. Immunestimulation — Immunomodulation

L'immuno-stimulation ést une notion qui est d'abord née de la notion d'adjuvant. Ainsi
« 'adjuvant » se définit comme toute substance qui, injectée en méme temps que l'antigéne,

augmente la réponse immunitaire ¢nvers celui-ci,
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On a ensuite tenté de stimuler la capacité de la réponse immunitaire de facon globale
en dehors du probléme d'une téponse spéceifique a un Ag, d'oli 1a notion « immunostimulanty,
Done confrairement aux adjuvants qui augmentent le poovoir immunogénique des Ag, les
immunostimulants ont une action plus générale sur l'immunité, pouvant modifier
spontanément plusieurs réactions immunitaires, grice & une augmentation non spécifique et
transitoire de la réactivité immunitaire. Cette stimulation peut éte globale ou s'appliquer 4 un
type de réponse particulier. Aprés un premier enthousiasme issu des résulfats sur les cancers
expérimentaux, il a fallo bien admettre que la stimulation du systéme immunitaire était une
arme 4 double tranchant puisqu'elle peut agir aussi biem sur la suppression que sur la
stimulation de la réponse immunitaire, d'ol la notion « d'IMMUNOMODULATION », pius
actuelle (Fofana. 2004).

2.5.2. Immunogénicité — Anfigénicité

Afin d'éviter certaines confusions qui ont prévalu et qui continuent de I'8tre quant aux
différentes définitions se rattachant aux substances immunologiquement actives il est essentiel

de bien préciser la terminologie adopiée.

Antieénigité - I'antipénicité dnne substance est son aptituda & donner naissanee § ube
réaction immunitaire. De fagon plus adaptée, l'antigénicité est la propriété qui permet 3

cerfaines substances d'induire uue réponse immunitaire une fois introduite chez un animal.

Immunogénicité @ l'immunogénieité st la capacité d'une substance a induire la

formation d'anticorps indépendamment de la spécificité de ceux-ci,

Spécificité antigénigue : la specificité antigénique est la capacité d'un Ag 4 réagir
specifiguement avec un Ac homologue, propriéié se iraduisant par la présence sur l'anticorps

de sites de combinaison spécifiques de l'antigéne.

11 est donc préférable de réserver le terme d'antigénieité pour désigner l'ensembie des

deux propriétés d'immunogénicité et de spécificité antigénique.

L'expression du pouvoir immimogéne d'une substance est influencée par plusieurs
facteurs..il convient de définir fré¢ précisément : la Structure, la dose. la voie

d'administration, l'espece animale, ['Age et les caractéristiques génétiques.
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A nos jours les substances avant fait preuve de lewr pouvolr immunogéne sont
multiples et de natures variées, on distingyie entre autres :
- des extraits bactériens
= des extraits fongiques
- des extraits de plantes
- des produits chimiques

En plus de leur action sur immuniié¢ humorale, ces substances ont d'autres activités

sur le systéme immunitaire (Fofana, 2004):
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3. Propriétés immunologiques des alcaloides

Les alcaloides font partie d'un groupe spécial de métabolites secondaires. Vu leurs
propriétés pharmacologiques variées, et plus particuliérement immunologiques, anti-tumorale.
anti-inflammatoire, antimicrobienne, ils constituent un champ large de recherches et

dinvestigations,

3.1. Effet antimicrobien
3.1.1. Effet antiviral

Plusieurs études récentes ont montré que beauconp d'alcaloides possédent des propriétés
antivirales. Cela est directement lié au systéme immunitaire des organismes, [ est bien connu
que les surfaces des virus contiennent 'hémagglutinine qui les aide A adhérer aux cellules
avant l'infection. Les wvirus changent également ef continuellement la strneture de leurs
antigénes extérieurs par des processus de dérive antigénique (antigenic drift) et de substitution
antigénique (anfigenic shiff). Le processus drift est une mutation dans le génome viral et le
shift est le changement d'un wvirus dans I'hdte. Ces processus ménent aux changements en
hémagglutinine. L'infection ne peut se produire que si les changements en hémagglutinine

sont suffisants pour rendre mmunité incfficace

Le role potenticl des alcaloides devient évident dans ceite étape. Outre, Tactivation des
cellules T cytotoxiques antiviraies, ces composés empéchent les changements de

I'hémagglutinine qui empéche ces cellules 4 fonctionner normalement (Aniszewsld, 2007).

Plusieurs études ont montré que le chlorhydrate de la papavérine (PAP) a un effet
inhibiteur efficace sur la replication du virus humain d'immunodéficience (HIV). Aussi et par
des observations cliniques il a ét¢ confirmé que cet alcaloide peut améliorer la réponse

immunitaire cutanée dans le syndrome acquis dimmunodéficience (Nokta ef af., 1993).

Un autre alcaloide a montré un effet similaire sur le viras HIV, ¢'est la batzelladine
isolée de l'éponge Baizella sp.. cet alcaloide empéche l'interaction entre la glycaprotéine
gp-120 d'HIV et les cellules CD4, et par conséquent l'inhibition de la réplication du virus
(Patil &t al., 1995),
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3,1.2, Effet antibactérien

Les infections bactériennes creéent un probléme majeur de sanié pour begaucoup
d'organismes vivants. Les bactéries essayent d”'échapper a la phagocytose en se protégeant
par une capsule, ceite demniére excréte des exotoxines censées pour tuer les cellules

phagocytaires et détruire le systéme immunitaire.

Une étude faite sur les alcaloides extraits du noni (Morinda citrifolia) a affirmé la
capacité de ces composés 4 contréler ou détruire plus de six souches bactériennes telles que
I'Escherichia coli, Salmonella typhi-et Staphylococeus aureus en stimulant la phagocytose, un
processus par lequel les macrophages et neutrophiles, attaquent et digérent totalement les
organismes infectieux (Younos et al., 1990). D'antre part, les alcaloides agissent directement
sur les bactéries en inhibant leur croissance et leur réplication (Aniszewski, 2007).

La berbering, un alcaloide majeur de Copridis rhizoma, a une activité antibactérienne.
Un de mécanismes possibles de cefte activité peut tre basé sur la production de l'interleukine-
12 (IL-12). Des ¢tudes ont démoniré que les alcaloides 13-méthyl- et |3-éthylberberine
peuvent étre utilisés comme composés immuno-thérapeutiques pour l'induction d'll.-12, qui

est potentiellement applicable pour les maladies infeciienses (T.ee et af.. 2003).

3.1.3. Eifet antifongique

Les infections fongiques provoguent des problémes trés sérieux pour le systeme
immunitaire de beaucoup d'organismes. Plusienrs alcaloides ont monfré des proprigtés
anti-fongigues et leur influence sur les mycétes est approuvée par la réduction de lenr
croissance et par l'activation des cellules T et NK, qui exercent un effet cytotoxique aux

mycétes (Aniszewski, 2007).

3.1.4. Effet antiparasitaire

La médecine traditionnelle et les études scientifiques ont prouvé que llextrait d'Evanta a
montré une activité anti-leishmanial. L'alcaloide de cette plante a tué le parasite, et cela

pourrait non seulement &re due 4 'action directe sur le parasite, mais probablement a un effet

‘comufant sur la réaction immumiraire de I'héte (Magarinos et al., 2009).
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Une autre étude sur 1'effet leishmanicide des alcaloides. s'est basée sur 1 utilisation de la
coronaridine, un alcaloide indolique isolé de Peschiera australis. Cet alcaloide révele nn effet
leishmanieide efficace contre Leishmania umazonensis par sa capacité de tuer les amastigotes
a l'intérieur des macrophages infectés wn vifro, en les stimulant pour produire 1'acide nitritique
NO7, le mécanisme le plus important dans la destuction des amastigotes 4 médiation

immunologique (Delorenzi et ai., 2002).
3.2. Effet anti-inflammatoire

Beaucoup d'alcaloides d'activité anti-inflammatoire ont été isolés tout au long des
amnees 2000-2010. Parmi 49 alcaloides évalues, 40 ont montre un effet anti-inflammatoire.
Les plus étudiés étaient les isoquinolines (Souto et al., 2011).

Les investigations ont démontré que la Decarine, un alcaloide de bisbenzylisoquinoline
isolé de Zanthoxylum ailanthoides ¢ Henningsamine, un alcaloide des indoles isolé de
Strychnos cathayensis, ont des activités inhibitrices sur la génération du superoxide par les

neutrophiles dans le corps humain (Chen et @., 2009 ; Chen et af., 2008).

Les cytokines pro-inflammatoires telles que I'interleukine 1 (IL-1) et le facteur de
nécrose des umeurs (TNF) sont des médiateurs moléculaires efficaces. Ils sont produits par
une grande variété de cellules, mais les monocytes el les macrophages représentent leur
source principale. Ces polypeptides sont impliqués dans la pathogénése de !'inflammation

chronique.

Il y a donc un grand intérét pour les alcaloides qui peuvent contrbler leur génération
et/ou action. I est montré que la tetrandrine. un alcaloide de bisbenzylisoquinoline, est un
inhibiteur efficace de la production IL-1p et TNF-u par des cultures humaines de monocyte-
macrophage (Seow et af., 1993).

Neuf alcaloides anti-inflammatoires de quinolone isolés des fruits Evodia rutaecarpa,
ont éte étudiés pour leur activité mhibitrice sur le facteur nucléaire des cellules T activées
(NFAT). Cétte protéine est exprimée dans la plupart des cellules du systéme immuaitaire et
régule la transeription de génes des cytokines critiques pour Ja réaction immunitaire telles que
linterleukine : 2, -3, -4, -3, -8, -13, facteur de stimulation des colonies de granolocyte-
macrophage CGMSF, IFN-y et TNF-o. Normalement l'activation de NFAT joue un réle

35


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

I —
el ﬁ

n 1

Svathése bibliographigue Propriéiés immunologigues des alcaloides

principal dans la régulation d'un grand nombre des génes indicibles pendant la réaction
immunitaire. Cependant, l'activation excessive provoque des réactions immuno-pathologiques
comprenant l'auto-immunité, le rejet de greffe ef l'inflammation, done le réle de ces alcaloides

devient crucial dans cette étape (Jin et al., 2004).

La colchicine, connue comme une drogue ant-inflammartoire, exerce sa fonction en
supprimant la chimiotactisme des neutvophiles et la migranon des granulocytes vers les zones
inflammatoires (Altindag et al., 1996). D'autre part, Teb et ses collaborateurs (1990) ont
prouvé que la tefrandine et son analogue naturel, la berbamine empéche la génération de la
prostaglandine et des leucotriénes par les monocytes et les neutrophiles humains d'une fagon

dépendante de Ja dose.

Larthrite rhumatoide (RA) est une maladie inflammatoire chronique, elle est
caractérisée par un dommage progressif dans l'os et le cartilage. Bien que la pathophysiologie
précise de cette maladie demeure peu claire, mais généralement I'inflammarion chronique et la
réaction immunitaire anormale jonent un rdle crucial dans le développement du RA. Une
étude récente a commencé d'étudier le potentiel thérapeutique de ia norisoboldine, un
alealoide isoquinoline, sur Ia RA, cetle étude u confirmé que la norisobolding a pU Supprimert
de maniére significative i vivo les reponses immunitaires augmentées par les cellules T. Ces
resnliuty suggerent que la nonsoboldine fonctionne én profégeant la desbuction sussi bien

qu'en réglanf les réactions immunitaires anormales dans le cas de la RA (Luo et af., 2010).
3.3. Effet anti-tumoral

Le statut immunitaire de I'iéte joue un réle crucial dans le coutrdle du processus de la
carcinogenese. L'activation générale ou sélective de diverses cellules immunocompétentes et
leur fonction pour inaintenir un statul immunitaire sain peut aider a la prophylaxie du caneer,

aussi bien gue la thérapie.

Une étude récente faite par les deux chercheurs Hamsa & Kuttan (2011), slest
concentrée sur |'effet de 'Tpobscurine, un alealoide indeligue isolé d"Jpomoea ohscura, sur la
réaction immunitaire 4 médiation cellulaire en analysant l'activité cytotoxique du lymphoeyte
T (CTL), l'activité de cellules NK, la cytotoxicité médiée par les ceflules dépendante des
anticorps (ADCC), ef la ¢ytotoxicité médice par l¢ complément dépendante des anticorps
(ACC). L'effet de 1'lpobscurine sur [L-2 et IFN-y a &2 également analysé. Dans les systémes
in vitro €1 In vivo, le traitement par 1'Tpobscurine a activé la réaction immunitaire @ médiation
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cellulatre en stimulant I'activité des cellules CTL et NK de splénocytes dans la normale, dussi
bien que 'ADCC, ACC, la production de I'lL-2 et [FN-y.

Cette étude indique que I'lpobscurine offre des possibilités intéressantes dans la
stimulation de la réaction immumifaire par la séerétion augmentée dTL-2 et dTFN-y par les
cellules T et d'empécher par ce fait, la croissance des tumeurs ¢t comme médecine alternative,

pour le traitement du cancer.

La punarnavine est un alcaloide présent dans la plante Boerhaavia diffisa, considéré
comme le principe actif dans I'extrait de cefte derniére. Les investigations ont démontré que la
punarnavine a un effel antimétastasique, il peut activer la réponse immunitaire 4 médiation

cellulaire contre le mélanome métastasique chez la souris (Manu & Kuttan, 2007).

Chuchawankul et a/. (2012) ont prouvé que la piperine, un alealoide isolé des fruits de
Piper nigrum et Piper longum, pourrait montrer one activité anti-tumerale contre le

lymphome humain des cellules T.

En ouftre, la wainsenine isolée pour la premiére fois de Swainsona canescens, ensuite
identifiée dans beaucoup d'espéces Asiragalus et Oxyivopis, a attiré un grand intérét par sa
propri€té antitumorale. Cet alcaloide favorise les activités immuno-modulatrices anti-
timaraler i syrtémea immnnitoiro on diminuont la suppression immunitaire induite par la
tumeur et en stimulant l'activité tumeuricide médiée par les cellules NK, les macrophages et
LAK (lymphokine-activated killer) (Galustian et af., 1994),

3.4, Effet immunomodulateur
3.4.1. Effet sur les lymphoeytes T

Les effets de l'exposition continune du thymus fietal (13-14 jours de gestation) 2 la

nicofine ont ét¢ étudiés et les thymocytes ont été analysés par la-cytométric en flux.

En présence des concentrations trés basses de la nicotine, beaucoup de cellules T
immatures (définies par expression basse ou négative de TCR) et peu de cellules T matures
(expression intermédiaire ou élevée de TCR) ont ét& produites En ouire, le nombre de
cellules exprimant le CD69 e, 4 un moindre degré, le CD95 (Fas) a été augmenté. La nicotine.

semble conduire a l'activation, la sélection et l'expansion des cellules T. Ces études suggérent
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que fa nicotine soit um agent inmunopharmacologiquement efficace pour le comportement de
cellules T dans Ia périphérie (Middlebrook et @l., 2002).

Dans d'autres expérimentations, la colchicine une fois administrée 4 des sours
conjuguée avec I'Ag, a montré un effet adjuvant efficace en produisant une réponse
immunitaire specifique de I'Ag. Llexplication de ce phénoméne a indiqué que plusieurs
activités de cellules T, y compris la fonction de Th et la prolifération des cellules T mduite par
I'Ag, ont été spécifiguement induites en traitant Tes sourls avec la colchicine et 'Ag, Cette
étude suggere que le pouveir de la colehicine comme adjuvant est égal ou plus de celui des

adjuvants conventionnels tels que le CFA (Antigéne complei de Freund) (Tiws, 1991).

Il est clair que l'activation des cellules T exige I'infégration de deux signaux : un signal
de récepteur de cellules T et un autre signal de co-stimulation. Parmi les molécules exprimant
des activités co-stimalatrices sur les cellules T, seulement le CD28 a pu, en combinaison avec
l'activation du récepteur de cellules T, induire des niveaux détectables d'interleukine 2 et

empécher I'anergie, un statut d'insensibilité.

Une autre série d'études examinant les effets de 1'alealoide tetrandrine sur les cellules T
a e réalisce. Aprés le traitement des cellules T purifiées du sang périphérique par la
tetrandrine, les vésultats ont montré wne inhibition de la fonction co-stimulatrice de la
maléeyle D28 of par conséquent, l'inhibitien de la proliféroton dos ecllules T ¢t ln
production des eytokines (Lai et al., 1999),

La propriété immunosuppressive de la berberine, a été bien documentée, mais le
mecanisme de son action sur les lvmphocytes n'a pas été completement élucidé. Xu et al
(2005) onf étudié 'sffet de la berberine sur l'activation et la prolifération des lvmphocytes, en
particulier lymphoeytes T. La berberine a empéché de maniére significative I'expression du
CDG69 et du CD25 sur les cellules T stimulées avec le phorbol dibutyrate (PDB) plus
l'ionomyeine ou phytohémagglutining (PHA) seule. Ces résullals indiquent que la berberine
inhibe l'sxpression des antigénes activant les lymphocytes T et bloque également lenr
progression du cyele cellulaire de GO/GI, donc la berberine peut exercer un effet

immunosuppressif en empéchant I'activation et la prolifération des cellules T.

38


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

— == =

Synthése bibliographique Propri¢tés mmunologiqies des alcaloides

3.4.2. Effet sur les lymphocytes B

Il a été¢ prouvé que les alcaloides d'oxindoles pentacycliques (POA) d'Unearia
tomentosa incubés avec Jes cellules endothéliales augmentent la prolifération des lymphocytes
B en repos ou faiblement activés. L'étude a montré que ces alealotdes n'affectent pas
directement la prolifération mais induisent plutdt les cellules endothéliales a libérer un facteur

régulateur qui influence 3 prolifération des lymphocytes B (Keplinger et /., 1999),

[ a été montré aussi que la bromocriptine (BRC), un alcaloide de 'ergot de seigle, a un
effet sur la fonction des cellules B humaines. Les cellules B hautement purifiées onf été
isolées par le gradient de Percoll, et ont été employées comme des cellules ¢ibles pour un
traitement & la Bromocriptine. Ce composé a supprimé de maniére significative la réponse
proliférative des lymphocytes B en repos et actives m virro. 1l a inhibé aussi la production des

immunoglobulines par les cellules B activées:

L'addition de la bromocriptine (BRC) a nsttement empéché la synthése de 'ADN des
cellules B en repos aussi bien que chez les cellules B activées en présence on en absence de
facteurs de croissance. Ces résultats indiguent i'effet immunosuppressif de la bromocriptine
sur la prolifération des lymphocytes B, indépendamment de I'activation de son état (Morkawa

et al., 1993),
3.4.3. Effetsur les cellules NK

Swainsonine, un alcaloide de la famille des indolizidines, a prouvé d'éwre capable
daugmenter 'activité des cellules NK. En effet, la swainsonine est classifiée comme un

immuno-modulateur (Humphries et al., 1988).

En outre les alcaloides de T'ergot de seigle (EAs), produits de (Claviceps spp., sont
largement pfilisés dans divers domaines de la médecine clinique. Leurs effefs sur 'activation
des cellules NK et leurs voies de signalisation, ont été bien étudiés. Fiserova et al (1997) ont
moniré que tous 'EAS examinés, ont augmenté I'activité cytotoxique meédiée par les cellules

NK du rat in vitro.

J.4.4. Effet sur les macrophages

La berberine, un alcaloide de la famille des benzedioxoloquinolizines, a mouwé un
certain effet bénéfigue comprenant l'immuno-stimulation et l'activation des macrophages.
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Cet alcaloide induit la production d'IL-12p 40, la plus grande sous-unité d1L-12, dans les
‘macrophages via l'activation de Ja proiéine kinase p38 (Kang ef al., 2002).

Les alcaloides d'oxindoles pentacycliques (POA) d'Uncaria tomentosa ont également
prouvé un effet immunostimolant. IIs peuvent augmenter l'activité phagocytaire des
macrophages (Keplinger gt al, 1999).

Castranova et al (1991) ont trouvé que les alcaloides de bisbenzylisoquinoling sont
capables d'empécher I'activauon des macrophages alvéolaires induite par les particules, et
cette inhibition a été corrélée avec la capacité de ces alcaloides de se lier aux composants de

la membrane.
3.4.5 Effet sur les cellules dendrifigues

La moiphine peut affecter le systéme immunitaire, les récepteurs d'opiacé connus pour
Stre exprimés sur les cellules du systéme nerveux central sont également exprimés sur les

cellules du systéme immunitaire.

Une étude a prouve avec suceés que les cellules dendritiques qui font partie du systéme
immunitaire inné; exprimentaussi les récepteurs d'opiacé. Ces cellules sont responsables de la
production des cytokines, médiateurs de |3 communication au nivean du systéme immunitaire,
Cette méme étude a prouvé que les cellules dendritiques chroniquement traitées avec la
morphine pendant leur différentiation, produisent plus d'interleuking 12 (TL-12), une oytoking
responsable de la prohiération, la croissance et la différentiation des cellules T, et moius

d'interleukine 10 (IL-10), responsable de favoriser 1a réponse immunitaire des cellules B.

La régulation des cytokines semble se produire par l'intermédiaire du p38 MAPKs
(milogen-activared protein kinase). La cellule dendritique exprime TLR 4 (Toll-like recepror
4). qui est activé par le ligand LPS (lipopolysaccharide), ce qui conduit 3 1a phosphorylation
de la protéine kinase p38 et par conséquent, la production des IL10 et IL12, Quand les
celliles dendritiques sont chroniguement exposées 4 la morphine pendant leur différentiation
puis fraitées avec des LPS, la production des cytokines est différente. Une fois iraitée avee la
morphine, le p38 MAPK ne produit pas IL-10, mais favorise la production d'IL-12
(Messmer et al.. 2006).

En outre, la colchicing margue on effet immunostimulant sur les cellules dendritiques

DCs. Localement administrée, [a colchicine induit la maturation et la migration in sime des
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cellules dendrtiques, et augmente les réponses immunitaires humoral et cellulaire

(Mizumoto el @/., 2005).

Chen et al (2010) ont trouvé que la tetrandrine a atténué les réponses
d'allo-immunisation médiées par les cellules dendrtiques et a prolongé la survie de greffe de

la peau chez la souris.
3.4.6. Lffet sur les monocytes

Une étnde a montré que la berberine Inhibe /m vivo l'expression de la protéine-|
chimiotactiqgne (MCP-1) des monocytes induiie par le LPS (Lipopolysaccharide), cette
inhibition dépend de la dose de l'alealoide cité ci-dessus (Cul et af., 2007), aussi la berberine
est impliquée dans linhibition de l'adhérence des monocytes aux cellules endothéliales
(Wang et al., 2009).

Dans une autre étide, il a été remarqué que le burst oxvdatif des monocyies humains
cultivés et exposés aux alcaloides indoligues a été stimulé par la production de peroxyde
dhydrogéne H,Q, ef par conséquent l'activation de la fonction des monocytes
(Keisari ef al., 1985)

3.4.7. Effctaurlea mastocytes

Nugroho et al. (2011), ont étudié l'effer de l'aegeline, un alcaloide isolé d’degle
marmelos, sur la sécrétion dhistamine par les mastocytes. Ils ont utilise deux types de
mastocytes du rat : les basophiles de la leucémie du rat (RBL-2H3), un analogue de tumenr
des mastocytes et les mastocytes péritondaux du rat (RPMC). Dans cette étude, l'albumine
dinitrophénylée du sérum de boeuf (DNP,4-BSA), thapsigargine, ionomycine et acétate de
myristate de phorbol (PMA) ont été employés comme inducteurs de la sécrétion d'histamine

par les mastocytes.

Laegeline a empéché la sécrétion dhistamine des cellules (RBL-2H3) induite par
DNP,,-BSA. un antigéne spécifique pour lanficorps monoclonal dlgE. En ouotre, cet
alcaloide a provoqué ung forte inhibition des cellules RBL-2H3 induite par des stimulants de
Ca™ tels que thapsigarging et ionomycine. Par contre, il a montré une faible inhibition de la

sécrétion dhistamine des RPMCs, mais cette inhibition semble étre plus forte quand ces
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cellules sont traitées par la thapsigargine. Ces résuitats indiquent que l'asgeline a changé la
voie de signalisation intracellulaire de Ca™ induite par la thapsigargine.

Donge, les effets inhibiteurs de 'aegeline sur la séerétioy d'histamine par les mastocyies
dépendaient du type de mastocytes et ils ont également impligué quelques mécanismes lids &

la signalisation intracellulaire du Ca™
3.4.8. Effet sur ies neutrophiles

Les radicaux de l'oxygeéne produits par les neutrophiles eytotoxiques, ont été impliqués
dans la pathogénése d'une variété de maladies cardiovasculaires et pulmpnaires. Il a été
démoniré que la nicotine renforce la génération d'anion de superoxide par les ne,ut_rophjles

humains, et par conséquent augmente le risque desmaladies (Jaya et al . 1986),

Environ 95% du venin importé par la fourmi du feu Solenopsis invicta se compose de
pipéridines. Ces alcaloides produisent une pustule distincte 4 l'emplacement de l'injection. La
formation de cette pustule peut im pliquer l'activation des neutrophiles, voire des plagueties.
Ces résultats snggérent que l'activation des neutrophiles par la pipéridine puisse se produire
in vivo comme réponse aux piqires par cette fourmi rouge du feu (Javors et af., 1993).

Wellers el al. (2000) ont prouve que la morphine inhibe la fonction des neutrophiles, viar

le sous-type de récepreur de l'oplace ps trouve sur les immunocytes.
3.4.9. Effetsur les basophiies

11 est devenu évident que la protéine kinase C (PKC) est activée -aprés I'exposition des
basophiles & anti-loE ayant pour résultat la phosphorylation consécutive de différentes

rotéines condisant a l'activation des basophiles.
P P

Amon & dietz (1992) ont montré que ['alealoide staurosporine est un inhibiteur fort de la
PKC, ¢t dong inhibifion de la sécrétion de médiateurs des basophiles périphériques bumains
in vitro, cette étude élucide la possibilité de I utilisation de Ja staurcsporine dans le traitement

anti-allergique et anti-inflammatoire.
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3.4.10, Effet sur les éosinophiles

Une éiude a été réalisée sur l'effet thérapeutique du chlorhydrate d'azelastine (AZE) et

de la biscoclaurine vis-a-vis du syndrome dhyper-éosinophilie idiopathique (HES). Le

chlorhydrate d'azelastine avec ou sans biscociaurine peut réduire et maintenir e nombre des

éosinophiles & un niveau normal (Tadaatsu et /., 2004).

En outre, la warifteine, un alcaloide isolé de la plante Cissampelos sympodialis,
représente un composant actif responsable des effets anti-€osinophiliques en imhibant

I'¢osinophilie allergique (Bezerra et al., 2006).
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1. Matériel et Méthodes

1.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal et phytochimique

Dans notre travail, nous nous-sommes intéressées 4 I'extrait brut d'alcaloides isolé du

Khal (Catha edulis Forsk.).

Le khal, ou gat, est une espece d'arbuste de la famille des Célastracées, originaire
d'Afrique orientale, mais dont la culture s'est également étendue & la péninsule arabique
(surtout Yémen). Le khat est connn surtout pour son usage par les populations de ces régions
qui en machent longuement les fenilles (Fig.23) pour leur effet stimulant et euphorisant
comparable 4 celui de 'amphétamine (Iserin, 2001).

Les feuilles du Khat ont éé récoltées de I'Yémen, séchées puis broyées pour réaliser
une extraction chIorophormique des-alcaloides totaux par des thésards Yémeniens appartenant
au laboratoire de phytochimie du département de chimie université Mentouri de Constantine:

L'extrait bruf obtenu, de couleur briune nous est parvenu pour étudier son activité

immunologique:

Fig,23 : Partie de la plante du khat (Lukandu, 2009).
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1.1,2. Matériel biologique (modéle animal)

Le modéle animal est constitué de souris blanches de sexe masculin, de poids corporel
de 24¢ a 30g, agées plus de quare semaines et acclimatées 4 I'animalerie de I Tnstitut Pasteur
- Alger -.

L'espéce utlisée est de I'ordre des rongeurs et représente l'espéce des vertébrés la plus
couraminent uiilisée comme un principal organisme modéle dans des différentes
expérimentations et recherches scientifiques, ainsi que pour les tests comportementaux. Cetie
espeéce est un mammifére populaire en raison de sa disponibilité, sa taille, facilité de

manipulation, d'élevage et son taux de reproduction (Willis-Owen & Flint, 2006).

1.1.3. Conditions d'élevage

Les souris sont logées dans des cages en polypropyléne (Fig.24), qui sont nettoyées

réguliérement et changées chaque jour.

Elles sont élevées dans des oconditions caractérisées par une température et une
photopériode naturelle. Leur besoin alimentaire journalier est composé d'aliment riche en

graine (blé, mais, ...), du pain rassis et d'eau.

Fig.24 : Matériel biologigue (souris blanches).
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1.2. Méthodes

1.2.1. Protocole expérimental

Afin de réaliser la partie expérimentale de notre travail, nons‘avons établi un protocole

que-nous pouvons le résumer dans 1a figure 25.

ﬂ: Protocale expérimental 1

[ Lotde 8 souris '

§ f )
Lottémoin (T) traité parNaCl] [ ot 1traité par unedose de LotZ traité par unedose de
(3 souris) 50mg/Kg dalcaloide (3souris) | (100m/Kg d'alcaloide (3 souris)

Pesée des souris

Aprés24h
Sacrifice
I I
Isolement des mactophages Prélevement [Prélév'emént des organes ]
péritondaun Sanguin . ' '
Pesee deforgane

Isolement des (solement des
splénocytes thymocytes

Enumération eallulaire FNS [Enumération cellulaire

Fig.25 : Schéma représentatif du protoeole expérimental

1.2.2. Traitement

Le traitement consiste & administrer par voie intra-péritonéale et 3 l'aide de'seringues a

insuline I'extrait brut d'alcaloides isolé du khat. La quantité injectée dépend du poids corporel
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de Ia souris et de la dose demandée. A cef effet, trois lots sont constitués et répartis comme

st

- Lot T : trajté seulement par le NaCl.
- Lot 1 : trait¢ par une dose de 50 mg/Kg de poids corporel de la souris (voir annexe).
- Lot 2 : traité par une dose de 100 mg/Kg de poids corporel de la souris (voir annexe).

1.2.3. Prélévement sanguin

Le prélévement s'effectue aprés avoir égorgé l'animal. Le sang est recueilli dans des
tubes a EDTA destiné pour la réalisation de la FNS (formule numénque sanguine).

1.2.4. Tsolement des macrophages périfonéaux
Aprés avoir préparé la plaque a dissection ef stérilisé la surface avee de 'alcool ainsi les

instruments de dissection, la souris est fixée sur le dos avec des aiguilles. On ouvre la pean de

la face ventrale (attention de ne pas ouvrir le péritoine 3 cette étape), ef on I'écarte proprement

prov diteunvrin leg wmseles péritonénue (Fig.26).

Fig.26 : Le périfoine de la souris.
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A l'aide d'une seringue stérile, 3mi de la solution de PBS (voir annexe) sonf introduits
dans la cavité péritonéale (Fig.27). Aprés 5 minutes, le lignide de lavage est récupéré dans un
tube stérile ef centrifuge 5 minutes a 1500 7pm.
i
L

I
I
} Fig,27 : Injection de PBS dans la cavité péritonéale.
( Le culot issu de cette premiéte centrifugation est remis en suspension dans 3ml de PBS
| et recentrifugé 5 minutes & 1500 rpm. (2 fois). A la fin du dernier lavage le culot est remis en
[ suspension dans 3ml de PBS, & partir de laguelle 100yl sont dilués dans 900pl de bleu de
| rypan (voir annexe),
Enfin, on passe au comptage des macrophages péritonéaux des quatre coins de la cellule
de Malassez et & déduire lenr pourcentage de viabilité par le test (trypan blue exclusion test).
s Le nombre de macrophages péritonéaux par lifre est calculé selon I'équation
- suivante:
N=(i) f
Avee:
I N: Nombre de cellules par litre,
! n ; nombre de cellules comptées,
vz volume de comptage en litre.
I f: facteur de dilution.-
. Notons que le facteur de dilution est égal 2 30_
I
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+ Le pourcentage de viabilité est calculé selon I'équation suivante:

Viabilité (%) = (Nombre total des cellules - Nombre de cellules mortes) X 100
Nombre total des cellules

Sachons que les cellules mortes seront colorées en bleu,
1.2.5. Prélévement des organes

Apreés sacrifice et disseetion des animaux, la rate et le thymus sont prélevés st pesés a

T'aide d'une balance de précision (Sartorius).
1.2.6. Tsolement des splénocytes
Aprés avoir pese la rate, cette derniére est déposée dans une boite de pétri contenant 3ml|

‘de solution de PBS et est débarrassée de la graisse. A l'aide de deux pinces, 12 capsule est

vidése de s pomiemeevllnlaire (-F‘Ig.lﬂ)‘

Fig.28 : La dilacération de la rate.

La suspension cellulaire est ensuite placée dans un tube aprés étre filtiée sur une gaze
fixée A un entonnoir puis centrifugée pendant 10 min. 3 1500 rpm.
Le culot est remis en suspension dans 0.5ml de PBS, puis 4.5ml de solution de Tyse des

globules ronges (voir annexe) est ajoutée.
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Aprés une incubation de 10 min, la suspension esi centrifugée 10 min, 4 1500 rpm, Cette
derniére est suivie par 'élimination du surnageant alors que le culot est remis en suspension
dans 3ml de PBS, centrifugé 10 min. 4 1500 rpm, Cette derniére étape est répétée deux fois,
A la fin do dernier lavage, le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS et enfin
dans 900y de blen de trypan, ainsi le pourcentage de viabilité de ce type cellulaire est calculé.

1.2.9. Isolement des thymacytes

Aprés avoir pesé le thymus, ce dernier est déposé dans une boite de pétri contenant 3ml

de solution de PBS et est débarrassé de la graisse, a l'aide de deux pinces (Fig.29).

sur une gaze fixée 4 un entonnoir puis centrifugée pendant 10 min 4 1500 rpm_
Le culot est remis en suspension dans 3ml de PBS, puis la suspension est cenirifugée 10

min. a 1500 rpm. Cetie demniére est suivie par 1'élimination du surnageant alors que le culot
gst remis en suspension dans 3m! de PBS, centrifugé 10 min. & 1500 rpm.

31


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Etude expérimeniale Matériel et miéthodes

A la fin du dernier lavage, le culot cellulaire est repris dans 3ml de PBS et enfin
I'énumération des thymoeytes est réalisée aprés avoir dilué 100p! de |a suspension cellulaire
dans 900u]1 de bleu de trypan, ainsi le pourcentage de viabilité de ce type cellulaire est ¢alculé,

Lh
[
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2. Résultats et discussion

2.1. Variation du poids du thymus et de la rate

Apres 24 h de traitement. suivi d’un sacrifice de l'animal, le thymus et la rate ont 6t
pesés. Une différence de poids de ces organes a été constatée chez les souris témoins et les

soutis traitées.

Concernant la rate, les résultats représentés ci-dessous (Fig.30) révélent une
‘augmentation plus ou meins remarquable : ot témoin (T) : 0.104 + 0.01 g, Lotl waité
(50 mg/kg): 0.132 = 0.04 ¢ et Lot2 traité (100 mg/kg) : 0.146 - 0.02 g.

Par contre, pour le thymus, "augmentation du poids enregisirée était [égére par rapport
au témoin (T: 0.048 0,006 g : Lotl ;0.054 = 0.008 g ¢t Lot2 : 0.051 £ 0.01 g) (Fig.30).

0,16
0,14 -
012
o1+
0,08 1
D06 -
0,04
0,02

]

¥ Témoin
W 50 me/Kg
100 mg/Kg

Poids (g)

Rate Thymus:

Fig.30 : Variation du poids de 12 rate et du thymus entre témoins et traitées.
2.2. Variation du nombre des splénocytes et thymocytes

L’énumération des splénocytes ef thymocytes révele des résultats conformes aux

variations du poids de 14 tate et da thymus.

53


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

| [— ™ — |- -

Ftude expérimentale Résultats et discussion

Concernant les splénocytes, on a remarqué qu'il y a une augmentation importante par
rapport au témoin & chaque fois que la dose augmente (T: 39 £ 13.24 x10° ceil/L ;
Lotl : 4537 x10” cellL et Lot2 : 61.5+13.70 x10° cell/L) (Fig.31).

Pour le nombre des thymocytes, les résultats ont montré une légére -augmentation
surfout dans le lof traité par 50 mg/Kg (T : 40.5 £ 9.6 %10° cell/L.; Lotl: 42 % 1537
x10” cell/L et Lot2 : 40.75 + 14,08 x10° cell/L) (Fig.31).

= Tdmain

®B50mg/Kg
100 mg/ke

Nambre de cellules { x10? cell /L)

Splénocytes Thymoecyles

Fig.31 . Variation du nombre des splénocyles el thymocyles enlre témoins ¢f traitdes.

["apmentation du nambre de splénoeytes et de thymoceytes est paralléle 4 celle du
poids des organes lymphoides relatifs. cela peut &tre due d’une part, 4 la migration de
lymphoeytes du sang vers ces organes et d’autre pari, a I’effet stimulant des alcaloides.

Ce résultat se coincide avec [*étude de Manu & Kuttan (2009) qui ont étudié Ieffet de
la punarnavine, un alcaloide extrait de Boerhaavia d{fu.‘sa, sur la réponse immunitaire basée

sur les lymphocytes.
2.3. Variation du nombre des macrophages péritonéaux

Le résultat illustré par la Figure 32, déerit 1a progression du nombre des macrophages
par rapport au témoin, et cette progression demeure claire chez les souris traitées par la dose
100 mg/Kg malgré la légére différence remarquée entre les deux lots (raités
(T :30.75 £965x10° cell/L ; Lot1 : 3825 8.63 x10° cell/L. et Lot2 : 39 + 14.2 x10° cell/L),
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Cette augmentation pent &tre expliquée par la migration des monocytes du sang vers
les tissus afin de se transformer en macrophages.

4 + L

35 1 I

30 -

25 : # Témoin
20 ®50 mg/Kg
5, 100 mg/kg
10 5

51

Témoin  50mg/Kg 100 mg/Kg

Nombre de macrophages [ x10° cell
)

Fig.32 : Variation du nonibre des macrophages péritonéaux entre témoins et traitées.

Ce résultat obtenu se coincide avec les travaux déja mentionnés en troisiéme chapitre,
et qui ont moniré que la berberine et les alcaloides d'oxindoles pentacycliques (POA) extraits
d'Uncaria tomeitosa ont un effet activatenr et stimulant sur les macrophages (Kang et al.,
2002 ; Keplinger et al., 1999).

2.4. Effet des alealoides sur la formule leucoeytaire
2.4.1. Variation du nombre des globules blancs, des Iymphocytes et des

monocytes

Les sourjs ayant subit un traitement par les différentes doses des alcaloides, ont
moniré une diminution remarquable du nombre des globules blancs (T: 8.14 + 1.37 x10°
cell/uL ; Lotl : 7.07 0,75 x10* cell/uL et Lot2 : 6.42 =1.42 x10° cell/pL) (Fig.33).

Le méme résultat a ét¢ remarqué pour les lymphocytes (T: 6.75 + 0.5 x10° cell/uL ;
Lot] ;638 + 0.45 x10° cel/uL et Lot2 : 5.63 = 1.44 x10° cell/pL) (Fig.34).

Par contre, une augmentation importante des monocytes notamment au niveau du lotl
(50 mg/kg) a et¢ remarquée. Le nombre de ces cellules reste plus abondant chez les souris

traitées par la dose de 100 mg/Kg par rapport aux témoins mais cetfe angmentation est moins
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remarquable en la comparant avec celle de la dose précédente (T: 0.033 £ 0.017 x10° cell/ul. ;
Lot - 0,09+ 0.1 x10° cell/uL et Lot2 : 0.056 & 0.034 x10” cell/uL) (Fig.35).

®Temom
B50meg/Ke
2100 mg/lke

Nmiobre de globules blancs.
{ 103 cellfpL)

= e T I - BRI Y.
¥

Tamaoin 50 mg/ka 100 me/Ke

Fig.33 : Variation du nombre des globules blancs entre les iémoins ef traitées.

= lemain

=50 mg/Ke
¥ 100 ing/Ke

Nombre des lymphocytes
[ %107 cell/uL)

Y

Temaonn 50mg/rg W0 me/Kg

Fig.34 : Variation du nombre des lymphocytes entre les témoins &t traitées.
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aTemoin :
& 50 me/Kz
] 100 ma/ks

Tamany S0mg/k 100 me/kp

0,09
0.8
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
6,02
0.01

[x10°/pL)

Nombre de monocytes

=
'_—L_—— '-_ -1___ 3_;\_;,_. = |_.|_

Fig.35 : Variation du nombre des monocyies entre les témoinis et traitées.

La diminution du nombre des globules blancs dans le sang peut étre due 24 Ja
diminution des lymphocytes circulants et pas aux granulocytes. On pent expliquer ce

phénomene par Ieffet inhibitenr sélectif de la production de ces cellules 4 partir des organes

centraux ou de leur prolifération. Cela se coincide avee [*étude qui a suggéré que la berberine
inhibe I'expression des antigenes activant les lymphocytes et blogue la progression du cyele
cellulaire de ces derniers (Xu et af., 2005).

Ce rdsultat est accordé aussi avec |'elude de Noble [1990), qu a mdiqué que le
nombre dog globutea blonoa ot fortement afteeté pprés nn traitewent par o slealiivios
extraits de vinea, et par conséquent leur dépression. Ce chercheur a suggéré d utiliser I extrait

de vinca dans le traitement des lymphemes o des lencémies.

Egalemenl, nos résultats marquent un accord avee 1"émude de Morkawa et ses
collaborateurs (1993), gui ont pu mettre en évidence que la bromocriptine a un effet

immunosuppressif sur la prolifération des lymphocytes B.

En outre, on a signalé une augmentation du poids des organes lymphoides, ce qui

canfirme 'hypothése de migration des lymphocytes du sang vers ceux-ei.

En ce qui conceme ’augmentation do nombre des monocytes, les expérimentations
anterieures ont démontré que I’exposition des moenoceytes aux alcaloides indoliques stimule 1a
production de peroxyde d'hydrogéne H;O; et par conséquent ['activation de la fonction des

monocytes (Keisari et al., 1985).
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2.4.2. Variation du nombre des granulocytes

Les résultats représentés dans la Figure 36. décrivent les variations du nombre des

granulocytes entre les témoins et les traitées.

Une augmestation du nombre des neutrophiles a été observée chez les souris traitées
par rapport aux souris témoins (T - 0.435 £ 0.005 x10° cell/ul: Lotl : 0.59 + 0.2 x10°
cell/uL et Lot2 : 0.73 0.1 x10° cell/uL),

Par contre, le nombre des €osinophiles ainsi que celui des basophiles 2 diminué
(T :0.01 £0.008 x10° ceil/uL. ; Lol : 0.003 +:0.004 x10° cell/uL et Lot2 : 0.003 = 0,004 x10°
cell/plL).

— 14 4
3
-é 12 -+
g |
Il
g 8 u Témoln
g =~ 5 — H 50 mg/Kg
E |
00 >

3 4 j 100 mg/Kg
¢ |
9 | —_—— - -
E 2 i
.
= o Ssestem— L_____¥

eyl il Cusliupl ey Basuplillus

Fig.36 : Variation du nombre des granulocytes entre témoins et traitées,

L’angmentation remarguable du sombre des neutrophiles se coincide avec |"étude
suggérant que la pipéridine extrait de venin de fourmi du feu Solenopsis invicta, active les

neutrophiles in yivo comme une réponse aux piqgires par cetie fourmi (Javors et al., 1993),

Quant aux variations du nombre des basophiles et des éosinophiles, les résultats
abtenus s’accordent avec ceux trouves et cités en troisiéme chapitre indiquant que [’alcaloide
isolé de la plante Cissampelos sympodialis, la warifteing, représente un composant actif
responsable  des effets anti-cosinophiliques ef inhibe I'¢osinophilie allergique
(Bezerra et al., 2006). D’autre part, une autre étude a démoniré que T'alcaloide staurosporine
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est un inhibiteur fort de la protéine kinase C (PKC) &t par conséquent, I’inhibition de la
sécrétion de médiateurs des basophiles (Amon & dietz. 1992),

Etant donné que le nombre des granulocytes a enregistté en général une hausse,
malgré la baisse du nombre des basophiles et des éosinophiles. on peut accorder cette
augmentation 4 augmentation des neutrophiles. Cette suggestion peut étre expliquée et
fondée par les résultats des travaux de 1"équipe de Nowakowska qui oni indiqué que les
alcaloides d'oxindoles pentacycliques (POA) extraits d'Uncoiid tomeniosa sont capables

d*augmenter le taux de phagocytes, v compris les granulocytes (Nowakowska et al., 2010).

Une étude a confinmé aussi, que la colchicing exerce une fonction anti- chimiotaciique
des neutrophiles ¢t inhibe la migration des granuloeytes vers les zones inflammatoires, ce qm

copduit & leur augmentation dans le sang (Altindag et a/., 1996),
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3. Conclusion et perspectives

Au cours de notre présent travail, nous avons éudié I'extrait brut des alcaloides isolé
des feuilles de Carha edulis Forsk. (khat), une plante trés connue dans la péninsule arabique
(surtout Yémen).

Les alealoides font l'objet de plusieurs travaux publiés dans des reviues spécialisées.
Pour notre part, nous avons teénté de coniribuer a leur valorisation en cherchant une relation
enire ces composés ot les éléments du systéme immunitaire, 4 travers leurs effets

immunostimulants,

Les résultats obtenus des tests réalisés /7 viveo, ont mis én évidénce une augmentation du
nombre de splénocytes et thymoeytes en paralléle avee leurs organes lymphoides relatifs ainsi
que pour le taux des macrophages péritonéaux, cetie augmentation peut &tre due a la
migration de lymphocytes du sang vers ces sites, ¢e qui pourrait expliquer leur diminution

avece les globules blancs.

En ontre, une angmenfation a €t¢ remarquée pour les granulocytes surtout les
neutrophiles et monocytes circulants, cela peat étre due A 1effet activant de ces alcalgides.

Sur la base de nos résultats et de ce que nous avons trouvé dans la documentation, nous
pourront confirmer que ces alcaloides exercent un effet stimulant notamment sur les

elfecteurs de Ja réponac immuniraire innde

Nous sommes neaninoins persuadé que cetie étude mérite d'étre poursuivie. Cela
permetira sans doute de progresser dans le difficile accés de ce nouveai champ de

connaissance situe a [interface de Pimmunologie et la phytochimie. 11 seraif souhaitable :

- De chercher I’effet de cet extrait sur les différents effecteurs de la réponse innée tels

que les eylokines et d’autres facteurs solubles.

- D’étudier "effet direct sur les cellules responsables de la réponse inflammatoire en se

basant sur des tests in vitro.

- De réaliser une purification de cet exwait afin de chercher le principe actif de cette
plante et d’¢tudier son activité anti<inflammatoire, par le fait que nous avons signalé que

|"extrail entier pourrait avoir cette activite.
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Résumé

Les alcaloides forment un groupe fascinant de produits naturels et constituent un des
plus grands groupes de métabolites secondaires des plantes qui jouent un réle dans la défense

contre les herbivores.

En raison de leur diversité structurale et de leurs propri¢iés biologiques variées, ces
composés ftrouvent leur place dans les utilisations thérapeutigues st applications

pharmaceutiques chez I’homme.

Dans ece contexte, nous nous sommes intéressés dans notre travail a lextrait bruf

leurs effets sur certains éléments du systéme immunitaire.

Afin de pouvoir déterminer ces effets; denx doses de 'extrait brut d'alcaloides de khat
(50 mglkg et 100 mg/kg du poids carporel des souris) ont té administrées par voic intra-

peritoneale et le nombre de certaines cellules immunitaires a éré évalig

Les resultats cobtenus aprés 24 Weures de fmitement, ont mis en évidence ime
augmentation des splénocytes, thymocytes (en paralléle avec le poids des organes lymphoides
relafifs), macrophages péritonéaux, granulocytes et monocytes circulants, Par contre une

diminution a été signalée au niveau du taux global de globules blanes et de lymphocytes. Cela

vous a conduits & penser que ces alcaloides exercent un effet stimulant notamment sur les

effecteurs de la réponse immunitaire innée

Mots elés ;. Alcaloides, systéme fmmunitaire, effet immunostimulant.
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Abstract

The alkaloids form a fascinating group of natural products and constitite one of the
greatest groups of secondary metabalites of the plants which play a role in defense against the

Therbivores.

Because of their structural diversity and their varied biological properties, these
compounds find their place in the therapeutic uses and pharmaceutical applications for the

man.

In this context, we were interested in our work in the rough alkaloid extract isolated
from leaves of the khat (Carha edulis Forsk) collected of Yemen, to study their effects on
certain elements of the immune system.

In order to be able to determine these effects, two amounts of the rough alkaloid
extract of khat (50 mg/kg and 100 mg/kg of the body weight of the mice) were administered
intra-peritonealy and the number of certain immune cells was evaluated.

The results obtained after 24 hours of treatment, showed ap increase in the
splenocytes, thymoeytes (in parallel with relarive organ weights of lymphoid organs),
peritoneal macrophages, granulocytes and monoeytes circulating. On the other hand, a
reduction level of the total rate of white blood and lymphocytes level was unregistered. That
led us to think that these alkaloids mainly exert a stimulating effect on the effectors of the

innate immune.

Keywords : Alkaloids, immune system, immunostimulant effect.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

(o |

‘1,

Al il ST e Baa y g cdmgalall ilatiall e Rols e gane il B IS
it e byl lpial 525 iy g 5 1 083y ol il s pliall 6 1 50 s 0 il sie
Aiape Sk Ly 2 0all 8 Jaadat

s 85l ez sl SAN Clay il aldtiee Rl o ) Liolaial a8 8 ade ol
‘EEJ:-LA-“ __Jlg.e..n _}.;al.‘::. ‘_;c a_}_fihia_)u LJ:J Cra c-i‘ﬂ.i_} su.n,_t“ U dzman r‘ﬁ(é‘m bl

o S/ 100 5 S/3e 50 ) Shu Bl paliiu ppa e o a8 5 ) e 25 el

Ao liall GBAY sae apaa 2 Slieall Jaly (@l @l p (oA s o5

sl LA Al dall LD B 5al ) Aliaall e b 24 am Lgle Jeaafall i) celan

R ol s 5 08 el o Ay plialll ilme] 055 pa sl (8 5) A e

siaad dgle 5 Ay o) eyl 5 o) Ay poddl iy S 1 ginn i g im ) ) 5 5 Rl
Age gl el 5 Lo liall i) juiat 5 T35 iy il o

Gelidlavall el ol el cciay B ¢ Autlialf cilatelf
I (C J (o


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Annexe

Solution utilisées

Les Solutions méres
50 mg/Kg
Alcaloides 5 mg
Nadl 2ml

Dissoudre 5 mg de I"extrait brut d’alcaloides dans quelques gouttes d°éthanol 95% puis
ajouter la solution de NaCl.

100 mg/kg
Alcaloides 10 mg
NaCl 2ml

Dissoudre L0 mg de ["extrait brut d’alcaloides dans quelques gouttes d’éthanol 95% puis
ajouter la solution de NaCl.

Suabibam e Nal 1 (1L9%)

NaCl 225¢

Ean distillé 250 ml
Solution de PBS PH=7.2

Na Cl 8g

Na2HPO4 1.15¢

KH2ZPO4 02¢g

K 02¢g

Eau distillée 1000 mi
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Annexe

Solufion de Iyse

NH4C

Eau distillée

H C1 0.1 Normalité
HCl
Eau distillée

Na OH 0.1 Normalité
Na OH

Eau distillée

DBleu de trypan
Bleu de trypan

Eau distillée

083g
100 mi

0.93 ml
90.7 ml

04g
100'ml

0.2g
100 ml
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