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L’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est un probleme de santé publique avec
de lourdes conséquences sur le développement de I’enfant. Elle débute le plus souvent chez le
nourrisson agé de moins d’un an (Rancé et Dutau, 2009; Denis et al., 2012). On distingue les
formes a IgE-médiées, avec des manifestations de type réaginique (immédiat) et les formes
non IgE-médiées, a médiation cellulaire, responsables de réactions retardées. L’incidence de
I’APLV IgE-médiée est de 1,1% et est 4 fois plus élevée chez les enfants atopiques par

rapport aux non atopiques (Ibsaine et al., 2013).

L'APLV est une réaction immunitaire contre une ou plusieurs protéines du lait de vache
(toutes potentiellement allergisantes), avec des symptomes allant de 1égers symptomes gastro-

intestinaux a un choc anaphylactique sévere (Rancé, 2004; Rancé et Dutau, 2009).

A ce jour, aucune thérapie efficace ciblant I'immunopathologie de 1'allergie aux protéines
du lait de vache n'est disponible et la pharmacothérapie est utilisée principalement pour
soulager les symptomes d'hypersensibilité. La prise en charge diététique de I’APLV requiert
I’élimination du régime de toute trace de protéines de lait (Dupont et Soulaines, 2017).
Cependant, le régime d’éviction est souvent contraignant et difficile a respecter. Par
conséquent, la recherche doit se concentrer sur le développement de mesures préventives et

thérapeutiques efficaces pour gérer I'APLV.

Les thérapies médicales traditionnelles sont utilisées dans le monde entier pour la
prévention et le traitement des maladies. L'apithérapie fait partie de la médecine traditionnelle
basée sur l'utilisation des produits apicoles. Les produits d'abeille les plus connus sont le miel,
la propolis et la gelée royale.ils sont largement utilisés pour renforcer le systétme immunitaire

et prévenir les infections des voies respiratoires (Trumbeckaite et al., 2015).

La gelée royale est I'un des aliments naturels les plus riches en nutriments. Elle contient
des protéines, des glucides, des lipides (Popescu, 2008a; Sabatini et al., 2009), mais aussi des
acides aminés, des minéraux, des vitamines (surtout la vitamine BS5), de nombreux oligo-

éléments, enzymes et des facteurs antibiotiques.

Les investigations récentes ont mis en évidence le rdle crucial que joue la gelée royale
dans le maintien et I’amélioration de la santé des humains grace aux substances bioactives qui

s'y trouvent.
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En effet, il a ét€ montré qu’elle posseéde diverses activités biologiques importantes telles
que des activités anti-inflammatoire, antibactérienne, vasodilatatrice, antitumorale, anti-
hypercholestérolémique, ainsi que des effets antioxydants et immunomodulateurs (Ramadan
et Al-Ghamdi, 2012; Melliou et Chinou, 2014; Khazaei et al., 2018; Pasupuleti et al., 2017;
Saeed et al., 2018).

Pour cela, elle est présente dans plusieurs préparations destinées au traitement des
douleurs arthritiques, de 1’hypertension artérielle, du diabete, de 1’hépatite chronique, des
troubles menstruels, de I’infertilité et de la fatigue. Toutes ces découvertes ont ouvert une

nouvelle ere dans I’utilisation de la gelée royale.
Ce travail de these a donc pour but:

» Etudier la composition chimique de la gelée royale.

» Evaluer I’effet de la gelée sur la réponse immunitaire systémique développée chez des
souris Balb/c rendues allergiques a la B-Lactoglobuline.

» Evaluer I’effet de la gelée royale sur la réponse anaphylactique locale chez les souris
sensibilisées avec la B-Lg.

» Evaluer les effets de la gelée royale sur 1’aspect histologique de 1’intestin.


http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=hypertension_pm
http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/SectionSpeciale.aspx?doc=diabete_spec
http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=hepatites_pm
http://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/SectionSpeciale.aspx?doc=menstruations_spec
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1. Histoire naturelle de I’allergie alimentaire

L’allergie alimentaire est un important probleme de santé publique qui affecte les enfants
comme les adultes et dont la prévalence tend a augmenter ces 20 a 30 dernieres années, elle ne
représente que 8 % des allergies en général mais elles sont de plus en plus fréquentes, les
estimations de prévalence dans les pays développés avoisinant les 10 % (Dutau et Rancé, 2006;
Savage et Johns, 2015). L’incidence est estimée a 4 % pour la population adulte et 8 % pour les

enfants (Sicherer et Sampson, 2014).

Selon les individus et les aliments, ces allergies provoquent des réactions tres variables et

parfois mortelles (Sampson et al., 1992; Moneret-vautrin, 2008).

Les allergies alimentaires sont devenues un grand probleme en raison de leur fréquence a tous
les ages de la vie et de leur sévérité potentielle et de 1’augmentation nette de 1’anaphylaxie et du
risque croissant de réactions aux allergénes masqués ou nouveaux caractérisant 1’alimentation
industrielle (Mullins, 2007; Taylor et Baumert, 2010). Chez les enfants, elles étaient presque
toujours liées aux mémes allergeénes (lait de vache, ceuf de poule, arachides, noix, soja et blé)
(Sicherer et Sampson, 2014). Chez les adultes, s’additionne a cette liste les poissons et les

crustacés (Iweala et al., 2018).

Chez le nourrisson, les protéines du lait de vache (PLV) sont les premiers et les seuls
antigenes alimentaires introduits dans I’alimentation jusqu’a la diversification. C’est pourquoi
I’allergie aux protéines du lait de vache (APLV) est une pathologie qui survient de maniere
précoce essentiellement dans la premiere année de vie (Fiocchi et al., 2010). Les manifestations

cliniques apparaissent précocement, le plus souvent avant I’age de 6 mois.

L’évolution naturelle de ’APLV se fait le plus souvent vers la guérison. Cependant, cette
allergie peut persister apres 1’dge de 3 ans (Rancé et al., 2005; Skripak et al., 2007). L’age
précoce du diagnostic, le type retardé des manifestations cliniques et 1’absence d’asthme lors du
diagnostic et/ou lors du suivi sont prédictifs de 1’acquisition de la tolérance. Un suivi a long
terme est nécessaire chez ces enfants, méme apres ’acquisition de la tolérance (Aissa et al.,

2017).

Le diagnostic est basé sur les antécédents cliniques, les tests cutanés, les IgE spécifiques et
parfois sur la provocation alimentaire (Bidat, 2006). Cependant, Il est parfois difficile de poser

d’emblée un diagnostic correct et le risque de sous ou sur diagnostiquer une APLV est élevé.
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Une démarche diagnostique rigoureuse s’avere nécessaire pour identifier les enfants présentant

une APLV et les traiter avec une diete appropriée (Ezri et al., 2016).
2. Epidémiologie de I’allergie alimentaire

Depuis 35 ans, plusieurs estimations indiquent que la fréquence des allergies alimentaires est

en augmentation dans la population générale (Rancé et Dutau, 2004).

En France, la fréquence des allergies alimentaires a doublé en cinq ans. L’allergie alimentaire

est deux ou trois fois plus fréquente chez 1’enfant que chez 1’adulte (Dutau, 2003).

Selon Osborne et al. (2011), 1'allergie alimentaire touche jusqu'a 10% des enfants et elle est
actuellement en augmentation dans de nombreux pays avec une prévalence de 0,5 a 6% de la
population infantile (Sampson, 1999; Koletzko et al., 2012; Nwaru et al., 2014) et 2% et 3% de

la population générale (Sicherer et Sampson, 2014).

La prévalence des anaphylaxies graves (grades III et IV) est estimée entre 0,01 et 0,09 % chez
les individus hospitalisés en urgence. Le risque annuel de déces par allergie alimentaire, estimé a
1/800 000, semble en augmentation (Macdougall et al., 2002). Les prévalences ont été étudiées
pour certains aliments, en particulier chez les enfants de 2 a 5 ans : ceuf (1,6-2,6 %), lait de vache

(1,1-2,2 %), arachide (0,9-1,2 %) et noix d’arbres (0,5 %) (Rancé et Dutau, 2007).

En Algérie, une étude récente réalisée sur 770 enfants 4gés de 0 a 3 ans dans la région du
constantinois a fait apparaitre une prévalence de I’APLV de 3,64 %, avec une prédominance

masculine (Boughellout et al., 2015).
3. La tolérance orale

La tolérance orale est une réponse induite « par défaut » suite a une exposition a une protéine
par voie gastro-intestinale. C’est une réponse immunitaire active, suppressive et spécifique,
limitant toute réponse immunitaire effectrice qui serait induite suite a une nouvelle rencontre
avec cette méme protéine, qu’elle soit locale (intestinale) ou systémique (Pabst et Mowat, 2012).
Cette suppression des réponses immunitaires se produit selon plusieurs mécanismes comprenant

la production de cellules T régulatrices et la suppression de cellules T spécifiques d'antigene.

Dans les études sur l'histoire naturelle de l'allergie alimentaire, le développement de la
tolérance est associé a une diminution des anticorps IgE spécifiques des aliments et a une
augmentation des anticorps de type IgG4 ainsi qu’une augmentation des niveaux d’IL10 (Ruiter

et al., 2007, Savilahti et al., 2010; Sommanus et al., 2014).
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La tolérance orale requiert une maturation correcte du syst¢tme immunitaire intestinal, qui
débute des la vie in utero puis néonatale, faisant intervenir des déterminants tels que
I’alimentation et le microbiote intestinal. Enfin, des conditions environnementales,
physiopathologiques ou d’exposition particuliere pourront perturber les mécanismes d’induction

de la tolérance orale (Adel, 2016).
3.1. Prise d'antigene, diffusion et présentation de I’antigene

Le systtme immunitaire de la muqueuse digestive, communément appelé le Gut-Associated
Lymphoid Tissue (GALT), est exposé en permanence a de trés nombreux antigenes étrangers
provenant simultanément de I’alimentation et des micro-organismes de la flore commensale
intestinale. Parallelement a cela, ’intestin représente une des principales portes d’entrée des

micro-organismes pathogenes dans 1’organisme (Chinthrajah et al., 2016).

Les protéines et les peptides potentiellement immunogenes qui sont issus de la dénaturation et
de la digestion intestinale peuvent traverser la barriere épithéliale via plusieurs mécanismes
potentiels: la diffusion paracellulaire, transcytose a travers les cellules épithéliales intestinales,
endocytose par les cellules Microfold (cellules M) et par échantillonnage direct par les
macrophages (CX3CR1") par un processus appelé «trogocytose» (Rescigno et al., 2001;
Mabbott et al., 2013; Just et al., 2017) (figure 1).

Les cellules épithéliales intestinales peuvent également présenter directement les antigenes
aux cellules T intra-épithéliales dans l'intestin, car elles peuvent exprimer dans certaines
conditions le CMH II sur les surfaces basolatérales (Chehade et Mayer, 2005; Scott et al.,
2011). Certaines cellules spécialisées sont impliquées dans 1'échantillonnage d'antigene a partir
de l'intestin via des mécanismes distincts. Les cellules M sont un type de cellule épithéliale
recouvrant le GALT (y compris les plaques de Peyer) qui ont un glycocalyx réduit. Elles
s'engagent activement dans la phagocytose et la transcytose des particules d'antigene (y compris
les microbes) et de maniere moins efficace, des macromolécules solubles provenant de la

lumiere intestinale (Sicinski et al., 1990; Macpherson et Uhr, 2004; Chehade et Mayer, 2005).

Cependant, une autre voie d’entrée des antigenes de la lumiere intestinale, indépendante des
cellules M, a récemment été décrite. Cette voie implique une sous population des cellules
myéloides CD11c" présents dans le chorion, exprimant le récepteur CX3CR1. Ces cellules sont
capables d’accéder a la lumiere intestinale via des expansions cellulaires (dendrites) traversant la

barriere intestinale et donc de capter directement les antigenes. Ce mécanisme nécessite
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Figure 1. La prise en charge des antigenes alimentaires présents dans la lumiere intestinale et

leur présentation au systeme immunitaire associé a la muqueuse intestinale (Just et al., 2017).
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I’interaction de CX3CRI1 avec son ligand CX3CL1/fractalkine, situé sur les cellules épithéliales.
Ces cellules CD11c* forment des jonctions serrées avec les entérocytes adjacents ce qui permet

de conserver I’intégrité de 1’épithélium intestinal (Rescigno et al., 2001; Niess et al., 2005).

Ces cellules ne migrent pas vers les ganglions lymphatiques mésentériques (MLN) et ne
peuvent pas activer les lymphocytes T naifs, mais peuvent transmettre 1'Ag aux cellules
dendritiques migratoires (DC) voisines. Une fois I’antigéne capté, ces derniéres vont ensuite
migrer dans les ganglions mésentériques (Schulz et al., 2009; Bain et Mowat, 2011; Pabst et al.,

2012).

De plus, une autre étude a également mis en évidence une prise en charge des antigénes
alimentaires luminaux par des cellules caliciformes et une délivrance préférentielle aux DC
CD103" (McDole et al., 2012). Cependant, l'interaction entre les cellules caliciformes et les
CD103" DC s'est avérée étre un événement rare (Farache et al., 2013) et pourrait étre pertinente

en particulier 2 une concentration élevée de 1'antigene.

Enfin, une autre voie a été mise en évidence dans les entérocytes, conduisant a un passage
d’antigénes non dégradés (environ 2% des protéines) directement dans la circulation sanguine
(Warshaw et al., 1974). L absorption de protéines alimentaires entieres est donc un processus
physiologique normal. Leur transport via la veine porte et leur prise en charge par les cellules
hépatiques telles que des cellules endothéliales sinusoidales, les cellules de Kupffer et/ou les
cellules dendritiques, favorisait 1’induction d’une tolérance plutdt que d’une réponse effectrice

(Goubier et al., 2008; Thomson et Knolle, 2010; Pabst et al., 2012).
3.2. Role des cellules dendritiques

La tolérance orale résulte de la prise en charge guidée des protéines alimentaires par des
cellules présentatrices d’antigenes (CPA) spécialisées et conditionnées par le
microenvironnement intestinal particulierement riche en cytokines régulatrices (TGF-f et IL10)

et en acide rétinoique (RA), un métabolite de la Vitamine A.

Parmi les CPA impliquées dans cette prise en charge; les cellules dendritiques (DC)

exprimant la molécule CD103™ (Adel-Patient, 2016).

En effet, en condition homéostasique, apres leur migration de la Lamina propria vers les
ganglions lymphatiques mésentériques, les cellules dendritiques CD103* CD11b" présentent la

capacité de produire de I’acide rétinoique grace a une enzyme, la rétinal déshydrogénase 2
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(RALDH2), ainsi que du TGF- et expriment I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), une enzyme
impliquée dans le catabolisme du tryptophane. L’ensemble de ces éléments permettrait la
conversion des lymphocytes T naifs en T régulateurs périphériques CD4"CD25"FoxP3 et leur
homing dans la muqueuse intestinale. Ces lymphocytes seraient ensuite eux-mémes impliqués
dans I’inhibition des réponses Th2 et IgE spécifiques aux antigenes alimentaires et dans la

promotion des réponses IgG4 (Wawrzyniak et al., 2017).

Par ailleurs, la tolérance orale repose sur la capacité des cellules dendritiques (DCs) a
présenter les antigeénes collectés dans la muqueuse intestinale aux lymphocytes T CD4™ naifs: le
type de réponse T induite dépendant alors en grande partie des cytokines et signaux dérivés des

cellules dendritiques (Paidassi, 2017).

Une perturbation du fonctionnement des cellules dendritiques pourra ainsi rompre 1’équilibre
délicat immunité vs tolérance, générant 1’apparition d’une réponse de type Th2 et d’une
hypersensibilité aux allergenes alimentaires (Yu et al., 2016). De plus, 1'inhibition de 1'IDO
diminue la conversion de Treg et favorise l'induction de Th1 et Th17 (Matteoli et al., 2010).

3.3. Role des cellules T Régulatrices (Treg)

Les Treg semblent actuellement essentiels dans la suppression de I’inflammation assurée par
les lymphocytes Th2 et le maintien de la tolérance immunitaire. Les deux classes de
lymphocytes CD4" Treg les plus importantes sont les lymphocytes Treg naturels (nTreg)
d’origine thymique et les lymphocytes Treg induits ou adaptatifs (iTreg) issus en périphérie

de précurseurs T CD4 conventionnels matures (DeLong et al., 2011; Oseroff et al., 2012).

La génération de Tregs fonctionnels spécifiques joue un rdle clé dans 1’induction des réponses
immunitaires appropriées aux allergenes (Palomares, 2013). La différenciation des iTreg en

périphérie est dépendante de la cytokine régulatrice « transforming growth factor-beta» (TGF-p3).

Les cellules T régulatrices expriment le facteur de transcription “forkhead box p3” (foxp3),

notamment sous 1’effet de TGF- actif produit par la DC CD103".

Selon Paidassi et al. (2011), le TGF-B doit étre activé par 1’intégrine avB8 exprimée par les
cellules dendritiques avant de pouvoir €tre reconnu par les cellules T et induire ainsi la

génération des iTreg intestinale chez la souris.

Une étude tres récente montre d’une part le role essentiel de 1’expression de 1’intégrine av38
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par les cellules dendritiques intestinales pour la génération de Treg intestinaux et le maintien de
la tolérance orale et d’autre part qu’une dérégulation de 1’expression de avp8 dans le tissu
intestinal pourrait étre a I’origine de la perturbation du compartiment de Treg et leur inefficacité
a contrdler le développement de réactions inflammatoires aux antigenes de 1’environnement
(Paidassi, 2017).

Les cellules dendritiques CDI103" induisent I'expression des récepteurs homogenes de
l'intestin CCR9 et a4p7 sur les lymphocytes T sensibilisés dans les MLN (mucosa-associated
lymphoid tissue) pour faciliter la migration des cellules T vers l'intestin gréle (Jaensson et al.,

2008).

La déficience de I’intégrine CCR9 ou o4 37 sur les lymphocytes T, ou une déficience du
ligand de I’'intégrine o4 B7 (Madcam-1: mucosal addressin cell adhesion molecule-1) sur les
cellules endothéliales de l'intestin inhibent la migration des cellules Treg vers ’intestin qui sont

essentielles pour l'induction de la tolérance orale (Hadis et al., 2011; Cassani et al., 2011).
3.4. Sensibilisation allergique: rupture de la tolérance orale

Le maintien de la tolérance nécessite des interactions complexes entre les cellules non
immunitaires et les cellules du tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT), qui contient
10" cellules lymphoides par métre de tube digestif et plus de cellules productrices
d'immunoglobulines que dans le reste du corps (Mestecky et McGhee, 1987; Van der Heijden et
al., 1987; Brandtzaeg et al., 1998). Ces cellules doivent agir de concert pour limiter les réponses
inflammatoires aux bactéries et aux protéines alimentaires qui pourraient causer des lésions
tissulaires, garder les microbes confinés dans l'intestin et reconnaitre les agents pathogenes
susceptibles de causer des lésions ou des maladies. L'incapacité a atteindre un équilibre
approprié dans ces rdles peut conduire a une perte de tolérance entrainant des maladies
inflammatoires telles que des maladies intestinales inflammatoires ou des réponses a des

aliments inoffensifs comme la maladie cceliaque et les allergies alimentaires a IgE.

Les événements incitatifs menant a la rupture de la tolérance orale, a la sensibilisation
allergique et au développement d'allergies alimentaires chez les personnes sensibilisées sont mal
compris. Il est probable que de multiples voies pourraient finalement conduire a un échec quant

au développement ou la perte de la tolérance orale.

Une étude récente a abordé les mécanismes immunitaires impliqués dans la tolérance orale et

la maniere dont I’altération de ces derniers pourrait favoriser la rupture de la tolérance orale et le
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développement d'allergies alimentaires (Chinthrajah et al., 2016). Parmi les facteurs pouvant
affecter ces réponses immunes le microbiote commensal qui joue un réle dans le maintien de la
tolérance orale. Ce role a été révélé grace a 1’étude de 1'association entre la dysbiose intestinale et
l'allergie alimentaire ainsi que le role des métabolites bactériens dans la régulation de l'intégrité
épithéliale et des réponses immunitaires intestinales (Stefka et al., 2014; Blazquez et Berin,

2017).

Au niveau du tube digestif, la fermentation des fibres alimentaires par le microbiote produit
des acides gras a courtes chaines tels que l'acétate, I'acide propionique et plus particulierement
l'acide butyrique qui peuvent avoir de multiples effets sur la réponse immunitaire (Vital et al.,
2014; Berni Canani et al., 2015). Par exemple, ils permettent notamment 1’induction de cellules

T régulatrices au niveau du colon (Furosawa et al., 2013).

Le butyrate stimule la prolifération des cellules épithéliales, régule 1’inflammation et exerce
un role anti-carcinogene (Hamer et al., 2008). Les effets du butyrate passent par sa capacité a
moduler 1’expression génique en agissant sur 1’acétylation des histones et de I’ADN pour
favoriser la transcription (Daly et Shirazi-Beechey, 2006). De plus, les acides gras a courtes
chaines issus du métabolisme bactériens jouent un rdle dans I’induction de I’apoptose

indispensable au renouvellement de 1’épithélium intestinal (Hague et al., 1993).

En outre, la sensibilisation cutanée aux antigénes alimentaires présenterait un mécanisme
possible, qui pourrait conduire a l'incapacité de développer une tolérance orale ou a sa perte

(Chinthrajah et al., 2016).

Une étude récente a mis en évidence I'impact a la fois de 1'épithélium cutané altéré et/ou
enflammé, et de la présence d'antigéne alimentaire dans les poussieres domestiques, dans

I’induction d’une sensibilisation aux allergenes alimentaires (Noti et al., 2014).

Une altération néonatale de la barriere cutanée, suite a une augmentation de la perméabilité
cutanée, méme en 1’absence de dermatite atopique, est prédictive du développement d’une
allergie alimentaire avant 1’age de deux ans (Kelleher et al., 2016). Le role de la flore cutanée sur
la maturation du systéme immunitaire associé a la peau et/ou dans ces sensibilisations reste a
élucider.

La tolérance orale aux protéines alimentaires est le résultat d'interactions complexes entre les

antigenes alimentaires, le microbiote intestinal, les cellules non immunes de l'intestin, et les
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cellules présentatrices d’antigenes (CPA) spécialisées ainsi que les lymphocytes associés a

I’intestin (Chinthrajah et al., 2016).
4. Physiopathologie d’allergie aux protéines du lait de vache (APLYV)

L’allergie aux protéines du lait de vache est définie par la survenue de manifestations
cliniques dues a une réponse immunologique anormale apres ingestion des protéines lactées

bovines (Dupont et al., 2010).

Parmi les protéines responsables de 1I’APLV, les trois allergenes principaux sont 1’a
lactalbumine, la B-lactoglobuline et la caséine (Wal, 1998; Natale et al., 2004; Tsabouri et al.,
2014) ainsi que d'autres protéines telles que la sérum albumine bovine (SAB) et la lactoferrine
(présents sous forme de traces) qui sont aussi des allergenes potentiels (Sharma et al., 2001;
Fritsche, 2003; Negaoui et al., 2016). La différence de composition existant entre les protéines
du lait de vache et celles du lait humain peut étre 1'une des raisons de I’induction de l'allergie au
lait de vache chez les nourrissons (Fox et McSwenney, 1998). En outre, la teneur en
immunologlobuline est plus élevée dans le lait maternel que dans le lait de vache, ce qui peut
améliorer les fonctions immunitaires des nourrissons et les prévenir contre l'allergie (Fox et

McSwenney, 1998; Guo, 2001; El Agamy, 2007).
4.1. Les formes immunologiques impliquent dans I’allergie aux protéines de lait de vache

L’allergie aux protéines de lait de vache est I’une des premieres allergies a se manifester chez
le nourrisson des I’introduction des premiers biberons. Il s’agit d’une réaction d’hypersensibilité
immédiate (Wal, 2011) pouvant impliquer des mécanismes IgE-médiée (les symptOmes
apparaissent rapidement apres I’'ingestion de I’allergene) ou non IgE-médiée ou retardée (les
symptomes vont se manifester plusieurs heures apres la prise de 1’allergene ou encore mixtes
IgE/non IgE-médiés (Fiocchi et al., 2010; Katz et al., 2010; Pramil et Rancé, 2011; Koletzko et
al., 2012; Kim et Burks, 2015).

4.1.1. Les réactions de Type I (immédiate, a médiation IgE)

Les réactions d'hypersensibilité médiées par 1'IgE aux protéines du lait de vache ou (type 1)

sont caractérisées par une réponse T helper 2 (Th2).

La réaction allergique se déroule en deux phases distinctes, séparées dans le temps. Suite au
premier contact avec ’allergene, des cellules T spécifiques sont induites, sécrétant de I’1L4 et de
I’IL13. Ces cytokines vont induire la transformation des lymphocytes B naifs spécifiques de

I’antigene en plasmocytes producteurs d’IgE spécifiques. Les IgE spécifiques circulent dans
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I’organisme et se fixent sur leurs récepteurs de haute affinité (FceRI), exprimés par les
basophiles circulants et les mastocytes muqueux. Cette phase, dite de sensibilisation, est

cliniquement muette: le patient est sensibilis€ mais ne montre pas de symptomes.

Lors de contacts ultérieurs avec le méme allergéne (ou un allergene de structure proche dans
le cas d’allergies croisées), il est reconnu par les IgE spécifiques liées a ces cellules effectrices.
Cette reconnaissance peut alors induire 1’agrégation des FceRI et I’activation de multiples
cascades de signalisation intracellulaire impliquant des protéines tyrosine kinase de la famille
Src, Syk et Lyn. Le FceRI est un complexe moléculaire constitué de quatre sous unités; une
chaine a qui se lie aux IgE, une chaine B et un dimere de chaine y. La signalisation intracellulaire
s’effectue par I’intermédiaire des chaines B et y; leur portion intracytoplasmique comporte des
résidus de leucine et de tyrosine représentant un motif d'activation des récepteurs immuns basé
sur la tyrosine, associe a Lyn. Ces enzymes permettent la phosphorylation secondaire de la
phospholipaseyl (PLCy1) grace au recrutement de Syk. L’activation de la PLCy1 est a ’origine
de Dapparition de messagers constitués du diacylglycérol (DAG) et de I’inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3). La molécule DAG permet 1’activation de la phosphokinase C (PKC).
Parallelement, I’IP3 se fixe sur la membrane du réticulum endoplasmique entrainant la libération
du stock de Ca™ dans le cytoplasme de la cellule (mastocyte ou basophile) puis I’ouverture des
canaux calciques qui conduit finalement a la dégranulation des mastocytes, la libération rapide
du contenu de granules intra-cellulaires (histamine, tryptase) et a la synthese et a la sécrétion de
médiateurs lipidiques (prostaglandines, leucotrienes) responsables de symptdmes précoces

(Blank et David, 1998; Tkaczyk et al., 2004; Nosbaum et al., 2014) (figure 2 et 3).

Cette seconde phase correspond a une réponse inflammatoire locale déclenchée par les
médiateurs libérés par les mastocytes et les basophiles. Certains de ces médiateurs possédent une
activité chimiotactique qui favorisent le recrutement d’éosinophiles, de neutrophiles, de
monocytes et de lymphocytes au site de I’inflammation. Les cellules recrutées liberent alors des

protéases qui provoquent des 1ésions tissulaires (Ballmer-Weber et al., 2015; Turner et al., 2016).

Les caractéristiques cliniques de allergie au lait de vache en raison des réactions médiées par
les IgE sont exprimées comme des symptomes immédiats impliquent particulierement la peau,
les voies respiratoires et/ ou le tractus gastro-intestinal et la circulation systémique ou méme des
réactions généralisées (irritabilité, troubles du sommeil, une mauvaise croissance) (figure 4).

Ceux-ci peuvent méme conduire a des réactions anaphylactiques systémiques graves qui
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constituent une urgence médicale (Perez-Machado et al., 2003; Levy et al., 2012; Salvatore et

Vandenplas, 2016).
4.1.2. Les réactions de Type IV (retardée, a médiation cellulaire)

Elles impliquent des lymphocytes T spécifiques qui en présence de l'allergéne entrainent la

production de cytokines inflammatoires (LT CD4+) ou activent la cytotoxicité (LT CD8+).

Les symptomes se développent généralement une a plusieurs heures ou plusieurs jours apres
I’ingestion de lait de vache. Il n’y a pas de tests fiables de laboratoire pour diagnostiquer les
réactions retardées, non IgE-médiées. La majorité des signes sont gastro-intestinaux, mais
d’autres manifestations touchant la peau et les voies respiratoires peuvent se produire (Tsuge et

al., 2006; Fiocchi et al., 2010; Vrdoljak et al., 2014).

L’hypersensibilité du type IV est probablement le mécanisme responsable de la maladie
ceeliaque et des formes entéropatiques d’intolérance aux protéines du lait de vache (Andre,

1992).
4.2. Les facteurs pouvant influencer I’expression des manifestations allergiques

Chez le nouveau-né, l'immaturité de la fonction intestinale ainsi que le déficit transitoire en
IgA étaient des facteurs physiopathologiques prédisposant a I'APLV. Ils ne sont pas les seuls, le
terrain atopique familial est un des éléments les plus prédictifs de I'APLV (Saarinen et al., 1999;

Moneret-Vautrin et al., 2001).

La physiopathologie des maladies atopiques, dont I’allergie alimentaire, met en jeu des
facteurs génétiques et environnementaux (Desjeux et al., 1994; Garnier et al., 2017) tel que le
tabagisme maternel (Kulig et al., 1999; Lannero et al., 2008; Keil et al., 2009; Thacher et al.,
2016). Une sensibilisation allergénique in utero rend compte des réactions allergiques au premier
contact avec 1’allergéne (Feiterna-Sperling et al., 1997; Nemni et al., 2006). Une sensibilisation
par le lait maternel (Kilshaw et Cant, 1984; Isolauri et al., 1998; Denis et al., 2012), 1’absence
d’allaitement maternel ou d’une durée trop courte (moins de 4 mois) (Ashley et al., 2015) et des
altérations précoces de la composition du microbiote intestinal (hygiene, accouchement par
césarienne programmée, prise d’antibiotiques) peuvent donc induire une dysbiose (moindre
diversité microbienne, altération de la composition en certaines communautés bactériennes) dans

les premiers mois de vie qui pourrait avoir des effets a long terme sur le développement des
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allergies (Dominguez-Bello et al., 2010). On estime d'autres facteurs de risque, comme les

facteurs épigénétiques et la vitamine D.
4.2.1. Facteurs épigénétiques

L’épigénétique est récemment apparue comme un mécanisme potentiel dans le développement
de D’allergie alimentaire. Ce phénomene pourrait expliquer 1’augmentation de I’incidence des
maladies allergiques via la modification par I’environnement et de I’expression des genes clés

dans le développement de 1’allergie (Martino et al., 2014).
4.2.2. Vitamine D

Il semblerait également que des carences ou exces en vitamine D pourraient avoir un rdle
dans I’apparition d’allergie alimentaire. En effet, certaines études affirment qu’un exces de
vitamine D conduirait au développement des allergies (Weisse et al., 2013), d’autres études

affirmeraient le contraire (Baek et al., 2014).

5. Traitement d’allergie alimentaire

L'allergie alimentaire médiée par IgE est le résultat de différents mécanismes
immunologiques et est donc susceptible d'exiger différentes approches immunothérapeutiques
pour apporter une solution a ce probleme. Les avantages potentiels de cette thérapie sont
I’accélération du développement de la tolérance et 1’amélioration de la qualité de vie chez les

patients (Nowak-Wegrzyn et al., 2011).
5.1. Régime d'éviction

Les traitements de 1’allergie alimentaire sont principalement préventifs et symptomatiques.
Le régime d’éviction de 1’allergene est la premiere étape de la prise en charge de I’allergie

alimentaire. Ce traitement consiste a éliminer les aliments incriminés afin de prévenir les

réactions anaphylactiques et de guérir les symptomes chroniques associés.

Néanmoins, cette stratégie thérapeutique altere notablement la qualité de vie du patient et de
sa famille par la difficulté croissante de sa réalisation. L’éviction stricte n’empéche pas le
développement de la sensibilisation avec 1’age et est incriminée dans 1’augmentation de la
réactivité clinique. Ceci se traduit par une sévérité accrue ou bien par un seuil réactogene plus
bas (Flinterman et al., 2006; Moneret-Vautrin, 2011). L’éviction n’est plus suffisante pour la

sécurité des sujets les plus allergiques.
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5.2. Les formules hypoallergéniques

Les formules hypoallergéniques (HA) sont souvent utilisées durant les six premiers mois de la
vie chez les nourrissons a haut risque d’allergie. Les plus courantes sont les préparations pour
nourrissons partiellement hydrolysées, préparées a partir de différentes fractions telles que le lait
entier, les protéines de lactosérum ou les caséines, largement hydrolysées et les formules a base
de soja (Walker-Smith, 2003; Isolauri et Sampson, 2004). Cependant cette dernicre alternative
n’est pas toujours adéquate et peut conduire a des réactions croisées (Addou et al., 2016) ainsi

que d'autres dangers causés par les phytoestrogenes (Agostoni et al., 2006).

Les laits a base d’autres protéines de lait animales (chevre, brebis, jument, dnesse, chamelle)
sont également contre-indiqués, en raison du risque élevé de réaction croisée et de leur

composition nutritionnelle inadéquate pour les nourrissons (Sicherer, 2001; Fiocchi et al., 2010).
5.3. Les traitements médicamenteux

Les traitements médicamenteux ont pour objectif de limiter certaines manifestations cliniques
mais ne doivent pas €tre substitués au régime d’éviction. Par exemple, les antihistaminiques
s’opposent aux effets de 1’histamine et d’autres médiateurs alors que les corticoides sont destinés

a lutter contre les inflammations.

Le traitement de I'APLV comprend un antihistaminique oral pour les réactions cutanées ou
digestives et un auto-injecteur d'épinéphrine pour les réactions systémiques ou respiratoires

(Benhamou et al., 2010).

Le traitement d’urgence en cas de choc anaphylactique repose sur la prise d’adrénaline
(Niggemann et Beyer, 2012; Murano et al., 2014). Cette hormone induit une vasoconstriction
périphérique et agit sur le rythme cardiaque. Elle exerce également une action relaxante sur les

muscles bronchiques et inhibe la libération des médiateurs de I’inflammation et de I’allergie.

5.4. Immunothérapie spécifique

La majorité des allergies graves sont IgE-dépendantes, ce qui justifie 1’instauration de
nouvelles approches thérapeutiques, autres que [’éviction. Ces dernieres regroupent
I’immunothérapie spécifique par voie orale, sublinguale et épicutanée (Nowak-Wegrzyn et

Sampson, 2011).

L’immunothérapie constitue un progres majeur dans le traitement de 1’APLV. Certaines
techniques sont rentrées dans la pratique courante, d’autres sont encore émergentes, et

constituent donc des perspectives d’évolution (Bidat, 2011).

17



Rappels Bibliographiques

L’immunothérapie par voie orale (ITO), ou I’induction de la tolérance orale, consiste a la
prise per os de quantités tres faibles puis croissantes d’allergenes alimentaires. Les premieres
études sur I’ITO ont concerné le lait de vache, les ceufs de poule puis 1’arachide (Sabouraud-

Leclerc, 2013), avant de s’étendre a I’ensemble des allergénes alimentaires.

Cependant, I'immunothérapie orale (ITO) est souvent associée a des effets secondaires tres
importants et peu de patients développent une tolérance (Ponce et al., 2016; Trendelenburg et

Bliimchen, 2016).

L’immunothérapie par voie sublinguale (ITSL), a montré quelques résultats positifs pour les
allergies alimentaires. Cette technique est basée sur de faibles quantités d’allergenes a mettre en
contact avec les cellules de Langerhans présentes dans la muqueuse buccale (Mousallem et
Burks, 2012; Novak et al., 2010). S’ensuit une immunomodulation via les cellules dendritiques
et les lymphocytes T régulateurs. L’IT sublinguale connait peu de réactions indésirables, mais

n’obtient pas une efficacité convaincante (Keet et al., 2012).

L’ITSL n’est pour le moment pas recommandée dans 1’allergie alimentaire, et son efficacité

semble plus modeste que la désensibilisation par voie orale (Jones et al., 2014).

Enfin, une immunothérapie spécifique par voie épicutanée s’est développée ces dernieres
années. Celle-ci consiste a appliquer I’allergene en contact avec la peau et les cellules
langerhansiennes de 1’épiderme. Cette approche semble prometteuse, notamment pour les APLV
séveres ou comme premicre étape avant I’ITO. Des études avec de grands échantillons sont

nécessaires pour mieux juger de son efficacité.

Des preuves sur Defficacité et la sécurité d’utilisation de ces nouvelles approches

thérapeutiques restent encore a démontrer avant leur mise en place dans la pratique courante.
5.5. Autres thérapies

D'autres traitements non spécifiques incluent 'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-IgE
qui aident a réduire le taux des anticorps IgE libres dans le sang, chez les patients allergiques.
Ceci conduit a une réduction de l'activité des basophiles et une augmentation de la dose seuil

(Nowak-Wegrzyn et Sampson, 2011).

A IT'heure actuelle, il n'existe aucun traitement curatif pour les allergies alimentaires qui

induirait une tolérance vis-a-vis des aliments incriminés (Ponce et al., 2016).
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De nos jours, l'une des voies les plus convoitées de la médecine traditionnelle est
I'administration de substances immunomodulatrices pour le traitement de nombreuses maladies
telles que les herbes chinoises FAHF-2 (Srivastava et al., 2005), Lycopus lucidus (Shin et al.,
2005), Camomille allemande (Matricaria recutita) (Chandrashekhar et al., 2011) et certains
composants pharmacologiquement actifs de la gelée royale (Okamoto et al., 2003; Vucevic et al.,

2007).
6. L'apiculture en Algérie

Il y a deux types d’abeilles en Algérie: I’abeille d’Algérie, tres proche de 1’abeille noire
d’Europe, qui est tres robuste et bien acclimatée «Tellienne» et 1’abeille jaune (Apis mellifera
sahariensis) connue sous le nom de la «Saharienne». L’Algérie dispose d’une abondante flore
mellifere subspontanée et cultivée. A I’exception des régions désertiques des hauts plateaux et du
sud, ’apiculture est, en Algérie, largement pratiquée dans les régions montagneuses a population
dense (Kabylie, Aures) dans les plaines littorales (Mitidja), dans les plaines intérieures (Mascara)

et dans les vallées des grands oueds (Soummam) (Hussein, 2001).

En 2010, ’industrie de I’apiculture en Algérie comptait environ 1,2 million de colonies dans
la région médio-septentrionale de 1’ Algérie, comprenant les zones agricoles d’Alger, de Blida et
de Boumerdes, 1a ou I’apiculture intensive est pratiquée (Adjlane et al., 2012). Il existe des
arbres fruitiers dans ces régions et une grande variété de plantes. L’apiculture est pratiquée
surtout dans le nord du pays ou la flore mellifere fournit une miellée pendant presque toute
I’année (Hussein, 2001). L’abeille locale est appelée Apis mellifera intermissa (Adjlane et al.,

2012). Sa position systématique est présentée dans le tableau 1.

De nombreux produits sont élaborés par les abeilles dont la gelée royale, le miel, le

pollen, la propolis, la cire d’abeille.

7. La gelée royale

La gelée royale est un produit crémeux sécrété par les abeilles nourrices pour nourrir la reine
(Miinstedt et Von Georgi, 2003). Celle-ci vit cinq ans au lieu de six semaines en moyenne pour
une ouvriere et pond jusqu’a 2000 ceufs par jour. Cette longévité incroyable et cette productivité
hors du commun lui sont conférées par la gelée royale. Elle est enticrement synthétisée par les
abeilles dans les glandes hypopharyngiennes et mandibulaires (Simuth, 2001; Srisuparbh et al.,
2003; Huang et al., 2012). Elle est dérivée des protéines et des nutriments présents dans le pollen

ingéré par les abeilles nourrices.
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Tableau 1. La position systématique d’abeille d’espece Apis mellifera intermissa (Buttel-

Reepen, 1906).
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intermissa
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7.1. Origine

La gelée royale est distribuée aux jeunes larves pendant 2 a 3 jours, les larves d’ouvrieres
recevant par la suite un mélange de pollen et de miel. Si une de ces larves continue de recevoir
uniquement de la gelée royale, elle donnera naissance apres la nymphose a une reine, qui est
nourrie a la gelée royale toute sa vie (Simuth, 2001; Boselli et al., 2003; Srisuparbh et al., 2003;
Ferioli et al., 2014; Wang et al., 2016).

Les abeilles produisent exclusivement la quantité nécessaire a leurs besoins et ne font pas de
réserve comme avec le miel. La gelée royale est donc d’un produit noble de production tres
limitée et de tres haute valeur ajoutée. Son obtention nécessite un important travail qui justifie un

prix de vente €levé.

En effet, la récolte se fait dans une ruche aménagée avec une partie sans acces pour la reine.
Des cadres sont alors placés a l’intérieur de la ruche avec des ébauches de cellules royales
artificielles dans lesquelles I’apiculteur a déposé des larves d’ouvrieres agées de 12 a 36 heures.
Les ouvrieres vont alors donner a ces ébauches de cellules, la taille définitive des cellules de
reines, tandis que les nourrices vont sécréter de la gelée royale en abondance pour nourrir ces
jeunes larves (Ballot Flurin, 2009) (figure 5). Apres trois jours, les cellules ont atteint leur
maximum d’abondance en gelée royale (Lercker et al., 1985). Les cadres sont alors enlevés, les
larves sont soigneusement retirées des cellules et la gelée royale est récoltée a 1’aide d’une
spatule, ou avec un petit aspirateur. C’est un travail extrémement précis et demandant un savoir

faire subtil (Ballot Flurin, 2009).

7.2. Compositions chimiques

La composition de la gelée royale est différente suivant qu’elle est destinée aux larves
d’abeilles ouvrieres ou aux larves de reines.

Les relations quantitatives entre les différents composants de ce produit peuvent étre variables
et dépendent de nombreux facteurs, y compris 1’origine, la race de 1’abeille (Shibi et al., 1993;
Jianke et al., 2003; Lian-Fei, 2016), I’alimentation et 1’age des larves greffées (Sahinler et
Kaftanoglu, 1997), I’age de ’ouvriere (Ali, 1994), I’intervalle de récolte et le nombre de coupes
de la reine greffées (Ali, 1994; Sharaf EI-Din, 2010; Ali, 2017), la saison, les conditions
régionales et le type de flore pollinifere (Wongchai et Ratanavalachai, 2002; Ramadan et Al-
Ghamdi, 2012), avec des variations affectant les lipides, les protéines, les acides aminés et des

vitamines.
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Figure 5. Larve de la reine baignant dans de la gelée royale (Blanc, 2010).
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Il n'existe pour l'instant aucune norme standard au niveau international concernant la
composition de la gelée royale malgré 1'existence de certaines normes nationales dans certains
pays comme la Suisse, le Japon, le Brésil et la Bulgarie (Bogdanov, 2011). Cependant,
I'International Honey Commission a publié en 2009 un article sur la standardisation
de la composition de la gelée royale en vue de I'élaboration des normes applicables a 1'échelle
internationale en se basant sur des analyses de la gelée royale provenant de plusieurs pays (dont
I'Ttalie majoritairement) (Sabatini et al., 2009).

La composition moyenne générale de la gelée royale est décrite dans la figure 6.

7.2.1. Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoléptiques de la gelée royales sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2. Propriétés organoleptiques (D’apres Popescu et al., 2008a).

Forme Gélatineuse, crémeuse
Couleur De jaunatre a blanc, devient plus jaunatre apres un long stockage.
Odeur

Acide et forte, rappelant le phénol.

Goiit Acide a doucereux (pH entre 3 et 4)

Apres un long stockage, la couleur de la gelée royale devient jaune et son

Défauts N .
golit peut devenir rance

7.2.2. Teneur en eau
La teneur en eau de la gelée royale fraiche s'éleve a une proportion allant de 60 a 70%

(Pourtallier et al., 1990; Lercker, 2003; Garcia-Amoedo et Almeida-Muradian, 2007).

Dailleurs l'insolubilité de certains composés peut expliquer les variations de la teneur en eau

(Sabatini et al., 2009). Elle est déterminée par dessiccation dans une étuve ou selon la méthode

de Karl Fischer.

7.2.3. Glucides
Les glucides représentent en moyenne 30% de la matiere seche de la gelée royale (Sabatini et
al., 2009).
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On retrouve toujours deux glucides majoritaires que sont le fructose et le glucose qui
représentent 90 % des glucides; le fructose étant toujours majoritaire. Dans une moindre mesure,
le saccharose est quant a lui, toujours présent mais a des concentrations tres variables. On peut
également retrouver des oligosaccharides (tels que le trehalose, le maltose, le gentiobiose,
l'isomaltose, le raffinose, l'erlose ou le mélézitose). Bien que présents en petites quantités,
I'analyse du spectre de ces sucres permet, tout comme pour le miel, d'en assurer l'authenticité

(Lercker et al., 1986; Sabatini et al., 2009; Melliou et Chinou, 2014).
7.2.4. Protéines et acides aminés

La gelée royale est trés riche quantitativement et qualitativement en protéines et en tous les
acides aminés essentiels et semi-essentiels. Environ 80% des protéines de la gelée royale sont
représentées par un groupe de 9 protéines: MRJP (major royal jelly proteins) (Albert et

Klaudiny, 2004; Drapeau et al., 2006; Schonleben et al., 2007; Gharbi, 2011).

D’un point vu quantitatif, les protéines représentent environ (27-41%) la plus importante
portion du poids sec de la gelée royale (Simuth, 2001). Les acides aminés qui sont présentes en
forte quantité sont: prolines, lysine, acide glutamique, B-alanine, phénylalanine, acide aspartate

et serine (Boselli et al., 2003). La détermination des protéines est effectuée par dosage de 1’azote.
7.2.5. Lipides

La gelée royale contient exclusivement des acides gras libres aux structures peu habituelles
(80-90% du poids sec de la fraction lipidique), par contre les triglycérides et les diglycérides sont
absents. L’acide 10-hydroxy-trans-2-décénoique (10H2DA) représente 1’acide gras le plus
important. Sa teneur est comprise entre 1,98 et 6,37% (Melliou et Chinou, 2005; Gharbi, 2011;
Melliou et Chinou, 2014). Cet acide gras joue un rdle important dans les propriétés biologiques
de la gelée royale (rdle antibactérien, immmunomoduleur, antifongique et immunostimulant)
(Amigou, 2016).

La gelée royale contient également des acides gras volatils, des stérols, des lipides neutres et

des hydrocarbures avec une proportion de 10% (Amigou, 2016).
7.2.6. Acides totaux

Les acides totaux représentent 30-60g/100g. Leur teneur est déterminée par titrage avec une
solution d’hydroxyde de sodium (0,1 mol/l) (Ivanov et Mitev, 1981; Karaali et al., 1988; Serra
Bonvehi et al., 1992).
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7.2.7. Minéraux

La gelée royale est riche en minéraux qui sont en quantité moindre que celle contenue dans le
pollen. La gelée royale a montré un panel important de substances minérales (Stocker et al.,
2005) dont:
e Calcium, Fer, Potassium, Soufre, Magnésium, Phosphore, Sodium, Zinc, Cuivre, Manganese,
Aluminium, Baryum, Strontium, Bismuth, Cadmium, Mercure, Plomb, Antimoine.
e Tellurium, Thallium, Tungstene, Etain, Chrome, Or, Nickel, Titanium, Vanadium, Cobalt,

Molybdene en infimes quantités.

7.2.8. Vitamines

La gelée royale est tres riche en différentes vitamines, particulierement les vitamines du
groupe B qui sont toutes présentes, surtout la vitamine B5 (acide pantothénique). On en trouve
également de la vitamine C sous forme de traces. Les vitamines liposolubles telles que les

vitamines A, D, E et K sont quant a elles présentes en quantités négligeables (Bogdanov, 2011;

Gharbi, 2011) (tableau 3).

7.2.9. La cendre
La teneur en cendres représente 0,8-3% de la matiere fraiche de la gelée royale (Messia et al.,

2005).

7.2.10. Pigments
La gelée royale possede quelques flavonoides comme la catéchine et 1’€picatéchine (Gharbi,
2011).
7.2.11. Autres
La gelée royale contient ainsi des substances actives comme:
e Des enzymes (glucose-oxydase, un précurseur de 1’a-glucosidase et la glucose
déshydrogénase (Han et al., 2011).
e [’acétylcholine en tres forte quantité (1mg/g) (Domerego et al., 2009) reconnue pour son
effet vasodilatateur. Cette action justifie son utilisation dans certains troubles circulatoires.
e Facteurs antibactériens (Domerego et al., 2009) .
e Hormones sexuelles: cestradiol, testostérone, progestérone (Domerego et al., 2009).
e Facteurs hypoglycémiant et hyperglycémiant (Apimondia, 2001).
e Substances similaires aux citoquinines et gibbérellines (Apimondia, 2001).

e Gélatine: précurseur du collagene (Gharbi, 2011).
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¢ Acides nucléiques: ADN et ARN (Gharbi, 2011).
e Néoptérine (Gharbi, 2011).
8. Utilisation

La gelée royale est un produit précieux de la ruche qui peut étre utilisé a la fois comme
supplément nutritionnel (diététique) et comme médicament. Ces propriétés en font un
complément utile au traitement de nombreuses maladies, autant pour soutenir le moral que pour
lutter contre les virus. Elle est aussi recommandée comme stimulant sexuel et pour le traitement
des troubles de la ménopause (réduction des bouffées de chaleur, une amélioration de la fatigue,
de la sécheresse vaginale et des maux de téte liés a la ménopause (Szanto et al., 1994; Georgiev

et al., 2004; Ballot Flurin, 2009).

Des travaux récents ont montré que 1’usage de la gelée royale dans le soin des ulceres du pied
chez des patients diabétiques favorise la cicatrisation (Abdelatif et al., 2008; Siavash et al.,

2011).

En usage traditionnel, la gelée royale est utilisée pour le traitement des états de fatigue
(asthénies chroniques chez les personnes agées), anorexies, retards de croissance grace a son
activité eupeptique et régulatrice des troubles digestifs fonctionnels et des états de "mal-€tre" en

général sans raison médicale apparente et décelable.

Enfin, la gelée royale est naturellement tres riche en vitamine BS (acide pantothénique); elle
est donc recommandée pour les problemes de phaneres (peau et ongles fragiles, chute anormale

ou prématurée des cheveux et certaines dermatoses) (Kirk et Othmer, 1994).

La gelée royale est contre-indiquée chez les personnes allergiques aux produits de la ruche.
Ainsi une dose trop forte et trop prolongée peut provoquer des troubles hormonaux (Toth, 1965;

Viuda-Martos et al., 2008; Ballot Flurin, 2009).

9. Conservation de la gelée royale

La gelée royale fraiche doit étre conservée au froid (entre 2 et 5°C) dans des pots en verre
hermétiquement fermés par un bouchon en plastique (le métal est attaqué car la gelée royale est
acide) protégés de la lumiere (Donadieu, 1981; Alphandery, 2002). Dans de telles conditions, la
gelée royale se conserve parfaitement pendant plusieurs mois. En effet, la gelée royale est
sensible a 1’air, a la chaleur et a la lumiere. A I’air, elle perd facilement son eau et s’oxyde en
brunissant, et la chaleur provoque diverses altérations et favorise la croissance de certaines

moisissures (Millet, 2006).

26



Rappels Bibliographiques

Carbohydrates

Water
Vitamins, Mineral and

Lipids Other Components

MRIPs

Royalisin

/~ Proteins

lelleines

- Glucose oxidase

Apolipophorin lll-like

% of Total

% of Total MRIPs 11.09%

Water 64.32% Apismin 0.13%
Carbohydrates 16.32% Royalactina 0.25%
Lipids 5.32% Royalisin 0.83%
Vitamins, Mineral and Other Components 1.22% Jelleines 0.37%
Proteins 12.82% Glucose oxidase 0.08%

T~ Apolipophorin lil-ike  0.08%

Figure 6. Composition moyenne de la gelée royale (Fratini et al., 2016).

Tableau 3. Principales vitamines identifiées dans gelée royale (Xue et al., 2017).

Vitamine dans la gelée royale
Vitamine A
Vitamine E
Vitamine B1
Vitamine D
Vitamine B2
Vitamine B6
Vitamine B12
Vitamine B5 (Acide Pantothénique)
Niacine (PP)
Vitamine C (Acide Ascorbique)

Vitamine B9 (Acide Folique)

mg/100g

1,10
5,00
2,06
0,2
2,77
11,90
0,15
52,80
42,42
2,00

0,40
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On peut également la trouver lyophilisée sous forme de gélules ou de capsules mais ainsi,
elle perd une partie de ses propriétés par 1’évaporation de ses composants volatiles, sa

conservation ne demande alors aucune précaution particuliere (Adam, 1985).
10. La production mondiale de la gelée royale

La production de la gelée royale en France est d'environ 1-2 tonnes par an. En raison de la
forte demande intérieure, la France doit importer de grandes quantités de gelée royale,
principalement a partir la Chine.

En effet, la Chine est sans aucun doute le plus grand producteur de gelée royale (Li et al.,
2007). La production chinoise de la gelée royale est estimée a 2000 tonnes/an ou des techniques
plus sophistiquées sont associées a des sélections génétiques (une quantité qui représente plus de
60% de la production mondiale), dont quasi-totalité est exportée vers le Japon, les Etats-Unis et
en Europe, Cette production a un prix tres compétitif sur le marché mondial (Sabatini et al.,
2009). Cependant, a I’heure actuelle, les chiffres sur la production de la gelée royale ne sont pas
disponibles a I’échelle nationale.

D'autres pays comme la Corée, Taiwan et le Japon sont aussi considérés comme des

producteurs et exportateurs trés importants.
11. Propriétés générales de la gelée royale

La gelée royale possede de nombreuses propriétés thérapeutiques. L’ensemble des recherches
effectuées a ce jour permet d’en identifier plusieurs. Ces propriétés sont en rapport avec la
composition chimique la gelée royale. Nous ne parlerons dans ce mémoire que des propriétés les

mieux connues et les plus souvent rencontrées.

De nombreuses études ont montré les différentes activités pharmacologiques de la gelée
royale. En effet, elle possede un pouvoir vasodilatateur (Shinoda et al., 1978), antimicrobien
(Fontana et al., 2004; Boukraa, 2008; Melliou et Chinou, 2014), anti-inflammatoire (Kohno et
al., 2004), hypocholestérolémiant (Viuda-Martos et al., 2008; Kashima et al., 2014; Chiu et al.,
2017), hépato-protecteur (Zimmermann, 2002; Uzbekova et al., 2006; El-Nekeety et al., 2007),
mais aussi des effets antioxydants et immunomodulateurs (Sver et al., 1996; Nagai et al., 2006;

Gasic et al., 2007; Liu et al., 2008).
11.1. Activité antioxydante et anti-inflammatoire

N

La gelée royale ralentit les effets du vieillissement cutané grace a sa richesse en produits

antioxydants. Elle contient des oligoéléments et des vitamines qui jouent un role protecteur
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vis-a-vis des radicaux libres. En plus de la vitamine C, la gelée royale contient de la vitamine E a
I’état de trace qui possede des propriétés anti-radicalaires et anti-inflammatoires, expliquant son

action protectrice contre les effets nocifs du soleil (Martini et Seiller, 2006).

Karaca et al. (2010) a montré que la gelée royale avait un effet bénéfique chez le rat souffrant
de colite induite par 1’acide acétique. Ce dernier provoque des lésions des intestins a I’origine de
diarrhée, d’inflammation et d’hémorragie ainsi que d’afflux de mastocytes. L’ingestion par voie
orale de la gelée royale diminue les ulcérations intestinales et limite la présence des mastocytes.
Le mécanisme d’action de la gelée royale n’est pas élucidé dans cette étude. Cependant, la gelée

royale semble étre une piste de nouveaux principes actifs dans les inflammations intestinales.

En outre, Kohno et al. (2004) a suggéré que la gelée royale a des actions anti-inflammatoires

par l'inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages activés.
11.2. Activité antitumorale

L'effet antitumoral de la GR a été bien étudié sur des modeles expérimentaux. Cependant, il

n'y a eu aucune étude comparable chez I’homme.

Les effets de la gelée royale sur le développement tumoral et les métastases dans les modeles
de tumeurs murines ont été étudiés (Orsoli¢ et al., 2003). Ces résultats ont démontré que les
produits de la gelée royale administrés par voie orale ou systémique peuvent jouer un role
important dans le contrdle de la croissance tumorale et des métastases. Les auteurs supposent que
I’acide 10-hydroxy-2-décanoique (10H2AD) soit impliqué dans cet effet inhibiteur de la
formation des métastases.

Une étude récente a mis en évidence l'action antitumorale de la GR. En effet, 1’acide 10-
hydroxy-2-décanoique (10-HAD) contenu dans la GR exerce une action inhibitrice de
I'angiogenese induite par le VEGF (vascular endothelial growth factor), bloquant ainsi la
prolifération et la migration des cellules ce qui entraine l'inhibition de la vascularisation de la

tumeur (Izuta et al., 2007).

La gelée royale contient aussi I’apalbumin-1 et 1’apalbumin-2, deux protéines majeures qui
stimulent la synthése de TNF-o. (Tumor Necrosis Factor) par les macrophages (Simuth et al.,
2004).

De plus, la RJP30, une autre fraction protéique de la GR, joue également un rdle

antitumoral. Cette protéine exerce une action cytotoxique sur les cellules du carcinome utérin,
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diminuant ainsi 2,5 fois la densité initiale des cellules apres 7 jours de traitement (Salazar-Olivo

et Paz-Gonzalez, 2005).
11.3. Effet immunomodulateur et antiallergique de la gelée royale

Jusqu'a présent, la plupart des effets immunomodulateurs de la gelée royale ont été attribués a
ses composants protéiques, en particulier la protéine majeure de la gelée royale 3 (MRJP 3)

(Fang et al., 2010; Kohno et al., 2004) et apalabumin 1 (Majtan et al., 2006).

La MRIJP 3 a été décrite comme la composante anti-inflammatoire et immunosuppressive
dominante de la gelée royale car elle supprime la production de cytokines (en particulier 1'lL4)
des lymphocytes T (Kohno et al., 2004; Okamoto et al., 2003) qui favorisent la réponse anti-
allergique (Okamoto et al., 2003).

Les études de Gasic et al. 2007 et Vucevic et al. 2007 menées in vitro chez le rat ont montré
que les acides gras a chaine courte de la gelée royale (contenant 8-12 atomes de carbone) ont une
activité modulatrice sur les cellules immunitaires et que 1'acide gras majeur, 1’acide 10-hydroxy-
2-décanoique (10-HDA) de la gelée royale était principalement immunosuppresseur par la
diminution de la prolifération des cellules T et la diminution de la production d'interleukine

(IL12) par les cellules dendritiques de la rate.

En revanche, 1l y a peu de travaux qui montrent I’effet immunomodulateur de la gelée royale

entiere.
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1. Produits chimiques, réactifs et matériels utilisés

Les différents produits chimiques et réactifs utilisés pour les dosages physico-chimiques et
immunoenzymatiques proviennent de chez Sigma, Merck et Prolabo (France). La fraction
pure de la B-Lactoglobuline bovine est fournie par Sigma (France). Le matériel utilisé pour la
technique Elisa provient de chez Labsystem. La chambre de Ussing est obtenue aupres de
Physiologic Instruments (San Diego, CA, USA).

2. La gelée royale

La gelée royale, utilisée dans le cadre de ce travail, est fraichement récoltée, de ruche
d’abeilles de race Apis mellifera intermissa, dans la région de cheffa (Blida) et la région de
Boumerdes tout en respectant les conditions d'hygiene (figure 7). Dés sa récolte, la gelée royale
est mise en flacons de verre propres, secs et sombres et fermé hermétiquement a une température
de 2 a 4°C.

3. Etudes physico-chimiques de la gelée royale

3.1. Détermination du pH (d’apres Popescu et al., 2008b)

1g de la gelée royale est pesé et dissout dans 15 ml d’eau distillée. La solution obtenue est
bien agitée pendant 10 minutes a ’aide d’un agitateur. Le pH de cette solution est ensuite mesuré
en plongeant la pointe de l'électrode du pH-metre préalablement étalonné. La valeur du pH

affichée est notée apres stabilisation.
3.2. Teneur en eau (d’apres Popescu et al., 2008b)

0,5g d’échantillon est pesé a 1’aide d’une balance analytique puis mis dans une capsule en
porcelaine a fond plat de 5-6 cm de diametre et mis a sécher dans une étuve réglée a température
de 103 + 2°C pendant 30 minutes jusqu’a obtention d’un poids constant. Une fois retirées de
I’étuve, les capsules sont placées dans un dessiccateur puis pesées a I’aide d’une balance

analytique, apres refroidissement.

3.2.1. Expression des résultats

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante:

Eau %= mmg) x 100

M : Poids de la capsule et de 1’échantillon (g).
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OKm 20Km

Figure 7. Présentation de la zone d’étude.

Source: Programme d’aménagement cotier (PAC), 2006.
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M1 : Poids de la capsule et de I’échantillon apres séchage (g).

M2 : Poids de la capsule vide (avant I’ajout de I’échantillon) (g).

Matiére seches % =100 - H %

H% : Teneur d’eau (%).

3.3. Détermination de la teneur en matiere minérale totale (ou cendres brutes)

3.3.1. Principe

La teneur en cendre d’une denrée s’obtient par incinération (ou combustion complete) dans

un four a 550 — 800°C. Elles contiennent tous les éléments minéraux.
3.3.2. Mode opératoire

Dans un creuset propre et sec, 1g de la gelée royale est pesé a I’aide d’une balance analytique.
Les creusets contentant 1’échantillon sont introduits dans un four d’incinération a 550°C pendant

1 heure 40 minutes (Popescu et al., 2008b).

3.3.3. Expression des résultats

La teneur en cendre est déterminée selon la formule suivante:

ml-m2
C%= P—x 100

P : Poids de 1’échantillon (g).
ml : Poids du creuset et de la cendre (g).

m?2 : Poids du creuset vide (avant 1’ajout de 1’échantillon) (g).
3.4. Détermination de I’acidité

La titration de 1’acidité se fait avec une solution de NaOH en présence d’un indicateur acide-
base (Bonvehi, 1992).

0,5g de la gelée royale est pesé dans un pilulier a I’aide d’une balance analytique, puis 2
gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées et le mélange est titré avec une solution de NaOH 0,1 N

jusqu’a obtention d’une coloration rose pale persistante une dizaine de secondes.
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3.4.1. Expression des résultats

L’acidité est calculée selon la formule suivante:

L’acidité= VX1/0,5

V : Volume de NaOH 0, 1N utilisé pour la titration (ml).
0,5 : Poids de prise d’essai en (g).
Les résultats sont exprimés en : ml 0,1N NaOH /g.

3.5. Dosage des protéines

Afin de vérifier la méthode la plus fiable pour la détermination des protéines totales sur des
échantillons de la gelée royale pure, 2 méthodes différentes de dosage de protéines sont utilisées:

la méthode de Kjeldahl et la méthode de Lowry et al. (1951).

3.5.1. Détermination de la teneur en azote total (Méthode de Kjeldahl) (d’apres AOAC, 1980;
Kanelis et al., 2015).
3.5.1.1. Le principe

La méthode Kjeldahl est la méthode de référence pour la détermination des protéines dans les
aliments. Le principe de la méthode est basé sur la transformation de I’azote organique en sulfate
d’ammonium sous 1’action de 1’acide sulfurique a chaud en présence d’un catalyseur approprié
puis une distillation de I’ammoniac libéré suivie d’une titration de la solution obtenue a 1’aide
d’un acide faible. La détermination des protéines par la méthode Kjeldahl s’effectue en trois

étapes (voir annexe 1).
3.5.1.2. Mode opératoire

0,5g d’échantillon sont mis dans un matras de minéralisation ainsi qu’une pincée de catalyseur
(sulfate de cuivre et de potassium), auxquels 15ml d’acide sulfurique pur sont ajoutés. Le
mélange est chauffé en faisant monter progressivement la température.

La minéralisation s’achéve lorsque la solution devient limpide. Elle dure environ 5h. Le
minéralisat est refroidi puis distillé. Pendant la distillation, les ions ammonium étaient convertis
en gaz ammoniac en présence de NaOH (30% en poids/volume). Le distillat se condense dans
une solution contenant 10ml d’acide borique (H,BO;) a 4% et 3 gouttes de réactif de Tashiro.
Enfin, le dosage de I’ammoniac se fait par une solution d’acide chlorhydrique 2 0,1 mol L. Le

volume (chute de burette) est noté.
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Un témoin est réalisé dans les mémes conditions sans échantillon.

3.5.1.3. Expression des résultats

La teneur en azote total est déterminée par la formule suivante:

N% - Q,Q14 X Q,l |V2-V1jx 10
PE

PE : Masse de prise d'essai en gramme

V; : Volume d'HCI a partir du quel I'indicateur vire du vert au rose
Vi : Volume d'HCI utilisé pour le dosage blanc

0,1 = Titre de la solution d'acide chlorhydrique

0,014 = Poids molaire de 1'azote 107

La teneur en protéine est calculée en multipliant la teneur en azote total N (%) par le coefficient
6,25.

La teneur en protéines de la gelée royale est obtenue en utilisant 'équation suivante (2):

Teneur en protéines = 6,25 x N%

3.5.2. Dosage des protéines totales selon la méthode de Lowry et al 1951
3.5.2.1. Principe

Cette méthode repose sur la formation d’un complexe protéine-cuivre (réaction de Biuret) et la
réduction d’un réactif, le phosphomolybdate-phosphotungstate (réactif Ciocalteus phenol. Folin-
Ciocalteu) par les résidus tyrosine tryptophane et cystéine des protéines en milieu alcalin pH a
peu pres €gal a 10 (Lowry et al., 1951). Cette réduction se traduit par une coloration bleue, dont

I’intensité est proportionnelle a la quantité de protéines de 1’échantillon.
3.5.2.2. Mode opératoire

0,05g de la gelée royale est dissous dans 10 ml d'eau bidistillée puis centrifugés a 2300 g

pendant 25 min. Le réactif de Folin-Ciocalteu est ensuite ajouté au surnageant. La concentration
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des protéines totales est déterminée par mesure de 1’absorbance en spectrophotométrie a 750 nm

en comparaison a un courbe étalon obtenue avec la sérum albumine bovine (SAB).

3.6. L’extraction des protéines brutes de la gelée royale

Les protéines brutes de la gelée royale sont extraites selon la méthode de Salazar-Olivo et
Paz-Gonzalez (2005). 0,05g de la gelée royale est solubilisé dans 10 ml d’eau distillée puis
centrifugée a 15000g pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant est récupéré et dialysé pendant toute
une nuit a 1’aide d’une membrane de dialyse immergée dans de 1’eau distillée a 4 °C avec une

agitation continue.
3.6.1. Electrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

L’électrophorese nous permet de séparer et d’identifier les protéines de la gelée royale. Nous
utilisons la technique d’électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes

avec le B-mercaptoéthanol et sans le f-mercaptoéthanol, selon la méthode de Laemmli (1970).
3.6.1.1. Principe

L’électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence du dodécyl sulfate de sodium (SDS-
PAGE) est caractérisée par son haut degré de résolution. Elle permet la séparation rapide et
sensible des protéines selon leur poids moléculaire. Le mélange de protéines est tout d’abord
dissout dans une solution de SDS, détergent anionique qui dénature les protéines et leur confere
une charge négative en enveloppant la structure primaire des polypeptides. Le mercaptoéthanol
est également ajouté afin de réduire les liaisons disulfures. La charge négative acquise par la
fixation du SDS est habituellement beaucoup plus grande que la charge des protéines natives.
Les complexes SDS-protéines dénaturées sont ensuite soumis a une électrophorese sur un gel de

polyacrylamide.
3.6.1.2. Mode opératoire

Dans la méthode de séparation par SDS-PAGE nécessite la préparation de deux types de gel:
Un gel de séparation (12% d’acrylamide) qui permet de fractionner les différentes protéines et
les sous-unités protéiques selon leurs poids moléculaires et un gel de concentration (5%

d’acrylamide) permettant de retenir les impuretés et de tasser les protéines (tableau 4).

Les protéines brutes de la gelée royale sont dissoutes dans le tampon d’échantillon (tableau 5)
en présence ou en 1’absence de I’agent réducteur B-mercaptoéthanol. Un volume de 20 pl de

chaque échantillon est déposé dans les puits a I’aide d’une seringue Hamilton.
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Tableau 4. Composition de gel de séparation et de gel de concentration.

Gel de séparation Gel de concentration
Solutions
12% 5%
Acrylamide 40% 1 ml 0,2 ml
Tris 2M pH 8.8 0,665 ml -
Tris-HC1 50 mM - 0,3 ml
pH 6,8
H,O 2,335 ml 2 ml
SDS 10% 40 ul 25 ul
APS 10% 40 ul 20 ul
Temed 8 ul 4 ul

Tableau S. Composition du tampon d’échantillon.

Composition

Tris-HCI 50 Mm pH 6,8

SDS 4%

-mercaptoéthanol 3%

Glycérol 10%

Traces de bleu de bromophénol
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Les protéines migrent sous tension de 80 volts dans un tampon de migration (tableau 6)
jusqu'a ce que le front de migration marqué par le bleu de bromophénol contenu dans le tampon
de migration ait parcouru la hauteur du gel. Le gel est ensuite démoulé et mis dans une solution

d’acide trichloracétique (TCA) a 10%.

Les protéines sont révélées par une solution de coloration, contenant du bleu de Coomassie
R250 (tableau 7), et une solution de décoloration (tableau 8). Les bandes sont quantifiées a 1’aide

du logiciel Image J.

3.7. Le dosage des glucides par la méthode de Bertrand
3.7.1. Principe

La méthode de dosage réductimétrique est basée sur la réduction de la liqueur de Fehling par
les glucides réducteurs en milieu alcalin a chaud. Cette technique ancienne est encore utilisée
pour les dosages des glucides dans les aliments. Il s’agit de la méthode d’analyse qui est plus

précise que la méthode de Fehling.

Elle utilise le caractere réducteur des sucres. La liqueur cupro-tartrique est réduite dans des
conditions précises. L’oxyde de Cu,O formé est recueilli, on le fait agir sur des ions du sulfate
ferrique en exces qui partiellement réduit en sulfate ferreux que I’on dose par permanganate
de potassium. La réaction doit se dérouler a chaud pendant 3 min a partir de I’ébullition (Audigie
et al., 1984).

Le dosage se déroule en trois étapes:
» Réduction de la liqueur de Fehling par les glucides réducteurs.

2 Cu** +2HO +2¢ » Cu,0 + H,O

Sucres réducteurs » Produit d’oxydation + ne’

» Oxydation du précipité de CuO par une solution ferrique (Fe®")

Cu0 + 2Fe™ + 2H* » 2Cu™" + H,0 + 2Fe”
> Dosage des ions fer formés par manganimétrie

5Fe’" + MnO, +8H" » 5Fe” +Mn>" +4H,0

3.7.2. Mode opératoire

Dans un erlenmeyer de 250 ml: Préparer un mélange cupro-alcalin a partir de 20 mL de la
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Tableau 6. Composition du tampon de migration.

Composition

Tris 50 Mm

Glycine 0,384 M

SDS 0,1%

Tableau 7. Composition de la solution de coloration.

Bleu de Coomassie R250 0,2g
Ethanol 96 % 90ml
Acide acétique 20ml

Eau distillée 90ml

Tableau 8. Composition de la solution de décoloration.

Acide acétique glaciale 10 ml
Ethanol 96 % 90 ml
Glycérol 10 ml

Eau distillée 90 ml
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solution cuivrique (liqueur de Fehling A) et de 20 ml de la solution tartro-sodique (liqueur de
Fehling B) aux quelles sont ajoutés 10 mL de la solution a doser de la gelée royale a 10% puis 10
mL d'eau distillée. Quelques billes en verre sont ajoutées comme régulateur d'ébullition. Le tout
est porté a ébullition pendant 3 min puis laissé refroidir. Il en résulte la formation de 1'oxyde
cuivreux Cu,0O qui est filtré sous vide a I'aide d'un erlen a vide et d'un entonnoir a verre fritté
(Biichner) de porosité 4. L’oxyde cuivreux formé est dissout a l'aide d'une solution de liqueur

ferrique et la solution récupérée avec le permanganate de potassium a 0,1N est analysée.
3.7.3. Expression des résultats

Le résultat est déduit d'une table établie expérimentalement par G. Bertrand (annexe 2) qui
relie la quantité de cuivre isolé a celle des glucides. La manipulation consiste donc a déterminer

la masse de cuivre (Audigie et al., 1984).

3.8. Teneur en matiere grasse (Bobis et al., 2010)

3.8.1. Principe

Les corps gras sont des substances organiques qui peuvent €tre extraites par des solvants

organiques non polaires au moyen de 1’appareil Soxhlet.

La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la détermination de la maticre
grasse dans les aliments solides déshydratés. C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pese

I’échantillon au début et la matiere grasse a la fin de I’extraction.
3.8.2. Mode opératoire

5 g de la gelée royale sont introduits dans une cartouche a extraction exempte de matieres
grasses et recouverte d’un tampon de coton dégraissé. La cartouche est placée dans un extracteur
« Soxhlet ». L’extraction se fait pendant 4 h avec un solvant d’éther diéthylique qui est versé
dans un ballon sec muni de quelques billes en verre. Le tout est placé sur un chauffe-ballon réglé
a45°C.

Apres ’extraction, le solvant est éliminé a 1’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 45°C, puis le
résidu est séché pendant 30 min dans une étuve a 105°C. Apres refroidissement dans un
dessiccateur, le ballon est pesé. L’opération de séchage est répétée jusqu’a obtention d’un poids

constant.
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3.8.3. Expression des résultats

La teneur en maticre grasse est déterminée selon la formule suivante:

ml-m2
MG%= ———x 100
mo

MG %: La teneur en matiere grasse (g pour 100 g d’échantillon).
m0 : Le poids de la prise d’essai (g)
ml: Le poids du ballon vide (g).

m?2 : Le poids du ballon avec I’extraite (g).

3.9. Dosage des polyphénols totaux (réactif de Folin Ciocalteu)

Pour l'analyse des composés phénoliques de la gelée royale, on effectue le dosage des

polyphénols totaux est réalisé selon la méthode de Folin Ciocalteu.
3.9.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

(Slinkard et Singleton, 1977).

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW,04) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo0;,040). Il est réduit, lors
de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene.

La coloration produite, dont I'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans I’échantillon.

3.9.2. Mode opératoire

0,5g de la gelée royale est dilué dans 5 ml eau bidistillée. Ensuite dans une fiole jaugée de 20
ml: 0,5ml de la solution de la gelée royale est mélangé avec 2,5ml de réactifs de Folin-Ciocalteu
a 0,2 N (Sigma -Aldrich, USA) pendant 5 min puis 2 ml de carbonate de sodium a 7,5% sont
additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 h d’incubation a température ambiante, 1’absorbance

est mesurée a 760 nm en utilisant un spectrophotometre UV-Visible.

Dans les mémes conditions, un témoin est préparé avec de I'eau distillée a la place de la gelée
royale. Une gamme étalon de l'acide gallique pour exprimer les résultats obtenus, on détermine

la densité optique a 760 nm par rapport au témoin.
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La teneur en polyphénol est déterminée par mesure de 1’absorbance en spectrophotométrie a
760 nm en comparaison a une courbe étalon obtenue avec 1'acide gallique dont la concentration
varie entre 0,01-0,05 mg/ml d'acide gallique (voir annexe 3). Le contenu phénolique total est

exprimé en équivalent d'acide gallique par ug d’acide gallique/1g de RJ (Nabas et al., 2014).

4. Etude des propriétés immunomodulatrices de la gelée royale

4.1. Animaux et condition d’élevage

Les animaux utilisés dans nos protocoles sont des souris de souche Balb/c obtenues aupres de
I’Institut Pasteur d’Alger. Ce sont des souris femelles congéniques, élevées et acclimatées avant
toute manipulation dans I’animalerie du Laboratoire de Physiologie de la Nutrition et de Sécurité
Alimentaire dans des conditions d’hébergement conformes a la réglementation. Les expériences
sont effectuées en respectant le bien-€tre de 1’animal. Les souris vivent dans des cages
conventionnelles, munies d’une mangeoire et d’un biberon. Elles ont libre acces a une nourriture

standard.
4.2. Adjuvant

Nous avons utilisé de 1’hydroxyde d’aluminium AIl(OH); comme adjuvant pour sa
contribution a la stimulation de la réponse Th2 (Petrovsky et Aguilar, 2004). Pour déclencher
une forte réponse immunitaire, un antigene protéique doit étre injecté en association avec un
mélange appelé adjuvant. Ces inertes, sont des substances non immunogenes qui augmentent la
réponse immunitaire non spécifique, tant humorale que cellulaire lors de leur administration
simultanée avec l'antigene. Ils agissent essentiellement en transformant les antigenes solubles en
matériel particulaire, ce qui favorise leur «captation» par les cellules présentatrices et leur
libération plus lente par ces dernieres: tout ceci aboutit a augmenter le temps de contact entre

I'antigene et les cellules immunocompétentes.
4.3. Répartition des animaux

5 groupes de souris comprenant chacun 20 femelles Balb/c agées de 3 a 4 semaines et pesant

en début de manipulation 16,56 £0,5g sont utilisés.

v' 1% groupe (n=20): Constitué de souris recevant I’eau physiologique pendant 7 jours puis

sensibilisées a la B-Lg (témoin positif: T+).

v optme groupe (n=20): Constitué de souris recevant la gelée royale a raison de 0,5g/kg

pendant 7 jours puis sensibilisées a la B-Lg.
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v 3me groupe (n=20): Constitué de souris recevant la gelée royale a raison de 1g/kg pendant
7 jours puis sensibilisées a la B-Lg.

N

Y groupe (n=20): Constitué de souris recevant la gelée royale a raison de 1,5g/kg

pendant 7 jours puis sensibilisées a la B-Lg.
v o5tme groupe (n=20): Constitué de souris ne recevant aucun traitement (témoin négatif: T-).
4.4. Protocole d’immunisation

Les souris sont immunisées par voie intrapéritonéale avec 100 pl de PBS pH 7.4 contenant 10

pg de B-Lg + 2 mg Al (OH);,

Les injections intrapéritonéales ont lieu a Jo, puis sous forme de rappels et dans les mémes

conditions aux 14", 21%™ et 28°™ jours du protocole (Négaoui et al., 2009) (figure 8).

4.5. Prélévement sanguin

Un prélevement sanguin est effectué a 1’aide d’une pipette pasteur a Jp, avant toute
immunisation, a partir du sinus rétro orbitaire et le deuxieme prélevement s’effectue a Jss. Un
volume de 200 pl de sang par souris est prélevé et centrifugé a 3500 tours/min pendant 15

minutes a 4°C. Le sérum récupéré est ensuite congelé a -20° C jusqu’a utilisation.

4.6. Dosage des anticorps IgE totaux
4.6.1. Principe général de la méthode ELISA sandwich

Un dosage Elisa sandwich consiste a piéger les IgE totales de nos échantillons entre un
anticorps de capture adsorbé sur une microplaque de 96 puits et un anticorps de détection.
L’anticorps secondaire (de détection) est dans la plupart des cas biotinylé.

Cette caractéristique lui permet de se fixer a un complexe enzymatique (une peroxydase telle la
streptavidine-HRP). La révélation des résultats est effectuée a 1’aide d’un substrat chromogene 3,

3', 5,5'-Tétraméthylbenzidine (TMB, BD OptEIA).
4.6.2. Mode opératoire

Le dosage des anticorps IgE totaux est réalisé par la technique ELISA sandwich a 1’aide de

plaques de 96 puits a fond plat (NUNC MaxiSorb), selon les étapes suivantes:

» Tous les puits de la microplaque recoivent 100 pl d’anticorps de capture (BD Pharmingen)
dilués au 1/1000°™ dans du PBS 1/10 2 PH 7,4. Agiter la plaque pour s'assurer que tous les puits
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sont couverts par la solution d'anticorps de capture. Les plaques sont alors incubées pendant une
nuit a + 4°C.

» L’exces d’anticorps non fixé est éliminé par 3 lavages successifs de la plaque avec du PBS-
Tween 20 0,05% a I’aide d’un laveur automatique (El x 50).

» Les sites non spécifiques sont saturés par le dépot, dans tous les puits, de 200 ul de SAB a 1%
dans du PBS 1/10 pH 7,4.

» Couvrir la plaque et incuber a température ambiante pendant 30 minutes puis laver 3 fois de
suite avec le tampon de lavage PBS/Tween 20 0,05%.

> L’opération suivante consiste 2 diluer les échantillons de sérum 2 tester au 1/10°™ dans un
tampon de saturation (SAB a 1%). Puis, un volume de 100 pl de ces dilutions est déposé dans
des puits appropriés. La plaque est alors incubée toute la nuit a 4°C, puis lavée 3 fois de suite au
tampon de lavage PBS/Tween 20 0,05%.

» L’anticorps de détection, anti-IgE de souris (BD Pharmingen) dilué au 1/ 1000°™ dans
le tampon de saturation. Puis 100 pl sont déposés dans chaque puit. La plaque est alors incubée
pendant 1 heure a température ambiante et est ensuite lavée 6 fois au tampon de lavage PBS/
Tween 20 0,05%.

» 100 pl de streptavidine de raifort (HRP) (Sigma) diluée a 1/1000°™ dans le tampon de
saturation sont déposés dans tous les puits. La plaque est ensuite incubée pendant 30 minutes a
température ambiante, suivie de 6 lavages successifs au tampon de lavage PBS/ Tween 20
0,05%.

» 100 pl d'une solution contenant un chromogene le TMB sont déposés dans chaque puits de la
plaque.

» Une réaction colorée se développe en 30 minutes a température ambiante et a l'abri de la
lumiere. L'ajout de HoSO4 2N permet de stopper la réaction.

» L'intensité de la réaction colorimétrique est mesurée a 450 nm a l'aide d'un lecteur (ELx800).

4.7. Dosage des anticorps IgG et IgE spécifique anti -Lg

Afin d’évaluer I’effet de la gelée royale sur la réduction de la réponse sérique en anticorps
spécifiques, nous avons dosé les anticorps sériques IgG et IgE anti B-Lg, selon un procédé non

compétitif par la technique immunoenzymatique ELISA et dont le principe est le suivant:
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4.7.1. Principe général de la méthode ELISA indirecte

Le principe de cette technique est basé sur un procédé dans lequel les anticorps a doser
réagissent dans un premier temps avec l’antigéne immobilisé par adsorption sur une phase
solide. Dans un deuxieme temps, la quantité d’anticorps fixés par I’antigene est mesurée a 1’aide
d’un deuxieme anticorps (anti-immunoglobuline). Dans le cadre de notre travail, nous utilisons
des plaques de microtitration en polystyréne (NUNC Maxisorb, puits a fond plat), qui permettent
d’adsorber la plupart des antigenes. Apres dépot de I’immunosérum contenant les anticorps
spécifiques, la phase solide est lavée et on révele la présence de ces anticorps par 1’addition d’un

conjugué qui correspond a des anticorps couplés a une enzyme (Peroxydase).

La derniere étape correspond au dosage de 1’enzyme marqueur. Cette phase est essentielle,
car du plus petit nombre de molécules d’enzymes que I’on pourra détecter, dépendra le seuil de
sensibilité. Le substrat de la peroxydase que nous utilisons est le peroxyde d’hydrogene (H,0,).
Au cours de la réaction enzymatique, un radical O se forme. Pour le détecter on ajoute a la

solution un chromogene, 1’Orthophényléne diamine (OPD).
4.7.2. Mode opératoire

Le dosage ELISA des IgG et IgE spécifiques anti-B-LG est réalisé par la technique ELISA
indirecte a 1’aide de plaques de 96 puits a fond plat (NUNC MaxiSorb), selon les étapes

suivantes:

» Tous les puits de la microplaque recoivent 100 pl de B-Lg a la concentration de 10 pg/ml,
dissoute dans du PBS pH 7,4 dilué au 1/10 (tableaux 9). Les plaques sont alors incubées pendant
au moins une nuit a + 4°C.

» L’exces d’antigéne non fixé est éliminé par 3 lavages successifs de la plaque avec du PBS-
Tween 20 0,05% a I’aide d’un laveur automatique (EIl x 50).

» Les sites non spécifiques sont saturés par le dépot, dans tous les puits, de 300 pl de Polyvinyl
alcohol (PVA) a 1% dans du PBS pH 7.4.

» La plaque est ensuite incubée pendant 1 heure a 37°C puis rincée 3 fois de suite sous agitation

avec le tampon de lavage PBS/Tween 20 0,05%.

> L’opération suivante consiste a diluer les échantillons de sérum 2 tester au 1/10°™ dans un
tampon de dilution (PBS 0,1M/ PVA 0,33% Tween 20 0,1% pH 7,4). Pour cela, une série de

dilution est alors effectuée allant de 10 2 107. Puis, un volume de 100 pl est déposé dans des
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puits appropriés. La plaque est alors incubée a 37°C pendant 2 heures, puis lavée 3 fois de suite

sous agitation, au tampon de lavage PBS/Tween 20 0,05%.

» Ensuite, chaque puits de la plaque recoit, selon les anticorps recherchés, 100 ul d’anti
anticorps de souris dilué dans du tampon de dilution. L’anti anticorps déposé est soit un anti IgG

(Sigma) dilué au 1/20000°™ soit un anti IgE (BD Pharmingen) dilué au 1/5000°™.

» La plaque est alors incubée pendant 1 heure 30 mn a 37°C, suivie de 3 lavages successives au

tampon de lavage PBS/ Tween 20 0,05%.

» 100 pl d’extravidine peroxydase (Sigma) diluée a 1/5000°™ dans le tampon de dilution pH

7,4 sont déposés dans tous les puits. La plaque est ensuite incubée pendant 30 mn a 37°C.

» Aprées lavage avec le PBS/Tween 20 0,05%, 200 pl d'une solution contenant un chromogene
(I’orthophénylene diamine (OPD): 09 mg dilués dans 30 ml de tampon citrate de sodium 0,05M
a pH 5,1 ainsi que 45 pl de H,0,) sont déposés dans chaque puits de la plaque. Une réaction
colorée se développe en 30 minutes a température ambiante et a I'abri de la lumiere. L'ajout de

H2S04 2N permet de stopper la réaction (tableau 10).
» L'intensité de la réaction colorimétrique est mesurée a 490 nm a 1'aide d'un lecteur (ELx800).

» Des témoins positifs et négatifs ont été inclus dans chaque plaque afin de contréler la

spécificité et la sensibilité de chaque mesure.
4.8. Détermination des taux d'histamine plasmatiques

Le dosage de histamine est effectué en utilisant un KIT d’ELISA par compétition (A05890-96,
SPI-BIO, Bertin Pharma, France). Cette technique est basée sur la compétition entre I'histamine
des échantillons non marquée et I'histamine (traceur) liée a 1'acétylcholinestérase (AChE) pour

des sites d'anticorps anti-histamine spécifiques de souris fixés sur la plaque.

Afin de déterminer les taux d'histamine, le sang des différents lots obtenu 30 minutes apres le
test de provocation in vivo recueilli dans des tubes avec EDTA est centrifugé a 1600 g pendant

20 minutes. Le plasma obtenu est aliquoté et conservé a — 20°C jusqu'au dosage.

Le traceur, le standard ou 1’échantillon sont incubés dans des puits qui sont préalablement

recouverts avec un anticorps antihistaminique de souris.

La plaque est rincée pour éliminer tous les réactifs non liés et le réactif d’Ellman (substrat de

I’acétylcholinestérase) est ajouté aux puits. L’activité enzymatique fixée sur la phase
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Tableau 9. Composition de la solution mere du tampon phosphate salin PBS 1M, pH 7,4

Composants Quantités
Na2HPO4 11,6 g
KH2PO4 2¢g
NaCl 80¢g
KCl 2g
Eau ultra pure 1000 ml

Tableau 10. Composition des solutions tampons utilisées dans la technique Elisa.

Tampon PBS 1M: a diluer au 1/10.

Tampon de lavage: PBS 0,1M pH 7,4 Tween 20 0,05%

Tampon de saturation: PBS 0,1 M pH 7,4 PVA 1%

Tampon de dilution: PBS 0,1 M pH 7,4 PVA 0,33 % Tween 20 0,1%

Solution de révélation: 09 mg d’Orthophényléne diamine (OPD) + 30 ml de tampon citrate

de sodium 0,05M a pH 5,1 + 45 ul de H,O, (substrat de la peroxydase).
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solide est alors révélée par la réaction colorimétrique d’Ellman. La mesure de 1’absorbance est

alors effectuée a une longueur d’onde de 405 nm a I'aide d'un lecteur (ELx800).

L’intensité de la coloration développée est proportionnelle a la quantité du traceur 1ié au puits
et est inversement proportionnelle a la quantité d'histamine libre présente dans les puits pendant
l'incubation immunologique. La concentration d'histamine dans les échantillons est obtenue par

comparaison avec une courbe standard telle que décrite par le fabricant.

4.9. Tests de provocation

4.9.1. Signes cliniques: test de provocation in vivo

Ce test biologique permet de mesurer la capacité de la gelée royale a réduire les signes de
manifestations allergiques provoquées par la sensibilisation a la B-Lg.

Dix souris de chaque groupe recoivent par une injection unique, sans adjuvant, de 1 mg
d’allergene (B-Lg) par voie intrapéritonéale (i.p). Les signes de manifestation allergique
commencent a &tre observés 10 a 15 minutes apres injection intrapéritonéale d’allergéne sans
adjuvant et I’intensité de la réaction est maximale entre 20 et 40 minutes (D’apres Li et al.,
1999a). La classification admise pour la mesure des manifestations cliniques est indiquée dans le

tableau 11.
4.9.2. La perméabilité vasculaire

Pour évaluer la perméabilité vasculaire, 3 a 5 souris de chaque groupe recoivent 100 pl de
colorant de bleu d'Evans a 0,5% (Sigma) par injection dans la veine de la queue juste avant
I’injection intrapéritonéale d’allergeéne (B-Lg). Une couleur bleue présente dans la peau 30 min

apres l'injection a été considérée comme un test cutané positif (Li et al., 1999b).
4.9.3. Test cutané de réaction d'hypersensibilité de type I

Le test cutané d'hypersensibilité de type I est utilisé afin de diagnostiquer une réaction
allergique aux protéines de lait de vache. Ce test est effectué selon la méthode de Wiedermann et

al. (1998) avec une 1égere modification.

Trois souris de chaque groupe recoivent, 100ul de bleu d'Evans a 0,5% par voie intraveineuse
au niveau de la queue des souris. Ensuite, 20 pl de solution PBS contenant 2 pg de B-Lg sont
injectés par voie intradermique dans la peau abdominale rasée.

Le compound 48/80 responsable de la dégranulation des mastocytes (20 pg, Sigma-Aldrich) a

été injecté en tant que témoin positif et un tampon phosphate salin (PBS) comme témoin négatif.
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Tableau 11. Classification admise pour mesurer les manifestations allergiques (Li et al., 1999a;

Lifrani, 2005).

Stade Signes
0 Pas de symptome
1 Grattement et frottement du nez et de la téte
2 Gonflement autour des yeux, poils hérissés,

baisse de I’activité physique avec

augmentation des mouvements respiratoires

3 Cyanose autour de la bouche et de la queue,
difficultés respiratoires

4 Absence d’activité physique, convulsions

3 Mort

50



Matériels et méthodes

Apres 15-20 min, les souris ont été sacrifiées et le diametre de la réaction de couleur a été

mesuré a l'intérieur de la peau (figure 9).
4.9.4. Mesure de la température corporelle

Le but de cette étude est de vérifier si le challenge a la B-Lg par voie intrapéritonéale induit
un choc anaphylactique qui s'accompagne a une baisse de la température corporelle chez les
souris sensibilisées a la 3-Lg.

La température corporelle est mesurée 30 minutes apres la provocation intrapéritonéale avec

’allergene (B-Lg) en utilisant une sonde rectale.

4.9.5. Expérimentation sur ’intestin isolé en Chambre de Ussing: test de provocation ex
vivo

Dans cette partie de travail, nous évaluons ’effet de la gelée royale sur la réponse
anaphylactique locale induite par la B-Lg. Cette étude est menée grice au dispositif de la
chambre de Ussing (figure 10). Ce systeme permet de réaliser un test de provocation ex vivo par
la mise en contact des épithéliums intestinaux de souris des différents groupes avec 1’antigene

sensibilisant (la B-Lg).
4.9.5.1. Principe de la chambre de Ussing

La chambre de Ussing est une méthode fondamentale pour 1’étude et la compréhension des
mécanismes du transport intestinal. Ce dispositif expérimental a été congu par Ussing et Zerahn
en 1951 pour la mesure des flux ioniques au travers d’un épithélium. Depuis, cette méthode a été
appliquée a de nombreux modeles animaux de laboratoire et est utilisée pour des fragments
d’intestin humain (Heyman et al., 1982; Kheroua, 1987; Marcon-Genty et al., 1989; Saidi et al.,
1995).

Un fragment de muqueuse intestinale est monté a plat entre deux demi-chambres de Lucite
dont I’ouverture, déterminant la surface, est adaptée a la taille du fragment a étudier (0,20m2).
Les deux faces du tissu déterminant un compartiment muqueux (représentant la lumiere
intestinale) et un compartiment séreux (représentant la circulation sanguine) sont baignés par des
solutions identiques (Ringer) maintenues a 37°C, brassées et oxygénées continuellement par un

courant de carbogene (O2: 95%, CO2: 5%) maintenant le pH a 7,4.
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Figure 9. Test cutané de réaction d'hypersensibilité de type I.
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Figure 10. Le dispositif de la chambre de Ussing.
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Le principe méme de la chambre de Ussing est qu’il ne doit exister aucun gradient
électrochimique permettant a une solution donnée de traverser le tissu. Cette condition est
remplie lorsque les deux faces du tissu sont baignées par des solutions ayant la méme

composition, la méme température, le méme pH et la méme osmolarité.

La chambre de Ussing permet de vérifier 1’état du tissu biologique par la mesure des
parametres é€lectriques tels que le courant de court-circuit (Isc), la différence de potentiel

transépithéliale (DDP) ou encore la conductance membranaire (G).

Le courant de court-circuit (Isc) représente la somme des flux nets ioniques, principalement de

Na+ et de Cl- et un flux résiduel d’ions HCO3-.
Isc =J ¥ net + J " net+ Jr

L’application de loi d’Ohm (U = RI) permet de déterminer la résistance du fluide (RF) en
absence du tissu ainsi que la résistance du tissu (RT) une fois celui-ci monté dans la chambre, ou

son inverse: la conductance G (G=1/R=1/U).
4.9.5.2. Montage de fragments de jéjunum de souris en chambre de Ussing

Les souris sont maintenues a jeun depuis la veille au soir. Elles sont anesthésiées avec du
Pentothal a 50 mg/kg’l. Apres laparotomie, le segment jéjunal entier est prélevé délicatement de
la cavité abdominale, vidé de son contenu par deux ou trois ringages au Ringer froid (tableau
12). Apres I’avoir délicatement débarrassé des mésenteres, le segment jéjunal est ensuite incisé
longitudinalement le long du bord anti-mésentérique puis découpé en fragments (10-20 cm) qui
sont maintenus dans du Ringer froid et oxygénés par un courant de carbogene. A chaque fois, un
fragment est monté entre deux chambres de Lucite. Le volume de Ringer déposé dans chaque
compartiment de la chambre est de 5 ml, le systeme est maintenu a 37°C.

Les tissus sont «court-circuités» par un dispositif de tension automatique (modele VCC MCS,
Physiologic Instruments, San Diego, CA) et le courant de court-circuit (Isc, mA/cm?2) est
surveillé pendant un intervalle de temps, considéré comme un indicateur du transport net d'ions
actif. Aprés montage du tissu environ 10 minutes sont nécessaires pour stabiliser les parametres
électrophysiologiques de base. Au terme de cette période, on dépose 60ug/ml de la B-Lg ou dans
certains cas d'ovalbumine (OVA) comme controle antigénique non spécifique dans le
compartiment séreux de la chambre. A la fin des expériences, la viabilité des tissus est évaluée

par I’addition de 10 mM de glucose du c6té muqueux.
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Tableau 12. Composition de la solution de Ringer.

Na* 140 Mm Cl- 120 Mm

K* 5.2 Mm HCO5 25 Mm
Ca* 1,2 Mm HPO, 2,4 Mm
Mg* 1.2 Mm H,PO4 0,4 Mm
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Les différents parametres électrophysiologiques sont mesurés chaque minute durant toute

I’expérience a 1’aide d’un logiciel (Acquire & Analyze 2.3).
4.10. Etude histologique

Cette étude a pour but de vérifier si I’administration de la gelée pendant 7 jours est capable de
prévenir les modifications de la structure histologique de 1’épithélium intestinal, particulicrement
les modifications de I’architecture villositaire jéjunale induites par la sensibilisation a la $-Lg.

4.10.1. Traitement des échantillons
Les échantillons utilisés sont soumis préalablement a différents traitements qui sont:

4.10.1.1. Fixation

Les tissus sont fixés dans du formol a 10% tamponné. Les solutions de formaldéhyde sont les

fixateurs les plus répandus.
4.10.1.2. Déshydratation

Apres fixation, les tissus sont déshydratés dans 3 bains successifs d’acétone. Chaque bain

dure 45 minutes.
4.10.1.3. Clarification

Cette opération s’effectue apres la déshydratation, les pieces sont placées dans 2 bains de

xyléne. Chaque bain dure 45 minutes.
4.10.1.4. Inclusion

L’inclusion est effectuée avec de la paraffine, les échantillons sont placés dans deux bains
successifs de paraffine pendant une heure chacun a une température de 56°C puis coulés dans des
moules métalliques. Ensuite, des cassettes en plastique seront fixés dessus et le volume sera
complété avec de la paraffine, puis mis au congélateur pendant 15 minutes pour une bonne

solidification.
4.10.2. Traitement des lames

Apres I’inclusion a la paraffine, les blocs contenant les fragments sont coupés a 1’aide d’un

microtome a une épaisseur de 5 um.
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4.10.2.1. Etalement sur lames

Une fois les coupes réalisées, elles sont mises sur une lame de verre recouverte de colle (2 g
d’albumine + 50 ml de glycérine dans 1000 ml d’eau distillé) puis placées sur une plaque
chauffante réglée a une température convenable, inférieure a celle du point de fusion de la
paraffine. A I’aide d’une pince, les plis de la paraffine sont tirés légerement de chaque coté,
ensuite I’ensemble coupe-lame est retiré de la plaque, égoutté puis séché au papier Joseph. Avant

de procéder a la coloration des lames, il faut les déparaffiner et les réhydrater.
4.10.2.2. Déparaffinage

Pour déparaffiner les lames, il suffit de les placer dans deux bains successifs de toluene.

Chaque bain dure 10 minutes.
4.10.2.3. Réhydratation

Elle se fait dans 3 bains successifs d’alcool éthylique de degrés décroissants (100°, 90°, 70°).

Chaque bain dure 2 minutes; le dernier est suivi d’un ringage a 1’eau courante.
4.10.2.4. Coloration

Les lames sont colorées a 1’hémalun—€osine qui représente la plus simple des colorations
combinées. On a fait agir successivement un colorant nucléaire « basique » 1’hématéine, et un
colorant cytoplasmique «acide», 1’éosine. La coloration du noyau est bleu-noir et le cytoplasme
rose a rouge. La préparation du colorant hématéine de Harris est indiquée dans le (tableau 13)
(Hould, 1984).

La coloration des lames s’effectue comme suit:

Mettre les lames dans 1’ hématétine de Harris durant 2 a 3 minutes.

Laver les lames a 1’eau du robinet pendant 5 minutes.

En cas de surcoloration, les lames sont trempées légerement dans de 1’alcool
chlorhydrique pendant quelques secondes (100 ml d’alcool a 95° + 5 gouttes de HCI a
1%).

e Bleuir dans une solution aqueuse saturée de carbonate de lithium (rincage).

e Laver les lames a 1’eau ordinaire.

e Mettre les lames dans un bain d’alcool éthylique 1 a 2 minutes.

e Colorer les lames a 1’éosine alcoolisée (2g d’éosine dans 100ml d’alcool éthylique)

pendant 5 minutes.
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Rincer les lames dans deux bains successifs d’alcool éthylique a 70° puis a 95°.

Mettre les lames dans du toluéne pendant 1 minute.

Mettre entre les lames et lamelle une goutte de baume de Canada ou d’eukitt.

Laisser sécher puis observer au microscope optique.
4.11. Mesure de la hauteur des villosités

Les mesures de la hauteur villositaire permettent de vérifier 1’existence éventuelle d’une

atrophie villositaire secondaire a I’immunisation intrapéritonéale des animaux.
4.11.1. Principe

Les mensurations des hauteurs villositaires sont effectuées sous un microscope optique muni
d’un micrometre oculaire. Ces mesures s'effectuent aprés un étalonnage des divisions de
I’échelle. Pour ce faire:

» Choisir l'objectif approprié pour I'observation et la mesure.

» Effectuer la mise au point sur I'objet 2 mesurer puis en déplacant la lame a l'aide du chariot

guide-objet.

» Orienter 1'oculaire de sorte que le bord de 1'objet a mesurer coincide avec la graduation 0

UA et mesurer l'objet en UA.

» Convertir la taille mesurée en unités arbitraires (UA) en taille réelle (um). Pour 1’objectif

(x10) chaque division correspond a 12,8 um.
4.12. Comptage des mastocytes

Les mastocytes sont des cellules effectrices clés dans les réactions allergiques de type I ainsi
que dans d'autres processus inflammatoires, certaines études telles que celle d’Ahrens et al.
(2012) a montré I’existence d’une corrélation positive entre le nombre de mastocytes intestinaux

et le développement de symptomes systémiques de 1’anaphylaxie.
4.12.1. Mode opératoire

e De la fixtaion jusqu’au déparffinage ces échantillons sont traités de la méme maniére que
ceux réservés a ’analyse histologique.

e La coloration des lames est effectuée comme suit selon le protocole décrit par Hould, (1984):
e Laver les lames a ’eau du robinet pendant 5 minutes.

e Immerger les coupes dans le tampon phosphate a 0,02mol/l pH 4 pendant une minute.

e Colorer les lames au bleu de toluidine a 0,1% pendant 3 minutes (tableau 14).
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e Rincer quelques instants dans le tampon phosphate a 0,02mol/l pH 4.
e Mettre entre les lames et lamelle une goutte d’eukitt.

e Laisser sécher puis observer au microscope optique.
4.12.2. Expression des résultats

Pour le comptage des mastocytes nous utilisons la méthode préconisée par Huang et al.
(2016). Le nombre de mastocytes totaux est compté manuellement dans six champs par tissu de
chaque souris (n=6). Apres la coloration au bleu de toluidine, les noyaux des mastocytes sont
colorés en bleu et les granulations métachromiques du cytoplasme apparaissent en rouge pourpre

ou violet.
4.13. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne # erreur standard (X + ES). Les
moyennes sont comparées a 1’aide d’un test # de Student pour les données appariées et non
appariées. Les comparaisons de plusieurs moyennes sont réalisées par 1’analyse de variance
(ANOVA) avec le test post-hoc de Tukey utilisant le logiciel GraphPad Prism (version 5.01). Le

seuil de signification retenu est celui qui est habituellement considéré, soit 5 %.
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Composants Quantités
Hématoxyline 5g
Alun de potassium 100g
Ethanol absolu 50 ml
Eau distillée 1000 ml

Faire bouillir le mélange
Oxyde mercurique 2,5¢

Chauffer la solution et filtrer avant usage

Tableau 14. Composition des solutions tampons utilisées dans le comptage des mastocytes

(Hould, 1984).

Tampon phosphate 0,02 mol/L pH 4

NaH,PO4 2,7598¢g

Eau distillée 1000 ml
Colorant

Bleu de toluidine 0,1g

Tampon phosphate 0,02 mol/L. pH 4 100 ml
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1. Etudes physico-chimiques de la gelée royale

L’étude des propriétés physico-chimiques permet de caractériser les échantillons de gelée

royale des deux régions (Blida et Boumerdes) utilisés dans le cadre de ce travail.
1.1. Le pH

Les valeurs du pH des gelées royales étudiées sont présentées dans la figure 11. Le pH de
la gelée royale de la région de Blida est 3,78+0,02 alors que celui de la région de Boumerdes

est de 3,79+ 0,01. Donc la gelée royale est acide.
1.2. L’acidité libre

Les valeurs de 1’acidité libre des deux échantillons de la gelée royale sont présentées dans
la figure 12. On note une acidité libre de 1’ordre de 2,68+0,075ml 0,IN NaOH/g pour la gelée
royale de la région de Blida et de 2,80+0,075ml 0,IN NaOH/g pour la région de Boumerdes,

avec I’absence de toute différence significative entre les deux échantillons.
1.3. Teneur de I’eau

La teneur en eau est un des criteres de qualité de la gelée royale (Hu et al., 2016). Les
valeurs de la teneur en eau et des matieres seches des échantillons de la gelée royale étudiée
sont présentées dans la figure 13. La teneur en eau est de 62,75+0,47 pour gelée royale de la
région de Blida et de 66,01£0,11 pour celle de Boumerdes. Ces résultats montrent une
différence significative (p<0,01) entre la gelée royale de Blida et celle de Boumerdes qui a

une teneur en eau plus importante. Par conséquent, une teneur en matiere seche est plus faible.
1.4. La cendre

Le taux des cendres nous renseigne sur la teneur totale en sels minéraux présents des

échantillons de gelée royale étudiés. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 13.

La teneur en cendre de la gelée royale de la région de Blida présente une moyenne de
1,59+£0,19 et 1,75£0,24 pour celle de la région de Boumerdes. On note 1’absence de toute

différence significative entre les deux échantillons.
1.5. Teneur totale en protéines dans la gelée royale.

Comme le montre la figure 14, aucune différence significative n’a été enregistrée dans les
teneurs protéiques des deux échantillons (Blida et Boumerdes) avec des valeurs qui varient de

14,04-14,81% quelque soit la méthode utilisée (Kjeldahl et Lowry) pour son appréciation.
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Bl ilda Boumerdes

Figure 11. pH de la gelée royale des deux régions algériennes (Blida et Boumerdes).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards(XxES)(n=06).

Acidité titrable
(ml 0,1N NaOH/g)
E-

Elilda Enumlerdés

Figue 12. Acidité de la gelée royale des deux régions algériennes (Blida et Boumerdes).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards(XxES)(n=6).
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Figue 13. Teneur en eau, en maticres seéches et en cendres brutes de la gelée royale des deux

régions algériennes (Blida et Boumerdes).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards(X=ES)(n=6).

** p<0,01
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Figure 14. Teneur en protéines de la gelée royale des deux régions algériennes (Blida et

Boumerdes) mesurée par deux méthodes différentes (Lowry et Kjeldahl).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards(X2ES) (n=6).
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1.5.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS.

Cette technique permet d’identifier les protéines brutes présentes de la gelée royale.
L’¢électrogramme des protéines de la gelée royale est illustré dans la figure 15. Le premier
puits correspond a un kit marqueur constitué d’un mélange de protéines pures, de référence
(Sigma et Merck, France), contenant de la lactoferrine (Lf) (80 000 Da), la sérum albumine
bovine (SAB) (68 000 Da), Ovalbumine (45 000 Da), les Caséines (19-25 000 Da), la -
Lactoglobuline (B-Lg) (18 000 Da) et de I’a-Lactalbumine (a-La) (14 000 Da).

Le deuxieme et le troisieme puits du gel contiennent respectivement la gelée royale de la
région de Blida et celle de Boumerdes, dans des conditions dénaturantes sans le -
mercaptoéthanol. On note clairement 1’existence de 3 bandes protéiques de masse
moléculaires situées entre 45 et 80 KDa. Ces bandes correspondent aux protéines majeures de
la gelée royale: MRJP2, MRJP3 et MRIJPS correspondant respectivement au poids
moléculaires de 49, 68 et 80 KDa.

Les puits 6 et 7 révelent I’existence de 2 bandes protéiques de masse moléculaires situées
entre 45 et 68 KDa. Ces bandes correspondent aux protéines majeures de la gelée royale:

MRIJP 2 et MRJP3.
1.6. Teneur en glucides totaux

La teneur en glucides totaux des échantillons de la gelée royale a été déterminée par la

méthode de Bertrand. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 16.

Les teneurs en glucides totaux varient de 8,88 a 8,90 % pour la gelée royale des deux
régions (Blida et Boumerdes), avec 1’absence de différence significative entre les deux

échantillons.
1.7. Teneur en lipides

Les lipides sont les composés les plus importants pour déterminer l'authenticité ou
I’adultération de la gelée royale, car plusieurs d'entre eux ne se trouvent dans aucun autre
produit naturel. Les résultats analytiques du taux des lipides des échantillons de gelée royale

sont présentés dans la figure 17.

Les résultats obtenus montrent que la teneur en lipides des échantillons étudiés est de

3,68+0,01 % de la région de Blida et 3,70+0,01% pour celle de Boumerdes.
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14 —>

- B-mercaptoéthanol + B-mercaptoéthanol

Figure 15. Electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS (12%) des protéines brutes de la
gelée royale dans les conditions dénaturantes -f-mercaptoéthanol et les conditions

dénaturantes +B-mercaptoéthanol.

1. Protéines de référence contenant: Lf (80 000 Da), La SAB (68 000 Da), Ovalbumine
(45 000 Da), Cas (19 a 25 000 Da), B-Lg (18 000 Da),a-La (14 000 Da) dans les conditions

dénaturantes -B-mercaptoéthanol.

2. La gelée royale de la région de Blida.

3 et 4. La gelée royale de la région de Boumerdes.

5. Protéines de référence dans les conditions dénaturantes +B-mercaptoéthanol.
6. La gelée royale de la région de Blida.

7. La gelée royale de la région de Boumerdes.
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Figure 16. Teneur en glucides de la gelée royale des deux régions algériennes (Blida et

Boumerdes).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (X£ES) (n=6).
Lipides

(%)
8-

Blida Boumerdés

Figure 17. Teneur en lipide de la gelée royale des deux régions algériennes (Blida et

Boumerdes).
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards(X+ES)(n=6).

* p<0,05.
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La comparaison de ces valeurs montre une différence significative (p<0,05) entre la gelée

royale de Blida et celle de Boumerdes.
1.8. Teneurs en polyphénols totaux de la gelée royale

La teneur en polyphénols totaux des échantillons de gelée royale a été déterminée par la
méthode de folin-Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols exprimées en pug d’équivalent d'acide
gallique par 1g de la gelée royale sont présentées dans la figure 18.

Les résultats obtenus montrent que la gelée royale de Blida a une teneur en polyphénols de

157,16£11,07ug d’EAG/g et 143,86+3,07ug d’EAG/g pour celle de Boumerdes.

Pour récapituler, I’ensemble des parametres chimiques de la gelée royale algérienne est

présenté dans la figure 19.

2. Etude des propriétés immunomodulatrices de la gelée royale
2.1. Mesure des titres d’IgE totale, IgG et IgE spécifique anti p-Lg: Efficacité de la gelée

royale.

L’objectif de cette partie du travail consiste a déterminer 1’effet de 1’administration de la
gelée royale per os sur la réponse immune systémique de souris immunisées a la B-Lg. Afin
d’atteindre cet objectif, nous avons dosé les anticorps sériques de type IgE totales, IgG et IgE

spécifiques anti B-Lg par la méthode immunoenzymatique ELISA.

2.1.1. Effet de la gelée royale sur le taux en IgE totale

Les résultats obtenus montrent les IgE totales sont produits de fagcon significative (p<0,01)
chez le groupe contrdle positif alors qu’ils sont absents chez le contrdle négatif. Les taux en
IgE totales anti B-Lg sont plus bas chez tous les groupes ayant recu la gelée royale a différents
doses comparés au controle positif (figure 20).

2.1.2. Effet de la gelée royale sur le taux en IgG sérique anti 3-Lg

A la fin de I’expérimentation, les anticorps sériques de type IgG anti-B-Lg sont produits de
facon hautement significative (p<0,001) chez le groupe contrdle positif (1/1260100éme) alors
qu’ils sont absents chez le controle négatif. Par ailleurs et comparés au contrdle positif, la
production des IgG anti-p-1g est nettement plus faible (p<0,001) chez les souris sensibilisées a
la B-Lg et préalablement traitées a la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours
(figure 21).
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Figure 18. Teneurs en polyphénols totaux de la gelée royale des deux régions algériennes

(Blida et Boumerdes).

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (XZES) (n=6).
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mEau  ®Protéines ®Lipides ®Glucides ®Cendres ™ Autres

Cendres Autres
Glucides 1,67 % 8,72%
8,90 %
Lipides
3,69 %

Protéines
14,26 %

Figure 19. La composition chimique de la gelée royale
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Figure 20. Absorbance des anticorps sériques spécifiques de type IgE totale mesurés par
ELISA chez les souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement

traitées a la gelée royale a différentes doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

T-: Groupe de souris non sensibilisés (Témoin négatif).

T+: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg.

GR 1,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.

*p<0,05: GR 0,5g/kg vs T+ *p<0,01: GR 1 g/kg et GR 1,5 g/kg vs T+

1 5<0,001: T+ vs T-
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Figure 21. Titres sériques des IgG anti B-Lg mesurés par ELISA chez les souris sensibilisées
a la B-lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a différentes

doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10)

T-: Groupe de souris non sensibilisés (Témoin négatif).

T+: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg

GR 1,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.

**p<0,01: GR 1g/kg vs T+ ***p<0,001:GR 0,5 g/kg et GR 1,5 g/kg vs T+

H5<0,001:T+ vs T-
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2.1.3. Effet de la gelée royale sur le taux en IgE sérique anti B-Lg

Nos résultats montrent une production significativement élevé d'IgE anti-B-Lg (p<0,001)
chez les souris du témoin positif. Ce type de réponse IgE suggere a priori une réponse
réaginique IgE dépendant. Cependant, cette production est significativement inférieure de
facon a celle enregistrée chez les souris prétraitées avec la gelée royale a différentes doses

(figure 22).
2.2. Taux d'histamine plasmatiques

Afin d'évaluer l'intensité de la réponse allergique des souris a la B-Lg, les taux d'histamine
plasmatiques ont été mesurés apres un test provocation intrapéritonéale a la 3-Lg. Le dosage a
été mesuré par kit immuno-enzymatique (EIA). Les résultats indiquent que 1'administration de
la gelée royale per os a différentes doses pendant 7 jours entraine une diminution significative

(p<0,001) des taux d'histamine libérée suite a I’immunisation (figure 23).

2.3. Test de provocation in vitro: Evaluation des signes cliniques.

Il est toutefois important de rappeler que la production des anticorps de type IgE traduit
une sensibilisation et non pas une réaction allergique. La réaction allergique doit étre
examinée par des tests de provocation. Dans le cadre de notre travail, les tests de provocation
ont été effectués a J35 par voie intrapéritonéale avec une dose de 1 mg d’antigene (B-Lg) par

souris.

Les résultats obtenus montrent que les souris de groupe témoin positif (T+) présentent des
signes cliniques accentués allant jusqu’au stade 4. Ces signes cliniques représentent
essentiellement une diminution de 1’activité physique et des difficultés respiratoires. Mais
aucun déces n’a été signalé. A I’inverse, les souris sensibilisées a la B-Lg et préalablement
traitées a la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours ne présentaient aucun
signe clinique. De plus, aucune manifestation clinique n’a été observée chez les souris du

groupe témoin négatif (figure 24).
2.4. La perméabilité vasculaire

La libération d'histamine entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire qui est

considérée comme un signe d’anaphylaxie.
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Figure 22. Absorbance des anticorps sériques spécifiques de type IgE anti B-Lg mesurés par
ELISA chez les souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement

traitées a la gelée royale a différentes doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

T-: Groupe de souris non sensibilisées (Témoin négatif).

T+: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg.

GR 1,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la

gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.

** p<0,01:GR 1g/kg vs T+ ***p<0,001:GR 0,5g/kg et GR 1,5g/kg vs T+

HH <0,001: T-4vs T-
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Figure 23. Taux d’histamine plasmatique I|ibérée suite au test de provocation chez les souris

sensibilisées a la B-lactoglobuline(T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a

différentes doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

T-: Groupe de souris non sensibilisées (Témoin négatif).

T+: Groupe de souris sensibilisées a la -lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg

GR 1,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la

gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.

" p<00L:GR 1g/kg vs T+ p<0,001:GR 0,5g/kg et GR 1,5g/kg vs T+

HHE 5<0,001:T+vs T-
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Figure 24. Stades de manifestations cliniques observées chez les souris suite aux tests de

provocation réalisés avec 1’allergéne (B-Lg) par voie intrapéritonéale.
Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

T-: Groupe de souris non sensibilisées (Témoin négatif).

T+: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la -lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg

GR 1,5g/kg: Groupe de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la

gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.

***p<0,001: GR 0,5g/kg, GR 1g/ke et GR 1,5¢/kg vs T+

b p<0,001:T+ vs T-
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Comme I’illustrent la figure 25, les coussinets plantaires, les yeux et la bouche des souris
immunisées a la B-Lg (témoin positif) présentent une coloration bleue en conséquence d’une
fuite vasculaire étendue. En revanche, les animaux immunisés et préalablement traités a la
gelée royale ne présentaient aucun changement de couleur au niveau des coussinets plantaires,

des yeux ou la bouche.
2.5. Température corporelle

Il est admis qu’un choc anaphylactique induit par un test de provocation s'accompagne le
plus souvent d'une chute de la température corporelle. Pour cela, nous avons voulu vérifier
une éventuelle chute de la température corporelle des souris suite a un challenge a B-Lg par

voie péritonéale.

Nos résultats montrent une baisse rapide de la température corporelle chez les souris de
groupe témoin positif (T+) qui a atteint son minimum 30 min apres le test provocation. En
revanche, aucune baisse de la température corporelle n'a été enregistrée chez les souris

sensibilisées a la B-Lg et prétraitées a GR a différentes doses (0,5, 1 et 1,5 g/kg) (figure 26).
2.6. Test cutané de réaction d'hypersensibilité de type I

Le test cutané est un test tres courant pour la détection précoce des réactions allergiques. 11
repose sur la mise en contact des mastocytes de 1’épiderme avec un allergene donné. Les
résultats obtenus montrent la formation d’une tache bleue d’un diametre d’environ 11,5 mm
chez les souris immunisées a la B-Lg (témoin positif), le seul groupe chez qui le test cutané

est positif (figure 27).
2.7. Etude ex vivo en chambre de Ussing: test de provocation locale

L’objectif de cette partie de travail est de vérifier 1’existence d’une éventuelle réponse
anaphylactique locale apres stimulation de la muqueuse jéjunale de souris immunisées a la -

Lg ex vivo, en chambre de Ussing.

Pour rappel, le dispositif de la chambre de Ussing permet de mesurer le courant de court
circuit (Isc, pA/cm?) qui est un index de la sécrétion électrogénique de Cl-, la différence de
Potentiel (DDP, mv) entre les deux faces du tissu et la résistance du tissu (R, ohm/cm?) ou son
inverse, la conductance (G, mmho/cm?) qui exprime un index de I’intégrité épithéliale, en

particulier au niveau des jonctions cellulaires. Dans toutes nos expériences, chaque tissu est
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Figure 25. Test de la perméabilité vasculaire au bleu d'Evans chez des souris sensibilisées
a la B-lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a

différentes doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
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Figure 26. Température corporelle des souris enregistrée apres le test de provocation a la -
Lg.

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

**¥p<0,001: GR 0,5g/kg, GR 1g/kg et GR 1,5g/kg vs T+

HH 5<0,001: T+ vs T-
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Figure 27. Test cutané de réaction d'hypersensibilité de type I chez des souris sensibilisées a

la B-lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a différentes

doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.
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son propre témoin. Pour chaque parametre étudié, les valeurs sont recueillies a I’état basal,
c'est-a-dire avant toute stimulation, puis apres dépot de I’antigene sensibilisant (B-Lg) dans le

compartiment séreux, pendant 10 minutes.

2.7.1. Mesure de la réaction anaphylactique locale (I’Isc)

2.7.1.1. Effet de la sensibilisation a la p-Lg: Témoins positifs

Lorsque les fragments jéjunaux des souris du groupe témoin positif (T+) sont montés en
chambre de Ussing puis stimulés avec 60 pg/ml de la protéine sensibilisante (B-Lg) déposée
dans le compartiment séreux, on enregistre une augmentation tres significative (p<0,001) de
I’Isc avec un écart (A) de ’ordre de 16,60 + 1,13uA/cm? (tableau 15a). Les valeurs de base de
I’Isc passent de 38,17 + 3,21pA/cm? & 54,78 + 3,55uA/cm? (figure 28).

L’augmentation de 1’Isc est obtenue des la premiere minute apres dépdt de la B-Lg et atteint
son maximum entre la deuxieme et la troisieme minute. Ces résultats suggerent donc
I’existence d’une réaction anaphylactique locale produite par 1’interaction directe de la B-Lg

avec des effecteurs du systéme immunitaire associé a I’épithélium intestinal.
2.7.1.2. Effet de I’ovalbumine sur I’Isc: spécificité de la réponse anaphylactique a la p-lg

Dans les mémes conditions d’expérience et afin de vérifier si 1’augmentation de I’Isc des
fragments de souris sensibilisées est spécifique a la B-Lg, ’ovalbumine a été déposée dans le
compartiment séreux (60 pug/ml). Le dépot de 1’ovalbumine dans le compartiment séreux ne

se traduit par aucun effet significatif sur I’évolution de 1’Isc (figure 29).
2.7.1.3. Effet du furosémide

Nos résultats précédents montrent clairement que 1’Isc est significativement modifiée
lorsque les épithéliums des souris immunisées sont exposés a la B-Lg (Témoins positifs). On
considere que 1’Isc est une mesure des mouvements ioniques a travers 1’épithélium intestinal et
sa modification traduit un changement dans le transport des électrolytes, principalement le CI-

et le Na+.

Afin de déterminer la nature des mécanismes mis en jeu dans 1’augmentation de 1’activité
sécrétoire de 1’épithélium intestinal en présence d’un antigene sensibilisant, un diurétique, le
furosémide a été utilisé. Cet agent inhibiteur spécifique du systeme cotransport Cl/Na/K
localisé sur la membrane basolatérale. Le furosémide entraine une déplétion de la cellule en C1°

et donc une diminution de la sécrétion du CI". Aprés montage des fragments jéjunaux des
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Figure 28. Effet de la -Lg sur I’évolution du courant de court-circuit (Isc) des fragments

jéjunaux des souris sensibilisées a la B-Lg, mesuré en chambre de Ussing.

Avant stimulation les valeurs de base de I’Isc sont recueillies pendant 10 minutes.
A t =0, I’antigeéne sensibilisant (B-Lg) est déposé dans le versant séreux.

T- : Tissus de souris non sensibilisées (Témoin négatif).

T+ : Tissus de souris sensibilisées a la 3-lactoglobuline (Témoin positif).

Les valeurs exprimées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

Chagque tissu est son propre témoin, les valeurs de [’lsc sont comparées a celle obtenue a TO.

#4p<0,01  *#%p<0,001
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Figure 29. Effet spécifique de la B-Lg sur la différence de courant de court circuit (Isc) (A) et
son évolution au cours du temps (B) en réponse a la stimulation a la B-Lg ou a ’ovalbumine

mesurée en chambre de Ussing (n=0).

Le dépot de I’ovalbumine est sans effet significatif sur I’Isc des tissus des souris immunisées.
Les valeurs reportées sont des moyennes et leur erreur standard.

T-: Tissus d’animaux naifs stimulés a la B-Lg.

T+: Tissus d’animaux sensibilisés et stimulés a la B-Lg.

OVA: Tissus d’animaux sensibilisés a la B-Lg et stimulés a I’ovalbumine.

Ag: Antigene (la B-Lg ou ’OVA).

**p<0,01 ***p<0,001
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souris en chambre de Ussing et stabilisation des paramétrés électrophysiologiques.

L. P P Nz 2 N . . ) .
Le furosémide est déposé du c6té séreux a une concentration finale de 5.10 M. Ensuite

ces mémes tissus sont stimulés avec 1’antigéne sensibilisant.

Les résultats montrent que lorsque le furosémide est ajouté dans le compartiment séreux,
I’Isc subit une diminution significative (p<0,05) au cours de temps. Comme [I’attestent les

valeurs passent de 73,47 + 3>,O7uA/cm2 256,22 + 6,39uA/cm? (figure 30).

Ces résultats montrent que le furosémide agit sur la membrane basolatérale en inhibent le
cotransport CI/Na/K. Cette action entraine une diminution de la sécrétion de Cl” et se traduit
par une augmentation de 1’Isc. Cela implique que dans nos conditions expérimentales, le

courant de court-circuit induit par 1’antigéne est un courant de chlore.
2.7.1.4. Effet du glucose

A la fin des expériences et pour vérifier ’intégrité structurale des fragments jéjunaux
montés en chambre de Ussing, nous avons testé I’effet du glucose, déposé a la concentration

finale de 10 mM sur les faces muqueuses de ces tissus (figure 30).

Les résultats montrent une augmentation tres significative (p<0,01) de I’Isc. Ceci indique
que les tissus sont bien conservés et gardent leur intégrité structurale et fonctionnelle. Et que
le furosémide n’a pas d’effet toxique sur les cellules épithéliales et n’interfere pas avec le
mécanisme d’action du glucose. Donc, les processus de cotransport glucose-Na+ ainsi que

I’activité de la pompe Na+/K+ATPase ne sont pas altérés.
2.7.1.5. Effet de la B-lg sur I’Isc des fragments jéjunaux de souris traitées

Les résultats obtenus montrent que le dépdt de la B-Ig dans le versant séreux n’entraine
aucune modification significative de I’Isc des tissus de souris préalablement traitées a la

gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours et sensibilisé a la B-Lg (figure 31).

2.7.2. Mesure de la conductance

2.7.2.1. Effet de la sensibilisation a la p-Lg: Témoin positif

Les figures 32, et 33 représentent 1’évolution de la conductance des tissus d’animaux
stimulés a B-Lg. La conductance subit une augmentation significative avec un écart (A)
16,41 + 3,83mmho/cm? pour le T+ (p<0,001). Les valeurs enregistrées passent de 26,79 +
1,97 mmho/cm? a 43,20 + 5,56 mmho/cm? (tableau 15b; figure 32).
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Figure 30. Effet de la B-Lg sur I’évolution du courant de court circuit, aprés dépdt du
furosémide, sur des fragments jéjunaux de souris immunisées a la B-Lg mesuré en chambre de
Ussing (n=6).

Le dépot du furosémide inhibe 1’augmentation de I’Isc apres le dépot de 1a B-Lg.

En fin d’expérience, le glucose est déposé a la concentration de 10 mM dans le compartiment
muqueux. Une modification significative de 1’Isc est observée.

*p< 0,05  **p< 0,01
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Figure 31. Effet de la B-Lg sur 1’évolution du courant de court-circuit (Isc) des fragments
jéjunaux de souris sensibilisées a la B-Lg préalablement traitées ou non a la gelée royale

mesuré en chambre de Ussing.

Avant stimulation les valeurs de base de 1’Isc sont recueillies pendant 10 minutes.
A t =0, I’antigéne sensibilisant (B-Lg) est déposé dans le versant séreux.

T+ : Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg.

GR 1,5g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la

gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.
Les valeurs exprimées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).
Chagque tissu est son propre témoin, les valeurs de [’lsc sont comparées a celle obtenue a TO.

#4p<0,01  *¥¥p<0,001.
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Figure 32. Effet de la B-Lg sur I’évolution de la conductance (G) des fragments jéjunaux de

souris sensibilisées a la B-Lg (T+) ou non (T-), mesurée en chambre de Ussing.
Avant stimulation les valeurs de base de la G sont recueillies pendant 10 minutes.

A t=0, I’antigeéne sensibilisant (B-Lg) est déposé dans le versant séreux a une concentration

de 60ug/ml.

T- : Tissus de souris non sensibilisées (Témoin négatif).

T+ : Tissus de souris sensibilisées a la 3-lactoglobuline (Témoin positif).
Les valeurs exprimées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

Chaque tissu est son propre témoin, les valeurs de la G sont comparées a celle obtenue a TO.

#4p<0,01  *#%p<0,001

87



Résultats

2.7.2.2. Effet de la B-Ig sur la conductance des fragments jéjunaux de souris traitées

Apres stimulation a la B-Lg, les valeurs de la conductance des tissus des souris
immunisées et traitées avec de la gelée royale a différentes doses ne subissent aucune
variation significative au cours du temps. Ces valeurs de base se montrent pratiquement

identiques mais différentes de celle du groupe témoin négatif (tableau 15b, figure 33).
2.7.3. Effet sur la DDP

Nos résultats montrent que la mise en contact des tissus d’animaux sensibilisés a la B-Lg
avec ’allergene ne produit aucune modification des valeurs de base de la DDP qui reste

stable durant toute 1’étude (tableau 16).
2.8. Etude histologique

L’étude histologique de la muqueuse intestinale permet d’évaluer un éventuel effet
protecteur de la gelée royale contre les altérations tissulaires provoquées par la sensibilisation

alaB-Lg.
2.8.1. Histologie de la muqueuse intestinale des souris témoins négatifs

L’observation de la muqueuse intestinale des souris témoins négatifs, au microscope optique,
révele un aspect normal et régulier avec formation de nombreuses projections en doigts de gant:

il s’agit des villosités séparées par les sillons intervilleux communiquant.

Sur le plan structural, les villosités sont longues et fines et bordées par un épithélium uni-

stratifié cylindrique, les lymphocytes du chorion sont peu abondants (figure 34).
2.8.2. Histologie de la muqueuse intestinale des souris témoins positifs

La muqueuse intestinale des souris témoins positives ayant recue per os une solution saline
puis sensibilisées a la B-Lg, montrent en premier lieu une augmentation massive de 1’infiltrat
inflammatoire au niveau du chorion pouvant entrainer une déformation des villosités avec une
atrophie villositaire partielle. Cette atrophie est caractérisée par des villosités bordées par un
épithélium ayant un aspect pseudostratifiée et posseéde des cellules cubiques comportant des
noyaux dystrophiques. De plus, une importante hyperplasie des cryptes est observée (figure
35). Ces résultats indiquent que I’immunisation par voie intrapéritonéale a la B-Lg affecte de

maniere significative la structure de base de 1’épithélium intestinal

88



Résultats

il T4 --l-- 0,5g/kg
60 - - 1gfke —de— 1,55/ /ke
50 -
—
E 40 A
=]
S
[=]
E
30 A
E
L)
20 -
10 A
Temps (min])
0 - ’ phase de " ’ ’
-10 stahilisation 0 5 10

Figure 33. Effet de la B-Lg sur I’évolution de la conductance (G) des fragments jéjunaux de
souris sensibilisées a la B-Lg préalablement traitées ou non a la gelée royale mesuré en

chambre de Ussing.

Avant stimulation les valeurs de base de la conductance sont recueillies pendant 10 minutes.
A t =0, I’antigéne sensibilisant (B-Lg) est déposé dans le versant séreux.

T+: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline (Témoin positif).

GR 0,5g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 0,5 g/kg.

GR 1g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la
gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1 g/kg

GR 1,5g/kg: Tissus de souris sensibilisées a la B-lactoglobuline et préalablement traité a la

gelée royale pendant 7 jours a la dose de 1,5 g/kg.
Les valeurs exprimées sont des moyennes et leurs erreurs standards (n=10).

Chagque tissu est son propre témoin, les valeurs de la G sont comparées a celle obtenue a T0.

#4p<0,01  *#%p<0,001
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Tableau 15. Courant de court-circuit (a) et de la conductance (b) mesurés en chambre de

Ussing sur des fragments jéjunaux de souris sensibilisées a la B-Lg prétraitées ou non avec de

la gelée royale.

a) Isc (pA em)

Groupes Ty Taax Alsc
Temoinnegatif 34,803,601 37,163,658 235056
Témoin positif 38,17+3.21 54,78+3,55 16,60 £1,13*
GR0,.5z/'kg 48,03 +4,73 53,00x4,73 4,97 £ 10557
GR1 g/kg 43,75+6,59 48,50 + 6,00 4,86+2,19%%
GE 1,5 g'kg S6 167,23 60,78 x5.45 4,61 £2 475F

b) G (mmho/cm?)

Groupes To Taax AG
Témoinnégatif 2154198 22,73x1,95 1,18+0.21
Témoin positif 26,79+1,97 4320556 16,41 +383""
GRO0,5 g/'kg 1883194 20,50+2.18 1,670,717
GR 1lg/kg 22.83+5,67 24,33+6.28 1,50+0,67%
GR1,5 g/kg 18,70+1.24 2098+1.26 227+0,687

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standard (n=10).

Les variations de 1’Isc (Alsc) ou celle de la G (A G) : représente la différence entre les valeurs

maximales (T max) enregistrées apres la stimulation a la B-Lg et les valeurs de bases TO,

c'est-a-dire les valeurs enregistrées au moment de la stimulation du tissu par la B-Lg a la

concentration de 60 pg/ml (compartiment séreux).
(AIsc: T Max vs TO)

***9<0,001: GR 0,5g/kg, GR 1g/kg et GR 1,5¢/kg vs T+

HH#

p<0,001:T+ vs T-

(AG: T Max vs TO).
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Tableau 16. La différence de potentiel (DDP) mesurés en chambre de Ussing sur des

fragments jéjunaux de souris sensibilisées a la B-Lg prétraitées ou non avec de la gelée royale.

a) DDP (mV)
Groupes Ty Taax p

Témoin négatif 2,78+0,51 2.78+£ 0,50 NS
Témoin positif 3,02+0,72 3,59+ 0,90 NS
GR 0,5g/kg 3,31+ 0,32 3,51+ 0,31 NS
GR 1 g/kg 2,41+0,77 2,51+ 0,72 NS
GR 1,5 g/kg 3,88+ 0,29 4,00+ 0,36 NS

Les valeurs rapportées sont des moyennes et leurs erreurs standard (n=10).

Les variations de la différence de potentiel (ADDP) : représente la différence entre les valeurs
maximales (T max) enregistrées apres la stimulation a la B-Lg et les valeurs de bases TO,
c'est-a-dire les valeurs enregistrées au moment de la stimulation du tissu par la B-Lg a la

concentration de 60 pg/ml (compartiment séreux).

(ADDP: T Max vs TO).
NS: Non significatif.
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Figure 34. Observation microscopique (Gx100) d’un fragment de jéjunum d’une souris du

groupe témoin négatif (coloration a I’hémalun-€osine).

Infiltration

lymphocytaire

Une hyperplasie
des cryptes

Figure 35. Observation microscopique (Gx100) d’un fragment de jéjunum d’une souris du

groupe témoin positif ayant recu per os une solution saline puis sensibilisées a la B-Lg

(coloration a I’hémalun-€osine).
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2.8.3. Effet de la gelée royale sur la structure histologique de I’épithélium intestinal

Contrairement a ce que nous avons observé chez le témoin positif, les souris ayant regu la
gelée royale aux doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5 g/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a la B-Lg,
n’indiquent aucune altération de I’épithélium intestinal. En effet, la muqueuse intestinale
apparait formée de nombreuses projections en doigts de gants; il s’agit des villosités séparés
par les sillons intervilleux communiquant. L’infiltration lymphocytaire y est tres peu marquée
(figure 36). L’aspect de la muqueuse intestinale apparait semblable a celui du groupe témoin

négatif.
2.8.4. Mesure la hauteur villositaire.

Le relief villositaire au niveau du jéjunum peut étre apprécié selon différents criteres. La
mesure de la hauteur villositaire constitue un critere essentiel puisqu’il peut renseigner sur
I’existence éventuelle d’une atrophie villositaire chez les souris. Les mensurations des

hauteurs sont effectuées sous un microscope optique muni d’un micrometre oculaire.

La hauteur villositaire mesurée au niveau de 1’épithélium jéjunal est respectivement 62,75+

1,72 pm et 41,50+2,36 chez les groupes témoins négatifs et positifs.

Chez les groupes expérimentaux, la hauteur villositaire est semblable a celle du groupe
témoin négatif. Elle est respectivement 59,90+1,78um, 62,54+1,43um et 66,0+2.30um chez
les souris sensibilis¢é a la B-Lg prétraitées a la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg
pendant 7 jours (figure 37).

2.9. Comptage des mastocytes

Nos résultats montrent une augmentation significative (p<0,001) du nombre des
mastocytes au niveau du jéjunum chez les souris de groupe témoin positif (T+) comparé au
groupe témoin négatif (T-) (figure 43). En plus, on remarque une abondance des mastocytes
dégranulés par rapport aux mastocytes normaux au niveau du chorion suggérant une réponse

allergique (figure 39).

Par contre, nos résultats montrent que I'administration orale de la gelée royale a différentes
doses pendant 7 jours diminue significative le nombre des mastocytes (p<0,001) par rapport

aux témoins positifs (T+) (figure 40, 41, 42).
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Figure 36. Observation microscopique (Gx100) des fragments de jéjunums des souris ayant recu

per os la gelée royale aux doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a la

B-Lg (coloration a I’hémalun-éosine).
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Figure 37. Hauteur villositaire des fragments de jéjunums chez les souris sensibilisées a la -
lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a différentes doses

0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours (n=10).

**p<0,001: GR 0,5g/kg, GR 1g/ke et GR 1,5¢/ke vs T+

it p<0,001:T+ vs T-
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Figure 38. Observation microscopique (Gx1000) des mastocytes au niveau des jéjunums des

souris du groupe témoin négatif (coloration au bleu de toluidine).

Figure 39.0bservation microscopique (Gx1000) des mastocytes au niveau des jéjunums des

souris du groupe témoin positif (coloration au bleu de toluidine).
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Figure 40. Observation microscopique (Gx1000) des mastocytes au niveau des jéjunums des
souris ayant recu per os la gelée royale a dose de 0,5g/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a

la B-Lg (coloration au bleu de toluidine).

Figure 41.0Observation microscopique (Gx1000) des mastocytes au niveau des jéjunums des
souris ayant regu per os la gelée royale a dose delg/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a la

B-Lg (coloration au bleu de toluidine).

Figure 42. Observation microscopique (Gx1000) des mastocytes au niveau des jéjunums des

souris ayant recu per os la gelée royale a dose del,5g/kg pendant 7 jours puis sensibilisées a la

B-Lg (coloration au bleu de toluidine).
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Figure 43. Nombre des mastocytes au niveau du jéjunum des souris sensibilisées a la [3-
lactoglobuline (T+) ou non (T-) et préalablement traitées a la gelée royale a différentes doses
0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.

**p<0,01: GR 0,5g/kg, GR 1g/kg et GR 1,5g/kg vs T+

## 0<0,001:T+ vs T-
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Discussion

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude des parametres physico-
chimiques de la gelée royale ainsi que son effet immunomodulateur chez la souris Balb/c
sensibilisée par voie intrapéritonéale a 1’une des principales protéines allergisantes du lait de
vache ; la B-Lg. La gelée royale a été administrée par gavage gastrique pendant 7 jours aux

doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg.

1. Etudes physico-chimiques de la gelée royale

Avant tout, il est important de rappeler que la gelée royale utilisée dans le cadre de ce
travail est fraiche et n’a subi aucun traitement préalable. De nombreux facteurs, notamment la
race de 1’abeille, la saison, les conditions de stockage, les conditions régionales et le type de la
flore pollinifere sont susceptibles d’affecter la composition de la gelée royale (Shibi et al.,
1993; Chen et Chen, 1995; Wongchai et Ratanavalachai, 2002; Jianke et al., 2003; Ramadan
et Al-Ghamdi, 2012; Lian-Fei, 2016).

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons étudié quelques parametres
physicochimiques de la gelée royale issue de deux régions (Blida et Boumerdes) par mesure
de I’acidité libre, du pH, de la cendre et de la teneur en eau ainsi que le taux des lipides, des

sucres, des polyphénoles et des protéines.

Nos résultats montrent que la gelée royale récoltée dans les deux régions est acide et
enregistre un pH voisin de 3. Cette acidité est due a la présence des acides organiques tels que
I’acide pantothénique (vitamine B5) et I’acide 10-hydroxy-2-décénoique (10-2HDA) contenus
dans la gelée royale. Ces résultats vont dans le sens des travaux de Metry et Owayss (2009),
Sabatini et al. (2009), Marghitas et al. (2010), Ramadan et Al-Ghamdi (2012), Nabas et al.
(2014), Stratev et al. (2015) et Muresan et al. (2016). De plus, et selon les travaux de
Wongchai (2002), le pH de la gelée royale de Thailande reste constant durant une année de

conservation.

L’eau est I’'un des composants majeurs de la gelée royale. La constante relative de
I’humidité est due a la rapidité de la synthese de la gelée royale et de sa distribution aux larves
(Ramadan et Al-Ghamdi, 2012). Bien que nos résultats montrent que la gelée royale de
Boumerdes est plus riche en eau que celle de Blida, ils demeurent en accord avec ceux cités
dans la littérature (Popescu et al., 2008b; Sabatini et al., 2009; Ramadan et Al-Ghamdi, 2012;
Balkanska et al., 2014; Nabas et al., 2014; Ait Soura et Mecellem, 2017).
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Le taux d’humidité de la gelée royale répond aux exigences fixées par la législation
brésilienne (60 et 70%) (Commission brésilienne, 2000). L’humidité de la gelée royale
dépend de la saison de récolte. Elle augmente dans la saison pluvieuse et diminue dans la
saison chaude (Wongchai, 2002). Bien que Ferioli et al. (2007) suggerent que la teneur en eau
differe selon ’origine de la gelée royale, aucune différence significative dans teneurs en eau

n’a été enregistrée entre les échantillons italiens et ceux des pays non européens.

La littérature citée rapporte que les minéraux présents dans la gelée royale représentent
environ 0,8 a 3% de celle-ci (Sabatini et al., 2009). Les éléments majoritairement retrouvés
sont par ordre décroissant le potassium, le calcium, le sodium, le magnésium, le zinc, le fer, le
cuivre, et le manganese. La détermination des cendres offre la possibilité de connaitre la
teneur en matiere minérale globale de la gelée royale. Garcia-Amoedo et Almeida-Muradian
(2007) montrent que ’origine n’a pas d’impact sur la quantité totale de minéraux dans la
gelée royale. Nos résultats montrent que les taux des constituants minéraux de nos
échantillons sont en concordance avec ceux de Messia et al. (2003), Popescu et al. (2008a),

Sabatini et al. (2009) et Yang et al. (2017).

La teneur en glucides totaux de nos échantillons varie de 8,88 a 8,90 %. Ces valeurs sont
en accord avec ceux trouvés par la littérature (Sabatini et al., 2009; Wytrychowski et al.,
2013). En revanche, la teneur en glucides de nos échantillons est inférieure a celle de la

Roumanie rapportée par Margdoan et al. (2017).

Les lipides de la gelée royale sont présents a des concentrations assez modestes et
variables (3 a 8%), et représentent sans doute un des plus importants composants de la gelée
royale (Tamura et al., 2009; Sabatini et al., 2009). L’acide 10-hydroxy-trans-2-décénoique
(10H2DA) représente ’acide gras le plus important de la gelée royale en raison des propriétés
biologiques, notamment antibactériennes, antifongiques et anti-tumorales, qui lui sont

attribuées (Barker et al., 1959; Barnutiu et al., 2011).

Nos résultats montrent une teneur en lipides qui varie entre 3,64 et 3,74% avec une
différence significative (p<0,05) entre la gelée royale de Blida et celle de Boumerdes. Ces
valeurs sont en accord avec celles citées dans la littérature (Viuda-Martos et al., 2008;
Sabatini et al., 2009; Ramadan et Al-Ghamdi, 2012; Balkanska et al., 2014; Kolayli et

al., 2016), mais semblent étre inférieures a celles de la Roumanie rapportées par Marghitas
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et al. (2010). Les variations saisonnieres peuvent également affecter la composition chimique
de la gelée royale en lipides. En effet, la teneur en lipides augmente dans la saison chaude et

diminue dans la saison pluvieuse (Wongchai, 2002).

Dans le cadre de ce travail, nous avons apprécié également la quantité de composés
phénoliques contenus dans les échantillons de gelée royale. Les composés phénoliques
constituent la base des principes actifs chez les plantes médicinales. Ces molécules présentes
en traces ont un impact direct sur la qualité nutritionnelle des produits alimentaires et leurs
effets positifs sur la santé sont incontestables (Macheix et al., 2005). En effet, les composés
phénoliques de la gelée royale sont collectés par les abeilles a partir des plantes ou le nectar

(Fiorani et al., 2006).

La teneur en composés phénoliques de nos échantillons est supérieure a celle de la
Jordanie (Nabas et al., 2014), mais elle est semblable aux valeurs mentionnées dans I’étude de
Liu et al. (2008). Par contre, les travaux de Pavel et al. (2014) réalisés sur la gelée royale de la
Roumanie, montrent une teneur en composés phénoliques 100 fois plus que celle citée dans la

littérature.

Toutefois, il semble que le contenu polyphénolique de la gelée royale soit tres variable. En
effet, a ce jour aucune valeur précise et définie n’a pu étre déterminée en raison du faible
nombre de données rapportées dans la littérature sur le contenu polyphénolique de la gelée

royale.

Les variations des teneurs en composés phénoliques rapportées dans la littérature peuvent
étre attribuées a 1'origine florale ou a la saison de la récolte et la variété des méthodes utilisées

dans chaque étude.

Les composants phénoliques possedent des propriétés antioxydantes, anti-agrégantes
plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-allergiques, anti-tumorales et anti-thrombotiques.
C’est ce qui justifie son utilisation croissante en thérapeutique (Martin et Andriantsitohaina,

2002).

D’autre part, d’un point de vue quantitatif, les protéines font partie des constituants
majeurs de la gelée royale. Nos résultats indiquent que les teneurs en protéines de la gelée

royale des deux régions (Blida et Boumerdes) sont de ’ordre de 14,04 a 14,81%. Ces valeurs
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sont en accord avec celles rapportées dans la littérature (9 a 18%) (Takenaka et Takenaka,
1996; Sabatini et al., 2009; Balkanska et al., 2013; Pavel et al., 2014; Kanelis et al., 2015;
Margdoan et al., 2017; Yang et al., 2017).

Afin de vérifier la méthode la plus fiable pour le dosage des protéines totales de la gelée
royale, deux méthodes différentes sont utilisées (Kjeldahl et Lowry). Aucune différence
significative n’est observée entre les résultats obtenus des deux techniques de dosage. Garcia-
Amoedo et Almeida-Muradian (2007), montrent par un dosage par micro-Kjeldahl du taux
d’azote que le taux de protéines atteint une moyenne de 13,12 % sans réelle variation selon

I’origine des échantillons.

Dans notre travail, 1’électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de sodium
dodecyl-sulfate (SDS-Page) a été réalisée afin d’identifier les principales protéines contenues

dans la gelée royale.

L’analyse des bandes électrophorétiques de nos échantillons montre clairement
I’existence de 3 protéines majeures de la gelée royale: MPRJ2, MPRJ3 et MPRJS
correspondant aux poids moléculaires (PM) de 49, 68 et 80 KDa respectivement. Alors que
dans les conditions dénaturantes avec 1’agent réducteur (B-mercaptoéthanol), on observe
I’existence de 2 protéines majeures de la gelée royale: MPRJ2 et MPRJ3. Sauf que dans ces
conditions, il n’est pas possible de séparer et identifier les autres protéines par cette technique

en raison de la proximité de leurs PM.

La gelée royale est fortement riche en protéines qui sont représentées dans un groupe de
5 protéines (MRJP: Major Royal Jelly Proteins), maintenant appelées alpalbumines avec une
proportion de 80% et un poids moléculaire qui varie de 49 a 87 kDa (Simuth et al., 2001;

Gharbi, 2011), mais également des protéines de faibles poids moléculaires (Amigou, 2016).

L’étude de Nozaki et al. (2012), démontre que l'ultracentrifugation de la gelée royale
pendant 1 heure entraine une séparation visible du surnageant en trois couches. Les couches
supérieure et intermédiaire présentent une forte concentration en MRJP2 (52 kDa) et en
MRJP3 (60-70 kDa). Par contre, la MRJP1 (55 kDa) qui a un poids moléculaire similaire a

MRIJP2 et MRJP3 est présente dans la couche inférieure sous la forme d’un oligomere.

Afin d’identifier et de séparer la protéine MRJP1 par Western blot, Shen et al. (2015) a

produit un anticorps spécifique anti-MRIJP1 qui se lie spécifiquement et uniquement a cette
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protéine, contrairement a l'anticorps anti-R-MRIJP1 précédemment rapporté par Li et al.

(2008) qui se lie a presque tous les membres de la famille MRJP.

Le role nutritionnel des MRJP est attribué a leur teneur importante en acides aminés
essentiels. En outre, MRJP1 est capable de favoriser la régénération du foie et d’assurer une
action cytoprotectrice sur les hépatocytes (Fujii et al., 1996; Kimura et al., 1995). Quant a la

MRIJP3, elle présente des effets anti-inflammatoires puissants in vitro et in vivo.

Les valeurs moyennes de la composition chimique générale de la gelée royale collectées
dans cette étude sont quelque peu comparables a celles des échantillons de la gelée royale
produits dans d'autres pays tels que la Bulgarie, le Brésil, la Roumanie, la Thailande et I’Italie
(Wongchai, 2002; Garcia-Amoedo et Almeida-Muradian, 2007; Sabatini et al., 2009;
Balkanska et al., 2013; Pavel et al., 2014).

Quelques 1égeres différences entre ces valeurs peuvent étre dues a diverses conditions
telles que la procédure de collecte, les procédures analytiques et les lieux de production de la
gelée royale, qui dépendent de la fertilité du sol, du climat et des sources florales. Toutes ces
variances peuvent influencer la composition du pollen et du nectar entrant dans la nourriture

des abeilles nourricieres qui sécretent la gelée royale.

2. Etude des propriétés immunomodulatrices de la gelée royale

Dans notre travail, nous avons choisi la souris femelle de souche Balb/c, comme modele
d’allergie aux protéines du lait de vache, car elle est caractérisée par un complexe majeur
d’histocompatibilité relativement proche de celui de ’Homme et par une balance Th1/Th2
plus nette et plus facile a mettre en évidence que chez 'Homme (Magnan et Vervlo et, 1997).
Ce modele animal a été développé et validé par 1’équipe d’Adel-Patient et al. (2005). Cette
étude a montré que la sensibilisation par voie intrapéritonéale et orale des souris Balb/c induit
I’activation de la voie Th2 en produisant des quantités d’IgE et des IgG1 spécifiques ainsi que

la production d’interleukines (IL4 et ILS) spécifiques a ce type de réponse immune (Th2).

Pour la sensibilisation des souris a la -Lg, nous avons choisi la voie intrapéritonéale en
présence d’hydroxyde d’aluminium, car elle est facile d’utilisation et permet d’introduire
I’antigene directement au niveau systémique. Elle est efficace, optimise les réponses
immunitaires et entraine une production importante des IgE spécifiques (Dearman, 2003;

Chen et al., 2013).
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Le degré de sensibilisation des souris a la B-Lg a été évalué par une méthode immuno-
enzymatique (ELISA). Nos résultats montrent que 1'immunisation intrapéritonéale a la f-Lg
conduit a une production importante d'IgE totales, IgG et d'IgE anti-B-Lg, ’ensemble de ces
résultats plus la présence d’un test cutané positif confirment le pouvoir fortement
immunogene de cette protéine. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Frossard et al.
(2004a) qui ont observé chez des souris immunisées a la B-Lg, une forte augmentation des
titres en anticorps sériques IgGl et IgE anti B-Lg ainsi qu’une augmentation dans la

production d’IL4, traduisant une réponse immunitaire de prédominance Th2.

Nos résultats sont également en accord avec ceux trouvés par Negaoui et al. (2009) et
Grar et al. (2015) qui ont montré que I’immunisation des souris Balb/c avec les protéines du
lait vache induit une augmentation significative des titres sérique en anticorps IgG et IgE anti
B-Lg.

Des tests cutanés sont utilisés dans plusieurs études pour confirmer la réaction
d’hypersensibilité du type 1 induite par différents aliments ainsi que d'autres allergenes chez

la souris (Jensen-Jarolim et al., 1999; Wiedermann et al., 1998; Kumar et al., 2014).

Rappelons que la réaction allergique aux protéines de lait de vache IgE médiée s’effectue

classiquement en deux phases: la sensibilisation et la réaction allergique proprement dite.

Dans la phase de sensibilisation, les allergenes sont présentés par les cellules dendritiques
aux lymphocytes T naifs, qui vont se différencier en CD4 Th2 activés dans un environnement
cytokinique Th2 (IL4) (Hadis et al., 2011). Ces derniers vont a leur tour activer les
lymphocytes B, entrainant une induction et leur différenciation terminale en plasmocytes
sécréteurs d'IgE spécifiques d'allergene. Les IgE spécifiques circulent dans 1’organisme et se
fixent sur leurs récepteurs de haute affinité¢ (FceRI), exprimés par les basophiles circulants et
les mastocytes muqueux (Adel-Patient, 2016). Cette premiere étape n’occasionne aucun signe

clinique (cliniquement muette), son réle est de préparer I’organisme a réagir de facon

immédiate lors d’un futur contact avec le méme allergene.

Lors d’une seconde exposition, les protéines lactées arrivent au niveau de la muqueuse du
tube digestif. L’antigene fixe 1’IgE spécifique sur le mastocyte via un récepteur de haute

affinité (FceRI) et le pontage de deux IgE délivre un signal d'activation du mastocyte
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et entraine la libération des médiateurs pro-inflammatoires (Burks, 2003; Untersmayr et
Jensen-Jarolim, 2006; Molkhou, 2009; Reber et al., 2017). Ces médiateurs sont responsables
des signes cliniques de I'APLV. Ils vont provoquer une vasodilatation périphérique, une
augmentation de la perméabilité vasculaire, I’adhésion leucocytaire et la contraction des
muscles lisses, particulierement au niveau des bronches (Tomasi et al., 1980; Kanny, 2007;

Blank et Vitte, 2014).

Nos résultats montrent que le test de provocation in vivo par voie intrapéritonéale a la -
Lg réalisé sur les souris immunisées aux protéines du lait bovin, induit des symptomes
cliniques séveres allant jusqu’au stade 4 avec une baisse rapide de la température corporelle.
Celle-ci est due a une réaction allergique médiée par les IgE qui déclenche une cascade de
médiateurs de I’inflammation responsable de ces signes cliniques. Ces résultats concordent
avec ceux obtenus par Thang et Zhao (2015) qui ont montré que 1’étude de la réaction
allergique par la réalisation d’un test de provocation par voie orale a la B-Lg chez des souris
immunisées a révélé des manifestations cliniques importantes et une baisse de la température
rectales. Selon Frossard et al. (2004b), la température corporelle est un marqueur sans doute

plus objectif de l'allergie alimentaire.

Nos résultats sont également en accord avec ceux trouvés par Van Esch et al. (2011) et
Van Esch et al. (2013) qui ont montré que la sensibilisation des souris par voie orale au
lactosérum entraine une forte production d’anticorps sériques de type IgG1 et IgE spécifiques
avec apparition de symptdmes cliniques séveres et une chute rapide de la température

corporelle suite au test de provocation intradermique réalisé.

Cependant, les taux des anticorps sériques de type IgE totales, IgG et IgE spécifiques anti
B-Lg sont inférieurs de fagon tres significative a ceux enregistrés chez les souris immunisées

ayant recu la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours.

Nos résultats ont été confirmés et validés par 1’équipe d’Okamoto et al. (2003) qui a
montré que la protéine majeure de la gelée royale 3 inhibe la production des IgE et IgG1

dirigés contre I’ovalbumine (OVA) en inhibant la libration d’IL4 in vitro.

Dans le méme contexte, Oka et al. (2001) ont montré que la gelée royale supprime la
production IgE anti-DNP-KLH (dinitrophenylated keyhole limpet hemocyanin) et la

libération d'histamine a partir des mastocytes, en association avec la restauration de la
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fonction des macrophages et 1'amélioration des réponses cellulaires Th1/Th2 chez les souris

immunisées a la DNP-KLH.

Une étude faite par Kataoka et al. (2001) a démontré que 1'administration intrapéritonéale
de la gelée royale diminue le risque de sensibilisation allergique ainsi que le taux des
anticorps notamment les IgG1l spécifiques a 'OVA et la production d'IgE ainsi que la
production des cytokines de type Th2, telles que les IL4, ILS par les cellules de la rate

stimulées avec de 'OVA.

Les marqueurs biologiques utilisés pour caractériser la réaction allergique aux aliments
sont en général I’histamine qui peut étre détectée au niveau plasmatique (Li et al., 1999a) ou
dans les feces (Capobianco et al., 2008; Adel-Patient et al., 2005) et les protéases

mastocytaires de type 1 (MCP 1) détectées au niveau sérique (Perrier et al., 2010).

Il est admis que I'histamine agit comme activateur puissant de la réponse inflammatoire
dans les cellules épithéliales. En effet, L'augmentation des niveaux d'histamine reflete la
dégranulation des mastocytes et augmente la perméabilité vasculaire, ce qui entraine
l'aggravation des réactions allergiques. De nombreux rapports suggerent que les réactions
allergiques, par conséquent, peuvent étre réduites par la suppression de la libération

d'histamine.

Dans le cadre de ce travail, nous avons également évalué I’effet de la gelée royale sur le
taux d’histamine plasmatique et la perméabilité vasculaire chez des souris sensibilisées a la 3-
Lg. Nos résultats montrent que 1’administration orale de la gelée royale a différentes doses
diminue de maniere significative les taux plasmatiques d'histamine et de la perméabilité
vasculaire et par conséquent, réduit les manifestations de I’allergie aux protéines de lait de

vache.

Dans un autre volet de ce travail, nous avons évalué ex vivo en chambre de Ussing, 1’effet
de la gelée royale sur la réaction intestinal locale chez les souris sensibilisées a la [-Lg.
L’utilisation de la chambre de Ussing nous permet d’étudier I’interaction de 1’antigeéne
sensibilisant (B-Lg) avec les cellules immunocompétentes de la muqueuse jéjunale intestinale
de notre modele animal et de préciser cette action sur les mouvements des électrolytes

(sodium et chlore) reflétés par le courant de court—circuit.
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De plus, les parametres électrophysiologiques (Isc, G, DDP) permettent de controler tout
au long de I’expérience la viabilité du tissu. En effet, la conductance ou la résistance du tissu
reflete la perméabilité des jonctions serrées vis a vis des ions inorganiques principalement des

cations (Gumbiner, 1987). Une conductance élevée traduit une atteinte du tissu.

Nos résultats montrent tres clairement que lorsqu’on expose des fragments jéjunaux
des souris immunisées a 1’action de la B-Lg dans le compartiment séreux, une forte activité
électrogénique en résulte. Elle est reflétée, dans notre travail, par une augmentation tres
significative du courant de court-circuit (Isc) et est spécifique a I’antigene sensibilisant. Cette
spécificité a été vérifiée par I’utilisation de 1’ovalbumine comme stimulant ou 1’Isc reste

stable durant toute la durée de 1’expérience.

On peut traduire cette augmentation de 1’Isc par le fait que la B-Lg agit sur les tissus des
animaux sensibilisés en augmentant la sécrétion €lectrogénique de Na* et CI', qui serait I’une
des conséquences du passage des allergenes intacts ou presque a travers 1’épithélium

intestinal.

Ces résultats concordent avec d’autres travaux effectués ex vivo chez la souris Balb/c
(Negaoui et al., 2009; El Mecherfi et al., 2014; Grar et al., 2015; Negaoui et al., 2016) qui ont
montré que la mise en contact du fragment intestinal de 1’animal immunisé avec la -Lg,
augmente de maniere significative les valeurs du courant du court-circuit et que cette

augmentation est induite par une hypersécrétion de chlorure.

Les réactions anaphylactiques qui surviennent au cours de l'allergie alimentaire sont
associées a une augmentation de transport ionique épithélial avec une sécrétion passive de
I’eau. Ceci est responsable des symptomes cliniques notamment la diarrhée (Perdue et al.,
1991; Yu et Perdue, 2001). Les médiateurs libérés par les mastocytes, tels que 1’histamine et
les prostaglandines, sont impliqués dans la stimulation de la sécrétion d'ions épithéliaux

(Castro et al., 1987; Crowe et al., 1990; Yu, 2009).

Dans le cadre de ce travail, les résultats obtenus montrent que le nombre de mastocytes au
niveau du jéjunum des souris de groupe témoin positif est significativement plus élevé
(p<0,001) par rapport aux souris de groupe témoin négatif. Ces résultats concordent avec les
travaux d’Adel-Patient et al. (2011) qui montrent que I’administration de la B-Lg par voie
orale en présence de toxine cholérique comme adjuvant a induit une augmentation du nombre

des mastocytes intestinaux chez la souris C3H/HeOulJ.
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En revanche, Aucune modification significative des valeurs du courant de court-circuit
(Isc) n’a été observée chez les souris qui ont recu la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg
pendant 7 jours et ensuite sensibilisées a la B-Lg, suggérant une diminution de la réponse
anaphylactique locale induite par la [-Lg. Cette diminution est probablement due a la
diminution de nombre des mastocytes intestinaux. Compte tenu de nos résultats montrant une
diminution significative du nombre des mastocytes totaux chez les souris prétraitées a la gelée

royale a différentes doses comparé au controle positif.

L’étude d’Ahrens et al. (2012) a montré I’existence d’une corrélation positive entre le
nombre de mastocytes intestinaux et le développement de symptomes systémiques de

I’anaphylaxie principalement la diarrhée, la fuite vasculaire et ’hypothermie.

Nos résultats concordent avec ceux de Karaca et al. (2010) qui ont montré que
I’administration de la gelée royale par voie orale diminue le nombre des mastocytes et réduit

le domaine de 1'érosion du cb6lon chez les rats atteints de la colite.

Il est admis que le mastocyte est un acteur majeur des réactions allergiques immédiates
et tardives (Shea-Donohue et al., 2010; Gilfillan et Beaven, 2011). Une fois activés, les
mastocytes entrainent le processus de dégranulation qui provoque la libération de médiateurs
telle que I'histamine qui est considérée comme le médiateur majeur du choc anaphylactique,
ainsi qu'une grande variété d'autres médiateurs inflammatoires tels que les leucotrienes, les
prostaglandines, les protéases et plusieurs cytokines pro-inflammatoires et chimiotactiques

(Kim et al., 2005; Kalesnikoff et Galli, 2008; Xue et al., 2018).

L’histamine possede des effets directs et indirects sur le transport épithélial des ions. Elle
augmente directement la sécrétion du chlore au niveau de la lignée cellulaire T-84 par un
processus dépendant du calcium (Dharmsathaphorn et al., 1989). La liaison de I’histamine a
son récepteur membranaire H1 entraine 1’élévation intercellulaire du Ca*"et I'activation de la

kinase C (Wasserman et al., 1988).

Afin de connaitre la nature de 1’augmentation de 1’Isc, nous avons testé 1’action d’une
substance pharmacologique; le furosémide a la concentration finale de 5 107 M. Ce diurétique
est connu pour agir rapidement sur 1’inhibition du cotransporteur CI/Na/K au niveau de la
membrane basolatérale de 1’entérocytes. Suite au dépdt du furosémide, une diminution
significative de I’Isc a été observée ce qui permet de conclure que dans notre modele d’étude,

les variations du courant de court-circuit de base induites par 1’antigéne sensibilisant sont
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essentiellement dues a un courant de chlore. Cela concorde avec les résultats de Negaoui
(2017), qui ont montré que lorsque le furosémide est ajouté, 1’Isc des fragments jéjunaux de

souris sensibilisées a la lactoferrine bovine (bLf) diminue apres la stimulation antigénique.

La mesure de la conductance (G) ou de la résistance membranaire (DDP) apporte des
informations d'une part sur I'état physiologique de la membrane et d'autre part sur les
mécanismes de passage de molécules actives (Moazed et Hiebert, 2007). Ainsi que l'impact

de ces molécules sur I'intégrité membranaire.

Nos résultats montrent que la conductance des tissus étudiés apres stimulation par
I’antigene sensibilisant augmente de maniere significative. Cette augmentation est le résultat
d’un relachement des tissus sensibilisés, interprétée physiologiquement comme étant une

augmentation de la perméabilité intestinale (Negaoui et al., 2009; El Mecherfi et al., 2014).

De méme, Saidi et al. (1995) ont montré que la stimulation des fragments jéjunaux de
nourrissons allergiques aux protéines de lait de vache avec la B-Lg induit une augmentation
de la sécrétion de CI” et une augmentation de la conductance. Et selon les travaux de
Poonyachoti et Brown (2001), ’augmentation de la conductance produite par 1’adjonction de
la B-lg n’est pas médiée par I’histamine. Il semblerait que cette augmentation de la
conductance soit due a I’altération des jonctions serres des cellules épithéliales. La libération
de médiateurs par les mastocytes, autres que 1’histamine, sont capables d’altérer la
perméabilité intestinale par des mécanismes non neuronaux. L’IL4, le TNF-a et I’INF-y sont

parmi les médiateurs impliqués dans ces effets.

Lors des réactions allergiques, I’augmentation de la perméabilité intestinale est associée a
I’existence d’une inflammation de la muqueuse et a la rupture de la tolérance orale

(Jalonen, 1991; Majamaa et Isolauri, 1996; Kalach et al., 2001).

Dans notre présente étude, le test de provocation ex vivo en chambre de Ussing montre
que D’administration orale de la gelée royale a différentes doses semble atténuer
I’augmentation de la conductance induites par la B-lg, ce qui laisse suggérer une prévention
d’altération de la barriere intestinale et une diminution de la perméabilité de la voie

paracellulaire au niveau des jonctions serrées.
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La derniere partie de notre travail consiste a 1’évaluation de 1’effet préventif de la gelée
royale contre les altérations tissulaires au niveau du jéjunum provoquées par la protéine

sensibilisante (B-Lg).

Nos résultats montrent une infiltration des lymphocytes intra-épithéliaux au niveau du
chorion, une atrophie villositaire partielle, ainsi qu’une hyperplasie des cryptes chez le groupe
de souris sensibilisées. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Addou et al. (2004);

Negaoui et al. (2009); Dib et al. (2014); Benaissa et al. (2018); Haddi et al. (2018).

Des manifestations similaires sont observées chez les rats au cours de ’anaphylaxie due
aux antigenes alimentaires (Crow et al., 1994; Levine et Saltzman, 1998; Sakamoto et al.,

1998).

Plusieurs études publiées montrent que 1'allergie alimentaire chez la souris est caractérisée
par une atrophie des villosités et une hyperplasie des cellules caliciformes, ainsi qu’une
infiltration de mastocytes IgE-positifs qui liberent de 1’histamine suite a leur dégranulation
(Nakajima-Adachi et al., 2008, Huang et al., 2010, Chen et al., 2012, Grar et al., 2015).
Habituellement, les réactions allergiques alimentaires IgE-dépendantes affectent un ou
plusieurs organes cibles tels que la peau, les voies respiratoires, le tube digestif et le systeme

cardiovasculaire (Sicherer, 2002).

Nos résultats montrent également que l’aspect de la muqueuse intestinale des souris
ayant recu la gelée royale aux doses 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg par voie orale pendant 7 jours
puis sensibilisées a la B-Lg n’est pas affecté tels que les témoins positifs. En effet, les
villosités sont de plus en plus longues et fines avec une augmentation hautement significative
de la hauteur villositaire par rapport au groupe témoin positif et une infiltration lymphocytaire

similaire au groupe témoin négatif.

La gelée royale exerce des effets protecteurs contre les 1ésions tissulaires (Ghanbari et al.,

2016a, 2016b), toutefois, le mécanisme exact de son effet reste encore inconnu.

Ces effets protecteurs sont probablement dus a la présence de composés phénoliques qui
sous leurs nombreuses formes sont les principaux composants responsables des propriétés
fonctionnelles de nombreux aliments, comme les capacités antioxydantes et anti-
inflammatoires (Kerem et al., 2006; Wu et al., 2006; Almaraz-Abarca et al., 2007; Arzi et al.,

2015). En effet, I’effet protecteur de la gelée royale a été étudié par Kaynar et al. (2012), qui
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ont montré que l'administration orale de la gelée royale diminue les dommages intestinaux

induits par le méthotrexate (un agent chimiothérapeutique).

Ces dernieres années, de nombreux auteurs ont rapporté le role des antioxydants dans le

phénomene de cicatrisation (Lee et al., 2012; Deniz et al., 2013).

D’autre part, Nagai et al. (2001) ont notamment testé le pouvoir antioxydant de la gelée
royale par détermination de la production de 1’anion superoxyde. Ils ont montré que la gelée
royale a un pouvoir antioxydant qui augmente avec sa concentration. Ces propriétés
antioxydantes de la gelée royale sont moins puissantes que celles de la propolis mais sont plus

actives que n’importe quel miel.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

La premiere partie de ce travail consiste a étudier les parametres physicochimiques de la

gelée royale algérienne.

L’expérimentation est menée sur deux sortes de la gelée royale d’origine différente, 1’une
récoltée dans la région de Blida et 1’autre en provenance de la région de Boumerdes. Pour les

deux échantillons, nous avons étudié les parametres physicochimiques.

Au cours de ces analyses, nous avons remarqué que la composition physico-chimique de
la gelée royale algérienne est comparable a celle des échantillons de gelée royale produits

dans d'autres pays.

La seconde partie de ce manuscrit est axée sur 1’effet immunomodulateur de la gelée
royale sur le développement d’une réponse immune systémique et anaphylactique intestinale
chez les souris Balb/c rendues allergiques cette approche a été effectuée a partir d un modele

animal de sensibilisation expérimentale aux protéines de lait du vache.
Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes:

L’administration orale de la gelée royale chez les souris immunisées a la B-lactoglobuline

(B-Lg) induit:

v' Une faible production des anticorps IgE totales, I1gG et IgE anti B-Lg est obtenue chez les
groupes de souris ayant recu la gelée royale a 0,5g/kg, 1g/kg et 1,5g/kg pendant 7 jours et
ensuite sensibilisés a la B-Lg comparée aux témoins positifs.

v Aucun signe clinique ou baisse de la température corporelle ne sont observés chez les
souris ayant regu la gelée royale a différentes doses. Ces mémes groupes de souris présentent
un test cutané négatif.

v' Une diminution significative du taux d'histamine plasmatique et de la perméabilité
vasculaire chez tous les groupes de souris prétraitées a la gelée royale.

v Absence de réponse anaphylactique locale au niveau intestinale qui se traduit par des
valeurs de 1’Isc et de la conductance inchangées chez les souris prétraitées a la gelée royale a

différentes doses.

Les résultats obtenus mettent en évidence que I’administration de la gelée royale peut
diminuer 1’hypersensibilité des souris vis-a-vis la B-Lg ainsi que leur réponse anaphylactique

locale au niveau intestinal.
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Conclusion et perspectives

L’étude histologique de la muqueuse intestinale a révélé que:

L’administration de la gelée royale a réduit les altérations tissulaires de la muqueuse

intestinale et le nombre élevé des mastocytes induits par I’immunisation par la B-Lg.

Ces résultats suggerent que la gelée royale peut avoir un effet bénéfique sur l'allergie aux

protéines de lait de vache en réduisant ses symptomes.

En perspectives, il est intéressant de doser des cytokines de type Th2/Thl, les protéases
mastocytaires de type 1 (MCP 1) et les marqueurs d'acquisition de la tolérance orale comme
les cellules T régulatrices, le TGFf et I’IL10.

v Une étude plus approfondie est nécessaire pour ’identification des protéines et lipides de
la gelée royale par 1’utilisation des techniques telles que MALDI TOF/TOF MS et la
chromatographie en phase gazeuse (CPG).

v' 11 est intéressant également d’effectuer des analyses physico-chimiques de la gelée royale
dans toutes les régions de notre pays, afin d’établir des normes nationales pour les utiliser

dans les domaines pharmaceutique et cosmétique.
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Annexe 1

¢ La détermination des protéines par la méthode Kjeldahl s’effectue en trois étapes:
Etape 1: Digestion ou minéralisation de I’échantillon

L’azote protéique des déchets organiques est transformé en azote ammoniacal par
oxydation de la matiere organique dans 1’acide sulfurique concentré a haute température, en

présence d’un catalyseur et d’un sel:

% L’acide sulfurique concentré a pour but d’oxyder la matiere organique et de transformer
I’azote protéique en ammoniac NH3. Il sert également a piéger I’ammoniac gazeux sous la
forme de sulfate d’ammonium, par action de la base avec 1’acide.

¢ L’addition du sel K;SO4 a pour but d’élever le point d’ébullition de la solution pour
accélérer la réaction de minéralisation de la matiere organique.

% Le catalyseur utilisé est Cu (CuSOy). Apres 5 heures de digestion a 1’acide sulfurique

concentré en passe a la deuxieme étape.
Etape 2: Distillation de I’ammoniac

Avant de distiller ’ammoniac a la vapeur d’eau, on doit libérer I’ammoniac sous la
forme du sel (NH4),SO4 par 1’addition d’une solution concentrée de NaOH en exces:
L’ammoniac est ensuite distillé par la vapeur d’eau et piégée dans une solution d’acide

borique. L. ammoniac réagit avec 1’acide borique pour former des sels borates d’ammonium.
Etape 3: Titrage de I’ammoniac

L’ammoniac sous la forme de borates d’ammonium est titré directement a 1’aide d’une

solution standardisée d’acide (HCI) et d’un indicateur coloré.
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Annexe 2. Table de conversion glucose en mg établie expérimentalement par G. Bertrand

Culvre Glucose Culvre Glucose Cuivre Glucose
en mg en mg en mg en mg en mg &nmg
204 10 79.3 41 1314 71
22,4 11 811 42 1331 72
24.3 12 829 43 1347 73
26,3 13 B4.7 A 1363 74
283 14 BE4 45 i3z 9 75
30,2 15 88,2 46 1396 TG
32,2 i6 90,0 47 1412 T
34,2 17 91,8 48 1428 78
36,2 18 93.6 49 144.5 79
38,1 19 95,4 50 146,1 a0
40,1 20 97,1 51 1477 a1
42,0 21 98.9 52 1449.3 a2
43,9 22 1006 53 1509 a3
45,8 23 1023 54 152,5 a4
47,7 24 1041 55 154.0 a5
49,6 25 1058 56 1556 a2E
51,5 26 1076 57 1572 a7
53,4 27 109.3 58 158,48 a8
55,3 28 1111 59 1604 a9
57,2 29 112 8 &0 1620 90
53,1 30 1145 61 163,6 91
60,9 31 1162 62 1685,2 592
62,8 3z 1179 63 166,7 43
64,6 33 119.6 [ ] 168,3 94
66,5 a4 1213 a5 1899 g5
68,3 a5 1230 13 171,5 96
70,1 36 1247 a7 1731 97
72,0 a7 1264 (1] 1746 98
73,8 L] 1281 (=) 176,2 gq
75,7 EL] 1298 70 177.8 100
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Annexe 3. Courbe d’étalonnage des composés phénoliques.
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RESUME

Le but de ce travail est de vé&ifier s la gelée royale (GR) pouvait prévenir le
développement d’une réponse immune systémique et anaphylactique intestinale dans un
modéle murin (Balb/c) sensibilisé & la B-lactoglobuline (B-Lg).La GR utilisée dans ce
travail a d’abord fait |’ objet d'une étude physico-chimique. Ensuite et en vue de d’ étudier
son effet immunomodulateur, des souris Balb/c traitées par voie orale pendant 7 jours avec
laGR aux doses de 0,5, 1 et 1,5 g/kg ont été sensibilisées par voie intrapéritonéale a la p-
Lg. L'éventud effet de la GR est évalué par |’ étude de la réponse immune systémique, la
réponse anaphylactique locale ainsi que par I’ étude histologique intestinale et |le comptage
des mastocytes jgunaux. Nos résultats montrent que la GR diminue significative les
anticorps sériques (1gG, IgE) anti-p-Lg, et les taux d'histamine plasmatique. De plus, nous
n’avons observé aucun signe clinique ou baisse de la température corporelle chez les souris
prétraitées a la GR. La GR a permis aussi d'inhiber |a réponse anaphylactique locale et a
réparé les anomalies j§junales secondaires a la sensibilisation ala p-Lg. Ces résultats nous
permettent d’ affirmer I’ effet immunomodulateur et préventif de la GR lors de I’ allergie aux

protéines du lait de vache.
Motsclés:

Gelée royale; APLV; Immunomodulateur; Anticorps sériques, Chambre de Ussing; Signe
clinique; B-lactoglobuline; Mastocyte; Anaphaylaxie locale; Balb/c.



