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Introduction

Le systétme immunitaire représente I'un des mécanismes les plus complexes et
essentielle pour l'organisme humain, il peut distinguer le « soi » du « non-soi » et il permet a

I’organisme de se défendre contre toute agression (Costentin, 2008).

Au sein de ce systeme, I'immunité désigne l'ensemble des processus biologiques qui
assurent la préservation de I’homéostasie de 1'organisme face a une multitude d'agresseurs
(antigénes) provenant de sources externes ou internes (Calas et al., 2016). Elle est, d'une part,
non spécifique (innée), ce qui signifie qu'elle est naturellement efficace dés le premier contact
avec un antigéne. D'autre part, elle est spécifique, car l'antigéne peut déclencher, selon sa
nature et son mode d'introduction, deux types de réponses immunitaires : humoral et cellulaire

(Croisier et al., 2011).

La réponse innée, et plus particulierement le systéme phagocytaire mononucléé (ou
systéme réticulo-endothélial), représente la premiere ligne de défense. La capacité de
phagocytose des cellules comme les macrophages est un indicateur cl¢ de I’efficacité de cette

défense naturelle.

Le bon fonctionnement du systéme immunitaire repose sur un équilibre complexe entre
activation et régulation. Toutefois, il arrive que ce systéme se déregle, entrainant ce que 1’on
appelle une déviation de la réponse immunitaire. Ce déséquilibre peut se manifester de
différentes maniéres : par une réponse excessive, insuffisante,...etc. Ces altérations sont a
I’origine de nombreuses pathologies, allant des maladies auto-immunes et des allergies aux

déficits immunitaires et a certains cancers.

Actuellement, les thérapies efficaces s'appuient sur la modulation du systéme
immunitaire (immunomodulation), c'est-a-dire le processus de changement de la réaction
immunitaire d'une fagon bénéfique (immunostimulation) ou défavorable (immunosuppression)
grace a l'apport d'un produit ou une molécule. Plusieurs protéines, acides aminés et substances
naturelles ont démontré une aptitude notable a moduler la réaction immunitaire (Nagathra,

2013).

Bien que la médecine moderne ait démontré son efficacité et sa sécurité, certains
médicaments actuels peuvent avoir des effets indésirables sur la santé, comme les troubles

digestifs, la toxicité hépatique,...etc. donc le recours aux immunostimulants naturels —

[+



Introduction

principalement issus de plantes — suscite un intérét croissant en raison de leur faible toxicité et

de leur large spectre d’action (Kpera et al., 2004).

La plante Crataegus monogyna  est reconnue comme une plante médicinale
couramment employée dans la médecine traditionnelle, réputée pour étre un excellent
traitement ayant a la fois des propriétés stimulantes sur le cceur et réductrices de la tension
artérielle. En raison de son effet relaxant sur le systéme nerveux central, elle est indiquée pour
les troubles cardiaques liés a un trouble émotionnel comme le stress et 1’anxiété mais peu
d’études ont exploré son potentiel immunomodulateur (Zheng et al., 2019 ; Nazhand et al.

2020).
Notre étude vise a :

- Evaluer l'effet protecteur de l'extrait éthanolique de Crataegus monogyna sur l'activité

phagocytaire in vivo chez la souris.

- Utiliser le test d’épuration sanguine du carbone pour mesurer l'efficacité de la

clairance par les macrophages.

- Comparer I’activit¢ phagocytaire entre l’extrait et le traitement de référence et

appliquer différentes doses de I’extrait afin de déterminer une éventuelle relation dose-effet.
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Chapitre I : Le systéme immunitaire

1. Le systéeme immunitaire

Le systéme immunitaire (SI) est un systéme de défense contre les organismes étrangers
s'introduisant a l'intérieur d'un individu. C’est un ensemble de mécanismes de défense
présents des la naissance, capable de discriminer entre ce qui appartient au soi et ce qui doit
étre détruit (le non soi), et qui protege donc I’organisme contre les maladies et les agents
infectieux extérieurs comme par exemple les virus, les parasites et les bactéries. Ces
mécanismes de défense de 1’hote se composent d’une immunité naturelle responsable de la
protection initiale (innée ou naturelle) contre les infections, et d’'une immunité adaptative
(spécifique ou acquise) qui se développe plus lentement et met en ceuvre une défense tardive

mais plus efficace contre les infections.

Le systtme immunitaire est composé¢ d’un ensemble d’organes, de cellules et de

molécules assurant la défense de I’organisme (Benhamouda et al., 2018)

2. Les organes lymphoides

Les organes lymphoides sont des organes responsables de la production, de la maturation
et de l'activation des lymphocytes. Il existe les organes lymphoides primaires ou centraux et

les organes lymphoides secondaires ou périphériques (figure 1) (Kierszenbaum, 2006).
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Figure 1 : Localisation des organes lymphoides primaires et secondaires (Kierszenbaum,

2006).
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Chapitre I : Le systéme immunitaire

2.1. Les organes lymphoides primaires

La moelle osseuse et le thymus sont des organes lymphoides primaires chez 1’homme
adulte, représentant le site de production et de maturation des cellules lymphoides

(Kierszenbaum, 2006).

2.1.1. La moelle osseuse
La moelle osseuse est un organe lymphoide primaire, située au centre des os. Elle existe
sous deux formes principales ; la moelle osseuse jaune infiltrée de tissu adipeux et la moelle
osseuse rouge qui est le sicge de I'hématopoiese, car elle contient des cellules souches
totipotentes qui ont la propriété de s'auto-renouveler, et elles se différencient en :
- cellules de la lignée myéloide qui deviendront entre autres des monocytes et des
granulocytes.
- cellules de la lignée lymphoide qui deviendront des lymphocytes (lymphocytes T, B, NK).
En plus, la moelle osseuse est le lieu de la prolifération cellulaire et de la différenciation
des lymphocytes B (LB) (figure 2). Les geénes codant les anticorps sont réorganisés au cours
du développement des cellules B. Les cellules Pré-B expriment seulement des chaines p
intracytoplasmiques. Les cellules B immatures n’ont que des IgM de surface et les cellules B
matures des IgM et des IgD. Donc, d'une part, seuls les lymphocytes B ayant effectué¢ des
réarrangements productifs de leurs génes d'immunoglobulines, c'est-a-dire exprimant un
récepteur BCR fonctionnel, seront retenus. Par ailleurs, les lymphocytes B qui expriment des
anticorps auto-réactifs seront éliminés par apoptose.
La maturation ultérieure des cellules B dépend de la présence de I’antigéne spécifique du
récepteur du lymphocyte B. Cette maturation a lieu dans les organes lymphoides secondaires.
Aprés stimulation antigénique, les cellules B sont activées prolifeérent et se différencient en

plasmocytes ou en cellules B @ mémoire (Chatenoud et al., 2012).
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Figure 2 : Anatomie d’un os long contenant la moelle osseuse (Soltani et al., 2020)




Chapitre I : Le systéme immunitaire

2.1.2. Le thymus

Le thymus est un organe lymphoide médian, bilobé, situé a la base du cou. Chaque lobe
thymique est organisé en unités fonctionnelles, les lobules, séparés entre eux par des
invaginations de la capsule appelées trabécules. Chaque lobule comprend deux zones :

e Une zone périphérique ou cortex, contient les cellules lymphoides T immatures
(thymocytes) et en prolifération,

Une zone médullaire qui contient, qui contient des cellules T plus matures (Espinosa ef

al., 2010) (figure 3) .

Le thymus est un organe lympho-épithélial. Il est la source des lymphocytes T dont la
maturation dépend d’une double sélection, positive et négative, grace a des interactions
cellulaires avec les cellules épithéliales de la corticale et les cellules dendritiques et les
macrophages de la médullaire.

- La sélection positive s'effectue dans le cortex thymique. Elle permet de retenir les
lymphocytes T (LT ou Thymocytes) qui expriment, apres réarrangement génique, un
récepteur antigénique (TCR, T Cell Receptor) capable d'interagir avec les molécules du
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH I/Il) qui sont présentées par les cellules
épithéliales. Cette interaction moléculaire implique les molécules CD4 et CDS, et elle
détermine la spécialisation des LT qui deviennent soit CD8+ soit CD4+.

- La sélection négative entraine 1'apoptose des LT ayant une trop forte affinité de leur
récepteur antigénique avec des peptides du soi, qui sont présentés par des molécules du
CMH de classe I et II par les cellules dendritiques et les macrophages de la médullaire.

Seuls les lymphocytes tolérant le «soi» pourront sortir du thymus par les veinules post-
capillaires situées a la jonction de la corticale et de la médullaire, assurant ainsi leur

périphérisation dans les organes lymphoides secondaires (Chatenoud et al., 2012).

Figure 3 : Structure du thymus (Soltani ez al., 2020).




Chapitre I : Le systéme immunitaire

2.2. Les organes lymphoides secondaires

Apres leur étape de maturation initiale, les lymphocytes B et T quittent les organes
lymphoides primaires sous forme de lymphocytes B naifs ou T naifs. Ils circulent alors en
continu, a travers les circulations sanguine et lymphatique, dans les organes lymphoides
secondaire. C'est a cet endroit que les lymphocytes pourront rencontrer les antigéne, s'activer

et se différencier en cellules effectrices (Veron et al., 1996).
2. 2.1. Les ganglions lymphatiques

Les ganglions lymphatiques sont de petites masses de tissu lymphatique placés tout le

long de la circulation lymphatique. Ils sont constitués de trois zones principales :

- Le cortex externe (zone B) : riches en lymphocytes B ;

- Le para-cortex (zone T) : riche en lymphocytes T ;

- La médullaire : c’est une zone mixte qui contient des LT, des LB et de nombreux
macrophages et plasmocytes.

A l'intérieur des ganglions lymphatiques, circule la lymphe qui est collectée au niveau
des interstices des organes. Cette organisation permet I’¢limination des débris, des bactéries et
des cellules cancéreuses via la lymphe (filtration) et 1’interaction entre lymphocytes B/T,
macrophages et cellules dendritiques pour générer des réponses humorales (anticorps) et

cellulaires, c'est I'activation immunitaire (figure 4) (Mellal, 2010).
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Figure 4 : Structure d’un ganglion lymphatique (Mellal, 2010).




Chapitre I : Le systéme immunitaire

2.2.2. Larate

La rate est un organe lymphoide périphérique situé dans 1’hypochondre gauche ; elle
mesure environ 13 cm de longueur et 8 cm de largeur, elle est située entre le diaphragme en
haut, le rein gauche en arriére, I’estomac sur son coté interne et le cdlon en bas (Veron et al.,
1996). Elle est uniquement en relation avec la circulation sanguine qui capte les antigeénes
transportés par le sang qui lui permet également d'assurer une immunosurveillance (Brooker,

2001).

La rate se compose d'une pulpe rouge (qui représente 99 % de son volume) riche en
macrophages principalement dédiés a la destruction des hématies, ainsi qu'une pulpe blanche
(soit 1 % de la masse splénique) qui entoure les artérioles et constitue le site de
développement des réponses immunitaires. La pulpe blanche est formée de gaines
lymphatiques tissulaires ou PALS (pour Periarteriolar Lymphoid Sheaths), dominées par des
lymphocytes, avec une zone centrale densément peuplée de lymphocytes T (zone T) et une
zone périphérique fortement riche en lymphocytes B (zone B). Cette derniére se compose
notamment de follicules lymphoides primaires ou secondaires, ainsi que de la zone marginale

(Abul et al., 2008) (figure 5).
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Figure 5 : Structure de la rate (Espinosa et al., 2010).




Chapitre I : Le systéme immunitaire

2.2.3. Les tissus lymphoides associés aux muqueuses

Les muqueuses contiennent des formations lymphoides d’autant plus abondantes que le
contact avec le milieu extérieur est facile a travers 1’épithélium amenant une exposition avec
les antigénes. La muqueuse digestive, respiratoire et uro-génitale contient un tissu lymphoide
diffus ou des formations lymphoides bien individualisées ; MALT (mucosal associated
lymphoid tissue) étroitement associé aux épithéliums de revétement (Costentin ez al., 2008).
On distingue :

e Le GALT (formations lymphoides associées a D’appareil digestif) qui comprend
notamment les amygdales, les plaques de Peyer situées au niveau de I’iléon et I’appendice.

e Le BALT (formations lymphoides associées aux bronches) situ¢ dans la muqueuse des
grosses voies aériennes.

e Des lymphocytes B et des plasmocytes disséminés dans le chorion des muqueuses
intestinales et respiratoires.

Au niveau de DI’épithélium des plaques de Peyer, on trouve les cellules M (cellules
Microfolds), capables de transférer les pathogénes et antigénes présents dans la lumicre de
I’intestin vers le tissu lymphoide sous-épithélial. Cette zone contient des cellules
présentatrices d’antigénes, ainsi que des lymphocytes T et des lymphocytes B organisés en
follicules, comme dans la rate et les ganglions. Les cellules dendritiques ayant capturé les
antigénes, et les lymphocytes sensibilisés par des antigénes au niveau des plaques de Peyer
migrent alors dans les ganglions mésentériques. Les lymphocytes activés rejoignent alors les

sites effecteurs que sont les villosités intestinales (Murphy et al., 2018) (figure 6).
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Figure 6 : Localisation des tissus lymphoide associés aux muqueuses (Male e al., 2007).
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3. Les cellules immunitaires

Les cellules immunitaires sont les éléments clés du systéme immunitaire, chargé de
défendre l'organisme contre les agents infectieux (bactéries, virus, parasites), les cellules

cancéreuses et d’autres envahisseurs étrangers.

Il existe deux lignées principales de cellules immunitaires ; la lignée my¢loide et la lignée

lymphoide (Franco et al., 2007) (figure 7).
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Figure 7 : Hématopoicse et formes des cellules immunitaires (Benamor, 2017).

3.1. La Lignée myéloide

3.1.1. Les phagocytes

Ce sont des cellules spécialisées ayant la capacité d'ingérer et de détruire des particules
étrangeres de taille différentes par la phagocytose. Il existe plusieurs populations.

3.1.1.1 Cellules monocytes / macrophages

Les monocytes sont des leucocytes mononucléaires avec un cytoplasme granuleux,
contenant de nombreuses enzymes. Ils jouent un role clé dans la surveillance immunitaire, la
destruction des agents infectieux, 1’élimination des débris cellulaires et la coordination de la

réponse immunitaire, notamment en se transformant en macrophages dans les tissus pour
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assurer ces fonctions. La migration des monocytes vers les tissus est en réponse a certains

facteurs chimiotactiques (Carcelain, 2018).

Historiquement, les macrophages tissulaires ont été désignés sous de nombreux noms en
fonction des organes ou ils étaient observés ; cellules de Kiipffer dans le foie, microglie dans
le cerveau, cellules mésangiales dans le rein, ostéoclastes dans 1'os. Ce sont des cellules
essentiellement phagocytaires, capables de capter des ¢éléments de tailles diverses (antigenes
(Ag) particulaires, macromolécules, agents microbiens, cellules ou débris cellulaires),
assurant ainsi une surveillance immunitaire dans ces tissus avant de les détruire puis de les
présenter aux cellules de I'immunité adaptative. Ils produisent également des cytokines et des
substances toxiques qui contribuent a I’inflammation et au recrutement d’autres cellules

immunitaires sur le site de I’infection (Franco et al., 2007).

3.1.1.2 Les mastocytes

Les mastocytes se forment dans la moelle osseuse, avant de migrer en tant que
précurseurs vers les tissus périphériques ou ils atteignent leur maturité, principalement dans la
peau, les intestins et la muqueuse des voies respiratoires (Arock, 2004).

Leurs granules renferment de multiples médiateurs inflammatoires, tels que I'histamine et
plusieurs protéases, qui participent a la défense des surfaces internes contre les agents

pathogenes (Janeway et al., 2017).

3.1.1.3 Les polynucléaires

Les granulocytes sont un type de globules blancs (leucocytes) caractérisés par la présence
de granules dans leur cytoplasme et un noyau polylobé (Boutammina, 2012). Il en existe

trois principaux types.
A. Les polynucléaires neutrophiles

Ils occupent une place centrale dans le systtme immunitaire, constituant
approximativement 65% de la totalité des leucocytes sanguins et 99% des granulocytes. Le
polynucléaire neutrophile représente une entité cellulaire facile a caractériser puisqu’elle se
distingue par son aspect morphologique original, notamment par son noyau irrégulier

polylobé (généralement 2 a 5 lobes) reliés entre eux (Mallice, 2010).

Ces granulocytes sont des agents de premier plan de 'immunité innée, particuliérement
lors de la réaction inflammatoire ; ils sont souvent les premiers leucocytes a migrer en grand

nombre vers le site enflammé.
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L’action anti-infecticuse du neutrophile repose sur ses capacités de migration
transendothéliale, de phagocytose, « d’explosion oxydative » et de dégranulation. A cause de
cette capacit¢ de dégranulation, les neutrophiles constituent une source de nombreux
médiateurs de I’inflammation ; des cytokines [IL-1B, TNF-a (tumor necrosis factor-a)], des
chimiokines [CXCLS, CCL3 et 4 (MIP-la et B)], des facteurs de croissance [G-CSF
(granulocyte  colony-stimulating  factor), GM-CSF (granulocyte/macrophage colony-
stimulating factor)] et des médiateurs lipidiques [LTB4, thromboxane (TX)A2, prostaglandine
(PG)Ez]. Ces médiateurs peuvent agir de manicre paracrine ou autocrine. Les polynucléaires
neutrophiles peuvent ainsi orchestrer la suite de la réponse immunitaire en influengant les
cellules environnantes et en attirant d’autres leucocytes vers ce site. Cette production de
médiateurs inflammatoires est en grande partie influencée par des agents stimulants, les
cytokines et les endotoxines bactériennes comptant parmi les inducteurs les plus efficaces.
Elle peut aussi étre réprimée par des cytokines dites anti-inflammatoires comme 1I’'IL-10, I’IL-

13..etc. (Chakravarti et al., 2007).
B. Les polynucléaires éosinophiles

Ont habituellement un noyau bilobé et contienne de nombreux granules cytoplasmiques
reconnaissables a leur affinité pour les colorants acides, comme 1’¢osine. Représentent 2 a 5%
des leucocytes sanguins chez les individus en bonne santé. Ils sont capables de phagocyter et
de tuer les micro-organismes ingérés. Ces cellules sont retrouvées principalement dans les
tissus et possédent un rdle capital dans les défenses antiparasitaires et certaines réactions
d'hypersensibilité. Ils synthétisent plusieurs types d’interleukines (I’IL-3, I’IL-5, I’'IL-6, TGF-
B, TNF et du GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor) (Driss et al.,
2010).

C. Les polynucléaires basophiles

Les basophiles constituent la plus petite fraction des globules blancs circulant dans le
sang (environ 1 %). Leur noyau est uni- ou bilobé et ils expriment le récepteur de haute

affinité des IgE (FceRI) et peut étre activé par ce biais .

Les basophiles sont produits dans la moelle osseuse et jouent un rdle essentiel dans la
réponse inflammatoire de l'organisme, libérant de I'histamine et d'autres substances chimiques

lors de réactions allergiques IgE-dépendante (Arock, 2004).
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3.1.1.4. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques agissent dans les tissus en tant que protecteurs qui réagissent
aux microbes en générant une multitude de cytokines. Ces derniéres ont deux rdles
principaux ; elles initient I'inflammation et favorisent les réactions immunitaires adaptatives
car elles ont a capacité de capturer des antigénes protéiques et de présenter des morceaux de
ces derniers aux lymphocytes T et B (portant ainsi le nom de cellules présentatrices de
I’antigéne, CPA). Les cellules dendritiques, en identifiant les microbes et en interagissant
principalement avec les lymphocytes T, agissent comme un lien crucial entre I'immunité innée

et I'i'mmunité adaptative (Mallice, 2010).
3.1.2. La lignée lymphoide

La lignée lymphoide désigne I’ensemble des stades de développement des cellules issues
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui conduisent a la production des lymphocytes,
c’est-a-dire des cellules immunitaires spécialisées, lymphocytes T, lymphocytes B et cellules

tueuses naturelles (NK) (Matthieu, 2009).

3.1.2.1. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) sont chargés de produire des immunoglobulines (Ig), qui
peuvent étre soit de type membranaire, dénommées BCR (récepteur des lymphocytes B), soit
sécrétées, et dans ce cas appelées anticorps (Ac). Les plasmocytes, résultant de la
différenciation des cellules B activées suite a une liaison avec un antigéne (Ag), sécrétent les
Ac tandis que d’autres deviennent des lymphocytes B mémoire, capables de répondre
rapidement et efficacement lors d’une réinfection par le méme antigene. Par ailleurs, les LB
présentent sur leur surface une multitude de protéines indispensables a leur fonctionnement
optimal, la molécule CD20 figure parmi celles-ci et elle est présente sur toutes les LB matures.
Elle est impliquée dans le processus de maturation et de multiplication des cellules B

(Matthieu, 2009).

* BCR

La reconnaissance spécifique de l'antigéne est la caractéristique majeure de la réponse
immunitaire adaptative. La molécule impliquée dans ce processus au niveau du lymphocyte B
est une immunoglobuline exprimée a sa surface (BCR). Le répertoire lymphocytaire B d'un
individu comporte plusieurs millions de lymphocytes B se distinguant par la spécificité de

leur immunoglobuline. La génération de ces millions d'immunoglobulines différentes ne peut
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s'expliquer par les régles générales de la génétique conventionnelle (géne—ARN—protéine).
En effet, la limitation du génome humain qui ne comporte que 30 000 génes implique le
développement d'une stratégie/mécanisme de diversification qui, a partir d'un nombre limité et
fini de génes, va permettre 1'¢laboration d'un répertoire phénoménal d'immunoglobulines.
Ainsi, la diversité du BCR résulte de recombinaisons des segments de geénes codant les
chaines lourdes et 1égéres qui le constituent. Les régions constantes des différentes chaines
lourdes et 1égéres sont invariables, alors que les régions variables sont différentes d'une
immunoglobuline a l'autre et spécifiques chacune d'un épitope antigénique. Cette variabilité
résulte de la participation de plusieurs segments de génes a la constitution de la séquence

génique codant les régions variables de I'immunoglobuline (Martin ef al., 2017).

nembrane
" cwtoplasmigque
-

Figure 8 : BCR (Martin et al., 2017).
3.1.2.2. Les lymphocytes T

C'est une classe de lymphocytes qui occupe un réle majeur dans la réponse immunitaire,
tant primaire que secondaire. On distingue deux principaux types de lymphocytes T (LT), les
LT auxiliaires ou helpers (LTh) et les LT cytotoxiques (LTc), qui ont des roles distincts dans la

réponse du systéme immunitaire.

- Les LTc manifestent le regroupement CD8 a leur surface. Ils participent a la
destruction des cellules infectées par un agent pathogeéne et des cellules tumorales par la
libération de cytokines telles que l'interféron gamma (IFN-y) et le TNF (Facteurs de Nécrose
Tumorale). Ils ont aussi la capacité de libérer le contenu de leurs granules (incluant la
perforine et les granzymes) dans le but d'induire l'apoptose des cellules dangereuses.

- Les LTh montrent a leur surface 1'expression du cluster de différenciation CD4. Leur

role principal sera d'orchestrer la réponse immunitaire. On distingue trois catégories
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majeures de LTh : les Thl, les Th2 et les Th17. Chacune d'elles présente des phénotypes
distincts en matiére de sécrétion de cytokines, engendrant des propriétés fonctionnelles

spécifiques a chaque type (Matthieu, 2009).

- Les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4+ sont impliqués dans le maintien de la
tolérance périphérique et la prévention des maladies auto-immunes. Ils régulent
¢galement les réponses immunes observées dans les allergies, les greffes, les cancers et

les maladies infectieuses (Evain, 2010).

* Le TCR

Les TCR sont des récepteurs membranaires caractéristiques des lymphocytes T. Ils
procurent aux LT la propriété de reconnaitre des fragments peptidiques antigéniques associés
aux molécules du CMH et ceci de maniere spécifique ( Robert, 2010) (figure 9).

Les TCR sont des hétéro-dimeres extrémement polymorphique au sein de I’individu. Ils
sont de deux types suivant les chalnes composant I’hétéro-dimére et sont caractérisés par
différentes régions présentes au niveau des deux chaines associées 1I’'une a ’autre par un pont
disulfure :

e Une région V (pour variable) qui va permettre la reconnaissance de 1’antigéne et qui
va étre a lorigine du polymorphisme des TCR. Elle-méme posséde des régions
hypervariables CDR (pour « Complementary Determining Region ») qui sont les zones de
contact avec I’antigene.

e Une région C (pour constante).

e Une région transmembranaire.

e Une région intra-cytoplasmique qui est trés courte.

Les clusters de différenciation sont des molécules associées au TCR et ayant des
fonctions complétement différentes les uns des autres. Les LT présentent le TCR associé avec
le complexe CD3, plus un des deux clusters de différentiation CD4 ou CD8 (Kierzenbaum,

2006).

- Le CD3 : les chaines a et B du TCR possédent une région intra-cytoplasmique trés
courte ; ceci ne permet donc pas de transmettre le signal secondaire au sein de la cellule. La
transmission du signal est donc réalisée par d’autres chaines possédant des segments intra-
cytoplasmiques plus longs, qui font parties du complexe protéique CD3 toujours associé au

TCR. Le CD3 est indispensable a I’expression du TCR. Les chaines du complexe ne
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possédent pas de sites de liaisons a un ligand mais jouent simplement comme rdle
de transmettre le signal d’activation du TCR lorsque celui-ci rentre en contact avec les

peptides antigéniques présentées sur le CMH (Kierzenbaum, 2006).

Les chaines du complexe CD3 sont au nombre de 6 :

- La chaine vy, la chaine 6 et les deux chaines & possédent chacune un domaine
immunoglobuline-like et une région intra-cytoplasmique longue présentant des motifs ITAM.
Chacune des chaines € s’associent en hétéro-diméres avec les chaines vy et 9.

- Les deux chaines { (z€ta) ont une trés grande partie intra-cytoplasmique, possédent
chacune deux motifs ITAM et forment entre elles un homo-dimere. Les motifs ITAM sont des
motifs d’activation présentant des tyrosines. Ces tyrosines vont pouvoir étre phosphorylées

par des kinases lors de la transmission du signal, afin d’activer le LT.

> Le CD4 : est une protéine monomérique membranaire présentant 4
domaines immunoglobuline-like et associ¢ au TCR. Le CD4 est exprimé par certains
lymphocytes T (LT-CD4), leur permettant de reconnaitre les molécules du CMH-II présentent
a la surface des cellules présentatrices d’antigéne, au niveau de la région immunoglobuline-
like formée par les domaines P2-microglobuline et. Il joue donc un rdle dans le renfort de
I'interaction entre le LT et la cellule présentatrice d’antigéne, ainsi que dans la transmission du

signal aux LT.

> Le CD8 : est une protéine hétéro-dimérique membranaire associ¢ au TCR et dont
chacune des chaines o et B présentent un domaine immunoglobuline-like. Les deux chaines
sont associées I’une a I’autre par un pont disulfure. Le CD8 est exprimé par LT-CD8, leur
permettant de reconnaitre les molécules du CMH-I présentent a la surface de cellules cibles,
au niveau de la région immunoglobuline-like formée par les domaines o2 et $2. Il joue ainsi
un rbéle dans le renfort de Pinteraction entre le LT et la cellule cible, ainsi que dans

la transmission du signal aux LT (Fawcett et al., 2002).
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Figure 9 : TCR (Ardatan, 1992).

3.1.2.3. Les cellules tueuses (Natural killer ou NK)

Ce sont des cellules lymphoides, représentant 5% a 10% des lymphocytes dans le sang
périphérique chez 1'homme. Ce sont des lymphocytes historiquement appelées « cellules
tueuses naturelles » en raison de leur capacité apparemment spontanée a lyser des cellules
tumorales ou infectées en l'absence d'immunisation spécifique préalable. Les cellules NK sont
I’un des lymphocytes de I'immunité dite « innée » (Terme et al., 2017).

Ils agissent sans immunisation préalable, sans reconnaissance spécifique par un TCR ou

une Ig. Elles sont capables d’induire la lyse des cellules cibles selon 2 voies :

o Cytotoxixité dépendante des Ac (ADCC) : efficace pour lyser les cellules cibles
recouvertes d’Ac,

o Cytotoxicité naturelle : Ce sont les cellules majeures de I’immunité naturelle, et de la
surveillance anti-tumorale et antivirale mettant en jeu la perforine, granzyme, Fas-L.

Elles sécrétent diverses cytokines ; IFN, IL-3, IL-4 et IL-5, IL1, GM-CSF.

Les cellules NK peuvent reconnaitre le « Soi manquant », ¢’est-a-dire les cellules du Soi

qui expriment peu ou pas de molécules HLA de classe I ( Terme et al., 2017).
Quatre principaux types de récepteurs sont retrouvés a la surface d’un lymphocyte NK :

- Les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines : KIR (Killer
Immunoglobuline-like Receptor)

- Les récepteurs de type lectine-C : CD94/NKG2, NKG2D

- Les récepteurs de la cytotoxicité cellulaire anticorps dépendante (ADCC) : CD16 a
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- Les récepteurs KIR Ces récepteurs appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines. Ils comprennent des récepteurs inhibiteurs et activateurs selon que leur
partie intracellulaire comporte ou non des motifs inhibiteurs appelés ITIM (Immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif). On note ainsi deux grands groupes de KIR :

» Les KIR inhibiteurs Sont les récepteurs possédant une partie intracellulaire longue et
sont notés KIRDL (L : long). Ils portent des motifs ITIM et délivrent un signal
inhibiteur a la cellule suite a leur liaison a leurs ligands. Ces récepteurs ont pour
ligands des molécules de HLA de classe I classique et la molécule HLA I non
classique ; HLA G.

» Les KIR activateurs Leurs parties intracytoplasmiques sont courtes ce qui leurs vaut la
mention KIRDS (S : short) et sont exemptes de motifs ITIM. Ces récepteurs sont
associés a une molécule adaptatrice KARAP/DAP12 permettant la transduction d’un
signal activateur suite a I’engagement des KIRDS avec leurs ligands qui sont pour la
majorité inconnus. Cependant, certains KIRDS se lient aux molécules HLA-C. Il a été
noté¢ que les KIRDS lient les molécules HLA de classe I avec une faible affinité

compar¢s aux KIRDL (figure 10) (Boutammina, 2012).
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Figure 10 : Les cellules NK (Boutammina, 2012).

3. Les molécules du systéme immunitaire

3.1. Les immunoglobulines

L'immunoglobuline (Ig), aussi appelés les anticorps, ce sont des glycoprotéines
composées de quatre chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes identiques et deux
chaines légeres identiques (k et L), reliées par des ponts disulfures . Cette structure en forme
de Y permet a I'immunoglobuline de se fixer spécifiquement a un antigéne particulier grace a

une région variable située aux extrémités. Chaque immunoglobuline est spécifique a un
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antigéne précis. Il existe cinq principales classes d'immunoglobulines, différenci¢es par la
structure de leurs chaines lourdes :

e IgG : (avec la chaine lourde gamma (y)) la plus abondante dans le sang, impliquée
dans la réponse immunitaire secondaire et la mémoire immunitaire

e IgA : (avec la chaine lourde alpha (o)) présente surtout dans les muqueuses (voies
respiratoires, digestives), protége contre les infections locales.

e IgM : (avec la chaine lourde mu (p)) produite lors du premier contact avec un antigene.

e IgD : (avec la chaine lourde delta (3)) impliquée dans la maturation des lymphocytes B

e IgE : (avec la chaine lourde epsilon(g)) joue un réle dans la défense contre les parasites

et dans les réactions allergiques (figure 11) (Schroeder et al., 2010).

Figure 11 : Les différentes classes des immunoglobulines (Schroeder et al., 2010).
Les immunoglobulines peuvent accomplir plusieurs fonctions :

- L'opsonisation : Suite a la formation du complexe immun, le fragment Fc des anticorps
est reconnu par des récepteurs spécifiques de la région Fc et présents sur les cellules

phagocytaires.

- La neutralisation : les anticorps permettent de neutraliser les agents du « non soi » tels
que les bactéries, les virus, les toxiques. Les IgG permettent une neutralisation
systémique alors que les IgA agissent au niveau muqueux. . Cette neutralisation permet
de bloquer les fonctions biologiques de 1'antigéne puis de faciliter son élimination par des

mécanismes effecteurs.

- L'activation du complément : activation de la voie classique pour détruire les agents

du « non soi ».
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Y

- La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) :
l'anticorps se fixe sur l'antigéne, puis via le Fc de l'anticorps, il se fixe sur le recepteur du
fragment Fc des cellules effectrices telles que les polynucléaires neutrophiles, les cellules

NK et les macrophages ce qui provoque la libération de granzymes et de perforines et

ainsi la lyse de la cellule.

- L'activation des mastocytes, éosinophiles, basophiles : Les IgE présentent la

propriété d'étre reconnue par les récepteurs de haute affinité (FceRI) présents sur la

surface des mastocytes et des basophiles. La fixation de l'antigéne (allergene) sur I'IgE
provoque tres rapidement une dégranulation de ces cellules effectrices et libérant ainsi

des médiateurs préformés et néoformés (Janeway et al., 2017).

3.2. Le complément

Le systéme du complément est un ensemble d'une vingtaine de protéines plasmatiques. Il
constitue un ¢élément essentiel du systtme immunitaire. Il joue un rdle central dans la
suppression des agents pathogénes et I'homéostasie grace a trois chailnes d'activation qui se
rejoignent toutes en une seule voie (complexe d'attaque membranaire). Grice a ses
caractéristiques, ce systéme a longtemps été per¢u comme contribuant a la réaction anti-
tumorale. Toutefois, des recherches récentes ont repositionné le supplément en mettant en
évidence ses effets pro-tumoraux, notamment ceux des anaphylatoxines C3a et C5a, dans une
gamme ¢tendue de cancers. Effectivement, ces protéines sont exploitées a divers stades de
'évolution tumorale, que ce soit au niveau des cellules cancéreuses, de I'angiogenése ou de
I'environnement immunitaire (Daugan et al., 2017). Les trois voies d’activation du
complément sont :

e La voie alternative : L'activation de la voie alternative se produit lorsqu'un certain
nombre de protéines du complément sont activées a la surface des microbes et échappent a
tout contrdle, car les protéines régulatrices du complément ne sont pas présentes sur les
microbes, bien qu'elles le soient sur les cellules de I'hote. Ce chemin fait partie de I'immunité
innée.

e La voie classique : La voie classique est généralement activée lorsque les anticorps se
lient aux microbes ou a d'autres antigeénes, ce qui en fait un élément de la réponse humorale
(immunité adaptative).

e La voie des lectines : La voie des lectines se met en marche apres la liaison d’une
lectine (MBL) a des polysaccharides contenant le mannose sur la surface bactérienne (figure

12) (Daugan et al., 2017).
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Figure 12: Les voies d’activation du complément (Daugan et al., 2017).

3.3. Les cytokines

Les cytokines sont des médiateurs essentiels qui facilitent la communication entre les

cellules immunitaires et régulent les réponses immunitaires, incluant l'inflammation et la

défense de 1'hote contre les agents pathogenes.

Elles sont produites par diverses cellules,

notamment les cellules immunitaires et les macrophages en réponse a des stimuli tels que des

infections ou des antigénes (Nathan et al., 1991) (Tableau 1).
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Tableau 01: les classes de cytokines (Simon, 2009).

Interleukines - Communication entre cellules immunitaires

- Activation et prolifération des lymphocytes

- Régulation des réponses immunitaires spécifiques
- Stimulation de la production d’anticorps

- Meédiation de I’inflammation

- Exemple :Interleukine-1 (IL-1) / Interleukine-2 (IL-2)

Interférons - Action antivirale

- Effets immunomodulateurs

- Effets antiprolifératifs et anticancéreux
- Activation du systéme immunitaire

- Exemple : IFN-a (Interféron alpha) /IFN-y (Interféron gamma)

Chimiokines - Activation des cellules immunitaires

- Recruter les cellules immunitaires au site de 1’inflammation. Parmi
elles on compte IL-8 qui recrute les polynucléaires neutrophiles.

- Exemple :CCL2 (MCP-1, Monocyte Chemoattractant Protein-1)
/CCLS (RANTES) /CX3CLI1 (Fractalkine)

4. La réponse immunitaire

4.1. Réponse immunitaire inné

L’immunité innée, naturelle ou non spécifique, est la premiere ligne de défense vis-a-vis
des agents infectieux et pathogénes qui nous entourent. Elle est mise en jeu immédiatement
(rapide), elle est non spécifique, initiatrice de I’immunité adaptative et elle a un rdole dans
I’homéostasie (élimination des cellules mortes et tumorales) et elle est marquée par 1’absence
d’une mémoire immunitaire. Elle met en jeu différents modules de défense comme la barriere
peau-muqueuse et des modules induits comme la phagocytose et la réponse inflammatoire,

qui nécessite les cellules phagocytaires, les cytokines et le complément (Brésin, 2012).

La barriére cutanéo-muqueuse est en contact avec les virus, parasites et bactéries. Elle
empéche leurs adhésions par des mécanismes mécaniques, chimiques ou biologiques, et
comporte deux éléments ; la peau et les muqueuses. La présence d’enzyme dans les larmes et
la salive (lysosyme, phospholipase A), acide chlorhydrique de 1’estomac, les sels biliaires

détruisent aussi 1’antigene (Hallouet ez al., 2009).
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4.1.1 La réaction inflammatoire, des symptomes caractéristiques de la réponse innée

Lors de situations (contamination infectieuse, 1ésion, traumatisme, cancérisation,...) des
mécanismes se mettent en place en moins de 24h, c’est la réaction inflammatoire dite aigué,

caractérisée par les quatre symptomes rougeur, chaleur, gonflement et douleur :

v" rougeur, chaleur et gonflement sont dus a une dilatation locale des vaisseaux sanguins
(vasodilatation) avec un afflux de sang dans les tissus et une sortie de plasma sanguin a

l'origine du gonflement (on parle d'cedéme).
v la douleur est due a la stimulation de récepteurs sensoriels.

Ces quatre symptdmes sont la conséquence de la libération des médiateurs chimiques
produits par les cellules sentinelles qui résident dans les tissus (cellules dendritiques,

mastocytes, macrophages issus de la différenciation des monocytes) :
v" T'histamine augmente la perméabilité de la paroi des vaisseaux ;
v’ les prostaglandines stimulent les récepteurs sensoriels ;

v des cytokines engendrent une hyperthermie (responsable d’une sensation de chaleur) et
attirent les phagocytes vers les tissus 1ésés. Ce sont ces molécules produites par les
cellules sentinelles qui permettent la mise en route de la réaction inflammatoire aigiie

(Prélaud, 2011).

Tableau 2: le role des cellules et molécules impliquées (Prélaud, 2011).

Molécules Cellules sécrétrices Effets physiologiques

Histamine Mastocytes Vasodilatation, augmentation de la

perméabilité vasculaire.

Cytokines Mastocytes, macrophages, Activation et recrutement  des
(TNF ,interloukine,c | cellules dendritiques phagocytes, augmentation de la
hmiokines) perméabilité vasculaire.
Prostaglandines Mastocytes Vasodilatation, augmentation de la
perméabilité membranaire,

responsable de la sensation de douleur

et de la fievre.
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L’importance de la réaction inflammatoire se résume dans les points suivants :

- L'augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins favorisent un afflux de

molécules et de cellules immunitaires sur le lieu de l'infection.
- La douleur alerte 'organisme d'une agression.

- L'augmentation de température favorise le déplacement des cellules immunitaires et
inhibe par exemple le développement des microorganismes pathogénes (Chen et al.,2018).
La réponse immunitaire innée repose sur des mécanismes de reconnaissance et d'action

trés conservés au cours de I'évolution (figure 13). Elle se déroule en trois étapes :
1. La phase de détection

Suite a une lésion d’un tissu et a ’entrée d’agents pathogeénes, les cellules sentinelles de
I’immunité innée (les macrophages, les mastocytes et les cellules dendritiques) détectent des
signaux de danger. En effet, les cellules sentinelles expriment sur leur membrane des
récepteurs de I’'immunité innée. Ces récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition Receptor)
sont des récepteurs membranaires ou intra-cytoplasmiques propres aux cellules de I'immunité
innée. Les récepteurs PRR leur donnent la capacité de reconnaitre des molécules portées par
les éléments pathogeénes. Ces molécules qui sont reconnues sont appelées PAMP (Pathogen

Associated Molecular Pattern) (Agarwal et al, 2006).
2. La phase d’amplification

Les cellules sentinelles sécrétent des médiateurs chimiques (I’histamine, les
prostaglandines et les cytokines). Les symptomes stéréotypés d’une inflammation se mettent

en place.

- Les mastocytes libérent de I'histamine et des prostaglandines qui permettent 1’attraction
par chimiotactisme des phagocytes qui interviennent lors de 1’élimination de I’¢lément

pathogene.

- Les macrophages liberent de I’interleukine engendrant une hyperthermie qui augmente
la mobilit¢ des granulocytes (de cytokines pro-inflammatoires, IL1, IL6, TNFa et de
chimiokines dont I’'IL8....).

Ainsi, des molécules libérées sur le lieu de 1'agression facilitent la venue des éléments
actifs du systéme immunitaire, en particulier les cellules phagocytaires qui franchissent la

paroi des vaisseaux sanguins par diapédese (Agarwal et al, 2000).
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3. L’élimination de I’élément pathogene

Certaines cellules de I'immunité innée sont des phagocytes : macrophages, granulocytes,

cellules dendritiques. Ces cellules réalisent la phagocytose qui se déroule en quatre étapes :
- adhésion du pathogeéne a la membrane du phagocyte

- ingestion par endocytose et formation d’une vacuole renfermant I’¢lément intrus (cette

vacuole est appelée phagosome)

- digestion par des enzymes lytiques contenues dans des vésicules (lysosomes) qui

fusionnent avec le phagosome

- rejet des déchets a I’extérieur de la cellule par exocytose ( Agarwal et al, 2006).
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Figure 13 : L’inflammation (Brooker, 2001).

Les lymphocytes NK sont préts a reconnaitre et tuer les cellules cancéreuses ainsi que

celles qui sont infectées par certains virus.
Sans oublié le role important du complément dans :

- Lyse membranaire par I’activation du CAM.

- Role dans I’inflammation : en réponse aux anaphylatoxines, C3a et C5a qui activent
les mastocytes, les basophiles et les plaquettes.

- Les anaphylatoxines ont également un role immunorégulateurs ; exp : C3a déprime
I’immunité tandis que C5a I’augmente.

- Facilite la phagocytose (1I’opsonisation par le C3b)

- Activation lymphocytaire : des antigénes libres ou sous forme de complexes immuns
recouverts de C3b peuvent stimulés les lymphocytes B via les complexes CD19, CD21, CDS81
(Daugan et al.,2017).
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4.2. La réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative est une défense spécifique que le systéme immunitaire
met en place quelques jours apres la premicre rencontre avec un agent pathogene. Elle
complete la réponse innée en ciblant précisément 1’antigéne étranger et en développant une
mémoire immunitaire durable. Les réponses immunitaires adaptatives ne seront déclenchées
que si les microbes ou leurs antigénes traversent les barricres épithéliales et sont délivrés dans

les organes lymphoides secondaires ou ils peuvent étre reconnus par les lymphocytes (Brézin,

2012).

Une réponse immunitaire acquise, adaptative ou spécifique, ne se met en place qu’apres
la rencontre avec 1’antigéne. Elle est plus efficace, dirigée d’une maniere spécifique contre

I’antigéne rencontré et caractérisée aussi par la présence d’une mémoire immunitaire.
Deux types principaux de lymphocytes sont a distinguer :

» Les lymphocytes B : responsables de I’'immunit¢ a médiation humorale. Ils se
différencient en plasmocytes qui sécrétent des anticorps pour reconnaitre, neutraliser et
¢liminer spécifiquement les agents infectieux extracellulaires, tout en créant une mémoire
immunitaire durable (Thierrychauve, 2016).

» Les lymphocytes T : assurent I’'immunité a médiation cellulaire. Ils sont divisés en
deux sous-populations cellulaire selon leurs marqueurs membranaires (CD):

e Les lymphocytes T4 : régulent ou « aident » a la réalisation d'autres fonctions
lymphocytaires (Th apres activation). Ils stimulent la prolifération clonale et la différenciation
des lymphocytes T8 en cytotoxiques (Th1) et des lymphocytes B en plasmocytes (Th2).

e Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) détruisent les cellules infectées ou tumorales.
Ces cellules sont dites cytotoxiques car elles sont 8 méme de détruire des cellules cibles qui
présentent des antigénes spécifiques a travers le CMH de classe I (Mammette, 2002) (figure

14).
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‘3 Activation des cellules B
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Figure 14 : activation des lymphocytes T et B ( Bodaghi et al., 2009).
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5. Dysfonctionnement du systéme immunitaire

5.1. Auto-immunité

Les maladies auto-immunes, qui résultent de 1'absence ou de la défaillance de la tolérance
immunitaire de 1’organisme a un élément spécifique du soi (auto-antigene), telles que ; le

diabéte type 1, la polyarthrite rhumatoide, etc... (Bonnotte, 2004).
Les maladies auto-immunes sont divisées en deux catégories :

% Les maladies auto-immunes spécifiques d’organes : sc¢ distinguent par des
dommages restreints a un tissu spécifique, résultant d'une réaction immunitaire ciblant des
autoantigenes dont la répartition est confinée a ce méme tissu.

% Les maladies auto-immunes systémiques : clles sont caractérisées par des lésions
concernant plusieurs organes, secondaires a une réaction auto-immune dirigée contre des
auto-antigénes de distribution ubiquitaire (Chatenoud et al., 2012).

5.2. Hypersensibilité

On appelle "hypersensibilité” une réponse immunitaire qui, parce qu’elle est exagérée ou

inappropriée, est a I’origine de 1¢ésions tissulaires.

L’hypersensibilité est une caractéristique individuelle ; elle se manifeste lors d’une

seconde exposition a un antigéne donné.

Coombs et Gell ont défini quatre types d’hypersensibilité (I, II, III et IV) qui peuvent étre
isolés ou associés. Les trois premiers se déroulent dans la branche humorale et sont
déclenchés par des anticorps ou des complexes antigene-anticorps ; ils comprennent les
réactions induites par des IgE (type I ou allergie), par les anticorps (type II) et les réactions
provoquées par des complexes immuns (type III). Un quatriéme type d’hypersensibilité
dépend de D’activation des cellules T de la branche cellulaire est appelé hypersensibilité
retardée ou DTH (type IV). Chaque type implique des mécanismes immunitaires, des cellules

et des médiateurs moléculaires distincts (Sherwood, 2015).
5.3. Cancer

Aprées qu’une cellule est devenue cancéreuse, le systéme immunitaire est souvent capable
de la reconnaitre comme cellule anormale et de la détruire avant qu’elle ne puisse se répliquer
ou se propager. Les cellules cancéreuses peuvent étre complétement éliminées, auquel cas, le

cancer ne se développe jamais. Certains cancers sont évoluer chez les personnes

27

—
| —



Chapitre I : Le systéme immunitaire

immunodéprimées, comme celles atteintes d’une infection par le VIH avancée (SIDA),
traitées par des médicaments qui inhibent le systéme immunitaire, atteintes de certaines
maladies auto-immunes, de méme que les personnes agées, dont le systéme immunitaire est
moins efficace. Les cancers se développant plus fréquemment chez les personnes présentant
un systéme immunitaire affaibli comprennent le mélanome, le cancer du rein et le lymphome

(Gérin et al., 2003).

Bien qu’il existe une réponse anti-tumorale naturelle, la tumeur met en place au cours de

son développement des mécanismes lui permettant de croitre a 1I’insu du systéme immunitaire.

Les mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire sont multiples, soit directement
liés a la cellule tumorale, soit liés a une modulation de la réponse immunitaire par la tumeur.
Les cellules tumorales peuvent limiter la présentation des antigénes ou échapper a la réponse
immunitaire par différents mécanismes. La tumeur peut induire une diminution de la fonction
des LT CD8+, des cellules dendritiques et des LT CD4+ par différents mécanismes. De plus, il

peut y avoir un recrutement de cellules immunosuppressives (LT régulateurs) (Zou, 2006).

5.4. Les déficits immunitaires
Les déficits immunitaires sont généralement la conséquence de 1’administration d’un
médicament ou d’une maladie grave au long cours (telle qu’un cancer), mais peuvent

également parfois étre héréditaires.

Généralement, les personnes concernées souffrent d’infections fréquentes, inhabituelles
ou inhabituellement séveéres ou prolongées, et peuvent développer une maladie auto-immune

Ou un cancer.

Le systéme immunitaire peut étre sous-actif ou suractif ; entrainant des maladies liées a
I'immunodéficience dans le premier scénario et des troubles de I'hypersensibilité dans le
second scénario. Quand le systéme immunitaire est dérangé, les tissus corporels peuvent étre
endommagés. On se réfere alors a cela comme des maladies auto-immunes (Brunner et al.,

2011).

Les déficits immunitaires altérent les capacités du systtme immunitaire a défendre
I’organisme contre I’invasion ou ’attaque de cellules étrangeres ou anormales (telles que des
bactéries, des virus, des champignons et des cellules cancéreuses). Par conséquent, des
infections bactériennes, virales ou fongiques inhabituelles ainsi que des lymphomes ou

d’autres cancers peuvent se développer.
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11 existe 2 types de déficits immunitaires :

¢ Primitifs (congénitaux) : Ces troubles sont d’ordinaire présents a la naissance et sont
des troubles génétiques généralement héréditaires, ils peuvent étre la conséquence de
mutations dans un geéne particulier (exemple : mutation sur chromosome X). Ils se manifestent
en général au cours de l’enfance, voire de la petite enfance. Toutefois, certains déficits
immunitaires primitifs (tels que 1’hypogammaglobulinémie a expression variable) ne sont
diagnostiqués qu’a I’age adulte. Il existe de nombreux déficits immunitaires primitifs et ils
sont relativement rares.

Secondaires (acquis) : Ces troubles se développent généralement plus tard au cours de la
vie et sont souvent la conséquence de I’administration de certains médicaments, d’une autre
maladie, telle que le diabéte ou une infection par le virus de I’'immunodéficience humaine
(VIH) ou la malnutrition. Ils sont plus fréquents que les déficits immunitaires primitifs

(Brunner et al., 2011).
6. L’immunomodulation
6.1. Les généralités

L’immunomodulation désigne 1’ensemble des processus visant a réguler ou a modifier la
réponse immunitaire par 1’administration d’un médicament ou d’un composé. De nombreuses
protéines, acides aminées et composés naturels ont montré une capacité significative a réguler
les réponses immunitaires (Saroj et al., 2012). La modulation du syst¢tme immunitaire fait
soit stimuler (en utilisant des immunostimulants) soit supprimer (en utilisant des

immunosuppresseurs) la réponse immunitaire (Abood, 2017).

Les immunomodulateurs sont des substances capables d'interagir avec le systéme
immunitaire pour réguler a la hausse ou a la baisse 1'aspect spécifique de la réponse de 1'héte.
Les immunomodulateurs est également connu comme modificateur de la réponse biologique
ou immunorégulateurs qui agissent comme un médicament menant principalement a une
stimulation non spécifique des mécanismes de défense immunologique, ils peuvent inclure un

produit bactérien, des lymphokines et des substances dérivées des plantes (Yeap et al., 2011).
6.2. Les immunostimulants

Les immunostimulants est un agent ou médicament qui stimule ou amplifie la réponse du
systéme immunitaire de fagon non spécifique pour renforcer les mécanismes de défense

contre les infection ou certaines maladies comme le cancer (Chatnoud et al., 2012).
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6.3. Les immunosuppresseurs

Les immunosuppresseurs sont des médicaments qui diminuent ou dépriment les réponses
immunitaires, ils sont utilisés notamment dans le traitement des maladies auto-immunes ou
¢galement utilisés en transplantation d’organes pour la prévention du rejet de 1’allogreffe

(Chatnoud et al., 2012).
6.4. Les immunomodulateurs naturels
6.4.1. Les immunomodulateurs d’origine végétale

Les immunomodulateurs d’origine végétale sont des substances naturelles extraites de
plantes médicinales capables de moduler la réponse du systéme immunitaire, soit en la
stimulants soit en la régulant dans certaines situations telles que les maladies auto-immunes

(Kumar et al., 2012).
Exemples :

o Tinospora cordifolia ; utilisée pour la production d’un mitogéne polyclonal des
cellules B qui améliore la réponse immunitaire chez les souris (Aribi et al., 2016).

e Aloe vera ; est reconnu pour son effet anti inflammatoire en améliorant la cicatrisation
(Abood, 2017).

6.4.2. Les immunomodulateurs d’origine animale

Les immunomodulateurs d’origine animale sont des substances naturelles extraites des
tissus animaux qui modulent la réponse immunitaire, sont aussi utilisée pour leur propriétés
immunostimulantes ou immunosuppressives, souvent avec moins d’effets secondaires que les

médicaments classiques (Benhamouda et al., 2018).

On peut citer dans ce domaine 1’utilisation des huile de poisson, les produits de la ruches,

le miel, le lait de la chamelle.
Exemples :

+»+ Le miel ; est reconnu pour son effet antimicrobien et anti inflammatoire, contribuant
ainsi a la cicatrisation des plaies. Il stimule également le systéme immunitaire qui relance les
défenses naturelle de 1I’organisme (Domerego et al., 2006).

¢ L’huile de poisson ; Grace a la présence d’acide gras essentiels, oméga-3, elle posséde
un pouvoir anti-inflammatoire significatif et améliore la fonction immunitaire tout en

atténuant les signes de I’inflammation (Grosgogeat, 2009).
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Chapitre 11 : Données générales sur

I’espece :Crataegus monogyna

1. Crataegus monogyna

1.1 Etymologie
Crataegus monogyna ; couramment appelé Aubépine monogyne est une plante de la
famille des Rosacées, constituée de 100 genres dont 200 espéces de Crataegus (Dupérat et al,

2008).

1.2 Origine

L'aubépine monogyne, une plante robuste et dotée de rameaux denses et épineux, est
originaire d'une vaste zone allant de 1'Europe jusqu'en Afghanistan. Son adaptation et sa
résistance en font l'espece de haie la plus répandue. On la trouve aujourd’hui couramment
dans toutes les régions tempérées de 1'hémisphere nord, ou elle s'établit facilement en bordure

des foréts (Pittler et al., 2003).

1.3 Description botanique

Crataegus monogyna, est un arbuste de 4 a 10 metres de hauteur, a écorce lisse gris péle,
puis brune et écailleuse. Les feuilles d’un vert brillant ont 5 & 7 lobes aigus et écartés. Les
fruits (cenelles) ovoides (de 8 & 10 mm), ont une chaire farineuse et douceatre ; renfermant
une seule graine, lisse et luisante. Ils prennent une couleur rouge sombre a maturité (en
Septembre). Les fleurs, trés abondantes en Mai, de couleur blanches, ont une odeur vive

plutdt désagréable (figure 16) (Messaoudi, 2021).
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Figure 16: Différentes parties de Crataegus monogyna Jacq. (Barros et al., 2011).

(a) fleurs, (b) branches, (c) feuilles, (d) fruits, pulpes, noyaux, amandes

1.4 Classification botanique
Selon Messaili (1995):
Régne : Plantae.
Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermes).
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones).
Ordre : Rosales.
Famille : Rosacées.
Genre : Crataegus.

Espéce : Crataegus monogyna. Jacq 1775
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1.5 Aires de répartition

Dans le monde, Crataegus monogyna occupe une aire trés vaste comprenant toute
I’Europe, 1I’Afrique du Nord et 1’Asie occidentale jusqu'a I’Inde, et se trouve dans toute la
France surtout dans le sud (Koyuncu et al, 2007). En Algérie, elle est commune dans les
foréts et les maquis d’Atlas Tallien, elle peut étre confondue avec d’autres especes (figure 17)

(Farhat, 2007).

= | caflet | @ Esri, i-cubed, USDA, USGS, AEX , Getmapping, Aerogrid, IGN, IGF, UPR-EGP, and the GIS User Community

Figure 17: Distribution géographique de I'Aubépine monogyne (identify.plantnet.org).

1.6 Activités biologiques du fruit de Crataegus monogyna

1.6.1 Activité antioxydante

Des extraits de fruits d'aubépine monogyna présentent des effets antioxydants in vitro en
utilisant des tests comme le (DPPH). Le terme ‘“antioxydant” recouvre un ensemble
d’activités diverses ou plusieurs especes sont habiles a ralentir ou a empécher 1’oxydation des

substrats biologique. Cette activité est attribuée a leur teneur élevée en polyphénols et

flavonoides (Bouzid, 2009).

1.6.2 Activité anticancéreuse

L’aubépine rouge (Crataegus monogyna) ne fait pas 1’objet d’une reconnaissance

spécifique comme plante anticancéreuse dans les sources classiques et phytothérapeutiques
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disponibles. Cependant, elle contient des composés bioactifs aux propriétés antioxydantes
puissantes, notamment des flavonoides, des proanthocyanidines, des acides phénoliques et des
triterpenes, qui protegent les cellules du stress oxydatif et de I’inflammation, deux
mécanismes souvent impliqués dans le développement des cancers (Ez-Zahra Amrati et al.,

2024).

1.6.3 Activité antibactérienne
L'aubépine rouge, posséde une activité antibactérienne démontrée principalement a

travers ses extraits méthanoliques, notamment ceux issus des fruits.

Des études ont évalué l'activité antibactérienne de ces extraits sur plusieurs souches
bactériennes, y compris des souches multirésistantes, avec des résultats variables selon la

souche et le milieu de culture utilisé.

L'activité antibactérienne est attribuée en partie aux flavonoides présents dans 1'aubépine,
qui inhibent la croissance bactérienne. Ces composés naturels agissent souvent en perturbant
la membrane bactérienne, provoquant des fuites ioniques et la mort cellulaire. Et aussi des

extraits d'aubépine peut rivaliser avec certains antibiotiques (Alioua et al., 2016).

1.6.4 Activité anti-inflammatoire

Crataegus monogyna posseéde une activité anti-inflammatoire reconnue, en plus de ses
bienfaits cardiovasculaires. Cette plante contient des composés bioactifs tels que les
flavonoides, les proanthocyanidines, les acides phénoliques et les triterpénes, qui contribuent

a ses effets anti-inflammatoires et antioxydants. Parmi ces composés bioactifs :

Les Flavonoides et proanthocyanidines : Ces composés ont des propriétés antioxydantes
puissantes qui neutralisent les radicaux libres, responsables du stress oxydatif et de
I’inflammation chronique. Ils agissent aussi comme inhibiteurs des enzymes impliquées dans
les processus inflammatoires, réduisant ainsi I’inflammation au niveau des vaisseaux sanguins

et du cceur (Zurek ef al., 2024).

Les Acides phénoliques : L acide chlorogénique présent dans I’aubépine a des effets anti-
inflammatoires en plus de ses propriétés antioxydantes, contribuant a la protection des tissus

contre les dommages inflammatoires
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Chapitre 11 : Données générales sur

I’espece :Crataegus monogyna

Les Triterpénes : L’acide ursolique est reconnu pour ses vertus anti-inflammatoires,
aidant a réduire I’inflammation systémique et locale, ce qui peut étre bénéfique dans les

affections inflammatoires chroniques.

En plus, ’aubépine protége le cceur en réduisant les réactions inflammatoires qui peuvent
endommager le muscle cardiaque et les vaisseaux sanguins. Elle inhibe la peroxydation
lipidique et I’oxydation des LDL, deux processus liés a I’inflammation et a ’athérosclérose

(Ez-Zahra Amrati et al., 2024).
1.6.5 Activité immunomodulatrice

L’aubépine agit en réduisant I’inflammation chronique en modulant la production de
cytokines pro-inflammatoires et en influencant les voies de signalisation cellulaires qui est

cruciale dans la régulation de la réponse immunitaire et inflammatoire.

Elle contribue a équilibrer la réponse immunitaire en favorisant une diminution des
cytokines pro-inflammatoires, ce qui peut limiter [’activation excessive du systéme
immunitaire muqueux, notamment dans des contextes d’inflammation intestinale ou d’autres

maladies inflammatoires chroniques (Mirunalini et al., 2010).

Par ses effets relaxants, I’aubépine peut indirectement moduler le systéme immunitaire,
car le stress et I’anxiété influencent la réponse immunitaire. Cette action contribue a un

meilleur équilibre immunitaire général.

Alors L’aubépine rouge exerce une activité immunomodulatrice en réduisant
I’inflammation par la modulation des cytokines pro-inflammatoires et des voies de
signalisation immunitaires et Ces effets en font une plante intéressante pour soutenir la santé
immunitaire, notamment dans des états inflammatoires chroniques (Nampoothiri ez al., 2011;

Raghu ez al., 2011).
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Materiel et Méthodes

I. Evaluation de P’activité immunomodulatrice de ’extrait éthanolique de Crataegus

monogyna
1.1. Matériel

I.1.1 Matériel végétal
L’extraction du fruit de Crataegus monogyna a été réalisée au niveau de laboratoire
d’Obtention des Substances Thérapeutiques, département de Chimie, université des Fréres

Mentouri- Constantine (figure 18).

Figure 18: ’extrait éthanolique de Crataegus monogyna.

1.1.2 Choix des animaux

Afin d’évaluer D’activité immunomodulatrice éventuelle de notre extrait, nous avons
utilisé un groupe de souris femelles (20 souris), du genre (Mus), espéce (Mus musculus),

agées (de 2, 5 a 3 mois), ayant un poids entre 18g et 25g.

Les animaux sont maintenus dans les conditions favorables d’¢levage au niveau de
I’animalerie du département de Biologie Animale, Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie, Université des Fréres Mentouri Constantine 1, a une température de 25 a 30°C, un taux

d’humidité entre 45 et 60% et une photopériode de 12 heures jour et 12 heures nuit.

Durant la période d’expérimentation, les souris sont alimentées avec 1’aliment ONAB

sous forme de granulés (Annexe 01) et de I’eau de robinet ad libitum (figure 19).
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Les souris ont ét¢ soumises a une période d’adaptation de 7 jours environs avant
I’expérience. Les animaux sont séparés et répartis en 4 lots suivant le régime administré.
» Ils sont pesés tous les jours a la méme heure (9h 30) pendant les 8 jours de

traitement

Figure 19: Répartition des souris.

I1. Méthodes

I1.1 Procédure expérimentale

Notre expérience a été basée sur la méthode développée par Biozzi 1957 in vivo qui est
le test de 1’épuration sanguine du carbone (carbone clearance test) et suivant la
technique décrite par (Benacerraf et al., 1956 ; Freeman et al., 1958 ; Benacerraf et al.,

1959), avec quelques modifications (Annexe 02).
II.1.1 Répartition des groupes

Pour notre étude, on a regroupé les souris en 4 lots, chacun des lots comprenant 5 souris
de poids homogene.et marquée par des couleurs et continuer & mesuré le poids chaque jours

pendant la période d’adaptation (Figure 20).
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Figure 20: Markage et mésure de poids des souris.

La répartition des groupes et le traitement des souris sont résumés dans le (Tableau 03).

Tableau 03 : répartition des groupes et traitement des souris.

Groupe Nombre Traitement Dose Voie
de souris d’administration
Témoin 5 Farine 1 g/j/souris Voie orale
Standard 5 Sélénium+Farine 50 mg/kg/j/souris Voie orale
Expérimental 1 5 C. monogyna+Farine | 150 mg/kg/j/souris Voie orale
Expérimental 2 5 C. monogyna+Farine | 300 mg/kg/j/souris Voie orale

Le traitement a ét¢ administré sous la forme d'une dose unique avant 24h de la

réalisation de I’expérience.

11.1.2. Mode d’administration du traitement

Les deux doses (150 mg/Kg et 300 mg/Kg) de ’extrait éthanolique de Crataegus

monogyna sont calculées par rapport au poids de chaque souris a traiter (Annexe 03).
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On a utilisé la balance de précision (Sartorius) pour peser les doses correspondantes a

chaque souris, puis on a incorporé chaque dose a une boule de farine de 1g, ensuite chaque

souris a regu le traitement sous forme de boule par voie orale (figure 21).

Figure 21 : Calcul des doses des extraits.

I1.1.3. Injection du carbone

24h aprés le traitement, ’encre de Chine a été injectée aux animaux par voie
intraveineuse (veine caudale) en vue de tester le pouvoir de phagocytose et aussi la clairance
de cette substance. L’injection dans la veine caudale a été a raison de 0,1ml/10g du poids vif

de I’animal (figure 22).

Figure 22: Les étapes de I’injection du carbone.
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I1.1.4 Prélévement sanguin

Deux prélévements sanguins par voie oculaire aprés 5 et 10 min d’intervalle -
apres I’injection de I’encre de Chine ont été réalisés. Le sang va étre collecté¢ a I’aide
des tubes capillaires dans des tubes secs contenant du NaxCOs; (1%) a raison de /0 gouttes

de sang dans 4ml de Na,COs3 (1%) dans chaque tube (figure 23).

Figure 23 : Les étapes de prélévement sanguin.

La lecture de 1’absorbance des différents tubes dans un spectrophotométre (Thermo)

sera mesurée a une longueur d’onde de 625 nm (figure 24).

Figure 24 : Lecture de I’absorbance des différents tubes.
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I1.1.5 Prélévement des organes

Aprés le dernier prélévement, les animaux sont sacrifiés. Aprés la dissection les

organes actifs (foie et rate) sont prélevés et pesés immédiatement (figure 25 ; figure 26).

Figure 26: Prélévements d’organes (Foie et rate) et mesure de poids.
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I1.2 Estimation de ’activité phagocytaire

L’activité phagocytaire exprimée par 1’index phagocytaire (K), nous renseigne sur la
fonction de I’ensemble des cellules du systéme réticuloendothélial au contact du sang
circulant en présence d’un corps étranger (encre de chine contenant du carbone). L’activité
phagocytaire sera mesurée selon la cinétique de 1’épuration sanguine du carbone
colloidal (vitesse de disparition du carbone du sang) et aussi par rapport a I’index
phagocytaire corrigé (o) qui exprime cette activité par unité de poids des organes actif (foie et

rate).

Les activités phagocytaires sont calculés d’apres les formules suivantes:

Ou OD1 et OD2 sont les densités optiques mesurées apres S et 10 min respectivement.

II1. Analyses statistiques
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. La comparaison des
moyennes entre les quatre groupes est effectuée par le test One-way ANOVA et complétée par
le test de Tukey. L’ analyse statistique est effectuée sur le logiciel SPSS, version 26.0.
La comparaison est considérée, selon la probabilité (p), comme suit :
» Non significative si p>0,05.
» Significative (*) si p<0,05.
» Hautement significative (**) si p<0,01.
» Trés hautement significative (***) si p=0,000.

La différence significative (p<0.05) est exprimée par des lettres différentes (a, b, ¢ ...).
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Résultats et Discussion

I. Effet de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna sur le poids des souris

Afin de déceler I’effet de ’extrait de Crataegus monogyna sur le poids corporel chez
les souris, les résultats sont représentés dans la (figure 27). 3

L’évolution pondérale pour le groupe (Témoin) durant les 8 jours est entre 28.4g, et
29,9g respectivement. Ces résultats indiquent qu’il y a une augmentation hautement
significative du poids des souris, avec p=0,001.

Pour le groupe (Standard), la variation du poids durant les 8 jours est entre 25.66g, et
24,8g respectivement. On constate une diminution significative du poids des souris, avec
p=0,02.

L’évolution pondérale du groupe (Expérimental 1) durant les 8 jours est entre 25.04g,
et 26,5g respectivement. Il y a une augmentation significative du poids des souris, avec
p<0.05.

Par ailleurs, le groupe (Expérimental 2), la variation du poids durant les 8 jours est
entre 24.76g, et 27,7g respectivement. Ces résultats indiquent qu’il existe une augmentation

non significative du poids des souris, avec p=0.17.
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Figure 27: Effet de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna de sur le poids des souris.

43

—
—




Reésultats et Discussion

Dans notre expérimentation, le poids vif des souris du groupe (Standard) est

significativement plus diminué par rapport au groupe (Témoin).

Par contre, on constate que le traitement par I’extrait de C. monogyna a augmenté la
prise alimentaire chez les souris des groupes (Expérimental 1 et Expérimental 2). Ces
résultats sont comparables a la littérature. Cette augmentation de poids est associée a des
augmentations des métabolismes glucidique, lipidique et protéique similaires a celles

observées chez 1’étre humaine (Kopelman, 2000).

Les principaux déterminants de la densité énergétique d’une consommation alimentaire
sont les lipides qui forment un élément ayant le plus d’impact sur la satiété et la prise de poids.
Il apparait clairement que le traitement par 1’extrait de C. monogyna a induit chez les souris
une hyperphagie et une augmentation de la capacité de rétention des protéines et des lipides,
favorisant une augmentation pondérale importante (Bouanane et al., 2009).

Dans notre expérimentation, le traitement par I’extrait de C. monogyna a induit une
augmentation pondérale chez les souris, ce qui confirme nos résultats qui sont en accord avec
les travaux d’ Armitage et al. (2005).

Les résultats de 1’évaluation de I’effet des différents traitements sur 1’évolution du poids
des souris montrent, une augmentation significative des poids des souris dans tous les
groupes. Cette constatation est tout a fait d’accord de celle de Zerizer et al. (2008), montrant
une augmentation significative de poids chez des souris traités pendant 18 jours. Vu les
résultats obtenus, on peut conclure une véritable relation entre le traitement et le poids des
souris.

Les souris du groupe (Témoin) ont présenté un gain de poids corporel lié a une
croissance normale des animaux. Les souris du groupe (Standard), (Expérimental 1) et
(Expérimental 2) ont un gain de poids inférieur a celui des souris du groupe (Témoin) (mais
avec p> 0,05); ce qui pourrait signifier que I’extrait de C. monogyna. a la dose de 150 et 300
mg/kg/jour a réduit 1égerement la croissance des souris. Cette observation est en accord avec
ceux de Fehri ef al. (1991).

L'é¢tude de Zerizer (2006) a rapporté une augmentation du poids des souris traités
pendant 18 jours. Nous pouvons donc déduire qu'il existe une relation entre la consommation

de I’extrait de C. monogyna et le poids des souris (Messaoudi, 2021).

[ )



Reésultats et Discussion

La figure (28) représente l'activit¢é immunostimulante de I'extrait éthanolique de
Crataegus monogyna a deux doses : 150 mg/kg/jour et 300 mg/kg/jour. Les résultats obtenus
et affichés dans cette figure montrent qu’il y’a une différence dans les moyennes de I’index
phagocytaire (a) entre les différents groupes G1 (contrdle), G2 (standard), G3 (traité par la
dose 150mg/Kg de l'extrait de Crataegus monogyna) et G4 (traité par la dose 300mg/Kg de

l'extrait de Crataegus monogyna).

L’analyse statistique de I’effet de notre extrait sur 1’activité phagocytaire montre que
I’augmentation de I’activité phagocytaire chez les groupes traités (groupe standard (moyenne
= 11,42 \ écart type= £1,27), groupe traité par la dose 150 mg/kg/jour (moyenne = 10,37 \
écart type= +1,13) et groupe traité par la dose 300 mg/kg/jour (moyenne = 9,61 \écart type=
+0,91) est hautement significative quand elle est comparée avec le groupe témoin (moyenne =

4,01 \écart type==+0,41).

On constate une augmentation de D’activité phagocytaire représentée par 1’index
phagocytaire corrigé o chez les deux lots prétraités par 1’extrait (les deux doses 150
mg/kg/jour et 300 mg/kg/jour de l'extrait éthanolique de Crataegus monogyna) de fagon
comparable, la différence est statistiquement non significative, ainsi notre extrait a exercé un

effet indépendant de la dose.

De plus, la dose de 150 mg/kg/jour de l'extrait est statistiquement comparable au groupe
standard, tandis que la dose de 300 mg/kg/jour est moins efficace par rapport au groupe
standard.
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Figure 28: Effet de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna sur I’index phagocytaire
corrigé (o) dans le test de 1’épuration sanguine du carbone chez la souris

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cinq (5) souris
par groupe. L’analyse statistique est réalisée par le test One Way ANOVA suivie par le test
Tukey. la différence significative est exprimée par des lettres différentes (a b c).

G1: groupe contrdle non traité; G2 : groupe standard ; G3 : groupe expérimental I traité par
I’extrait (150mg/Kg par voie orale) ; G4 : groupe expérimental II traité par 1’extrait
(300mg/Kg par voie orale).

Les immunostimulants sont des substances qui peuvent stimuler I'immunité innée
ou adaptative du systeme immunitaire. De nombreux immunostimulants synthétiques sont
lancés par les compagnies pharmaceutiques mais avec de nombreux effets secondaires. De
l'autre cOté, on pense que certains produits végétaux renforcent la résistance naturelle de
l'organisme aux infections sur la base de leurs constituants tels que les polysaccharides, les
lectines, les saponines et les flavonoides. Certains d'entre eux stimulent a la fois
"l'immunité humorale et I'immunité a médiation cellulaire", tandis que d'autres activent
uniquement les composantes cellulaires du systétme immunitaire. Les molécules
immunostimulantes influencent et modifient la réponse immunitaire en s’appuyant sur sa

durée et son intensité (Kehili, 2016).

46

—
hd



Reésultats et Discussion

La plupart de ces immunostimulants sont des composés phénoliques. Sur la base de la
structure du carbone, les composés phénoliques peuvent étre classés comme des composés
flavonoides (flavones, isoflavones, flavanones, flavonols et anthocyanidines) ou des
composés non flavonoides (acide benzoique, stilbénes et acides hydroxycinmamiques) (Kang

et al., 2010).

Historiquement, les plantes sont bien connues pour leur valeur médicinale,
principalement en raison de leur contenu en composants phytochimiques, y compris les
composés phénoliques, les flavonoides, les alcaloides, les tanins et d'autres produits sensibles
au stress (EI-Mahdy et al., 2008). En effet, ['apport quotidien d'antioxydants naturels a été
corrélé a une diminution de la fréquence de différentes maladies, dont le cancer, le diabéte et
les maladies cardiovasculaires. De plus, les composés phénoliques et les flavonoides de
diverses plantes médicinales présentent de puissantes capacités anti-inflammatoires et
antiprolifératives et immunostimulantes (Oak ef al., 2006). Les effets bénéfiques des
polyphénols sont attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leur capacité de capter les
radicaux  libres. Ces substances présentent des propriétés anticancéreuses,
immunomodulatrices, antimutagénes et antibactériennes non négligeables (Hatano et al.,

2005).

Les flavonoides sont généralement non toxiques et manifestent une gamme variée
d'activités biologiques bénéfiques. Les flavonoides alimentaires ont la propension a moduler
une variété d'événements biologiques associés a la progression et au développement du cancer.
Il a ét¢ démontré que ces compos€s ont des activités antivirales, anti-inflammatoires,
antimutagenes, immunostimulantes et anticarcinogenes (Belkhir et al. ., 2016). Les flavones
et les flavonols ont des squelettes basiques présentent une double liaison C2-C3 dans les
flavonoides polyhydroxylés et le nombre de substituants sur les cycles A et B et leur nature
(hydroxyles libres ou méthylés). Ce sont des structures plates avec un substituant 3-hydroxyle
caractéristique. Un autre élément structurel qui peut influencer l'activité antiproliférative est le
nombre et la position des substituants dans le squelette de la base flavonoide. La lutéoline et
l'apéginine (flavones) et la quercétine, le kaemphérol (flavonols) ont une structure catéchol
(O-hydroxy) dans son anneau B, la présence d'un nouvel hydroxyle dans cet anneau conduit a

ces structures un fort effet antiprolifératif (Mraihi et al., 2015).
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Le test de I’épuration sanguine du carbone colloidal chez la souris est le modele
expérimental utilisé dans notre étude, pour évaluer 1’effet protecteur et immunomodulateur

I’extrait éthanolique de crataegus monogyna sur le systéme réticuloendothéliale.

En effet, le systéme réticuloendothélial est I’ensemble de cellules phagocytaires
disséminées dans 1’organisme, le rdle principal de ces cellules est la phagocytose qui est le
mécanisme nécessaire pour I’élimination des microorganismes, des particules étrangéres
et des cellules mortes ou altérées. Un déficit qui touche le mécanisme de la phagocytose

est associé a certaines pathologies humaines.

L’¢tude menée visait a évaluer l'effet protecteur immunostimulant de I'extrait
¢thanolique de Crataegus monogyna a travers le test d'épuration du carbone, qui est une
méthode fiable pour estimer I'activité phagocytaire du systéme mononucléé phagocytaire chez

la souris.

Les résultats obtenus montrent une amélioration significative de la vitesse d’épuration
du carbone dans les groupes traités par tous les groupes traités (standard, expérimentall,
expérimental2) exprimée par 1’index phagocytaire K comparativement au groupe témoin.
Cette augmentation suggere une stimulation de l'activité phagocytaire des macrophages et des
cellules de Kupffer hépatiques, responsables de 1’¢élimination des particules colloidales du
sang. Une fois les particules de carbone (sous forme d’encre) ont été injectées par voie
intraveineuse, la clearance de ces particules (antigénes) est dirigée par une équation

exponentielle (Elango et Devaraj, 2010).

Au cours du suivi des différents lots utilisés dans cette expérience, et aprés I’injection
du carbone au niveau de la queue des souris, le prélévement sanguin a été effectué¢ a Smin et
10min et enfin I’absorbance a été enregistrée, on a noté une stimulation du systéme
phagocytaire traduite par I’augmentation des index phagocytaires (K et o) chez tous les
groupes traités par rapport au groupe témoin, ce qui prouve bien que le carbone injecté
comme antigéne a induit un recrutement des phagocytes conduisant a 1’élimination de cette
particule du sang. Les cellules phagocytaires ont été plus activés chez les groupes traités

(standard, expérimentall et expérimental2) selon les présents data.

L’introduction d’un antigéne induit une réaction immunitaire primaire caractérisée par
une phagocytose assurée surtout par les macrophages, qui sont des éléments clés possédant en

plus de leur activit¢ phagocytaire la fonction d’indicateur pour 1’activation de Ila
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réponse immunitaire adaptative. Cette activité a été évaluée par la mesure du taux de

clearance d’une dose de carbone testée in vivo.

La clearance des cellules apoptotiques, des accumulations protéiques et des
pathogenes exogénes par les phagocytes sont des actions importantes pour maintenir
I’homéostasie. La clairance des débris cellulaires a la suite de ’apoptose est nécessaire pour
limiter les dommages faits aux cellules voisines saines. En effet, les débris vont inhiber la
croissance et la réparation des tissus donc la phagocytose est essentielle pendant le

développement et pendant la réparation tissulaire apres une 1ésion (Madore, 2013).

Dans la présente étude, nous avons constaté que I’extrait éthanolique de C. monogyna a
pu jouer un rodle crucial dans la stimulation du systéme phagocytaire, par 1’¢lévation de
I’index phagocytaire. Ces résultats viennent donc confirmer les conclusions de (Lis et
al., 2020; Martinelli er al, 2021) Qui ont constaté que l’utilisation de I’extrait de C.
monogyna sur un modele murin d’inflammation chronique possede wune activité
antiinflammatoire et donc un effet modulant des composants du systéme immunitaire, nous
avons également constaté que ces résultats sont compatibles avec ceux de (Benmebarek
et al., 2013; Aribi et al., 2016 ; Bouratoua et al., 2016; Maouche, 2017) et qui ont confirmé
que D’administration de 1’extrait Phoenix dactylifera. L variét¢ de TOLGA et I’extrait S.
mialhesi et l'extrait butanolique d' Hypericum tomentosum subsp chez les souris ont
augmenté I’indice phagocytaire a différentes concentrations et ont amélioré le taux de

dégagement de carbone.

Les phénomeénes de phagocytose par les polynucléaires et macrophages induisent une
augmentation de la consommation d’oxygéne par ces cellules, a I’origine de la formation des
radicaux libres oxygénés (Fiedos, 2018). L’exces de ces radicaux est appelé « stress
oxydant » (Yassia, 2016). De nombreuses maladies sont associées a la production d'especes
oxydantes réactives qui endommagent les molécules physiologiquement essentielles. Le point
de vue classique est que les antioxydants éliminent ces molécules oxydantes réactives

et offrent ainsi une protection contre les maladies (Guido et al., 2014).

En outre, les récentes découvertes des plantes ont révélés de nombreux composés
comme les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les terpénoides, les composés
phénoliques et les vitamines ayant été prononcés antioxydant, anti-inflammatoire et

immunostimulant (Millogo-Koné et al., 2012).
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Reésultats et Discussion

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature, notamment les
¢tudes précliniques et cliniques qui ont publié¢ que les fruits de C. monogyna possédent des
propriétés antibactériennes, antidiabétiques, hypolipidémiques, anticancéreuses, anti-
inflammatoires, immunomodulatrices, antiathérogéniques, antihypercholestérolémiques,
gastroprotectrices, hépatoprotectrice, protectrices cardiovasculaires et neuroprotectrices

(Nampoothiri ef al., 2011; Baliga et Dsouza, 2011).

L’effet immunostimulant observé pourrait étre attribué a la richesse en composés
bioactifs présents dans ’extrait éthanolique de C. azarolus, notamment les flavonoides, les
tanins, les acides phénoliques et les triterpenes. Ces composés sont largement reconnus pour
leur capacité a moduler la réponse immunitaire, en stimulant la prolifération des cellules
immunitaires, I’activation des macrophages et la production de cytokines. L'acide ursolique
est un composé¢ triterpénoide présent dans diverses plantes médicinales et de nombreux fruits.
L'acide wursolique a montré des propriétés anti-inflammatoires, hépatoprotectrice,
antihyperlipidémique, anticancéreuses, une inhibition de la peroxydation lipidique et des

activités antimicrobiennes (Somova et al., 2003 ; Mokhtaria, 2018).

En outre, I’effet dose-dépendant n’a pas été marqué dans notre étude suggérant une non-
corrélation directe entre la concentration de I’extrait et ’intensité de la réponse phagocytaire.
Cela renforce I’hypotheése que les constituants bioactifs de ’extrait exercent une action
pharmacologique spécifique sur les cellules immunitaires mais d’une fagcon dose-
indépendante d’ou la nécessité d’utiliser des produits plus purifiés en appliquant plusieurs

doses.

Il convient cependant de souligner certaines limites de notre travail. Le test de
I’épuration du carbone donne une indication globale de [’activité phagocytaire, mais ne
permet pas de déterminer précisément quels types de cellules sont impliqués ni par quels
mécanismes moléculaires ’activation se produit. Des analyses complémentaires (cytométrie
en flux, dosage des cytokines, étude de I’expression des récepteurs Toll-like, etc.) seraient
nécessaires pour mieux caractériser les voies immunitaires activées par C. monogyna. Aussi,
des études toxicologiques et des essais a long terme restent indispensables pour évaluer la

sécurité d’emploi et la dose optimale de 1’extrait.

En conclusion, notre étude met en évidence un effet immunostimulant notable de
I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna, manifesté par une stimulation de I’activité

phagocytaire chez la souris. Ces résultats soutiennent I’hypothése d’un potentiel thérapeutique
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Résultats et Discussion

de cette plante comme immunomodulateur naturel pour renforcer I’immunité innée, et ouvrent
la voie a de futures recherches visant a approfondir les mécanismes sous-jacents et a explorer

d’éventuelles applications cliniques.
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Conclusion et Perspectives

Les résultats obtenus a I’issue de cette étude démontrent que ’extrait éthanolique de
Crataegus monogyna stimule de manicre significative 1’activité phagocytaire chez la souris

mettant en évidence son potentiel en tant qu’immunostimulant naturel.

Une activité immunostimulante du systéme phagocytaire qui s’exprime d’une fagon
hautement significative a été révélée dans les groupes des souris traités par Crataegus
monogyna en comparaison avec le groupe contrdle. Les valeurs des paramétres suivis sont
améliorées chez les groupes expérimentaux d’une fagon indépendante de la dose mais

I’efficacité du traitement a base de plante a été comparable a celle du traitement standard.

Notre ¢étude a permis la mise en évidence de 1’effet préventif et stimulant de 1’extrait

¢thanolique de Crataegus monogyna sur le systéme phagocytaire.
Par ailleurs, cette étude ouvre de nouvelles voies d’investigation pour ;
- Analyser la composition de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna ;
- Déterminer le mécanisme d’action de ces substances a activité immunostimulante ;

- Utiliser d’autres modeles expérimentaux pour confirmer I’activité immunostimulante
de D’extrait et évaluer d’autres activités biologiques (antimicrobienne, anti-tumorale,

antiparasitaire,..) ;

- Déterminer 1’effet de 1’extrait sur d’autres mécanismes immunitaires innée ou

adaptatif (action sur les neutrophiles, action sur les lymphocytes,...).
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Annexe

Annexe 01 : composants de 1’aliment des souris (ONAB) (Office National du Bétail).

Protéines 15%
Lipides 2,5%
Cellulose 8%
Humidité 13%
Vitamine A 150.000 UI
Vitamine D3 200.000 UL
Vitamine E 3 mg
Fer 6 mg
Cu 1,2 mg
Zn 14,400 mg
Cobalt 60 mg
Mn 10,800 mg
lode 150 mg
Sélénium 300 mg
Ca*™ 1%
Phosphore 0,8%




Annexe

Annexe 02 : Méthode de Biozzi

Suivant la méthode de (Biozzi, et al; 1953), 1’administration du carbone sous la forme
d'encre. Cela consiste en une suspension tres uniforme de particules de carbone stabilis¢é avec de
la colle de poisson et conservé avec du phénol. Le diamétre moyen des particules est cité
par Biozzi et al. a 25 pm, l'encre a été injectée par voie intraveineuse (Freeman et al.,
1958). Les particules de carbone ont été ¢éliminées principalement par le phagocyte. La
distribution relative du matériel phagocytaire est généralement localisé dans le foie et la rate, La
vitesse de clairance est maximale et indépendante de la quantité injectée, et presque toute la maticre

injectée est contenue dans les cellules de Kupffer (Benacerraf ef al., 1956).

Annexe 03 : Calcul des doses du traitement

1. Test de Pactivité immunomodulatrice : Dose de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna

(150 mg/kg) et (300 mg /kg).

La dosel: 1000g = 150 mg

X' (g) — Y= dose (souris)

Y= dose (souris) mg =

1000g

X'(g) : dose de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna en g pour une souris.

LadoselIl: 1000g » 300 mg
X(g) * Y= dose (souris)

Y= dose (souris) mg =

1000g

X'(g) : dose de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna en g pour une souris.

2. Evaluation de ’activité phagocytaire



Annexe

On a injecté une solution du carbone

La dose : 200 g = | ml

X'(g) — Y= dose (souris)

Y= dose (souris) mg =

2009

X'(g) : dose de I’extrait éthanolique de Crataegus monogyna en g pour une souris.
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Résumé

L'immunomodulation est le mécanisme de modification d'une réponse immunitaire
sous I’action des immunomodulateurs qui stimulent ou inhibent la réponse immunitaire, ces
immunomodulateurs sont issus d’origine animale, végétale,...etc. Compte tenu de leur action
positive généralisée sur les maladies les plus courantes, de nombreux produits d’origine
végétale apparaissent de plus en plus utilisés a des fins préventives ou thérapeutiques, parmi

ces produits on a l'extrait éthanolique de la plante Crataegus monogyna.

Ce travail repose sur une étude expérimentale (test de 1’épuration sanguine du carbone)
dont le but est d’évaluer I’activit¢é immunomodulatrice de I'extrait éthanolique de la plante
Crataegus monogyna, ’effet immunomodulateur a été étudi¢ sur le systéme phagocytaire
d’un modele murin in vivo consistant a administrer 1’extrait (150 et 300mg/Kg) pendant

7jours.

En fait, I’expérience est basée sur une technique s’installant sur 1’introduction d’un
antigéne (carbone sous forme d’encre) via la circulation sanguine (injection intraveineuse) et

enfin prélever le sang, le foie et la rate pour estimer 1’activité phagocytaire.

Les résultats obtenus a 1’issue de cette étude montrent un effet immunostimulant
d’efficacité prouvée pour les différentes doses testées par rapport au témoin, 1’effet protecteur
de la plante sur le systéme immunitaire phagocytaire a ét€ comparable a celui du traitement de

référence.

En conclusion, L’extrait éthanolique de Crataegus monogyna présente un effet
immunostimulant en renforcant 1’activité phagocytaire chez la souris. Cette plante pourrait

représenter un produit potentiel pour des formulations immunomodulatrices naturelles.
Mots clés

Immunostimulation, immunomodulation, épuration sanguine, carbone, extrait éthanolique,

Crataegus monogyna, systéme phagocytaire, in vivo.



Abstract

Immunomodulation is the mechanism of modifying an immune response under the action of
immunomodulators, which either stimulate or inhibit the immune response. These
immunomodulators can originate from animal, plant, etc., sources. Given their widespread
positive action on common diseases, numerous plant-derived products are increasingly being
used for preventive or therapeutic purposes. Among these products is the ethanolic extract of

the plant Crataegus monogyna.

This work is based on an experimental study (carbon blood clearance test) aiming to evaluate
the immunomodulatory activity of the ethanolic extract of Crataegus monogyna. The
immunomodulatory effect was studied on the phagocytic system of an in vivo murine model,

consisting of administering the extract (150 and 300 mg/Kg) for 7 days.

The experiment is based on a technique involving the introduction of an antigen (carbon in the
form of ink) into the bloodstream (intravenous injection), followed by collection of blood,

liver, and spleen to estimate phagocytic activity.

The results obtained from this study show a proven immunostimulant effect for the different
doses tested compared to the control. The protective effect of the plant on the phagocytic

immune system was comparable to that of the reference treatment.

In conclusion, the ethanolic extract of Crataegus monogyna exhibits an immunostimulant
effect by enhancing phagocytic activity in mice. This plant could represent a potential product

for natural immunomodulatory formulations.

Keywords

Immunostimulation, immunomodulation, blood clearance, carbon, ethanolic extract,

Crataegus monogyna, phagocytic system, in vivo.
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Résume

L'immunomodulation est le mécanisme de modification d'une réponse immunitaire sous ’action des
immunomodulateurs qui stimulent ou inhibent la réponse immunitaire, ces immunomodulateurs sont issus
d’origine animale, végétale,...etc. Compte tenu de leur action positive généralisée sur les maladies les plus
courantes, de nombreux produits d’origine végétale apparaissent de plus en plus utilisés a des fins
préventives ou thérapeutiques, parmi ces produits on a l'extrait éthanolique de la plante Crataegus
monogyna.

Ce travail repose sur une ¢tude expérimentale (test de I’épuration sanguine du carbone) dont le but est
d’évaluer ’activité immunomodulatrice de l'extrait éthanolique de la plante Crataegus monogyna. L’effet
immunomodulateur a été étudié sur le systéme phagocytaire d’'un modéle murin in vivo consistant a
administrer I’extrait (150 et 300mg/Kg) pendant 7jours.

En fait, ’expérience est basée sur une technique s’installant sur I’introduction d’un antigéne (carbone
sous forme d’encre) via la circulation sanguine (injection intraveineuse) et enfin prélever le sang, le foie et la
rate pour estimer 1’activité phagocytaire.

Les résultats obtenus a I’issue de cette étude montrent un effet immunostimulant d’efficacité prouvée
pour les différentes doses testées par rapport au témoin, D’effet protecteur de la plante sur le systeme
immunitaire phagocytaire a été comparable a celui du traitement de référence.

En conclusion, L’extrait éthanolique de Crataegus monogyna présente un effet immunostimulant en
renforcant I’activité phagocytaire chez la souris. Cette plante pourrait représenter un produit potentiel pour
des formulations immunomodulatrices naturelles.

Mots-clés :Immunostimulation, immunomodulation, épuration sanguine, carbone, extrait éthanoligue,

Crataegus monogyna, systéme phagocytaire, in vivo.
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