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Introduction

Les allergies respiratoires représentent la plus grande partie des maladies pulmonaires
chroniques. L'incidence croissante des allergies respiratoires est largement reconnue a travers
le monde. Environ un tiers de la population mondiale est affectée par ces allergies respiratoires.
Plus de 400 millions de personnes souffrant de rhinite allergique et de 330 millions d'asthme.
L’augmentation drastique de la prévalence de ces maladies respiratoires allergiques est
expliquée par les changements environnementaux, l'industrialisation et la forte exposition aux

allergenes (Almatroudi et al., 2021).

Les colts des soins de santé liés aux allergies respiratoires pésent de plus en plus lourd sur les
économies de toutes les nations. En 2019, parmi les 28 Etats membres de I'Union Européenne,
des colts d'environ 380 milliards d'euros par an étaient imputables aux seuls soins des patients

atteints d’allergies respiratoires (Soriano et al., 2020).

Actuellement, suite a I’augmentation de la pollution atmosphérique et aux changements
climatiques, 1’Algérie est en plein transition épidémiologique qui se caractérise par une hausse
conséquente de la prévalence des allergies respiratoires. En 2020, plus 4 millions d’Algeriens
sont affectés d’allergie respiratoires dont environ 3 millions souffrent de rhinite allergique et

plus de 1 million d’asthmes (Bounil et al., 2022; Necib et al., 2021).

Depuis l'antiquité, les produits de la ruche tels que le miel, la propolis, le pollen, la gelée royale,
la cire et le venin d’abeille sont parmi les denrées naturels les plus couramment utilisés dans la
médecine traditionnelle en raison de leurs puissantes propriétés curatives et de leur forte teneur
en molécules bioactives (Giampieri et al., 2022). Cette branche de la médecine traditionnelle,
avec ses fondements scientifiques, est communément appelée apitherapie. Elle est utilisée pour
prévenir ou guérir des maladies comme les maladies rhumatismales, les troubles du tube digestif

et les affections immunitaires et neurologiques (Martinello et al., 2021).

Le pollen d’abeille est une mixture complexe de pollen floral, gamétophyte méale des plantes a
grain, et de nectar avec des substances salivaires d’abeille. Ce produit est collecté grace a des
trappes a pollen sous forme de grain. Il est soit mono/ou hétérofloral, prédominé par un seul

type de pollen ou ayant plusieurs origines florales (Thakur et al., 2020).

Le pollen d’abeille est trés connu par sa haute valeur nutritionnelle et sa richesse en molécules
bioactives. Il est considéré comme une source potentielle de nutriments vitaux, dotés de

propriétés immunomodulatrice, anti-inflammatoire,  antinociceptive, anti-allergique,
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antibactérienne, antiviral et antifongique. En outre, il est tres riche en métabolites secondaires
a un fort potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et anti-allergique comme les composés
phénoliques (Khalifa et al., 2021; Tutun et al., 2021).

A cet égard, 1’objectif de ce présent travail est d’évaluer la relation entre la constitution
biologique et chimique du pollen d’abeille et ses pouvoirs antioxydant, anti-inflammatoire et

anti-allergique.

Huit échantillons de pollen d’abeille collectés de diverses régions du North-Est de I'Algérie
sont analysés par un examen palynologique afin d’identifier les origines botaniques. Il a été
rapporté que la composition variée du pollen est affectée par les origines florales, les conditions
édaphoclimatiques, le processus de séchage et de conservation. En effet, un échantillon de
pollen d’abeille refléte parfaitement la biodiversité florale du voisinage du rucher (Aylanc et
al., 2021).

Des extraits éthanoliques sont préparés a partir des huit échantillons de pollen, les teneurs en
polyphénols, flavonoides et flavonols totaux sont quantifiées ainsi que le profil phénolique
qualitatif et quantitatif.

Les protéines totales des huit échantillons sont mesurées spectroscopiquement et les profils

électrophorétiques, obtenus par SDS-Page, sont ainsi comparés.

Le pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire des extraits éthanoliques du pollen d’abeille sont

déterminés in vitro et in vivo par diverses méthodes.

L’extrait ayant montré la meilleure activité anti-inflammatoire est utilisé afin d’estimer le
pouvoir anti-allergique in vivo sur un modéle animal d’allergie respiratoire au pollen. Le
pouvoir anti-allergique est apprécié par un contrdle des symptomes allergiques, une analyse des

protéines seriques totaux et une étude histologiques des poumons.
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Partie théorique Chapitre 1. Allergies respiratoires

Le concept « allergie respiratoire » décrit généralement un groupe de symptémes apparaissant
apres I’inhalation d’allergénes. Les allergies respiratoires se présentent sous différentes formes
et symptdmes et peuvent étre divisées selon leur emplacement dans les voies respiratoires
supérieures et/ou inférieures, néanmoins un contact répétitif avec des allergénes peut également
étre démontré par des symptdmes oculaires ou auditifs (Dierick et al., 2020). Elles peuvent étre
déclenchées par un allergéne tels que le pollen, les acariens, les squames animales, les
moisissures et les protéines alimentaires inhalées (Eguiluz-Gracia et al., 2020; Jeebhay et al.,
2019). Les troubles respiratoires les plus courants, largement liés a I'nypersensibilité de type I,
sont la rhinite et I'asthme qui décrivent des symptdmes cliniques généraux (Jakubczyk et al.,
2021).

1. Notions de bases
1.1. Allergie

L’allergie, un concept introduit pour la premiére fois par Clemens Vos Piquet en 1906, désigne
une affection chronique impliquant une réaction immunitaire inappropriée hypersensible a une
substance normalement inoffensive ne provoquant pas de réponse immunitaire chez la plupart
des gens (Vedanthan et al., 2021). Actuellement, les termes I'hypersensibilité et I'allergie sont
utilisées de maniére interchangeable. Une réaction allergique provoque différents symptémes

nocifs tels que :

e des démangeaisons dans le nez, le palais de la bouche, la gorge, les yeux ;
e des éternuements ;

e une congestion (nez bouché) ;

e unnezquicoule;

e des yeux larmoyants ;

e des cernes sous les yeux ;

e une inflammation ;

e une anaphylaxie.
1.2. Allergéne
Le terme allergene désigne toute protéine capable de stimuler la production
d'immunoglobulines E (IgE) spécifiques chez un individu génétiquement prédisposé

« atopique ». Chez ces personnes, la capacité a produire des IgE spécifiques a l'allergéne reflete

d’une part le génotype de I’individu et d’autre part la concentration, la solubilité, la complexité
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et les propriétés biochimiques de 1’allergéne. La plupart des allergénes pénétrent dans
I'organisme par les voies respiratoires, mais ils peuvent également étre introduites dans
I'organisme par le tractus gastro-intestinal, étre absorbés par voie percutanée ou étre injectés
naturellement ou par voie iatrogéne. La voie d'exposition (par inhalation, ingestion ou contacte
cutané) influence les types de symptomes allergiques ressentis, les aéroallergénes provoquent
des symptdmes respiratoires, tandis que les allergenes ingérés, injectés ou absorbés provoquent
des symptomes gastro-intestinaux ou dermiques localisés et/ou des symptdmes systémiques

potentiellement mortels comme I'anaphylaxie (Burks et al., 2020).
1.3. Atopie

L'atopie est définie par la prédisposition génétiquement médiée a produire des IgE spécifiques
apres exposition a des allergenes. Sur le plan clinique, elle est définie comme ayant des preuves
de sensibilisation allergiqgue a au moins un allergéne. L'atopie est fondamentale dans la
pathogenese des troubles allergiques, qui se manifestent par toute combinaison de conjonctivite,
intolérance, asthme, rhinite et dermatite atopique. Cependant, ces présentations cliniques
peuvent également apparaitre en I'absence d'atopie, suggérant qu'il existe probablement des
facteurs, y compris des facteurs génétiques, qui déterminent la susceptibilité aux maladies

allergiques qui sont indépendants de I'atopie (Choi et al., 2022).

2. Immunité des voies respiratoires
2.1. Cas physiologique

Les voies respiratoires représentent un puissant outil de contact avec I'environnement et de
défense du soi contre les organismes et les substances nocives. Il est admis que la surface
générale du poumon est d'environ 100 m? et la superficie alvéolaire seule est 50 fois plus grande
que celle de la barriére cutanée. La quantité dair inhalé s'éleve a 600 L par jour.
Quotidiennement, en une seule respiration, des millions de différentes particules sont inhalées
et distribuées dans les voies respiratoires. Certaines d'entre eux sont expulsées et certaines sont

déposés sur les parois des voies respiratoires (Frohlich et al., 2016; Yuksel et al., 2017).

D'un point de vue anatomique, les voies respiratoires sont constituées des voies respiratoires
supérieures et inférieures. La partie supérieure comprend le nez, les sinus, le pharynx et le
larynx. La partie inférieure comprend la trachée, les bronches, les bronchioles et les alvéoles
(Burks et al., 2020).
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Dans les voies respiratoires, les tissus lymphatiques sont bien développés. Le NALT humain
(NALT : Nose-Associated Lymphoid Tissue ) fait partie des tissus lymphoides associés aux
muqueuses (MALT : Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) et consiste en des structures
disséminées de tissu lymphoide. Il renferme des cellules lymphocytaires T avec ses différentes
sous-populations, des lymphocytes B, des cellules dendritiques et des macrophages. Il est
exclusivement présent chez la population enfantine, non décrit chez les adultes, a différents
endroits de la cavité nasale (la conque nasale inférieure, moyenne et supérieure), les sinus, le
palais et autres (Pabst, 2015). Le BALT (BALT : Bronchus-associated lymphoid tissue ; tissu
lymphoide associé aux bronches) fait également partie du MALT et est présent dans la
muqueuse bronchique. La présence du BALT est constatée chez les enfants et les jeunes adultes.
Généralement, I'occurrence du BALT et du NALT varie d’un individu a un autre. 1S jouent un
réle primordial a la fois dans la réponse immunitaire et I'induction de la tolérance (capture de
I'antigene, présentation et activation des cellules T et B), en particulier pendant 1’enfance. Leur
fonction princigpale est de fournir une réponse immunologique spécifique conduisant a la

production d'immunoglobulines, spécialement la production d'IgA (Kato et al., 2013).

Les cellules épithéliales sont dotées de récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor), tels
que les récepteurs TLR 1-10 (Toll Like Receptor), le RLR (Retinoic acid-Inducible Gene |
(RIG-1)-Like Receptor) et les PAR (Protease-Activated Receptor), qui permettent la détection

des antigénes microbiens, viraux ou allergiques .

La réponse immunitaire naturelle non-spécifique est basée d’une part sur la capacité sécrétoire
des cellules épithéliales et d’autre part leur capacité phagocytaire. L'épithélium contient trois
principaux types de cellules : ciliées, sécrétoires et basales (Tata et al., 2017). Les cellules
ciliées sont responsables de I'élimination mécanique des antigenes étrangers. Les cellules
sécretoires produisent du mucus, des facteurs antimicrobiens neutralisant des toxines. Les
cellules basales ont une fonction progénitrice (Hiemstra et al., 2015). Les cellules épithéliales
fournissent une barriere physique en raison des connexions étroites entre elles. Tout pres des
cellules basales et de la membrane basale se trouvent des cellules immunitaires tels que les
granulocytes, les lymphocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes
(Figure 1) (Kawa, 2015; Smith et al., 2019).

A I'état physiologique, les allergénes sont neutres et n'activent plus aucune cascade. Néanmoins,
dans un organisme prédisposé ou lors d'une exposition chronique a lI'allergéne, la rupture de la
barriére respiratoire a lieu. Cela conduit a I'activation et a la maturation des cellules immunitaire

et ainsi a une réaction d’hypersensibilité allergique (Burks et al., 2020).
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Cellule épithéliale Cellule séreuse
cylindrique ciliée

. Cellule basale
Cellule caliciforme

Macrophage

Cellule
Cellule cylindrique intermédiaire dendritiaue

Cellule de population latérale

. Neurone
Cellule pulmonaire

neuroendocrine

Figure 1. Anatomie et types de cellules associés a I'épithélium pseudostratifié des voies
respiratoires (Burks et al., 2019).

2.2. Rupture de la barriére respiratoire

La rupture de la barriere des voies respiratoires entraine une hypersensibilité. Le descellement
de la bordure a un caractere a la fois physique, mécanique et fonctionnel. La rupture
fonctionnelle se résume a la perte, la diminution ou la surproduction du mucus et des facteurs
antimicrobiens. La rupture physique et mécanique repose sur la perte des liaisons étroites entre
les cellules épithéliales, ce qui permet le contact direct entre les allergénes et les cellules
immunitaire pro-inflammatoire induisant la production de cytokines qui favorise ainsi le
développement d’une réaction allergique (Jakubczyk et al., 2021). Certains aéroallergénes
peuvent modifier directement la consistance de la barriére épithéliale et agir de maniere
dépendante des protéases ce qui augmente directement la perméabilité de la barriére épithéliale
en diminuant le nombre de jonctions serrées (Henriquez et al., 2013; Matsumura, 2012). A titre
d’exemple, le pollen d’abeille diminue la présence d'occludine et de claudine (jonctions serrées
localisées dans la parties apicale) (Georas et al., 2014). Au contraire, certains allergenes
dépourvus d'activités enzymatiques agissent de maniere indépendante des protéases. Ce groupe
d'allergénes possede une certaine structure qui active directement les récepteurs cellulaires, par

exemple les excréments de cafards peuvent affecter directement les neutrophiles par une
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activation du TLR-2, et le Der p 7 (allergéne principal de I’acarien domestique
Dermatophagoides pteronyssinus) contient une protéine bactéricide augmentant la perméabilité
qui stimule directement le systeme immunitaire. De plus, les infections virales respiratoires, la
fumée de cigarette, la pollution de l'air et les toxines inhalées a chaque minute peuvent
également perturber et affecter directement cette barriere. Outre les facteurs externes cités ci-
dessus, I'environnement interne de l'organisme, tel que 1’aspect génétique, la présence de
certaines maladies/états inflammatoires, peut également diminuer la fonction de la barriére

respiratoire (Vedanthan et al., 2021).

3. Meécanisme de la réaction allergique respiratoire
3.1. Sensibilisation

Le premier contact avec l'allergéne chez une personne allergique entraine la production d'IgE.
L'allergene pénetre dans les voies respiratoires soit en Iésant I'épithélium ou a travers la barriére
précédemment endommagée (Marshall et al., 2018). La détection de I'allergene réside dans la
reconnaissance du récepteur par des composants immunitaires et non-immunitaires. Les
cellules épithéliales sont équipées de récepteurs tels que les PRR et PAR dont I’activation
entraine la libération de cytokines et ainsi une activation supplémentaire des cellules
immunitaires. Simultanément, l'allergene est traqué par les CPA (les cellules présentatrice
d’antigéne), qui le captent et le traitent. Les cellules dendritiques veillent perpétuellement sur
la détection des stimuli externes et internes. Ces cellules sont équipées d’une large gamme de
récepteurs qui permettent la détection des allergénes, a savoir : les CLRs (C-type Lectin
Receptors), principalement le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule 3-Grabbing Non-integrin)], TLRs et le FceRI. Les cellules dendritiques apprétent les
allergénes détectés (Salazar et al., 2013). Ainsi, I’allergéne est absorbé ou phagocyté, puis
dégradé en peptides (fragments d’allergénes) par la cellule dendritique avant d’étre présenté sur
le CMH 1l (Complexe Majeur d'Histocompatibilité classe 1) a la surface cellulaire (Humeniuk
et al., 2017). La présentation de I'antigéne a généralement lieu dans les organes lymphoides
secondaires, principalement les ganglions lymphatiques. L’interaction entre les CPA et les
lymphocytes T est médiée par la réaction entre le CMH Il avec un allergéne apprété et le TCR

(T Cell Receptor) en présence de molécules co-stimulatrices spécifiques (CD80 et CD86).

Dans les conditions saines, les lymphocytes T activées basculent vers la sous-population Thl

responsable sur la production des IgG par les lymphocytes B (Galli et al., 2008, 2012). Bien
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que, chez les organismes atopiques, les lymphocytes T basculent vers la sous-population Th2,

qui a un fort role pro-inflammatoire.

Il existe également une autre voie d'activation des Th2 médiée par les cellules lymphoides
innées du groupe 2 (ILC2, group 2 Innate Lymphoid Cells). Les ILC2 répondent aux cytokines
libérées par les cellules épithéliales endommagées (principalement 1’1L-25 et 1’IL-33), ce qui
conduit a une production supplémentaire de cytokines : IL-4 (impact sur le Th2, production
d'IgE par les cellules B), IL-5 ( recrutement et activation des éosinophiles, activation des
cellules B), IL-9 (maturation des basophiles, production de mucus), IL-13 (activation des
cellules B, soutien des cellules dendritiques dans la migration vers les ganglions lymphoides,
remodelage et contraction des voies respiratoires). De plus, les ILC2 peuvent introduire
I'antigéne apprété directement dans les cellules T, via les molécules du CMH Il (Cheng et al.,
2018; Helfrich et al., 2019; Martinez-Gonzalez et al., 2015).

Les cellules Th2 activées stimulent les lymphocytes B a produire des IgE (aprés commutation
de classe). Les anticorps IgE se fixent sur les mastocytes et les basophiles via le récepteur a
forte affinité au IgE, le FceRI. Ce récepteur est également exprimé a la surface des cellules
dendritiques, des macrophages, des cellules de Langerhans, des éosinophiles et des monocytes
(Shin et al., 2015). Structurellement, les récepteurs FceRI sont constitués de chaines o, B et yy.
La chaine o est responsable de l'ancrage de I’IgE. Les chaines restantes participent a la
stabilisation de I'ensemble de la structure, ainsi qu'a la transmission du signal. Le récepteur
FceRII pour les IgE, et notamment sous sa forme dissoute, n’interagit pas directement avec les
IgE mais semble avoir plus une fonction régulatrice. La plupart des IgE spécifiques produites
sont liées aux mastocytes et restent stockées jusqu'au prochain contact avec le méme allergene.
Le pool mineur d'IgE spécifiques non liées circule librement dans le sang périphérique (Galli
et al., 2012). Cette préparation, appelée sensibilisation, est primordiale dans le développement

ultérieur de la réaction allergique.
3.2. Réaction allergique

Les allergies respiratoires sont le plus souvent des réactions d’hypersensibilités de type |
médiées par les IgE et qui surviennent apres un second contact avec un allergéne (Figure 2).
Lors du second contact avec l'allergene, les mastocytes reconnaissent l'allergene via les IgE
spécifiques préfixées a leur surface. Il s'agit de la premiére phase du développement de
I'nypersensibilité/réaction allergique. Les mastocytes, avec les IgE préalablement ancrées,

relient les particules allergenes. L'allergéne doit étre relie par au moins deux IgE sur le
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mastocyte. Pendant la phase de repos/anticipation, les récepteurs FceRI sont uniformément
répartis sur la surface des mastocytes. La liaison avec l'allergene permet a la formation de
clusters, qui conduisent a I'activation cellulaire et a sa dégranulation (Kawakami et al., 2016).
Ce processus commence par la réaction des chaines gamma et béta du FceRI avec une protéine
kinase, par exemple, Syk (spleen tyrosine kinase), Btk (Bruton's tyrosine kinase), LYN et Fer
(protéines tyrosine kinase), qui provoque l'activation de deux voies de signalisation : MAP
kinase (Mitogen activated protein) et la phospholipase C (Figure 3). La phospholipase C
transforme le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) en IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphate)
et DAG (Diacylglycerol). L'IP3 est responsable de I'ouverture du canal calcique. Le DAG active
la protéine kinase C (PKC), qui influence davantage la phosphorylation des protéines. La PKC
et le calcium influencent la structure du cytosquelette. Les vésicules granulaires se rapprochent
de la membrane cellulaire et se préparent a ’exocytose. L'activation de la MAP kinase conduit
a des processus de phosphorylation des protéines, qui déclenchent la synthése de leucotriénes

et de prostaglandines (Moeller et al., 2019; Steelman et al., 2015).

Les mastocytes et les basophiles produisent de nombreux facteurs affectant les processus pro-
inflammatoires et allergiques. Ces médiateurs peuvent étre divisés en trois groupes : (1) ceux
stockés dans les granules (préformés), (2) les médiateurs produits de novo et (3) les cytokines.
L'histamine est située parmi les médiateurs stockés dans les granules et peut étre libérée des
cellules par un stimulus immunologique (IgE) ou de maniere non immunologique. L'histamine,
réagissant par l'intermédiaire des récepteurs H1 ou H2 sur les cellules effectrices, est
responsable de réactions pro-inflammatoires locales, d'une augmentation de la perméabilité
vasculaire et d'un spasme des muscles lisses. L'histamine, puissant chimio-attractant, favorise
la sécrétion de prostaglandines. Lors d'une dégranulation treés intense des mastocytes,
I'nistamine peut pénétrer dans le sang et présenter des symptémes systémiques (anaphylaxie)
(Borriello et al., 2017; Thangam et al., 2018). En plus de I'histamine, les protéoglycanes, sérine

protéases, TNF-a, facteurs chimiotactiques sont stockés dans les granules.

Parmi les médiateurs produits de novo figurent les métabolites de I'acide arachidonique : les
prostaglandines, les leucotriénes et le facteur d'activation plaquettaire (PAF). Les mastocytes
secretent toute une panoplie de cytokines : I’IL-4, I’IL-1, I’IL-3, I’IL-10, I’IL-13, le TNF-a et
le TNF-B (Moon et al., 2014). Ils peuvent étre activés, non seulement par I'allergéne et les IgE,
mais aussi par les protéines du complément (C3a, C4a et C5a), les cytokines (IL-4, IL-5 et IL-
8), les activateurs du TLR, I’acétylcholine, la méthacholine, le changement de température, le

stress et le rayonnement UV (Wang et al., 2016). Sur le plan clinique, cette activation non
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spécifique des mastocytes peut provoquer des symptémes similaires a ceux de I'allergie de type
I mais sans I'implication des IgE, ce qui peut conduire & un diagnostic incorrect (Cardet et al.,
2013; Gonzélez-de-Olano et al., 2016). Les manifestations cliniques dépendent du lieu ou la

dégranulation cellulaire s'est produite et peuvent avoir un caractere spécifique a un organe ou

systémique.
Allergénes
Etat physiologique Sensibilisation Reexposition
CPA cPA

Présentation d’antigéne Présentation d’antigéne Eosinophile

Sécrétion des cytokines et leucotriénes

Mastocyte

Sécrétion de I’histamine, des cytokines

et des prostaglandines

LB mémoire Plasmocyte

Figure 2. Schéma illustrant le mécanisme réactionnel de 1’allergie respiratoire (Jakubczyk

and Gorska, 2021).

L'intensité et la nature de la réaction allergique dépendent de nombreux facteurs, dont le nombre
d'IgE et de mastocytes, le type d'allergéne, la voie d’activation et le niveau de sensibilisation.
Les médiateurs pro-inflammatoires (par exemple, I'nistamine) libérés par le mastocyte dans les
voies respiratoires ont une importance chimiotactique, bronchoconstrictrice, vasodilatatrice et

augmentent la perméabilité des vaisseaux sanguins, ce qui est une cause d'infiltration
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inflammatoire, d'cedéme, de larmoiement, de difficulté respiratoire et d'augmentation de mucus

(Massoud et al., 2019).

L'innervation de la fibre neuronale déclenche les bronchospasmes, la dyspnée, les
démangeaisons et les rougeurs. La phase précoce commence juste aprés quelques
secondes/minutes apres le contact avec un allergene et dure 1 a 2 h. Pour la phase tardive de la
réaction, la caractéristique est un apport de basophiles, d'éosinophiles, de lymphocytes T et de
médiateurs pro-inflammatoires produits de novo. La phase tardive est moins intense que la

phase précoce mais dure plus longtemps (Vedanthan et al., 2021).

Allergene

- Polymérisation de I’actine
- Dégranulation

- Expression des génes o .
Transcription des génes

Noyau

Figure 3. Voie de signalisation intercellulaire activée suite a la réticulation des IgE liées au
FceRI (Burks et al., 2020).

4. Facteurs prédisposant aux allergies respiratoires

Etant donné que I'allergie a généralement une matrice & multiples facettes, de nombreux facteurs
peuvent augmenter la probabilité de son développement. Les facteurs prédisposant les plus

connus sont :
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4.1. Génetique

Il a été bien établi que les allergies respiratoires sont fortement affectées par I’hérédité et
qu’avoir un membre de famille de premier degré allergique (ayant une rhinite allergique ou
asthmatique) est un des plus grands facteurs de risques. L’héritabilité d’une allergie respiratoire
est estimée a environ 70 % pour la rhinite allergique. Cependant, aucun gene unique ni un
polymorphisme donné ne sont constatés comme gene ou polymorphisme directement impliqué
dans le développement, la persistance ou la sévérité d’une allergie respiratoire. Mais, plusieurs
génes et différent variants, chacun a faible effet, sont responsables de cet effet héréditaire.
Plusieurs études d'association pangénomique (GWAS, Genome-Wide Association Study) ont
identifié de maniére reproductible un certain nombre de loci candidats associés aux allergies
respiratoires, y compris DENND1B, CHI3L1, IL1IRL1/IL18R1, PDE4D, TSLP, RAD50, IL33,
SMAD3 et ORMDL3/GSDM A/B, DPP10 et CDHR3 (Khan, 2014; Mims, 2015; Padem et al.,
2019; Vedanthan et al., 2021).

4.2. Epigenétique

L’épigénétique est définie comme toute modification dans un phénotype ou une expression
d’un géne qui aura lieu (par des mécanismes de méthylation ou d’acétylation) sans affecter la
séquence d’ADN. Elle est désormais proposée comme le lien entre les facteurs génétiques et
les facteurs environnementaux. Plusieurs études ont constaté que la méthylation d’ADN est
fortement liée de maniere causale au développement d’une rhinite allergique et/ou d’asthme.
Par exemple la différentiation du Th1 est associée a une déméthylation du gene qui code I’'TFNYy.
Bien que la différentiation du Th2 est liée a une déméthylation de la région promotrice de I’IL-

4 (Burks et al., 2020; Chang et al., 2020).
4.3. Exposition aux allergénes

Une forte exposition aux allergénes in utero et surtout durant la petite enfance est considéréee
comme un important facteur de risque de développer une allergie respiratoire (Eguiluz-Gracia

et al., 2020). Les allergenes les plus liés au développement d’allergie respiratoire sont:

e I’exposition par inhalation :
o lepollen;
o les acariens ;
o lesallergenes fongiques ;

o les squames d’animaux (Berko et al., 2020).
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e les allergenes alimentaires (Jeebhay et al., 2019).
4.4. Pollution

Un des facteurs de risques recevant de plus en plus d’attention. La pollution de 1’air ambiant
contient plusieurs composés ; cependant la plupart des études se sont principalement

concentrées sur :

les matiéres particulaires PM (Particulate Matter) :
o PMi:<10 um;
o PMa2s5:<2.5pum.
- le dioxyde de Nitrite (NO 2) ;
- le dioxyde de Sulfure (SO 2) ;
- le monoxyde de Carbon (CO) ;
- I’Ozone (O 3) (D’Amato et al., 2020; Helander et al., 1997; Millar et al., 2022;
Ziemianin et al., 2021).

Ces matiéres particulaires peuvent contribuer au développement d’atopie par différents

mécanismes :

= d’affecter I’épithélium nasal ;
= d’affaiblir le systeme immunitaire ;

= d’augmenter le pouvoir allergéne d’autres allergénes (Burks et al., 2020).
4.5. Fumée du Tabac

Les allergies respiratoires sont souvent associées a la fumeée active ou passive du tabac.
L’exposition au tabac peut contribuer a I’installation d’une atopie via différents mécanismes,

dont les plus connus sont :

= un endommagement direct de la surface de la muqueuse nasale ;

= une altération des mécanismes épigénétiques par une acétylation des histones,
une expression de microARN et une méthylation de I’ADN ;

= une sécrétion de cytokines / chimiokines favorisant la formation des Th2
(Massoud et al., 2019).

4.6. Microbiome

Une perturbation dans le microbiome des voies respiratoires ou/et du tractus gastro-intestinal

est considérée comme un facteur de risque dans le developpement des allergies respiratoires.
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Par exemple, une colonisation précoce par Corynebacterium spp., Dolosigranulum spp. et
Moraxella spp. est corrélée & une voie respiratoire saine. Cependant, une colonisation
nasopharyngée par Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis et Haemophilus
influenzae est associée au développement d’une allergie respiratoire chez les nouveaux nées

(Barcik et al., 2020; Gensollen et al., 2017; Koidl et al., 2021; Ver Heul et al., 2019).

5. Types d’allergies respiratoires
5.1. Rhinite allergique

La rhinite allergique est une affection nasale causée par une réponse inflammatoire médiée par
les IgE suite a I'exposition de la muqueuse nasale a des allergenes. Les principaux symptémes
qui caractérisent la rhinite allergique comprennent les démangeaisons nasales, les
éternuements, la rhinorrhée et la congestion nasale. La rhinite allergique peut étre caractérisée
par sa gravité, sa durée ou son caractere saisonnier. Elle est classée en fonction des symptomes
généralement divisés en saisonniers ou pérennes. La variante saisonniére de la rhinite allergique

est le plus souvent causée par le pollen des arbres (Wise et al., 2018).
5.2. Asthme

L'asthme, maladie respiratoire chronique, se définit par une inflammation des voies
respiratoires provoquant une obstruction réversible des voies respiratoires et implique souvent
une respiration sifflante, un essoufflement, une toux et une oppression thoracique. Il existe

différents types d'asthme dont le plus courant est I'asthme allergique (Choi et al., 2022).

5.3. Pollinose

La pollinose ou « allergie au pollen », également connu sous le nom de rhume des foins ou
rhinite allergique saisonniere, survient suite a 1’exposition répétée d’une personne atopique a
des allergénes du pollen. Cette exposition se traduit par une réaction d’hypersensibilité de
type | (Massoud et al., 2019).
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L'allergie au pollen est parmi les maladies non-transmissibles les plus fréquentes. Méme si elle
est souvent considérée comme une affection banale, la pollinose est une maladie respiratoire
majeure avec une morbidité ayant un impact socioeconomique lourd suite a I’affection majeure
de la qualité de vie (Suanno et al., 2021).

Les grains de pollen en suspension dans l'air, en particulier ceux des especes végétales
pollinisées par le vent (anémophiles), comptent parmi les agents étiologiques les plus
importants de la rhinite et 1’asthme allergiques (Hellings et al., 2017; Meng et al., 2020). En
outre, plusieurs études ont mis en évidence 1’association du pollen au probléme croissant de
respiration sifflante, de dermatite atopique (eczéma) et des maladies pulmonaires obstructives
chroniques (MPOC) chez les personnes sensibles (Singh et al., 2021).

La sensibilisation allergique au pollen a une distribution mondiale mais dépend plus des
contributions régionales des espéces végétales endémiques. Le pollen dérivé de ces especes est
libéré dans I'atmosphere a divers intervalles saisonniers tout au long de I'année et I'exposition
personnelle peut entrainer des profils uniques de sensibilisation aux aéroallergénes au sein d'une

communauté (Ramon et al., 2021).

1. Pollen

Les grains de pollen (environ 5 - > 200 um) représentent les gamétophytes males dans la
reproduction sexuée des plantes a graines (gymnospermes et angiospermes/plantes a fleurs).
Leur fonction intrinseque est de décharger les gametes males pres du gameéte femelle pour la
fécondation en passant par plusieurs étapes séquentielles. Les grains de pollen se développent
dans les anthéres (phase de développement) ; apres leur dispersion a partir des anthéres, les
grains de pollen restent des unités fonctionnelles indépendantes (phase de libre dispersion)
jusqu'a ce qu'ils atterrissent sur le stigmate par pollinisation. La phase de dispersion libre couvre
les événements a partir du moment ou le pollen est libéré de I'anthére jusqu'a ce qu'il se pose
sur le stigmate. Au cours de cette phase, les grains de pollen répondent aux différentes variables
environnementales. Les grains de pollen de la majorité des especes sont excrétes dans des
conditions desséchées (avec une teneur en humidité généralement <20 % ); cependant, les
grains de pollen de Poaceae (graminées) sont libérés dans des conditions plus hydratées
(environ 50 % d'humidité) (Shivanna et al., 2020).

Les grains de pollen présentent une structure relativement homogene renfermant tout le matériel
biochimique nécessaire pour délivrer le gaméte male a I'ovule. Ils comprennent une cellule
reproductrice renfermée dans une double enveloppe. L’enveloppe interne « intine » est lisse et

cellulosique. L’enveloppe externe « exine » est de nature protéique et ornementée d’épaisseur

15



Partie théorique Chapitre 2. Allergie au pollen

et de pores appelés apertures (Figure 4). Le grain de pollen lui-méme est immobile et sa
dispersion est facilitée par des agents tels que I'eau, les insectes, les oiseaux et le vent. Par
conséquent, les grains de pollen sont considérés comme des aéroplanctons (flottant dans I'air)

entourant les étres humains (Xie et al., 2019).

Les plantes entomophiles (pollinisées par les insectes) produisent une faible quantité de pollen
lourd ou collant qui ne sont pas aéroportés en raison de leur poids moléculaire élevé. Alors que
les plantes anémophiles (pollinisés par le vent), y compris les arbres, les dicotylédones
herbacées (mauvaises herbes) et les graminées, possedent de grandes étamines portées sur de
longs filaments bien exposes, souvent organisés en chatons. Leurs fleurs manquent
généralement de couleur, de parfum et de nectar et libérent de grandes quantités de pollen durant
les temps chauds et secs. Selon la saison, les grains de pollen anémophiles peuvent rester en
suspension dans l'air pendant des jours et étre transportés a des centaines de kilometres de leur
point d'origine. La taille est un attribut physique critique pour les aéroallergenes et une
considération importante dans la pathogenese des allergies respiratoire en général et des
pollinoses en particulier. Les grains de pollen aéroportés varient en taille de 15 a 75 um (Jae-
Won, 2022).

Cellule reproductrice

Exine

Intine

Aperture

Figure 4. Structure d'un grain de pollen (Katifori et al., 2010).

2. Allergénicité du pollen

Le pollen affecte en général la muqueuse des voies respiratoires supérieures. Chaque grain de
pollen est une structure a double paroi (sauf dans certains cas) contenant différents métabolites
comme des protéines, des glucides, des hormones, des acides organiques, des pigments et des

minéraux, etc.
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Les protéines présentes a l'intérieur des grains de pollen peuvent étre a I’origine de I’activation
de fortes réactions d'hypersensibilité de type | chez les personnes sensibilisées. Ainsi, le
déclenchement de ces réactions allergiques exige au préalable la libération des protéines
allergéniques du pollen (Ravindra et al., 2022). Deux mécanismes préliminaires sont

nécessaires pour que les particules allergenes soient expulsées des grains de pollen :

a- I’hydratation des grain de pollen au contact de 1’épithélium respiratoires humides, telles
que la conjonctivite et le nez, favorise la diffusion et I’expulsion de ses constituants
allergiques ;

b- le pollen peut libérer des matieres allergénes par choc osmotique au contact de I'eau de
pluie respirables lors du dessechement (Stone et al., 2021).

L'expulsion du contenu pollinique vers I'extérieur donne naissance & de petites structure
appelées granules cytoplasmiques de pollen « GCP ». Ces derniéres contiennent les principaux

allergenes du pollen et regroupent principalement :

o des micro-granules cytoplasmiques (< 5pum) :
= les submicroniques ;
= les subpolliniques ;
= les paucimicroniques.
o des granules d'amidon (amyloplastes, 3 um de diametre ; environ 700 par grain
de pollen) ;
o des particules P qui sont des corps précurseurs de paroi contenant des

polysaccharides (pectine).

Les GCP, en raison de leur taille trés réduite, peuvent atteindre les voies respiratoires inférieures
et induire ainsi des réactions allergiques, médiées par les IgE, plus fortes comparativement a
celles provoquées par le grain de pollen entier. Ces mécanismes reflétent la probabilité d'induire
des épidémies, comme l'asthme lié aux orages et leur lien avec l'augmentation des
hospitalisations quelques heures apres le passage de I'orage (Hew et al., 2019; Ravindra et al.,
2021; Stone et al., 2021).

Une densité de 20 a 100 grains de pollen/m? est considérée comme suffisante pour déclencher
une pollinose chez des personnes sensibilisées. Pour tout individu, I'allergie au pollen reflétera
la flore d'un endroit particulier, ainsi que les caractéristiques spécifiques au pollen et aux
allergénes de pollen telles que la capacité de libération, la densité flottante, la dispersibilité,
I'abondance et la profusion (Jae-Won, 2022; Suanno et al., 2021).
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2.1. Allergénes de pollen

D’apres Allergome, base de données spécialisée des molécules allergenes, 1407 différents
variants d’allergénes polliniques sont répertoriés. Environ 1000 allergenes polliniques sont
désormais identifiés : la structure moléculaire, la source botanique ainsi que les especes
sensibles possibles. Parmi eux, plus de 150 différents allergenes de pollen ont été confirmés
comme allergénes impliqués dans le développement d’allergies respiratoires chez ’Homme

(Suanno et al., 2021; Xie et al., 2019).

En fonction de la séquence protéique, les allergénes du pollen sont répartis sur 29 familles de
protéines (Tableau 1). Les allergenes appartenant aux familles d’Expansines N-terminal
(Groupe 1) et Ole e 1-like (Groupe 5) sont les plus allergisants et les principaux contributeurs
a l'allergie au pollen. Les poids moléculaires des protéines polliniques allergéniques sont
compris entre 10 et 94 KDa (Radauer et al., 2006; Sénéchal et al., 2015; Yagami et al., 2019).

Les principaux types de pollen causant la pollinose dans la région méditerranéenne proviennent
des graminées (type de pollen Poaceae) et de l'olivier (type de pollen Olea). Les graminées sont
la principale cause d'allergie dans le monde. Alors que I’olivier est compté comme I’allergéne
le plus important dans le bassin méditerranéen en raison de la vaste distribution de cette culture

agricole (Garcia-Mozo, 2017).

Dans le cas des groupes d'allergénes des graminées (famille Poaceae), il existe une
prédominance de la prévalence de sensibilisation des groupes 1 et 5 (Plaza et al., 2016). Les
deux groupes comprennent les allergénes majeurs, en particulier les allergénes de Phleum
pratense, Phl p 1 (groupe 1) et Phl p 5 (groupe 5). L'analyse des IgE spécifiques permet de
distinguer les patients sensibilisés a ces allergenes qui déclenchent des reactions allergiques
chez respectivement plus de 90 % pour le Phl p 1 et 65 a 85 % pour le Phl p 5 des personnes

sensibles aux graminées (D’ Amato et al., 2007; Kailaivasan et al., 2018).

Dans le cas de I'olivier, Ole e 1 est I'allergéne majeur avec 80 % des individus allergiques au
pollen de I'olivier sensibilisés a cet allergéne (Asam et al., 2015). Ole e 1 est impliqué dans
I'hydratation et la germination du pollen (Feo Brito et al., 2011; Lara et al., 2023; Plaza et al.,
2016).
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Tableau 1. Répartition des allergenes polliniques en familles de protéines
(Radauer et al., 2006).

Membres de famille (sur 157
Famille Ordre (sur 29) séquences protéiques
identifiées)

Expansine N-terminal 1 14

Profiline 2 21

Main EF (EF-Hand) 3 14

Expansine C-terminal 4 26

Ole e 1-like 5 9

Pectate lyase 6 9

Ribonucléase 7 8

Bet v 1-like 8 8

Glycosyl hydrolase 28 9 7

Domaine de liaison au FAD 10 .
(FAD-binding domain)

Thaumatin-like 11 6

Prolamine 12 4

Amb V allergénes 13 3

*Seules les familles d'allergenes polliniques comptant au moins 3 membres sont répertoriées
2.2. Pathogénes de la pollinose

Les réactions immunologiques liées a I’allergie au pollen sont souvent décrites comme
associees a une activation dépendante des IgE spécifiques de l'allergene, une réaction
d’hypersensibilité type I (Vedanthan et al., 2021).

Outre le mécanisme allergique classique décrit dans le chapitre précédent, de nouvelles
cytokines émergentes IL-33, IL17 et leurs cellules productrices Th17 contribuent également
aux réponses immunitaires pathogenes de l'allergie respiratoire au pollen. Au jeune age, les
mutations de FOXP3 peuvent conduire au syndrome lié a I'X appelé poly-endocrinopathie et
entéropathie  d'immunodéficience (IPEX: Immunodysregulation Polyendocrinopathy

Enteropathy X-linked), qui est une combinaison d'auto-immunité et de troubles allergiques
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graves. Contrairement a la Th17, il a été suggéré que les cellules T régulatrices (Treg) Foxp3*,
CD4" et CD25" suppriment I'inflammation allergique principalement par contact cellulaire ou
par sécrétion de cytokines solubles, telles que I'lL-10 et le TGF- (Transforming Growth Factor
B). Les cellules Treg atténuent les symptdmes des patients souffrants d’allergie au pollen non
seulement en inhibant les mastocytes et la production d'IgE spécifiques au pollen, mais
également en inhibant la maturation des cellules dendritiques (D’ Amato et al., 2020; Damialis
et al., 2019; Sone et al., 2005; Yagami et al., 2019).

2.3. Facteurs environnementaux affectant I’allergénicité du pollen

En raison de la nature omniprésente des grains de pollen, on estime qu'un pourcentage élevé
d'’humains sont sensibles a ces types d'allergenes. La prévalence des allergies au pollen sont en
augmentation continue. Par exemple, il a été établi par I'enquéte européenne sur la santé
respiratoire (European Community Respiratory Health Survey) que la prévalence de la rhinite
allergique est passée de 4 % a 32 % en Europe (Jae-Won, 2022). De nombreux facteurs sont
impliqués dans l'augmentation du nombre et/ou du pouvoir allergénique des allergenes

polliniques dans I'atmosphére (Figure 5) (Ravindra et al., 2022), tels que :

2.3.1. Changement climatique et le réchauffement climatique

Le changement climatique et l'augmentation de la température de surface globale dans
I'atmosphére ont un impact significatif sur les événements du cycle de vie des plantes
(photosynthese et croissance des plantes) et leurs parametres physiologiques (tels que la
production de pollen, la morphologie et la saison pollinique) (Damialis et al., 2019; Poole et
al., 2019; Ziello et al., 2012).

Par conséquent, la relation globale entre les facteurs climatiques, les conditions
météorologiques et les concentrations de pollen peut étre complexe et multidimensionnelle. Le
CO est considére comme la seule source de carbone aux plantes, ce qui affecte la
photosynthése, la croissance des plantes et la production de pollen (Ziska et al., 2019). Une
augmentation de la température et du COz influence la concentration de pollen, la chronologie
des saisons, la force et la durée, et peut-étre une augmentation du contenu allergéne, qui ne reste
pas constant et se révele variable entre les diverses espéces émettant du pollen dans I'atmosphere
(Beggs, 2015; Ziska et al., 2019). Par conséquent, ces événements changeants affectent le

modele de pollen qui pourrait affecter la pollinose et exacerber d'autres maladies allergiques.
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2.3.2. Conditions météorologiques et de la répartition géographique

Un autre aspect contribuant & I'ampleur et & la concentration du pollen est le changement des
conditions météorologiques et de la répartition géographique (Gross et al., 2019; Skjath et al.,
2013; Wjst et al., 2005). La concentration de pollen sur un site particulier refléte la distribution
des sources de pollen a quelques kilometres du site (Ravindra et al., 2022). Les changements
des facteurs météorologiques, en particulier la vitesse et la direction du vent, auront un impact
direct sur les activités polliniques aérobiologiques telles que I'émission, la dispersion, la
transmission et le dépdt. Cela a un effet direct sur la prévalence et I'occurrence des allergies au
pollen (Poole et al., 2019). Certaines preuves soutiennent que les populations sensibles
réagissent aux changements metéorologiques brusques dans I'environnement, par exemple, les
orages (Hew et al., 2019; Sabih et al., 2020). De nombreuses études ont rapporté le transport a
longue distance du pollen a partir de leurs sites de libération. Les grains de pollen se dispersent
et se déplacent d'un endroit a un autre en raison des conditions météorologiques changeantes,

exposant les humains & de nouveaux allergenes (S. Yang et al., 2019).
2.3.3. Pollution

L'urbanisation rapide non planifiée avec des émissions élevées de véhicules a été signalée
comme étant liée a l'incidence croissante des pollinoses en particulier de toutes les allergies
respiratoires induites par le pollen (Ghiani et al., 2012). Des études cohérentes soutiennent que
les personnes vivant dans les zones urbaines sont plus susceptibles au développement d'allergies
au pollen que les personnes vivant dans les zones rurales (Charalampopoulos et al., 2021;
Sénéchal et al., 2015). De plus, les polluants atmosphériques et le pollen sont connus pour avoir
un effet synergique sur la santé humaine (Ravindra et al., 2022). Les polluants atmosphériques
peuvent se fixer a la surface des grains de pollen et peuvent modifier la morphologie
(changement de diameétre, amincissement de I'exine, rupture de I'exine) de ces agents porteurs
d'antigénes et altérer le potentiel allergisant (Oduber et al., 2019). L'exposition aigué et
chronique a divers polluants tels que le dioxyde d'azote (NO3), le dioxyde de soufre (SO2),
I'ozone (O3) et les matieres particulaires (les PM 25 et les PM 10) intensifie la réactivite des voies

respiratoires au pollen chez les individus atopiques (Zhao et al., 2016).
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Figure 5. Les facteurs environnementaux affectant 1’allergénicité du pollen (Ravindra et al.,
2022).

Ces observations montrent une association claire entre les changements de température, les
paramétres météorologiques, la pollution de I'air et le nombre/concentration de pollen ambiant.
La relation entre les facteurs climatiques et la production de pollen en suspension dans l'air

pourrait avoir un systeme multifactoriel multiple (Ravindra et al., 2021).

3. Syndrome pollen-aliment

Le syndrome d'allergie au pollen-aliment (PFAS : Pollen-Food Allergy Syndrome), est une
réaction allergique immédiate localisée qui survient principalement dans la bouche et la gorge.
Le PFAS se developpe suite a la consommation d’aliment (Ilégumes ou de fruits frais) présentant
une réactivité croisee avec le pollen chez les patients allergiques au pollen. Avec le nombre
croissant de patients atteints de pollinose, le nombre de patients atteints de PFAS a également

augmenté ces derniéres années (Carlson et al., 2019; Poncet et al., 2020; Sakamoto et al., 2022).

Le PFAS est un sous-type du syndrome d'allergie orale (OAS : Oral Allergy Syndrome). Il se

caractérise généralement par les symptomes suivants : des démangeaisons et une géne au niveau

22



Partie théorique Chapitre 2. Allergie au pollen

des muqueuses buccale, pharyngienne et labiale. Ces symptomes disparaissent spontaneément
dans de nombreux cas. Bien que tres rarement, des symptdmes respiratoires (rhinite et
congestion pharyngée), gastro-intestinaux (diarrhée et douleurs abdominales) et systémiques

(urticaire et choc anaphylactique) peuvent survenir (Ebisawa et al., 2017; Yagami et al., 2019).
3.1. Allergénes déclenchant le PFAS

La principale préoccupation dans le PFAS concerne les allergénes alimentaires de classe II.
Ces derniers représentent les allergenes d’origine alimentaire qui ne sont pas impliqués dans la
sensibilisation chez une personne atopique, mais qui sont responsables seulement du
déclenchement de la réaction allergique. Cependant, les allergenes alimentaires de classe | sont
tout allergéne d’origine alimentaire impliqué directement dans la sensibilisation et le

déclenchement d’une réaction allergique chez une personne atopique (Carlson et al., 2019).

Lors du PFAS, la sensibilisation des patients atopiques est assurée par les allergénes du pollen
et non pas les allergénes alimentaires. Cependant, la réaction d’hypersensibilité est déclenchée
par des allergénes alimentaires de classe Il. Ces derniers possedent une réactivité croisée avec

I’allergene pollinique ou I’individu est sensibilisé (Burks et al., 2020).
3.2. Réactivité croisée entre les allergénes de pollen et d’aliments

La réactivité croisée en termes immunologiques fait référence a la capacité des composants du
systtme immunitaire (dans le cas d’allergie, les anticorps IgE et/ou les lymphocytes T) a
reconnaitre différents antigénes. Les allergenes de pollen induisent des schémas larges et
complexes de réactivité croisée avec les IgE, bien que la réactivité croisée entre les allergénes
de pollen soit principalement observée en relation avec I'allergéne pollinique majeur « Bet v
1». Les extraits d'aulne, de charme, de noisetier, de chéne, de chataignier et de hétre
contiennent des allergénes homologues et présentant une réaction croisée in vitro avec
1’allergene pollinique « Bet v 1 ». Cette réactivité croisée a été confirmee par les résultats des
tests cutanés (SPT) et du RAST (RadioAllergoSorbent Test) (Biedermann et al., 2019).
D’autres exemples de la réactivité croisée entre des allergeénes protéiques et des allergénes

alimentaires sont récapitulés dans le tableau 2 (Poncet et al., 2020).
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Tableau 2. Tableau récapitulatif des réactivités croisées entre les allergenes polliniques et les

allergénes alimentaires (Poncet et al., 2020).

Familles Sources d’allergénes Syndrome ou I’association
d’allergénes Pollen Aliment Pollen Aliment
PR10
(FEUIEEER Betv1 Mal d 1 Bouleau Pomme
Related proteins
10)
Bet v 2 Apig4,Mald4 Bouleau Céleri-rav\e, Pomme et
etPrup4 Peche
Chea?2 Cucm?2 Chénopodes Melon
Phl p 12 Solall .
Cynpd12 cucm2 Herbe Fruits
Profiline Litc1 Compositae Ff“”? exotiques
. . Céleri-rave et les
Artv 4 Apig 4 Armo!se épices
Prup4 Armoise \
Sina4 Armoise LI
Moutarde
Amb a8 Cucm 21et Mus a Ambroisie Melon et Banane
LTP (Lipid Amb a6 Mus a 3 Ambroisie Banane
Transfer Artv 3 Sina3 Armoise Moutarde
Proteins) Prup 3 Peche
Plaa3 Prup3 Platane Fruits
Oxydoréductase Artv 60 KDa Apigbh Armoise Céleri-rave et les
FAD- épices
dépendante Artv 60 KDa Inconnu Armoise Moutarde
Défensine Artv1 Inconnu Armoise Camomille
(putatif)
Snakin/GRP Cups7,Cryj Prup7etCits7 Cupressaceae Peche et agrumes
(Gibberellin- 7TetJuna?
Regulated
Proteins)
Polygalcturonase Cry j2etJun Sola | PG Cupressaceae Tomate
az2
Isoflavone Bet v 6 Pyrc5 Bouleau Fruits
réductase
B-1,3 Glucanase Olee9 Mus a 5 Pollen Latex Aliments
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Matériels & Méthodes

1. Echantillons de pollen d’abeille

Huit échantillons de pollen d’abeille destinés a la consommation humaine proviennent de
différents ruchers des colonies de I’abeille Apis melliféra intermissa tellienne localisés dans le
Nord de I’Algérie : Constantine, Guelma, Boumerdes, Sétif, Jijel, Skikda, Khenchla et Tizi

Ouzou (Figure 6 et annexe 1).

Les échantillons de pollen d’abeille ont été collectés par les apiculteurs durant la saison florale
de I’année 2019. Les échantillons préséchés, par les apiculteurs, ont été conservés au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur utilisation.

Figure 6. Géopositionnement des ruchers dans la zone d'étude.
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2. Analyse palynologique

2.1. Principe
L’analyse palynologique des échantillons de pollen d’abeille a été réalisée par microscopie
(Louveaux et al., 1978). Le principe est base, en premier temps, sur 1’identification sous
microscope de ’origine botanique de chaque grain de pollen, puis, sur la détermination des
fréquences d’occurrence de chaque type de pollen, par un comptage Sous microscope, sur un

nombre total qui dépasse les 500 grains tous types confondus.

2.2. Mode opératoire
Des spécimens de dix grammes de chaque échantillon ont été mélangés avec 100 mL de I’cau
chaude (50°C). Deux heures plus tard, les pelotes de pollen d’abeille ont été totalement macérés
avec un baton en verre. Les mélanges ont été centrifugés a 2500 rpm pendant 10 min et les
surnageants ont été éliminés. Ensuite, 50 mL d’une solution glycérine : eau (1v : 1v) ont été
rajoutés aux résidus du pollen d’abeille. Deux autres centrifugations ont été effectuées, dans les
mémes conditions, apres 2 heures et 24 heures. Enfin, le montage des lames a été procédé selon
la méthode de la gelée de glycérine (Riding, 2021). Pour augmenter le contraste, la fuchsine

basique a été utilisée comme colorant durant le processus de montage des lames.

L'observation des grains de pollen a été réalisée a l'aide d'un microscope optique, BIOSTAR
B4 SP Microscope (Exacta Optech, Minchen, Allemagne), équipé d'un systeme d'analyse
d'images EOS 450 D (CANON Inc., Japon). Les types de pollen ont été identifiés en comparant
la forme des grains ainsi que la texture de leur surface par rapport a la littérature spécialisée,
« Atlas de pollen » et une collection de référence du Département de Biologie Végétale et

Sciences du Sols de la Faculté des Sciences, Université de Vigo a Ourense, Espagne.

Quand le grain de pollen est constaté comme une espece spéecifique ou appartenant a un genre
bien déterminé, le nom scientifique de I’espéce ou du genre est attribué et ce grain est ainsi
désigné. Cependant, lorsqu’un grain de pollen posséde une morphologie similaire a celle de
certaines especes, d’un genre ou d’une famille botanique, la nomenclature « type de pollen »
est utilisee. A cet effet, un type de pollen peut étre défini comme un groupe de plantes ayant

des grains de pollen morphologiquement similaires sous microscope optique.

La fréequence d'occurrence (FO) a été attribuée aux types de pollen de chaque échantillon en
fonction du pourcentage d'occurrence de chaque type de pollen dans I'ensemble d'échantillon,

les fréquences d’occurrence ont été réparties en quatre catégories :
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- rare (moins de 10 %) ;

- peu fréquent (10 a 20 %) ;

- fréquent (21 4 50 %) ;

- trés fréquent (plus de 50 %) (Alves et al., 2014).

w

Etude phytochimique des extraits de pollen d’abeille
3.1. Préparation d’extraits

Les extraits ont été préparés par la macération de 300 g d'échantillons de pollen d'abeille broyés
dans 600 mL de I'éthanol (96 %) (1p : 2v) pendant 5 jours a température ambiante sous
agitation, avec renouvellement du solvant le troisieme et le quatrieme jours. Les extraits
éthanoliques de pollen d'abeille ont été obtenus en mélangeant, filtrant et concentrant les
produits de toutes les extractions pour chaque échantillon dans un rotavap a 40 °C.

3.2. Composants phénoliques

3.2.1. Teneurs en polyphénols totaux (TPT)

Principe
Les teneurs totales en composés phénoliques des 8 extraits ont été évaluées par
spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Brievement,
en présence de composés phénoliques le réactif de Folin-Ciocalteu est réduit en mélanges
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite est directement

proportionnelle a la quantité de polyphénols présentes dans I’extrait.

Mode opératoire
Dans des microplaques de 96 puits, 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (a 1/10 (v/v)) et
7,5 uL de carbonate de sodium (7,5 %) ont été rajoutés a 20 puL d'extrait. Aprés une incubation
de 2 heures dans Il'obscurité, les absorbances sont mesurées a 765 nm. Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique pour un gramme d'extrait de pollen
d'abeille (mg EAG/ g).

3.2.2. Teneurs en flavonoides totaux (TFT)

Principe
Les teneurs totales en flavonoides ont été determinées par la méthode colorimétrique au

trichlorure d’aluminium (Topcu et al., 2007). Le principe de la méthode est fondé sur la

27



Matériels et Méthodes

détection de complexes stables formés par le trichlorure d’aluminium avec les flavonoides en

milieu acide ayant une absorption maximale a 415 nm.

Mode opératoire
Dans chaque puits, 130 pL de méthanol, 10 pL de nitrate d'aluminium (10%) et 10 uL d'acétate
de potassium aqueux (1 M) ont été ajoutés a 20 pul d'extrait. Aprés 40 minutes d’incubation, les
absorbances sont lues a 415 nm. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de

quercétine pour un gramme d'extrait de pollen d'abeille (mg EQ/ g).

3.2.3. Teneurs en flavonols totaux (TFIT)

Principe
Les teneurs totales en flavonols ont été déterminées en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (Kumaran et al., 2007). Dans milieu a pH acide les groupes C4-Cétone
et C-3 hydroxyle des flavonols interagissent avec le trichlorure d’aluminium et forment des
complexes stables ayant une absorption maximale a 440 nm. Une augmentation de 1’absorbance

correspondant a une forte teneur en flavonols.

Mode opératoire
Dans une plaque de 96 puits, 50 uL de chaque extrait ont été ajoutes & 50 pL de nitrate
d'aluminium (2%) et 150 pL d'acétate de sodium aqueux (5%). Aprés 2 heures d'incubation, les
absorbances ont été enregistrees & 440 nm. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent de quercétine pour un gramme d'extrait de pollen d'abeille (mg EQ/100 g).
3.3. Profil phénolique du pollen d’abeille

Le profil phénolique des extraits de pollen d’abeille a été réalisé par ’analyse des échantillons

par Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse.

Principe
La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry ou LC-MS) est une technique d’analyse associant le
pouvoir séparatif de la chromatographie en phase liquide (HPLC) et la performance en
sensibilité et sélectivité analytique de la spectrométrie de masse afin d’identifier et/ou de

quantifier précisément de nombreuses substances.

Mode opératoire
L’analyse LC-MS a été réalisée sur I’instrument HPLC série Agilent 1200 Infinity couplé & un
MS Agilent 6130B (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).
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Le systeme du chromatographe (parametres de fonctionnement en annexe 2) est composé de :

- une pompe quaternaire ;
- un dégazeur ;
- un échantillonneur automatique (autosampler) ;

- un détecteur a barrette de diodes (DAD, Diode Array Detector).

Les composes ont été séparés a 25 °C sur une colonne en phase inverse C18 : taille des
particules 5 um, longueur 250 mm et diamétre 4,6 mm (Thermo Scientific™ Hypersil™ ODS).
La phase mobile est initialement composée de 80 % d'éluant A (1 %, v/v, solution d'acide
formique dans de I'eau ultrapure) et de 20 % d'éluant B (acétonitrile) et le gradient est comme

suivant :

- 30%Bal0min;
- 40%Ba40min;
- 60% B a60min;
- 90 % B a80 min.

La phase mobile a été réinitialisée a 20% de B a 85 min pour un rééquilibrage de 4 min.

Les extraits (10 mg) ont été dissous dans 1 ml de méthanol. Tous les échantillons ont été filtrés
par une membrane en nylon de 0,2 pm (Agilent). Une aliquote de 10 uL de chaque échantillon
a €té injectée sur la colonne a un débit de 0,8 mL/min. Les effluents du détecteur DAD ont été
introduits directement dans le spectrométre de masse équipé d'une source d’ionisation par

électro-nébuliseur (ESI, ElectroSpray lonization).

La détection a été effectuée par balayage entre 190 a 400 nm, et la quantification a 280, 325 et
350 nm en fonction de lI'absorption maximale du composé identifié. 14 standards chimiques ont
été utilisés pour identifier les composés phénoliques par comparaison de leurs caractéristiques
chromatographiques ainsi que leurs comportements spectrophotométriques aux UV et les

informations de la spectrométrie de masse.

L'identification et la quantification des composés ont été déterminées a partir d'une courbe
d’étalonnage établie avec différentes concentrations des standards. Les résultats ont été

exprimés en microgramme par milligramme d'extrait.
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4. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

Etant donné que les processus d’oxydation sont trées complexes et que les antioxydants sont trés
diversifiés, les activités antioxydantes des extraits éthanoliques du pollen d'abeille ont été
évaluées a l'aide de 8 différentes méthodes complémentaires : test au DPPH, test a I’ABTS,
Test CUPRAC, test de blanchissement du B-caroténe, test FRAP, test a la galvinoxyle (GOR),
test & la 1,10-Phénanthroline et le test SNP.

4.1. Evaluation de I’activité antioxydante par le test au DPPH

Principe
Le dosage du pouvoir antiradicalaire a été determiné par la méthode de dosage
spectrophotométrique du (DPPH°®) avec quelques modifications (BLOIS, 1958). Ce test permet
de mesurer la capacité d’un antioxydant (AH, les plus souvent des composés phénoliques) a
réduire le radical chimique DPPH® (de couleur violet) en DPPH-H (de couleur jaune péle)
(Figure 7).

Violet Jaune péle

DPPH° + A-—H DPPH—H + A’

Figure 7. Piégeage du radical DPPH® par un antioxydant.

Mode opératoire
Dans une microplaque a 96 puits, 40 pl de différentes dilutions des extraits et de standards ont
été mélangés a 160 pl d'une solution de DPPH (1mM) préparée dans du méthanol. L'absorbance
a été mesuree a 517 nm apres 30 min en utilisant le lecteur de microplagues. Les pourcentages

de I’activité antiradicalaire du DPPH de chaque extrait ont été calculés comme suit :

Effet de piégeage du DPPH (%) = {(A(Jontrﬁle - Aéchantillon)/AContréle} x 100

A controle €St I'absorbance du blanc et A gchantilion €St I'absorbance du standard ou de I'échantillon.

Les résultats sont exprimés en Clsg (ug/mL), Concentration inhibitrice médiane, correspondant
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a la concentration de I'extrait requise pour une inhibition a 50 % du DPPH et les résultats sont
comparés aux antioxydants standards : BHA (ButylHydroxyAnisole), BHT
(ButylHydroxyToluéne), acide tannique, acide ascorbique et a-tocophérol.

4.2. Evaluation de I’activité antioxydante par le test a PABTS

Principe
Le test ABTS est considéré comme une des techniques d’évaluation de I’activité antioxydante
les plus sensibles. Il est basé sur la détermination spectrophotométrique de la capacité d’un
antioxydant a stabiliser le radical cationique coloré de 1’Acide 2,2’-azinobis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (le chromophore ABTS™ bleu/vert) par le transfert
d’électrons, qui est visualisé par une décoloration correspondante au moment ou le radical
ABTS " est réduit en ABTS" (Figure 8) (Chanput et al., 2016; Re et al., 1999).

ABTS™* (Bleu/vert) ABTS* (Incolore)

K>S,0
ABTS 222, ABTS*+ ArOH ——  Ar0O + ABTS*

Figure 8 . Génération et piégeage du radical ABTSe+ par un Antioxydant.

Mode opératoire
Une solution du chromophore d’ABTS™" bleu/vert a été préparée par réaction d'/ABTS a 2 mM
dans I’H20 avec le persulfate de potassium a 2,45 mM (K2S208), qui est ensuite incubée dans
I'obscurité a une température ambiante pendant 16 h. La solution d’ABTS"" a été ajustée pour

donner une absorbance de 0,700 + 0,025 & 734 nm.

Ensuite, 40 ul de différentes dilutions des échantillons ou de standards ont été ajoutés a 160 pl
de la solution d’ABTS™" dans des microplaques a 96 puits. L'absorbance est enregistrée a
734 nm apres 10 min. Les pourcentages d'activité de piégeage des radicaux d’ABTS de chaque

extrait sont calculés par I'équation suivante :

Effet du piégeage de 'ABTS (%) = {(ACOntr()le - Aéchantillon)/AContréle} x 100
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A controle €St I'absorbance du blanc et A «chantilion €St I'absorbance du standard ou de I'échantillon.
Les résultats sont exprimés en Clso (ug/mL) puis comparés aux antioxydants standards
suivants : BHA, BHT, acide tannique, acide ascorbique et a-tocophérol.

4.3. Evaluation de I’activité antioxydante par le test CUPRAC (Cupric Reducing

Antioxidant Capacity)

Principe
Le test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre a été utilisé pour déterminer la
capacité antioxydante totale des extraits de pollen (Apak et al., 2008). Le principe de ce test est
fondé sur I’évaluation de la variation de 1’absorbance accrue du complexe « Néocuproine-
Cuivrique ". Sous I’action des antioxydants, le complexe Cu (I1)- Néocuproine (de couleur bleu
clair) se transforme au chromophore Cu (I)- Néocuproine (de couleur jaune-orange),

quantifiable spectrophotométriqguement a 450 nm, par transfert d’électron (Figure 9).

Cu (I1)-Néocuproine Cu (1)-Néocuproine
(Bleu clair)

Figure 9. Réduction du complexe Cu (l1)-Néocuproine par un antioxydant donneur d’électron

Mode opératoire
50 uL de la solution de chlorure de cuivre (IT) (10 mM) ont été melangés avec 50 uL de la
solution de néocuprine (7,5 mM) et 60 uL de la solution tampon d'acétate d'ammonium
(1 M, pH =7,0). Ensuite, 40 pL de différents extraits ou du standard ont été ajoutés au mélange

initial. Apres 1 h d'incubation, I'absorbance est lue a 450 nm.

32



Matériels et Méthodes

Les résultats sont exprimés en absorbance médiane (Aos) en pg/mL, correspondant a la

concentration indiquant une intensité d'absorbance de 0.50.

Le BHA, le BHT, l'acide tannique, 1'acide ascorbique et 1'a-tocophérol sont utilisés comme

antioxydants standards.
4.4. Evaluation de D’activité antioxydante par le test de blanchissement du B-caroténe

Principe
La capacité des extraits du pollen d’abeille a piéger les radicaux libres a été réalisée par le test
de blanchissement du B-caroténe (Marco, 1968). Le principe de ce test repose sur la mesure
spectrophotométrique de la décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les
produits de décomposition d'acide linoléique (composeés organiques volatils et hydro-peroxydes
conjuguais diene). En présence d’antioxydants, les radicaux libres générés par la décomposition
de I’acide linoléique seront neutralisés, ce qui prévient 1’oxydation et le blanchissement de la

[-carotene.

Mode opératoire
L'émulsion d’acide linoléique avec la B-carotene a été obtenue en ajoutant 20 pL d'acide
linoléique avec 200 pL de Tween 40 a 0,5 mg de B-carotene dissous dans 1 mL de chloroforme.
Aprés évaporation du solvant dans un rotavap, 50 mL d’H20O2 (30 volumes) ont ensuite été
ajoutés au mélange sous agitation vigoureuse, puis, l'absorbance a été ajustée a 0,8-0,9 a
470 nm.

Dans des microplaques & 96 puits, 40 pL des extraits ou des standards a différentes
concentrations ont ¢ét¢ mélangés avec 160 pL de 1'émulsion d’acide linoléique avec

la B-caroténe. Les absorbances sont enregistrées a 470 nm a 0 min et 120 min.

Le pourcentage de l'activité antioxydante (AA) a eté calculé a l'aide de la formule suivante :

A —A
Pourcentage d'Inhibition (I %) = < c@ ‘e (120)> x 100
Ac o) — Ac (120)

Ac (0) et Ac (120) sont les absorbances (470 nm) du contrdle négatif (Méthanol seul (sans extrait
ni standard)) a 0 min et 120 min respectivement. Alors que Ae () et Ae (120) SOnt les absorbances
des échantillons testés a 0 min et 120 min. Les résultats sont présentés en Clso et le BHA et le

BHT ont été utilisés comme antioxydants standards.
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4.5. Evaluation de P’activité antioxydante par le test FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power)

Principe
Le test de la capacité antioxydante par réduction du fer a été utilise pour examiner le pouvoir
réducteur des différents extraits éthanoliques (Oyaizu, 1986). Le principe de ce test est basé sur
la capacité des antioxydants & réduire le fer ferrique (Fe®") présent dans le complexe
ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe?*). La réaction est révélée par le virement de
couleur jaune du fer ferrique en couleur bleu vert du fer ferreux et une augmentation de

I’absorbance correspondant a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

Mode opératoire
Dans chaque puit, 10 pL d’échantillon préparé a différentes concentrations ont été mélangeés
avec 40 pL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 50 pL du ferricyanure de potassium (1 %).
Aprés 20 min d’incubation a 50 °C, 50 pL de I'acide trichloroacétique (10 %), 40 pL d'eau
distillée et 10 pL de la solution aqueuse de chlorure ferrique (0,1 %) ont été rajoutés au mélange.

Les absorbances sont mesurées a 700 nm aprées 10 min.

Le BHA, le BHT, l'acide tannique, 1'acide ascorbique et l'a-tocophérol sont utilisés comme

standards antioxydants. Les résultats sont exprimés en Ao (Hg/mL).
4.6. Evaluation de ’activité antioxydante par le test au galvinoxyle (GOR)

Principe
Le radical libre stable du galvinoxyle a été utilisé pour évaluer le pouvoir antiradicalaire des
extraits bruts (Shi et al., 2001). Le principe de ce test repose sur la détermination de la capacité
d’antioxydants a transférer des protons aux radicaux du glavinoxyle. Le virement de couleur,
de jaune-orange au jaune pale, est mesuré par spectrophotométrie et la diminution d’absorbance

correspondant a une augmentation de 1’activité antiradicalaire des extraits testés.

Mode opératoire
Dans chaque puit, 40 uL de différentes concentrations d’extraits dissous dans le méthanol ont
été ajoutés a 160 pL de solution méthanolique de galvinoxyle 0,1 mM. L'absorbance est lue &
428 nm apres 120 min d'incubation dans I'obscurité a température ambiante. Une solution de
galvinoxyle dans du méthanol a été utilisée comme contrdle négatif, tandis que le BHA et le
BHT ont été utilisés comme standards. L'équation suivante est utilisée pour calculer les

pourcentages d'activité de piégeage du radical galvinoxyle :
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Effet du piégeage du GOR (%) = {(AContréle - Aéchantillon)/AContréle} x 100

Les résultats de 1’activité antiradicalaire des échantillons sont présentes en Clso.
4.7. Evaluation de P’activité antioxydante par le test a la 1,10-Phénanthroline

Principe
Le pouvoir réducteur des échantillons a été évaluée par le test a la 1,10-phénanthroline
(Szydtowska-Czerniak et al., 2008). Le principe de test repose sur la capacité de la 1,10-
phenanthroline (appelée aussi orthophénanthroline) a formé un complexe stable avec le fer
ferreux (Fe?"), dénommé le complexe ferroine, de couleur rouge orangé mesurable
photométriquement & 510nm. Le fer ferreux est généré dans le milieu réactionnel par la
réduction du fer ferrique sous I’action des antioxydants donneurs d’électrons. L’augmentation

d’absorbance est proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants.

Mode préparatoire
Dans une microplaque, 10 puL des différentes concentrations d’extraits préparées dans le
méthanol ont été ajoutés a 30 uL de 1,10-phénanthroline (0.5% dans du méthanol), 50 uL de
chlorure ferrique (0,2 %) et 110 puL de méthanol. Aprés 20 min d’incubation a 30 C°,
I’absorbance des mixtures sont mesurées a 510 nm. Les résultats sont exprimés en absorbance

médiane (Aos (ng/mL)). Les BHA et BHT sont utilisés comme antioxydants standards.
4.8. Evaluation de P’activité antioxydante par le test SNP (Silver NanoParticule)

Principe
L’activité métal chélate a été déterminée pour ’ensemble d’extraits par la méthode des
nanoparticules d’argent (Ozyirek et al., 2012). Cette méthode colorimétrique est basée sur la
réduction de 1’ion Ag® par les polyphénols en nanoparticules d’argent sphériques AP, en
présence de citrate trisodique. Cette réduction produit une bande d'absorption de résonance
plasmonique de surface tres intense des SNP a 423 nm. Une augmentation d’absorbance est en

rapport avec une augmentation de 1’activité métal chélate des extraits.

Mode opératoire
Pour la préparation de la solution SNP. 50 mL du nitrate d’argent (AgNO3) ont été chauffé
pendant 10 min puis 5 mL de citrate trisodique (1%) ont été ajouté goutte a goutte jusqu’au

virement de la couleur vers le jaune péle. La solution est préte a I’usage une fois refroidie.
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Ensuite, dans des microplaques, 20 pL d’extrait ont ét¢ mélangés avec 130 pL de la solution
SNP et 50 UL d’eau. La lecture est effectuée a 423 nm aprés une incubation de 30 min
température ambiante. Le trolox est utilisé comme antioxydant standard et les résultats sont

exprimés en Ags.

5. Analyse des protéines du pollen d’abeille

Les protéines totales des huit échantillons de pollen d’abeille ont été séparées par électrophorese
sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de soduim « SDS-Page » (SDS,

Sodium Dodecyl Sulfate).
5.1. Extraction des protéines polliniques

5.1.1. Principe
Le procédé d’extraction des protéines du pollen d’abeille est extrémement délicat a cause de la
rigidité du grain de pollen en raison de la présence d’une couche externe constituée de la
sporopollénine (un biopolymeére de nature lipidique) appelée « exine » (Luo et al., 2021). Par
conséquent, un traitement préliminaire doit étre appliqué « une délipidation » qui consiste a
I’élimination des lipides et la libération des protéines. Ensuite les protéines sont solubilisées
dans un tampon et récupérées dans le surnageant apres centrifugation avant d’étre concentrées

par lyophilisation (Magsoudlou et al., 2019).

5.1.2. Mode opératoire

- Délipidation
La procédure de dégraissage a été effectuée comme suit : 20 g de chaque échantillon de
pollen d’abeille moulu ont été mélangés avec 60 mL d’hexane (selon le rapport
1: 3 (P/V). Le mélange a ét¢ laissé sous agitation pendant 24 heures. Ensuite, I’hexane
est éliminé par filtration puis par séchage a I’air sous une hotte. Enfin, le pollen d’abeille
dégraissé est conservé au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a utilisation.

- Solubilisation des protéines
10 g de pollen d’abeille dégraissé ont été mélangé avec 50 ml du tampon phosphate salin
pH 7 (PBS, Phosphate Buffer Saline) selon le rapport 1: 5 (P/V). Le mélange a été
homogénéisé par ultrasonication. Finalement, le surnageant a été récupéré apres

centrifugation a 4000 G pendant 30 min a 4 °C et lyophilisé.
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5.2. Dosage des protéines totales

Principe
La méthode Bradford a été utilisée pour quantifier les protéines totales des lyophilisats
polliniques (Bradford, 1976). Le principe de cette méthode colorimétrique repose sur la
complexation du bleu de Coomassie G 250 avec les protéines par le biais de ses groupements
amines (-NH2). La présence des protéines est révélée photométriquement par le virement de
couleur rouge/vert du réactif dans sa forme cationique (non-complexée) en couleur bleu dans
sa forme anionique (complexée). L’augmentation de 1’absorbance est linéairement

proportionnelle a I’¢é1évation du taux des protéines.

Mode opératoire
Dans une plaque microtitre a 96 puits, 20 uL de lyophilisat ont été mélangés avec 180 uL du
réactif de Bradford (0.1-1.4 mg/mL de protéine Sigma-Aldrich). La lecture a été réalisée a
595 nm apres une incubation de 10 min a une température ambiante. Le BSA (Bovine Serum
Albumin) a été utilisé comme protéine de référence pour tracer la courbe d’étalonnage. Les

résultats sont exprimés en pg / mg de lyophilisat.
5.3. Electrophoreése des protéines par SDS-Page

Les profils électrophorétiques des protéines des lyophilisats issues des différents échantillons

ont été comparés pour réveiller toute variation probable entre les divers échantillons.

Principe
La SDS-Page est considérée comme une technique de référence pour la séparation de mélanges
de protéines uniquement sur la base de leur poids moléculaire (Laemmli, 1970). Elle consiste a
une séparation réalisée en conditions dénaturantes en raison de la présence de SDS et du B-
mercaptoéthanol. Ce dernier exerce une action dénaturante sur les protéines oligomeriques en
rompant les ponts disulfures ce qui dissocie les sous unités des protéines. Le SDS est un
détergent fort possédant une longue queue hydrocarbonée, avec laquelle il interagit avec les
protéines en un rapport molaire constant, et une extrémité chargée négativement. Les protéines
enrobées au SDS sont donc dénaturées ayant toutes une charge apparente négative. A cet égard,
le facteur charge ¢€lectrique des protéines n’est plus mis en jeu et donc seul le facteur masse
molaire influencera la migration. En appliquant un champ électrique, toutes les protéines
migreront vers 1’anode (électrode positive) avec différentes vitesses, plus le poids moléculaire

est eleve plus la migration est lente et vice versa. L’acrylamide polymérisé (polyacrylamide)
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constitue une matrice en forme de maille adaptée a la séparation de protéines de taille typique
(Matsumoto et al., 2019).

Mode opératoire
Cette technique nécessite une cuve a électrophorése, un générateur électrique, un gel de
polyacrylamide, des solutions tampons adaptés au gel, une solution de coloration, une

préparation des échantillons et un systéme d’imagerie pour I’analyse des résultats.

Avant de lancer la migration, les échantillons ont été dénaturés par la chaleur en présence du
tampon de charge (voir annexe 3). Puis, 50 puL de chaque échantillon ont été déposés
délicatement dans les puits. 5 uL du marqueur de taille ont été déposés aussi. A la fin de la
migration, le gel de polyacrylamides est récupéré et coloré par le bleu de Coomassie, puis
décoloré dans 1’eau jusqu’a diaphanisation totale du fond du gel. Finalement, le gel a été
photographié sur le Gel Doc System (Gel Doc XR*, BioRad®) et les données numériques ont

été traitées sur le logiciel Image Lab™ version 5.1 (BioRad®).

6. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vivo

Matériel biologique
L’activité anti-inflammatoire in vivo a été réalisée sur 50 rats albinos méales de souche Wistar
ayant un poids moyen de 275 £ 25 g et agés de 3 a 4 mois. Les animaux ont été répartis
aléatoirement en 10 lots homogenes de 5 rats chacun, puis laissés en acclimatation pendant
7 jours dans les conditions de laboratoires (température 22 + 2 °C, cycle photopériodique
(lumiere/obscurité) de 12 heures et une humidité relative de 50 = 5 %) et un acces libre a

I’aliment et I’eau.

Principe
L’activité anti-inflammatoire des extraits de pollen d’abeille a été €valuée in vivo par le test
d’cedéme de la patte induit par le formaldéhyde chez les rats (Arzi et al., 2015). Ce test est basé
sur I’induction d’une inflammation aigiie dans la patte postéricure du rat par I’administration
d’un agent phlogistique, le formaldéhyde, qui provoque une exsudation. Cette derniere peut étre
inhibée par une pré-administration d’une substance douée de propriétés anti-inflammatoires.
L’activité anti-inflammatoire des extraits est déterminée par mesure et suivie de 1’évolution du

gonflement. Plus ce dernier est important plus 1’activité anti-inflammatoire est faible.
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Mode opératoire
Apres une période de jeline de 12 heures, les rats de chaque lot ont recu les différents

traitements par voie intrapéritonéale (I.P.) :

- lelot1: de I’eau physiologique (5 mL/Kg) et considéré comme controle négatif ;

- lelot 2 : le médicament anti-inflammatoire (Diclofénac) a la dose de 20 mg/Kg du
poids corporel vivant et considéré comme molécule de référence ;

- leslots 3a 10 : les différents extraits de pollen a la dose de 200 mg/Kg du poids

corporel vivant.

Trente minutes plus tard, 1I’inflammation sera induite par une injection de 100 pL de la solution
du formaldéhyde a 1% au niveau de I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite chez

tous les rats (Figure 10).

Le volume de la patte a été mesuré avant et apres 1’induction de 1’inflammation a TO, T+30,
T+60, T+120, T+180, T+240 (0, 30, 60, 120, 180 et 240 minutes respectivement) par un
pléthysmometre a déplacement d'eau (Fereidoni et al., 2000). Les résultats (% du gonflement)
sont exprimés en moyenne du pourcentage d’augmentation du volume de la patte selon la

formule suivante :

Vi

Pourcentage d’augmentation du volume = [ : ] x 100

i
Vi: le volume initial de la patte (avant injection du formaldéhyde)

V¢ le volume de la patte aprés injection du formaldéhyde aux différents points de temps.

@

Figure 10. Protocole expérimental de I'activité anti-inflammatoire in vivo.
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7. Evaluation de P’activité anti-allergique in vivo

7.1. Matériel biologique
L’activité anti-allergique in vivo a été réalisée sur 20 rattes albinos femelles de souche Wistar
ayant un poids moyen de 110 £ 10 g et agées de 4 a 5 semaines. Les animaux ont éteé répartis

aléatoirement en 4 lots homogeénes de 5 rats chacun.

7.2. Principe
L’activité anti-allergique de 1’extrait de pollen d’abeille collecté de la région de Jijel a été
évaluée in vivo sur un modéle animal d’allergie au pollen d’abeille. Ce modeéle a été inspiré et
développé a partir d’un modéle animal d’allergie respiratoire aigie induite par 1’ovalbumine
(OVA) chez le rat (Yasar et al., 2016). L’induction de ce modé¢le est basée sur deux étapes, la
premiére, une étape de sensibilisation des rats a 1’ovalbumine et au pollen, puis, la deuxiéme
étape d’induction de la réaction allergique. L’intensité de la réaction allergique a été évaluée
macroscopiquement par un contréle des symptoémes de I’allergie respiratoire puis par un dosage
des protéines sériques par électrophorese capillaire et est confirmée par une analyse

histologique des poumons.

7.3. Mode opératoire
7.3.1. Développement du modéle
Le modéle animal d’allergie respiratoire aux protéines de pollen d’abeille a été développé, chez
les rats, en deux phases :
a. immunisation : pour les deux premieres semaines, les rats ont recu une
administration intrapéritonéale de 1’ovalbumine (Sigma Aldrich) a une dose de
10 mg/mL et une dose de 2 mg/Kg de protéines du pollen d’abeilles ;
b. sensibilisation : I’induction de la réaction allergique a été effectuée par une
administration intranasale de 10 uL de pollen d’abeille pendant quatre jours.
7.4. Le déroulement de I’expérimentation
Les 20 rattes ont été réparties en 4 lots (Figure 11) :

- lot 1 : groupe témoin négatif, les rattes n’ont regu aucun traitement ;

- lot 2: les rattes ont recu une administration par voie orale de 1’extrait
¢thanolique du pollen d’abeille collecté de la région de Jijel a une dose
de 200 mg/Kg pendant 4 jours consécutifs ;

- lot 3: les rattes ont suivi le protocole de développement d’allergie

(expliqué ci-dessus) ;
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- lot4 : les rats ont suivi le protocole de développement d’allergie combiné
a une administration par voie orale de I’extrait éthanolique du pollen
d’abeille a une dose de 200 mg/Kg pendant 4 jours consécutifs débutée
avec la phase de provocation.
A la fin du traitement, tous les rats ont été disséques. Le sang a été récuperé dans des tubes
héparinés, puis le plasma est récupéré et conservé au congélateur a — 20 °C. Les poumons ont
été prélevés et fixés au formaldéhyde 10 %.
7.5. Evaluation de I’effet anti-allergique de I’extrait du pollen
L’activité anti-allergique a été évalué sur trois échelles : macroscopiquement par un controle
des symptomes d’allergie respiratoire, une analyse du taux des protéines sériques dans le sang
par électrophorese capillaire et microscopiquement par une étude histologique des poumons.

G.1: Témoin G.2: Extrait de Pollen G.3: Lot Allergie G.4: Lot Allergie + Pollen
Aucun traitement. - Extrait de pollen - OVA (10mg/mL) par voieLP. - OVA (10mg/mL) par voie L.P. (J1 et
(200mg/Kg) par gavage (JletI8); 18);
(123-26). - OVA + PPA(10 mg OVA+ ~OVA+ PPA (10 mg OVA+ 2mgke
2mg/kg PPA) par voiel.P. (J15 PPA) par voie L.P. (J15 et J22
et 122); - Extrait de pollen (200 mg/Kg) par
- PPA(10 pL) par voie LN. (J23- Gavage puis PPA (10 uL) par voie
26). IN. (J23-26).
LP. LP.
10 mg OVA 10 mg OVA
LP. OVA LP. OVA +
10mg/mL 10mg/mL 2mg/mL PPA 2mg/mL PPA

APN %

Gavage Pollen

Traitement
Contrdle des

I

Figure 11. Protocole expérimental de I'activité anti-allergique in vivo.

I.P. : Intrapéritonéal, I.N. : Intranasale,OVA : Ovalbumine, PPA : Protéines du Pollen d’Abeille

7.5.1. Controle des symptomes

Une observation macroscopique des symptdémes d’allergie respiratoire a été réalisée chez les
rattes des lots 3, 4 aprés chaque sensibilisation, par les protéines du pollen d’abeille pour une
durée d’une heure. Le score ou le stade d’allergie de chaque rat est attribué en fonction de

I’échelle de symptdmes suivante :
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1) aucun symptéme ;

2) grattement autour du nez et de la téte ;

3) poches autour des yeux et de la bouche ;

4) <respiration difficile et/ou cyanose autour de la bouche et de la
queue ;

5) aucune activité apres ou tremblement et convulsion ;

6) déces.

7.5.2. Analyse de protéines totaux par éelectrophorese capillaire

L’¢électrophorése des protéines sériques a été réalisée a I’aide de 1’électrophorése capillaire
SEBIA. Cette derniere sépare les protéines sériques principalement en 6 fractions (Figure
12):

= J’albumine ;

= [l’alphal globuline ;
= [’alpha 2 globuline ;
= JaBéta 1l globulin;

= la Béta 2 globuline ;

= |a gammaglobuline.
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Figure 12. Profil d’électrophorése des protéines sériques obtenu par électrophorése capillaire
(Szymanowicz et al., 2006)

Les proportions relatives des différentes fractions sont de bon indicateur dans le diagnostic et
le pronostic de certaines pathologies inflammatoires, hépatiques ou hématologiques (Cellier et
al., 2018).

7.6. Etude histologique

Les poumons des rats ont été explorés microscopiquement. La préparation des échantillons
jusqu’a obtention de lames histologiques prétes a observer sous microscope optique passe par

les étapes suivantes :

a) déshydratation : cette étape vise a éliminer la totalité de 1’eau des cellules. Les
fragments de poumons coupés, fixés, mis en cassettes marquées ont été déshydratés
suite a un passage dans 5 bains d’alcool d’une concentration croissante
(éthanol 50 °, 60 °, 75 °, 90 ° et 100 °) pour une durée de 2 heures chacun ;

b) imprégnation : cette manipe a pour objectif de remplacer le liquide intracellulaire
par le xylene, un solvant intermédiaire qui favorise 1’élimination de 1’éthanol d’une
part et d’autre part la pénétration de la paraffine. Les échantillons déshydratés ont

subi 3 bains de xyléne pour une durée d’une heure chacun.
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inclusion : cette étape permet d’introduire aux cellules une matiére qui est a la fois
rigide pour garder la structure cellulaire initiale et tendre pour permettre la
réalisation de coupes fines. Les échantillons imprégnés de xylene ont été passés par
2 bains de paraffine fondue (a 55 C°) pour une durée de 3 heures chacun ;
réalisation des coupes : I’intérét de cette phase est d’obtenir des rubans fins
d’échantillon d’une épaisseur entre 2 et 5 um. A la fin de linclusion, les
échantillons ont été mis en bloc. Les échantillons ont été coulés sur le dos de la
cassette par la paraffine liquide dans un moule en metal appelé « Barres de
Leuckart ». Les blocs sont ensuite refroidis. Finalement, les blocs de paraffine dur
ont été placés dans le microtome afin de confectionner des sections sous forme de
ruban réguliers. Ces derniers sont récupérés et déposés sur des lames de
mMIcroscopes en verre.

déparaffinage : cette étape assure 1’élimination de la paraffine (hydrophobe) afin
de préparer les lames a la coloration (par des colorants a base d’eau). Les lames ont
été mises dans 1I’étuve overnight a 55 C°;

réhydratation : le but de cette étape est d’hydrater les cellules. Les lames ont été
placées dans un bain de xyléne, puis dans des bains d’alcool a une concentration
décroissante (éthanol 100 °, 90 °, 75 °, 60 ° et 50 °) et enfin dans I’eau distillée
pendant 2 heures ;

Coloration et montage : I’objectif de cette phase est d’augmenter le contraste afin
de permettre une différentiation idéale entre les différents constituants tissulaires.
Une double coloration par I’hématoxyline et I’¢osine (HR) a été choisie. Les lames
ont été mises dans un bac d’hématoxyline pendant 5 minutes. Apres ringcage avec
de I’eau distillée, les lames ont été placées dans un bac d’éosine pendant 3 minutes.
Ensuite, les lames ont été rincées avec de I’eau distillé, puis, réintroduites dans deux
bacs d’alcool d’une concentration croissante (€thanol 70 © et 100 ° respectivement)
pendant 5 minutes chacun, avant de passer dans un bac de Xxyléne pendant
10 minutes.

Les coupes histologiques colorées sont montées entre lame et lamelle avec le milieu
de montage EUKITT®.

Observation

Les lames histologiques ont été observées par un microscope numerique
(microscope optique équipé d’une caméra). L’observation a été réalisée avec les

grossissement x40, x100 et x 400.
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8. Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été réalisées en au moins trois répétions les résultats ont été exprimés
sous forme de moyenne + écart type (Moy. + E.T.).

L’analyse de la variance univariée par le test ANOVA a un facteur a éte utilisée pour vérifier
I’homogénéité des échantillons de pollen et entre les différents groupes expérimentaux. Le test
des étendues de Tukey a été utilise comme test de comparaisons multiples (post-hoc) pour
déterminer les différences significatives entre les moyennes de groupes. Le seuil de
signification est fixé a5 % (p < 0,05).

L'analyse en composantes principales (ACP, Principal Component Analysis ou PCA) a été
utilisée pour vérifier les relations entre les origines botaniques et les composants phénoliques
et I'activité anti-inflammatoire de pollen d’abeille. L’ ACP a été effectuée aussi pour déterminer
la relation entre différents tests antioxydants utilises.

Pour toutes les ACPs réalisées, 1’analyse a été réalisée sur une matrice de covariance, la
méthode de rotation d’analyse factorielle est déterminée par la méthode Varimex et le nombre
de facteurs extraits est fixé & 2 composantes principales (CP1 et CP2).

La régression sur les composantes principales (RCP, Principal Component Regression) a été
utilisée sur les deux composantes principales de 1’ ACP des tests antioxydants.

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel SPSS Statistics
23.0 (IBM® SPSS Inc.).
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Résultats

Résultats

1. Analyse palynologique

L’analyse palynologique révele que tous les échantillons de pollen sont hétérofloraux. Au total,
40 types de pollen appartenant a 20 familles botaniques ont été identifiés et les plus représentées
sont Asteraceae (8 types), Brassicaceae (4 types), Cistaceae, Fabaceae et Fagaceae (3 types

respectivement) (Tableau 3 et annexe 4).

Le type omniprésent dans tous les échantillons est Cistus et les autres types comme Bellis,
Boraginaceae, Bryonia, Buxus, Centaurea, Cerinthe major, Convolvulus, Cucurbitaceae,
Euphorbiaceae, Fraxinus, Galactites, Helianthemum, Juglans, Myrtus communis, Oxalis,
Poaceae, Quercus suber, Raphanus, Rhamnus, Sonchus, Verbenaceae, Vicia et Vitex ne sont

détectés que dans un seul échantillon.

Pour I’échantillon de Constantine, 8 différents types de pollen sont identifiés, dont Brassicaceae
et Cistus sont les plus fréquents. 12 types de pollen sont également constatés dans 1’échantillon
de Guelma sans aucun type fréquent. Le type Pistacia lentiscus est le plus représenté parmi un

total de 10 différents types de pollen identifiés dans 1’échantillon de Boumerdes.

Dans 1’échantillon de Sétif, les types Cistus et Quercus sont les plus nombreux (parmi les 9
différents types de pollen enregistrés). Il a été constaté que le type Quercus est le plus fréquent

dans I’échantillon de Jijel.

Le type Brassica est le plus fréquent dans les échantillons des Skikda et Khenchela sur un total
de 14 et 7 types identifiés respectivement. L’échantillon de Tizi Ouzou est caractérisé par une

prédominance de 3 types Bryonia, Cistus et Quercus ilex.

Méme si la famille Asteraceae est la plus diversifiée, elle ne représente que 5.25% du total des

types polliniques identifies. Les familles les plus abondantes dans les huit échantillons sont :

- la famille Brassicaceae, avec ses quatre types de pollen, ne représente que 23.15% du
total des types de pollen identifiés ;

- lafamille Anacardiaceae représente 15.53% des types de pollen identifies, elle est
notée par la présence d’un seul type Pistacia lentiscus ;

- lafamille Cistaceae avec ses trois types de pollen constitue 14.99% ;

- la famille Fagaceae avec ses trois types identifiés est de 14.10% du total des types de

pollen identifiés.
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Tableau 3. Les fréquences d'occurrence des différents types de pollen enregistrées dans les 8

¢chantillons de pollen d’abeille collectés du Nord Algérien.

(F : Fréquent, P.F. : Peu Fréquent, R : Rare)

Echantillon (%)

i) Q)
= | Typedepollen| S o S " Py =
e 7] c = wn o x @ =
< o @ 3 X = = 3 e
L 5 3 e = o a = c
g. D Q D 1B o
2 4] D c
5
& Pistacia R. F. P.F. F. P.F.
-O - - -
S lentiscus type 9.12% | 45.70% 14.97% | 43.04% | 11.46%
s
<
_ R. R. R.
Anthemis type - - - - -
0.17% 0.66% | 0.72%
Bellis t R
ellis type - - - - - - -
yP 0.83%
R. R. R.
Carduus type - - - - -
0.33% 0.18% | 0.49%
&
@ Centaurea P.F.
(U - - - - - - -
g type 19.85%
<
Cichorium R. R. R.
type 0.33% | 0.36% | 0.66%
_ P.F.
Galactites type - - - - - - -
10.07%
o R. R. R.
Picris type - - - - -
5.34% 0.64% | 0.72%
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R.
Sonchus type - - - - - - -
P 0.72%
Boraginaceae R.
q_) - - - - - - -
3 type 2.49%
@
[
= '
g Cerinthe P.F.
- major type 19.25%
) R. R. F. F. P.F.
Brassica type - - -
451% | 5.14% 30.60% | 41.96% | 13.95%
Brassicaceae F. P.F. P.F. R.
% type 39.76% | 10.53% 12.05% 3.95%
g
‘D Other
3 ) R. P.F. R.
m Brassicaceae - - - - -
3.43% 12.11% | 3.99%
type
Raph t R
aphanus type - - - - - - -
P P 3.29%
3 R.
o Buxus type - - - - - - -
X yP 7.07%
m
_ F. P.F. R. F. R. R. R. F.
Cistus type
21.40% | 16.20% | 1.64% | 24.30% | 3.97% | 9.55% | 0.36% | 20.10%
g . R. R. R.
£ | Halimium type - - - - -
5 9.90% 3.43% | 2.96%
(&)
Helianthemum R.
type 5.97%
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&
3
< Convolvulus R.
3 type 5.81%
=
o
o
8 o F.
@ ryonia type - - - - - - -
3 yonia typ 20.61%
I
=
§ Cucurbitaceae R.
© type 3.79%
§ Erica arborea R. R.
S type 6.03% 4.28%
L
&
& | Euphorbiaceae P.F.
Ne) - - - - - - -
S type 19.68
Qo
>S5
L
P.F. R. P.F. R.
Fabaceae type - - - -
18.88% | 8.49% | 13.18% 1.45%
8 R.
Q Lotus type - - - - - - -
3 yP 5.19%
LL
Vici R.
icia type - - - - - - -
yP 7.04%
Quercus ilex R. R. R. F.
type 1.08% 8.84% 5.26% 20.10%
§ Quercus suber R.
% type 2.99%
P.F. R. F. F. P.F.
Quercus type - - -
10.07% | 4.25% 20.74% | 22.92% | 16.43%
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&
8 R.
S Juglans type - - - - - -
5 7.88%
(@)]
S
[«5]
S _ R.
8 Vitex type - - - - - -
S 5.57%
©
-
[<5]
® Myrtus R.
=) - - - - - -
S | communis type 2.78%
=
S R.
Q Fraxinus type - - - - - -
3 7P 2.17%
O
&
. Oxalis t R
xalis type - - - - - -
= 7.23%
X
O
£
S P.F. R.
o Papaver type - - - - -
= 11.33% 2.53%
&
o
& R.
3] Poaceae type - - - - - -
3 3.78%
o
&
3 R.
& | Rhamnus type - - - - - -
e 4.56%
&
04
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8 P.F. R.
S Rosaceae type - - - - - -
4 11.10% 3.45%
@
&
8 Verbenaceae P.F.
& type 10.29%
o
>
Nombre destypesde | g 12 10 9 13 14 7 10
pollen
2. Etude phytochimique des extraits de pollen d’abeille
2.1.Composants phénoliques
Le dosage des composés phénoliques des 8 extraits de pollen indique une différence
statistiquement significative entre la teneur en polyphénols, en flavonoides et flavonols totaux.
2.1.1. Teneurs en polyphénols totaux (TPT)
Les résultats montrent que les taux les plus élevés en polyphénols sont enregistrés dans ’extrait
de Sétif, avec une valeur égale & 122.47 = 1.03 pg EAG/mg, suivi par I’extrait de Khenchela
(90.50 £ 1.79 pg EAG/mg), les extraits de Boumerdés et de Jijel (78.54 £ 1.30 et
75.41 + 2.05 pug EAG/mg respectivement). Puis, les extraits de Skikda, Tizi Ouzou et Guelma
(64.82 £1.55,61.78 + 1.45 et 59.13 + 1.91 pg EAG/mg respectivement). Enfin, le taux le plus
faible (7.52 £ 0.77 ug EAG/mg) est constaté dans I’extrait de Constantine (Tableau 4).
Tableau 4 . Teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques du pollen d'abeille.
O oW =
S © o » > 5
> 3 = = - o > <
= Y} o ) @ 8
2 & o c
TPT (ug|7.52 +|59.13 7854 + 12247 |7541 +|64.82 +|90.50 +|61.78 *
EAG/mg) | 0.77°¢ 1.91¢ 1.30°¢ +1.03% | 2.05°¢ 1.554¢ 1.79° 1.45¢

*(n=3; a,b,c... sont significativement différentes (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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2.1.2. Teneurs en flavonoides totaux (TFT)

Le dosage des flavonoides révele une différence entre les différents extraits de pollen d’abeille
(Tableau 5). L’extrait de Sétif est le plus riche en flavonoides (85.06 + 1.56 pg EQ/mg), suivi
des extraits de Khenchela (60.76 + 0.20 pug EQ/mg), de Boumerdes (52.01 £ 0.78 pg EQ/mg),
de Skikda (49.65 £ 2.72 ug EQ/mg), de Jijel (48.47 + 3.61 pug EQ/mg) et de Tizi Ouzou
(43.47 £ 2.72 pug EQ/mg). Les extraits ayant une faible teneur en flavonoides sont ceux de
Constantine et de Guelma : 26.94 + 2.25 et 26.80 = 0.12 pg EQ/mg respectivement.

Tableau 5. Teneurs en flavonoides totaux des extraits éthanoliques du pollen d'abeille.

0O w —
S a S o A =
= 5 3 L =t 2. < '®)
= 3 e =1 D ) S S
2 3 o c
TFT (ug |26.94 +|26.80 +|52.01 +|8506 +|48.47 +|49.65 +|60.76 *|43.47 *
EQ/mg) |[225°¢ |0.12°¢ |0.78°¢ |[156% |[361% [272°¢ |[0.20° |[2.72¢

*(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

2.1.3. Teneurs en flavonols totaux (TFIT)

Les extraits les plus abondants en flavonols sont ceux de Sétif (79.03 + 0.24 pg EQ/mg), Tizi
Ouzou (74.85 = 5.44 pg EQ/mg), Jijel (74.06 = 1.71 pg EQ/mg), Boumerdeés
(69.50 £ 3.17 ug EQ/mg) et Khenchela (62.08 + 4.30 ug EQ/mg). Les extraits renfermant les
taux les plus faibles sont ceux de Skikda (57.44 = 5.04 pg EQ/mg), Constantine
(50.58 + 1.21 pug EQ/mg) et Guelma (49.78 + 3.33 pg EQ/mg). (Tableau 6).

Tableau 6. Teneurs en flavonols totaux des extraits éthanoliques du pollen d'abeille.

0 o) —

S @) e % A N

2} S 3 L < Z. S

> 3 = = - o > <

2 3 o c
TFIT (ug|50.58 +|49.78 +|69.50 +|79.03 +|74.06 +|57.44 +|62.08 +|7485 *
EQ/mg) |[1.219 |333¢ [3.17% |0.24°2 1.71% | 5.04°% |430°¢ |544°2

*(n=3, a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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2.2. Profil phénolique du pollen d’abeille

L’analyse des extraits de pollen par LC-MS indique que les profils phénoliques des 8 extraits

sont trés variés sur les plans qualitatif et quantitatif (Tableau 7).

Parmi les 14 standards chimiques utilisés, 3 composés sont omniprésents dans tous
les extraits : 1’acide hydroxy benzoique, I’acide caféique et la naringine. La vanilline et I’acide
férulique sont détectés dans 7 échantillons. Alors que, la catéchine, la rutine et la coumarine
sont présentes dans 6 extraits. L’acide cinnamique, I’acide gallique, la fisétine, la quercétine et
la génistéine apparaissent dans quelques extraits. Cependant, la myricétine est absente dans tous

les extraits.

Dans I’extrait de Constantine, 8 composés sont retrouvés parmi les 14 polyphénols étudiés, dont

la quercétine (2.24 pg/mg) et la rutine (1.31 pg/mg) sont les composantes majoritaires.

Pour les extraits de Guelma, Tizi Ouzou et Skikda 7 composés sont détectés. La catéchine et
I’acide hydroxy benzoique représentent les composants abondants dans les deux premiers

extraits. Alors que la rutine est riche dans I’extrait de Skikda avec une concentration de
(4.12 pg/mg).

Dans ’extrait de Boumerdes, 8 composés sont identifiés. Les phénols majoritaires sont la

fisétine (3.61 pg/mg) et la naringine (1.13 pg/mg).

Un profil phénolique identique est constaté entre les extraits de Sétif et de Jijel formé de
9 composés avec différentes proportions. La composante majoritaire dans ces extraits est la

rutine (4.36 et 6.90 ng/mg pour les extraits de Sétif et Jijel respectivement)

Bien que, 11 composés sont repérés dans 1’extrait de Khenchela, la rutine et ’acide hydroxy

benzoique sont les deux composants majoritaires (4.98 et 1.38 pg/mg respectivement).
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(TR. Temps de Rétention ; MM. Masse Molaire; M/z. Masse / nombre de charge; ND. Non-détecte)

Tableau 7. Profile phénolique des extraits de pollen d'abeille.

Résultats

I 9 @ X =
2| S|t ilg8|ze|zg|z, 2 l2el25] =8
Composants ~ ~ 5| =] % g T 3| © 3 2 o T = T = © 5 © o
3 N 3 5| & = © 3 C g | & © ® o © @ © N
Acide gallique 4377 | 170 | 171 | 169 | 0.497379 ND ND ND ND ND 0.060875 ND
Catéchine 5.672 | 290 | 291 | 289 ND 0.979382 | 0.070305 | 0.611247 | 0.566239 ND 0.344544 | 2.461093
Acide hydroxy
7.072 | 138 | 139 | ND | 0.715307 | 0.933785 | 0.979433 | 0.725997 | 0.264892 | 1.008105 | 1.378979 | 1.108051
benzoique
Acide caféique 7.547 | 180 | 181 | 179 | 0.127727 | 0.100354 | 0.113596 | 0.086489 | 0.112943 | 0.070938 | 0.071758 | 0.121806
Rutine 9.083 | 610 | 611 | 609 | 1.308557 ND ND 4.360579 | 6.901408 | 4.121672 | 4.983713 | 3.346309
Vanilline 9.745 | 152 | 153 | ND | 0.084444 | 0.022234 | 0.650853 | 0.027245 | 0.198406 | 0.924832 | 0.106699 ND
Acide férulique | 10.491 | 194 | 195 | ND | 0.397654 | 0.067072 ND 0.021757 | 0.017897 | 0.332210 | 0.011889 | 0.019962
Coumarine 10.499 | 146 | 147 | ND ND ND 0.998520 | 0.051625 | 0.083174 | 0.306016 | 0.016671 | 0.109948
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=z Z @) o) —
— < | + ~ 9 = 0 ~ O —~ —~ —~ —~ A —~ =
= > = = = = = @ = = = N
Composants ZIEIZS| T e 2| @ 5§ | = S| & 9| & &| & 2| © 5| ® 4
3 3 . * 3 5 5 3 3 @ 8 = 3 @ 3 a8 8 S 8 ¢
3 S 3 3| & =] €& » & a | & © © 9 © 2| &
Naringine 11.075 | 580 | 581 | ND | 0.172019 | 0.127713 | 1.132433 | 0.471956 | 0.719684 | 0.113400 | 0.030400 | 0.405485
Fisétine 12.921 | 286 | 287 | 285 ND ND 3.606626 ND ND ND 0.965503 ND
Myricétine 14.699 | 318 | 319 | 317 ND ND ND ND ND ND ND ND
Acide cinnamique | 20.224 | 148 | 149 | ND ND 0.194514 | 0.022536 | 0.033566 | 0.039635 ND ND ND
Quercétine 20.531 | 302 | 303 | ND | 2.237531 ND ND ND ND ND ND ND
Génistéine 27.033 | 270 | ND | 269 ND ND ND ND ND ND 0.039008 ND
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2.3. Analyse de la relation entre I’origine botanique et la teneur en polyphénols

Afin de déterminer la relation entre 1’origine botanique de pollen et la teneur en composants
phénoliques, les résultats de 1’identification palynologique et des dosages des composants
phénoliques ont été analysés statistiquement par I’ACP. Sur un total de 43 variables analysees
(types de pollen, TPT, TFT et TFIT), ’ACP indique que les deux premicres composantes
principales (CP1 et CP2) représentent 73.50 % de la variance totale.

La premiére composante principale (CP1) est de 53.48 % et représente les coefficients de
corrélation positives les plus élevés avec les composants phénoliques (TPT : 0.989, TFT : 0.913
et TFIT : 0.707).

La CP2 (20.02 % de la variance totale) a montré des coefficients de corrélations positives avec
quelques types de pollen (Quercus Type : 0.757, Cistus Type : 0.682, Juglans Type : 0.624 et
Oxalis Type : 0.624). Les variables ayant des coefficients de corrélations forts apparaissent

ensemble sur le biplot (Figure 16).

En se focalisant sur la CP1 et suite a la forte corrélation statistique enregistrée entre ces types
de pollen et les composants phénoliques (Juglans et Oxalis types «» TPT : 0.651, Juglans et
Oxalis types <> TFT : 0.772 et Juglans et Oxalis types «» TFIT : 0.501), on constate que la
présence des types de pollen Juglans et Oxalis est corrélée a une forte teneur en polyphénols

dans un échantillon de pollen d’abeille.
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Figure 13. Projection des variables (Types de pollen et composants phénoliques) sur

les composantes principales (CP1 et CP2).

3. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits

En raison de la composition trés variée des échantillons de pollen d’abeille et pour mieux

estimer le pouvoir antioxydant des extraits, 8 méthodes complémentaires ont été utilisées.
3.1. Evaluation de I’activité antioxydante par le test au DPPH

L’évaluation du pouvoir antiradicalaire des extraits par la méthode DPPH montre, d’une part,
la capacité du pollen d’abeille a réduire le radical DPPH®, et d’autre part la grande différence
entre les pouvoir antioxydants des échantillons. La meilleure activité est notée avec 1’extrait de
Tizi Ouzou avec une concentration inhibitrice médiane (Clso) égale a 62.77 £1.08 pg/mL, suivi
des extraits de Jijel (Clsp = 113.14 £1.56 pg/mL), de Skikda (Clso = 130.50 £2.36 pg/mL),
de Khenchela (Clso = 159.84 +1.42 pug/mL), de Boumerdés (Clso = 194.85 £1.25 pg/mL) et de
Sétif (Clso=214.62 £1.99 pg/mL). Les extraits ayant la plus faible activité antiradicalaire sont
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ceux de Guelma (Clsp=224.79 +2.02 pug/mL) et de Constantine (Clso = 382.92 + 2.45 pg/mL).
Cependant, les activités antiradicalaires des standards testés restent significativement

supérieures a celles des extraits (Figure 14).
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Figure 14. L activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test DPPH.
(n=3; a,b,c... sont significativement différentes (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.2. Evaluation de I’activité antioxydante par le test a PABTS

La meilleure activité antioxydante selon la méthode a I’ABTS est obtenue avec I’extrait de Sétif
avec une Clsp = 23.74 = 0.47 pg/mL, suivie par celle des extraits de Constantine
(Clso=31.66 + 0.50 pg/mL) et de Guelma (Clso = 42.93 + 1.65 pg/mL). L’activité antioxydante
la plus faible est constatée avec I’extrait de Jijel avec une Clso = 92.74 + 1.46 pug/mL (Figure
15). Toutefois, toutes les capacités de piégeage du radical ABTS°" des extraits testés restent

trés faibles comparativement aux capacités antioxydantes des standards utilisés.
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Figure 15. L’activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test a
I'ABTS.
(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05), Test ANOVA et Tukey)

3.3. Evaluation de ’activité antioxydante par le test CUPRAC

La réduction du cuivre par le test CUPRAC révele que I’extrait de Khenchela possede le
meilleur pouvoir réducteur avec une absorbance médiane (Aos) égale & 42.30 + 0.72 pg/mL,
suivi par les extraits de Skikda et Guelma (avec des Aos = 51.15 + 1.16 et 55.07 £ 2.12 pg/mL
respectivement), et les extraits de Sétif (Aos = 51.15 + 1.16 pg/mL), de Jijel
(Aos=60.36 = 1.31 pug/mL) et de Boumerdes (Aos = 62.23 £ 0.47 pg/mL).

Les plus faibles capacités réductrices sont constatées avec les extraits de Constantine
(Aos = 74.51 + 2.91 pg/mL) et de Tizi Ouzou (Aos = 84.00 + 2.65 pg/mL). Bien que, les
activités antioxydantes des standards testés restent tres fortes par rapport aux activités des

extraits étudiés (Figure 16).
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Figure 16. L activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test
CUPRAC.
(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.4. Evaluation de I’activité antioxydante par le test de blanchissement du p-carotéene

Les résultats du test de blanchissement du p-caroténe montrent que I’extrait possédant
la meilleure activité neutralisante des radicaux libres est celui de Tizi Ouzou avec une
Clso = 98.59 + 2.33 pg/mL. Une activité neutralisante modérée est obtenue avec 1’extrait de
Constantine avec une Clsp =571.30+2.45 pg/mL. Cependant, tous les extraits restants ont donné

une tres faible activité (Clso > 800 pg/mL) (Figure 17).

Une tres forte activité antioxydante est enregistrée avec les antioxydants standards en

comparaison aux extraits étudiés.
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Figure 17. L’activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test de
blanchissement du f3-carotene.

(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.5. Evaluation de I’activité antioxydante par le test FRAP

La figure 18 montre que les extraits de pollen possédent une tres faible capacité a réduire le fer
ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?"). La meilleure activité réductrice est enregistrée avec
I’extrait de Khenchela (Ags = 143.10 £ 2.67 pg/mL), suivi par celle de 1’extrait de Skikda
(Aos =187.61 £1.22 pug/mL). Néanmoins, tous les extraits restants ont une activité réductrice
trés faible (Aos>200 pg/mL).

Les antioxydants standards ont toujours des activités antioxydantes meilleures par rapport aux

échantillons étudiés.
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Figure 18. L’activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test
FRAP.
(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.6. Evaluation de I’activité antioxydante par le test au galvinoxyle (GOR)

La figure 19 indique que les extraits éthanoliques de pollen possédent une forte activité
antiradicalaire selon le test GOR. L’extrait ayant la meilleure activité antioxydante est celui de
Tizi Ouzou (Clsp = 73.66 £ 0.89 pg/mL), suivi par ceux de Jijel (Clso = 136.95 + 1.61 pug/mL),
de Skikda (Clsp = 152.35 + 2.40 pg/mL), de Boumerdes (Clso = 155.08 + 1.34 pug/mL), de Sétif
(Clso = 157.80 = 2.60 pg/mL) et de Khenchela (Clso = 174.98+2.26 pg/mL). L’extrait de
Constantine a montreé la plus faible activité (Clsp = 295.6 £ 0.99 pg/mL).

Les capacités antiradicalaires des antioxydants standards testés sont significativement

meilleures que celles de tous les échantillons étudiés.
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Figure 19. L’activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test
GOR.
(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.7. Evaluation de I’activité antioxydante par le test a la 1,10-Phénanthroline

La meilleure activité réductrice est constatée avec I’extrait de Boumerdeés
(Aos =38.85 = 1.50 pg/mL), suivi par I’extrait de Jijel (Aos = 39.03 + 1.88 pg/mL), de Skikda
(Aos = 39.94 + 1.02 pg/mL), de Sétif (Aos = 41.87 +0.86 pg/mL), de Guelma
(Aos = 43.37 £ 0.51 pg/mL), de Khenchela (Aos = 56.88 £ 1.39 pg/mL) et de Tizi Ouzou
(Aos = 73.97 £ 2.27 pg/mL). L’activité réductrice la plus faible est notée avec I’extrait de
Constantine avec une Aos=99.63 £ 2.96 pg/mL (Figure 20).

Toutefois, toutes les capacités réductrices des extraits étudiés restent trés faibles

comparativement a ceux des antioxydants standards utilises.
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Figure 20. L'activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test a la
1,10-Phénanthroline.
(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.8. Evaluation de I’activité antioxydante par le test SNP

La figure 21 démontre une différence entre les activités métal chélate des extraits de pollen
d’abeille évaluées selon la méthode SNP. L’extrait de Boumerdés possede la meilleure activité
réductrice de I’ion Ag" (Aos = 779.33 + 1.59 pg/mL), suivi par les extraits de Khenchela
(Aos = 826.67 £ 3.54 pg/mL), de Skikda (Aos = 877.44 + 3.06 pg/mL) et de Sétif
(Aos = 899.44 + 0.96 pg/mL). Les extraits restants ne montrent aucune activité réductrice

(A05>1000 pg/mL).

En outre, les activités enregistrées avec les deux antioxydants standards (I’acide ascorbique et

le trolox) sont largement meilleures que les activités des échantillons étudiés.
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Figure 21. L'activité antioxydante des extraits éthanoliques du pollen d’abeille par le test
SNP.
(n=3; a,b et ¢ sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

3.9. Analyse du pouvoir antioxydant des extraits

Pour pouvoir distinguer les différents extraits de pollen étudiés en fonction de leur pouvoir
antioxydant par rapport a I’ensemble des tests effectués, les deux composantes principales de
I’ACP (annexe 5) ont été utilisées pour réaliser une analyse de régression sur composantes

principales (RCP).

La figure 22 montre que les extraits de Jijel, Khenchela, Boumerdes et Skikda ont des scores
de régressions trés proches sur les deux axes. Ce groupement indique que ces extraits ont une

activité antioxydante trés similaire par rapport a I’ensemble des tests antioxydants réalisés.

Des scores de régressions trés rapprochés sont constatés entre les extraits de Sétif et de Guelma.
Cependant, des scores trés divergents sont notés avec les extraits de Tizi Ouzou et de

Constantine qui apparaissent totalement isolés entre eux et par rapport aux autres extraits.

Etant donné que ’activité antioxydante est exprimée en Clsp ou en Ags et qu’un potentiel

antioxydant fort correspond a des valeurs faibles de Clso ou d’ Ao, les extraits ayant la meilleure
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activité antioxydante par rapport a I’axe du pouvoir réducteur (Axe de la CP1) sont les extraits
de Sétif, de Khenchela et de Jijel avec les scores de régression les plus proches
du 0 (CP1 =0.273674, — 0.278952 et — 0.28952 respectivement).

Par rapport a I’axe du pouvoir piégeur (Axe de la CP2), I’extrait de Guelma révele le score de
régression le plus proche du 0 (CP2 =—0.19391).

Les extraits ayant montres la meilleur activité antioxydante par rapport aux deux axes sont ceux
de Sétif et de Jijel ((CP1; CP2) = (- 0.422022; 0.273674) et (— 0.51817 ; — 0.289542)
respectivement). Les activités antioxydantes les plus faibles ont été enregistrées avec les extraits
de Tizi Ouzou et de Constantine ((CP1; CP2)= (2.020982; - 1.631838) et
(1.28499 ; 2.050238) respectivement.

Figure 22. Biplot de la régression sur composantes principales (RCP) réalisée sur les deux

composantes principales de I’ACP des tests antioxydants.
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4. Analyse des protéines du pollen d’abeille
4.1.Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales montre une grande similarité entre les 8 échantillons de pollen
d’abeille étudiés (Figure 23). Les taux des protéines totales les plus élevés sont enregistrés dans
les échantillons de Guelma (19.13 £ .01 mg/g), Khenchela (18.98 + 1.14 mg/g), Constantine
(18.93 + 0.45 mg/g), Tizi Ouzou (18.65 + 1.62 mg/g), Skikda (17.81 £ 1.30 mg/g), Seétif
(16.96 £ 0.83 mg/g) et Boumerdés (16.54 + 0,75 mg/g). Tandis que le taux des protéines le
moins faible est enregistré dans la solution proteique de Jijel (14.03 + 0.43 mg/g).

a,b

Figure 23. Taux des protéines totales dans les différentes solutions protéiques du pollen d’abeille.
(n=3 ; a et b sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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4.2.Profils Electrophorétiques des protéines

Le profil électrophorétique des protéines des 8 échantillons révelent la présence de plusieurs
bandes protéiques (Figure 24). Le poids moléculaire de la majorité des bandes détectées est

compris entre 65.5 et 78.5 KDa (Tableau 8).

Les extraits protéiques de Constantine, Guelma et Sétif présentent 6 bandes chacun, suivi par
I’extrait protéique de Tizi Ouzou 5 bandes, des extraits protéiques de Jijel, Skikda et Khenchela

4 bandes chacun et I’extrait protéique de Boumerdés 3 bandes.

La bande protéique la plus fréquente est celle ayant un poids moléculaire de 72 KDa avec un
pourcentage de présence égal a 62.5 %, suivi par les bandes dont le poids moléculaire est de
65.5 et 68 KDa avec un pourcentage de preésence égal a 50 %. Les bandes protéiques
95, 76.8 et 74.5 KDa sont des bandes protéiques uniques (présente dans un seul échantillon)

avec le pourcentage de présence le plus faible (12.5%).
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Figure 24. Gel SDS-Page (12 %) des 8 échantillons de pollen d’abeille.
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Tableau 8. Diagramme Présence / Absence (1/0) et fréquences des bandes protéiques des

¢chantillons du pollen d’abeille.

Résultats

o
(@]
3 Q) w c
~ 2 S ) = %) 2 = %) 3
3| 2| g = el & 2| 3 o | S S
Scg| &8 2 3| 2| s| 35| 38| 2| 3| 8
- & @ = g a - %) @ B = (8
P a & o c >
S
250 1 1 1 1 1 1 1 1 8 100
95 1 0 0 0 0 0 0 0 1 12.5
90.5 0 1 0 1 1 0 0 0 3 375
85 0 0 0 0 0 1 0 1 2 25
78.5 1 0 1 1 0 0 0 0 3 37.5
76.8 0 1 0 0 0 0 0 0 1 12.5
74.5 0 0 0 0 1 0 0 0 1 12.5
72 1 0 1 0 0 1 1 1 5 62.5
68 1 0 0 1 0 0 1 1 4 50
65.5 0 1 0 1 1 1 0 0 4 50
60 0 1 0 1 0 0 0 0 2 25
56.5 0 0 0 0 0 0 1 1 2 25
42 1 1 0 0 0 0 0 0 2 25
Nombre
Total des 6 6 3 6 4 4 4 5 38 100
bandes
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Les échantillons présentant le taux de polymorphisme le plus important sont ceux de
Constantine, Guelma (83.33 % avec une bande unique) et Sétif (83.33 %, pas de bandes

uniques) et dont I’échantillon de Boumerdés est le moins polymorphe (33.33 %) (Tableau 9).

Tableau 9. Taux de polymorphisme protéique entre les échantillons de pollen d'abeille.

Bandes Polymorphes )
) Bandes Polymorphisme
Echantillon Non- Total
monomorphes | jniques (%)
uniques

Constantine 1 1 4 6 83.33

Guelma 1 1 4 6 83.33

Boumerdes 1 0 2 3 33.33

Sétif 1 0 5 6 83.33
Jijel 1 1 2 4 75
Skikda 1 0 3 4 75
Khenchela 1 0 3 4 75
Tizi Ouzou 1 0 4 5 80

5. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vivo

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vivo montrent une grande variabilité entre les

potentiels anti-inflammatoires des 8 extraits de pollen d’abeille étudiés (Figure 25).

La variation de I’cedéme, au cours de I’expérimentation, est appréciee respectivement apres 30,
60, 120, 180 et 240 min.

Pour le lot des témoins cedémateux, suite a 1’induction de la réaction inflammatoire le
pourcentage moyen de gonflement évolue de 26.61 + 290 % aprés 30 min
jusqu’a 63.99 + 2.98 % apres 240 min.
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En présence du diclofénac, les pourcentages moyens d’augmentation de 1’cedéme sont
significativement moins importants que ceux des témoins cedémateux avec un pourcentage

moyen de gonflement qui passe de 8.74 £ 1.17 % apres 30 min a 22.49 + 1.94 % aprés 240 min.

Pour les lots traités par les 8 différents extraits, le pourcentage moyen de gonflement le moins
important a été enregistré avec 1’extrait de Jijel (de 3.89 + 0.66 % aprés 30 min a 10.17 £ 2.31
% apres 240 min) qui est significativement inférieur durant toute 1’expérimentation a tous les
pourcentages moyens de gonflement enregistrés avec les autres extraits, les témoins cedémateux
et méme a ceux des rats traités par le diclofénac. En ce qui concerne I’extrait de Skikda
le pourcentage moyen de gonflement est statistiquement comparable a celui du diclofénac a 30
min. Pour, les extraits de Constantine, Khenchela, de Sétif et de Tizi Ouzou les pourcentages
moyens de gonflement sont statistiquement inférieurs par rapport a celui des témoins

cedémateux et supérieurs a celui des traités au diclofénac.

Des taux statistiquement comparables a celui des témoins cedémateux ont été enregistrés avec

les extraits de Guelma et de Boumerdes.

A cet égard, I’extrait de Jijel (a la dose de 200 mg/ Kg) a montré une meilleure activité
anti-inflammatoire qui était plus forte que celle du diclofénac (a 20 mg/ Kg). Une bonne activité
anti-inflammatoire a été enregistrée avec les extraits de Skikda, Constantine, Khenchela, Sétif
et Tizi Ouzou mais qui reste cependant significativement inférieure a celle du diclofénac.

Les extraits de Guelma et Boumerdés n’ont montré aucune activité anti-inflammatoire.

6. Analyse de la relation entre ’activité anti-inflammatoire, I’origine botanique et la

composition phénolique

Dans le but de relever les liens existants entre 1’activité anti-inflammatoire, les origines
botaniques et la composition phénolique, un total de 48 variables standardisées (les
pourcentages moyens de gonflement, types de pollen et les composants phenoliques) ont été

analysees par ACP.

Le résultat de cette analyse multivariées montre que les deux premiéres composantes

principales extraites reconstituent 71.16 % de la covariance totale (Figure 26).
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Figure 25. L'activité anti-inflammatoire des extraits de pollen d'abeille exprimée en pourcentage
d'augmentation de 1'cedéme.

(n=3; a,b,c... sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)

La CP1 représente 40.42 % et possede les coefficients de corrélations les plus élevés avec les
pourcentages moyens de gonflement (0.975 a 30 min, 0.972 a 60 min, 0.964 a 120 min, 0.960
a 180 min et 0.947 a 240 min).
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Cet CP1 peut étre considérée comme I’axe de I’activité anti-inflammatoire qui démontre quatre
types de pollen (Centaurea, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae et Fraxinus) avec un coefficient de
corrélation négative (— 0.796) par rapport aux pourcentages moyens de gonflement, ce qui

signifie que ces types de pollen sont corrélés a une forte activité anti-inflammatoire.

Concernant la CP2 (30.74 % de la covariance), les coefficients de corrélations les plus élevés
sont constatés avec les composants phénoliques (TPT : 0.985, TFT : 0.908 et TFIT: 0.689).
Donc CP2 est qualifiée comme 1’axe des composants phénoliques et indique que les types
Oxalis and Juglans sont corrélés positivement avec les composants phénoliques (TPT, TFT et
TFIT). Par conséquent la présence de ces types de pollen dans un échantillon correspond a des
taux élevés des composants phénoliques.

D’autre part aucune corrélation n’a été détectée entre les pourcentages moyens de gonflement
et les taux des composants phénoliques. Cela montre que I’activité anti-inflammatoire d’extrait

n’est pas affectée par le taux des polyphénols, flavonoides et/ou flavonols totaux.

Figure 26. Projection des résultats de 1’activité anti-inflammatoire, I’analyse palynologique et

des dosages des composants phénoliques sur les deux premieres composantes principales.
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7. Evaluation de P’activité anti-allergique in vivo

Afin d’évaluer I’activité anti-allergique du pollen d’abeille in vivo, I’extrait de Jijel a été choisi

vue qu’il a montré la meilleure activité anti-inflammatoire et antioxydante.
7.1. Effet de ’extrait sur la réponse allergique des rats

L’analyse du comportement des rats pendant 4 jours de sensibilisation par voie nasale au pollen,
montre que durant les 60 minutes succédant la sensibilisation la totalité des rats (des lots
Allergie et Allergie + Extrait de Pollen) se grattaient au tour du nez et de la téte, et présentaient
des difficultés respiratoires finissant par une immobilisation. Ces symptémes indiquent que les

rats sont arrivés au stade 5 de I’allergie.

Le traitement des rats allergiques (lot Allergie + Extrait de Pollen) avec I’extrait de pollen
n’entraine aucune amélioration dans le stade allergique durant les 3 premier jours. Néanmoins
Ieffet de ’extrait débute le 4°™ jour par une observation d’une diminution des fréquences de
symptomes. En effet, I’extrait de pollen réduit la fréquence des grattements avec un pourcentage
de 24%, la difficulté respiratoire avec un pourcentage de 16.67% et améliore la capacité de
mouvement de I’animal avec un pourcentage de 7,58% comparativement aux rats du lot

Allergie (Figure 27).

1 : Aucun symptdme

2 : Grattement autour du
nez et de la tete

3 : Poches autour des yeux
et bouche

4 : Respiration difficile
et/ou cyanose autour de la
bouche et de la queue

5: Aucune activité apres
ou tremblement et
convulsion

6 : Déces

Figure 27. Fréquences des différents symptomes chez les rats allergiques traités avec I’extrait
de pollen d’abeille (exprimées en pourcentages comparativement aux fréquences des rats
allergiques).
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7.2. Effet de I’extrait sur le profil des protéines sériques chez les rats allergiques

7.2.1. Effet de I’extrait de pollen sur les protéines sériques totales

Les résultats montrent que 1’extrait de pollen d’abeille ainsi que I’induction d’allergie n’ont

aucun effet significatif (p > 0.05) sur le taux des protéines sériques totales (Figure 28).
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Figure 28. Effet des différents traitements sur le taux des protéines sériques totales.

(n=3; a indique [’absence de différence significative (p > 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.2. Effet de I’extrait de pollen sur I’Albumine chez les rats allergiques

L’évaluation du taux de 1’albumine sérique démontre une diminution significative,
comparativement au lot Contréle (30.07 £ 0.80 g/L), dans les lots Extrait de Pollen (25.30 +
1.83 g/L), Allergie (27.27 £ 0.70 g/L) et Allergie + Extrait de Pollen (25.23 + 0.5 g/L)
(Figure 29). La différence notée entre ces derniers est non-significative (p > 0.05).
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Figure 29. Effet des différents traitements sur le taux d'Albumine sérique.

(n=3; a et b sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.3. Effet de I’extrait de pollen sur les protéines Alpha 1 chez les rats
allergiques

La figure 30 montre que le taux des protéines Alpha 1 du lot Contréle (14.25 £ 0.35 g/L) est
supérieur a ceux des lots Extrait de Pollen (12.57 = 0.80 g/L) et Allergie (11.90 + 1.51 g/L).
Tandis que le taux des Alpha 1 dans le lot Allergie + Extrait de Pollen (12.13 + 0.25 g/L) est
supérieur a celui du lot Allergie. Bien que la seule différence significative (p > 0.05) soit notée
entre les lots Contréle et Allergie.
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Figure 30. Effet des différents traitements sur le Taux des protéines Alpha 1.

(n=3; a et b sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.4. Effet de I’extrait de pollen sur les protéines Alpha 2 chez les rats

allergiques

La figure 31 indique que I’extrait de pollen ainsi que 1’induction d’allergie n’ont pas d’effet

significatif sur le taux des protéines Alpha 2 (p > 0.05).
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4,007

Moyenne Alpha 2 (g/L)

2,00

Contrale

T
Extrait ce Pollen

LOT

Allergie

T
Allergie + Extrait cle Pollen

Figure 31. Effet des différents traitements sur le taux des protéines Alpha 2.

(n=3 ; a indique l’absence de différence significative (p > 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.5. Effet de ’extrait de pollen sur les protéines Béta 1 chez les rats allergiques

La figure 32 démontre que I’extrait de pollen d’abeille ainsi que I’induction d’allergie n’ont
aucun effet significatif sur le taux des protéines Béta 1 (p > 0.05).

20,00 a
a
a
- 15,00 a S
S
=)
S —
-
o
At
[}
m
@
£ 10,004
c
L]
==
=]
=
5,004
T T
Contréle Extrait cle Pollen Allergie Allergie + Extratt ce Pollen

Figure 32. Effet des différents traitements sur le taux des proteines Béta 1.

(n=3; a indique [’absence de différence significative (p > 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.6. Effet de I’extrait de pollen sur les protéines Béta 2 chez les rats allergiques

La figure 33 rapporte que le taux le plus éleve des protéines Béta 2 est noté avec le lot Controle
(6.95 = 0.05 g/L). En outre, le taux des Béta 2 du lot Allergie + Extrait de Pollen
(2.87 + 4.96 g/L) est significativement supérieur a celui du lot Allergie. On note aussi une

absence des fractions protéiques Béta 2 du sérum des lots Extrait de Pollen et Allergie.
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Figure 33. Effet des différents traitements sur le taux des protéines Beta 2.

(n=3; a,b et ¢ sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.2.7. Effet de I’extrait de pollen sur les protéines Gamma chez les rats
allergiques

La figure 34 indique que le taux des protéines Gamma dans le lot Contrdle (0.20 + 0.1 g/L) est
significativement inférieur a ceux des lots Extrait de Pollen (8.80 + 0.36 g/L) et Allergie (12.20
+ 1.31 g/L). Le taux des Gammaglobuline dans le lot Extrait de Pollen est inférieur a celui du
lot Allergie. Aucune différence significative n’a été constaté entre les taux du lot Allergie +

Extrait de Pollen (10.70 + 0.81 g/L) et les lots Allergies et Extrait de Pollen.
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Figure 34. Effet des différents traitements sur le taux des protéines Gamma.

(n=3; a, b et ¢ sont significativement différents (p < 0.05) ; Test ANOVA et Tukey)
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7.3. Etude histologique

Résultats

L’observation des coupes histologiques des poumons des rats du lot contréle montre une

structure normale bien organisée du tissu pulmonaire (figure 35).

A

BRT

B

BRT

Figure 35. Coupe histologique du tissu pulmonaire colorée par I’hématoxyline- €osine des rats controles.

(A): GX40, (B) : GX100. AL: alvéoles, BRT : bronchiole pulmonaire terminale, VP : veine pulmonaire

Le traitement des rats avec 1’extrait de pollen seul n’a pas d’effet sur la structure histologique

du poumon. Néanmoins, on enregistre la présence d’alvéoles de forme irréguliére (Figure 36).

BR

BR

BR

Figure 36. Coupe histologique du tissu pulmonaire colorée par I’hématoxyline- éosine des rats

traités avec I’extrait de pollen.

(C): GX40, (D) : GX100. AL: alvéoles, BR: bronchiole pulmonaire
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La coupe histologique du poumon des rats allergiques illustre un parenchyme pulmonaire altéré,
avec un spasme de muscles lisses induisant un rétrécissement des bronchioles et une muqueuse

plus frangée que les bronches entrainant une broncho-constriction (Figure 40).

E F
BR

BR MR BRC

MR BRC BR
BR

ML

ML

Figure 37. Coupe histologique du tissu pulmonaire, colorée par I’hématoxyline- éosine des rats
allergiques.
(E): GX40, (F) : GX100. BR: bronchiole pulmonaire. MR : Muscle de Reissessen,
BRC : Broncho-Constriction, ML : Muscle lisse

On observe chez rats allergiques traités avec 1’extrait éthanolique de pollen (Figure 41),
une structure pulmonaire intacte semblable a celle du contréle, on note une dilatation des

muscles lisses dégageant les bronchioles (dilatation des alvéoles).

G H

Figure 38. Coupe histologique du tissu pulmonaire colorée par I’hématoxyline- €osine chez les
rats allergiques traités avec I’extrait éthanolique de pollen (G): GX40, (H) : GX100.
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Discussion

Un grand nombre de chercheurs a travers le monde se sont intéresses aux produits de la ruches
dont le pollen, vu que ce dernier est considéré comme de superaliment trés riche en protéines,
glucides, lipides, minéraux et vitamines...ctc. C’est également une excellente source de
molécules bioactives a différentes vertus thérapeutiques connues et utilisées depuis I’antiquité

(Khalifaetal., 2021; Komosinska-Vassev et al., 2015; Nogueira et al., 2012; Tutun et al., 2021).
1. Analyse palynologique

L’origine botanique du pollen peut varier selon la région et la végétation disponible pour les
abeilles au moment de la collecte (Margaoan et al., 2021). L'identification botanique a montré
que les 8 échantillons étudiés sont hétérofloraux avec une identification de 40 types de pollen
appartenant a 20 familles botaniques. Le résultat reflete la grande biodiversité florale
caractérisant I’ Algérie et particuliérement sa région Nord. Selon 1’index synonymique de la
flore d'Afrique du nord, 1’ Algérie compte prés de 4000 taxons indigenes et environ 4500 autres
entre taxons introduits a différents degres : cultivés, adventices et naturalisés (Alain Dobignard
etal., 2013).

Les familles botaniques les plus fréquentes dans les échantillons étudiés sont Anacardiaceae,
Brassicaceae et Cistaceae, ou le type Cistus a été omniprésent et les familles Myrtaceae et
Oleaceae sont les moins fréquentes. Les résultats corroborent plusieurs études démontrant que
les plantes les plus visitées par les abeilles pour récolter le pollen sont des membres de la famille
des Cistaceae et des Boraginaceae, bien gue les plantes les moins visitées sont des membres de
la famille des Myrtaceae (Feés et al., 2012; Sawicki et al., 2022).

La majorite des familles identifiées dans les échantillons proviennent d’espéces spontanées tres
connues pour leur potentiel mellifére élevé « flores polliniferes ». Cette observation appuie les
résultats des travaux algérien de Ghorab et al., 2021; Tamali and Ozkirim, 2019; Zerrouk et al.,
2014). Une autre étude réalisée dans la région de El Taref révéle I’existence d’une relation

étroite entre les abeilles butineuses et les plantes melliferes (Boutabia et al., 2016).

Les familles Brassicaceae et Asteraceae (la plupart de ses espéces) sont considérées comme des
plantes nectariferes. Toutefois, les membres de la famille des Fabacées (6,68% des types de
pollen identifiés) sont connus par un fort pouvoir nectarifére et pollinifere a la fois (Ghorab,

Rodriguez-Flores, et al., 2021). La diversité d’un échantillon de pollen est liée a la colonie
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d’abeilles dans son milieu naturel : type de plantes (mellifére et/ou pollinifére) et force de la
colonie (Chefrour et al., 2009).

2. Etude phytochimique des extraits de pollen d’abeille

De nombreuses études ont été menées dans de nombreux pays sur les teneurs en polyphénols,
flavonoides et flavonols totaux du pollen d'abeille ainsi que I’identification du profil
phenolique. Pour les échantillons étudiés, les teneurs en polyphénols totaux des 8 extraits de
pollen varient de 7.52 £ 0.77 & 122.47 £+ 1.03 ug EAG/mg, les teneurs en flavonoides varient
entre 26.80 = 0.12 et 85.06 £ 1.56 pg EQ/mg, alors que les teneurs en flavonols sont dans
I’intervalle de 49.78 + 3.33 et 79.03 + 0.24 ug EQ/mg.

Bien que différentes méthodes d’extraction et de dosage ont été utilisées, les taux de
polyphénols sont comparables & ceux rapportés dans différentes études réalisées sur le pollen
d’abeille du Brésil (Araujo et al., 2017; De-Melo et al., 2018a, 2018b; Soares de Arruda et al.,
2021), d’Espagne, du Portugal (Pascoal et al., 2014), d’Etat Unis d’Amérique (LeBlanc et al.,
2009), de la Gréce (Graikou et al., 2011), du Maroc (Asmae et al., 2021), de la Pologne (Sawicki
et al., 2022), de la Turquie (Margaoan et al., 2021; Sahin et al., 2019; Saral et al., 2016; Yildiz
et al., 2013) et du Vietnam (Quoc, 2021) (Tableau 10).

Des teneurs en polyphénols totaux inférieurs a celles notées dans cette investigation
comparativement a celles rapportées dans d’autres publications réalisés sur le pollen d’abeille
du Brésil (Lopes et al., 2019), de la Lettonie (Straumite et al., 2022), de la Serbie (Zili¢ et al.,
2014), de la Slovaquie (Fatrcova-Sramkova et al., 2013, 2016), de la Tunisie (Daoud et al.,
2019) et de la Turquie (Okatan et al., 2021; Saral et al., 2022).

Cependant, des taux de polyphénols largement supérieurs aux résultats sont constatés dans un
échantillon tunisien de pollen monofloral (cultivar de Tozeur) (Daoud et al., 2019) et un

échantillon Turc hétérofloral (Gercek et al., 2021).

La majorité des études publiées indiquent des taux de flavonoides et flavonols trés faibles
comparativement a ce travail (Araujo et al., 2017; Asmae et al., 2021; Daoud et al., 2019; De-
Melo et al., 2018a, 2018b; Lopes et al., 2020; Margaoan et al., 2021; Okatan et al., 2021;
Pascoal et al., 2014; Saral et al., 2016; Sawicki et al., 2022; Soares de Arruda et al., 2021;
Straumite et al., 2022; Yildiz et al., 2013; Zili¢ et al., 2014).
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Des teneurs en flavonoides comparables a ceux de nos résultats sont constatés avec 1’extrait du
pollen Tunisien de cultivar de Tozeur et d’un autre échantillon de pollen Turc hétérofloral
(Daoud et al., 2019; Gercek et al., 2021).

Cette variation est courante et peut étre attribuée aux origines géographiques et aux conditions
édaphoclimatiques différentes (Aradjo et al., 2017; Nogueira et al., 2012). Cependant, le facteur
le plus influent reste I'origine botanique (Bogdanov, 2004; Daoud et al., 2019; Estevinho et al.,
2012).

D’autre part, I’ACP, effectuée sur les données de 1’identification palynologique et les teneurs
en composés phénoliques de nos extraits, montre une forte corrélation entre les taux des
composés phénoliques avec les types de pollen Oxalis et Juglans (TPT : 0.651, TFT : 0.772 et
TFIT : 0.501 respectivement) ; ce résultat corrobore avec 1’étude réalisée sur 16 échantillons de
pollen d’abeille collectés du Chili ou les chercheurs ont constaté que le taux de polyphénols le
plus élevé est dans 1’échantillon de pollen contenant le type Oxalis (1’échantillon ayant 1’Oxalis
sp. avec une fréquence d’occurrence de 12.5% montre une teneur en polyphénols totales égale
a 52.99 ug EAG/ mg). Dans cette méme étude, il a été reporté un coefficient de corrélation
(0.790) entre le type Oxalis et le taux de polyphénols comparable a celui enregistré (Velasquez
etal., 2017).

Les profils phénoliques ont été déterminés par rapport a 14 standards chimiques appartenant
aux différentes classes et sous-classes des polyphénols :

- 5 acides phénoliques dont 2 acides hydroxy benzoiques (I’acide gallique et 1’acide
hydroxybenzoique) et 3 acides hydroxy cinnamiques (1’acide caféique, 1’acide férulique
et I’acide cinnamique) ;

- 7 flavonoides dont 4 flavonols (la quercétine, la rutine, la fisétine et la myricétine), 1
flavanol (la catéchine), 1 flavanone (naringine) et 1 isoflavone (la génistéine) ;

- 1de la sous-famille des coumarines (la coumarine) ;

- 1 aldéhyde phénolique, composeé phénolique dérive, (la vanilline).
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Tableau 10. Synthese bibliographique des travaux rapportant les teneurs des extraits de pollen en polyphénols, flavonoides et flavonols totaux.
(EAG : Equivalent a I’Acide Gallique, EAPC :Equivalent a [’acide protocatéchique, ECA :Equivalent & la Catéchine et EQ : Equivalent & la

Quercétine)

Pays Nombre Nature de Type TPT TFT TFIT Rt
éférence
d’origine d’échantillon | I’échantillon d’extrait (ug EAG/mg) (1g EQ/mg) (ng EQ/mgQ)
Mono/ et ) Entre 33.73 et Entre 1.42 et (Aragdjo et al.,
4 o Ethanolique -
hétérofloraux 75.60 9.05 2017)
6 Mono/ et Ethanolique et | Entre6.7+£0.1 | Entre0.3+0.0 (De-Melo et al.,
hétérofloraux | Méthanolique et29.2+0.3 et17.5+0.1 2018a)
Ethanoligue et (De-Melo et al.,
8 Monofloraux ] . Entre 5.6 et 29.7 | Entre 0.3 et 19.0 -
o Méthanolique 2018b)
Brésil
Entre 6.10 + Entre 0.30 +
o . (Lopes et al.,
8 Hétérofloraux | Ethanoliques 0.3letl1l.4+ 0.02 et 2.09 £ - 2019)
0.31 0.02
Entre 19.28 + Entre 4.60 +
o ) (Soares de Arruda
62 Hétérofloraux | Ethanolique | 4.42et36.94+ | 0.61et9.95+% -
etal., 2021)
1.57 1.10
Entre 3.92 +
Entre 18.55 +
Espagne et o ) ) 0.68 et 10.14 + (Pascoal et al.,
8 Hétérofloraux | Méthanolique | 0.95et 32.15 + -
Portugal 1.57 ug 2014)
2.12
ECA/mg
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Entre 15.91 +

Etats Unis o ) ) 2.66 £0.07 a (LeBlanc et al.,
6 Hétérofloraux | Méthanolique | 0.05et 34.85 -
d’Amérique 5.48 +0.09 2009)
0.08
. o ) ) (Graikou et al.,
Greéce 1 Hétérofloral | Méthanolique 10.49 £ 0.30 - -
2011)
Entre 4.71 + )
_ Mono/hétérofl ) (Straumite et al.,
Lettonie 13 Ethanoliques | 0.19et32.13 - -
oraux 2022)
1.26
Entre 8.07 +
o ) 0.20 £ 0.04 et (Asmae et al.,
Maroc 8 Hétérofloraux | Ethanolique | 1.03 et 32.39 + -
6.303+0.37 2021)
0.15
o ) ) (Sawicki et al.,
Pologne 1 Hétérofloral | Méthanolique 32.52+2.19 11.77 £0.15 -
2022)
) Entre 7.77 +
Serbie - Hydro- 8.92+0.12 et .
7 Hétéroloraux ) 0.21et9.93 + - (Zili¢ et al., 2014)
acetoniques 15.00£0.91
0.85
(Fatrcova-
Slovaquie 1 Monofloral Ethanolique 0.96 £ 0.32 - - Sramkova et al.,

2013, 2016).

88



Discussion

Entre 5.40 * Entre 3.79 *
.. i (Daoud et al.,
Tunisie 2 Monofloraux Ethanolique | 0.87 et 237.11 0.26 et 2019)
9.58 75.10 £4.37
o ) 173.52 + 1.87 (Gercek et al.,
1 Hétérofloral Ethanolique 79.21 £5.89
png EAPC/mg 2021)
Mono/hétérofl ] ) Entre 16.40 et (Margéoan et al.,
18 Méthanoliques 7.72 et 2.39
oraux 41.17 2021)
Entre 5.05 + Entre 1.53 +
, . (Okatan et al.,
10 Monofloraux | Méthanoliques | 0.01 et 11.03 + 0.10 et 2021)
0.01 2.00+£0.01
Turquie 1 Monofloral Méthanolique 13.78 £ 0.34 1.64 +0.11 (Saral et al., 2016)
Entre 9.01 +
20 Hétérofloraux | Méthanoliques | 0.05 et 13.08 + - (Saral et al., 2022)
0.02
] (Sahin and Karkar,
1 Monofloral Ethanolique 32.18 +0.25 -
2019)
_ (Yildiz et al.,
1 Hétérofloral | Méthanolique 28.87 £2.48 8.07 £0.83
2013)
Vietnam 1 Monofloral Aqueux 10.62 +0.18 - (Quoc, 2021)
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Les résultats de 1’analyse LC-MS ont réveélé des profils phénoliques dissemblables sur les plans
qualitatif et surtout quantitatif entre les 8 extraits étudies. Les extraits de Jijel et de Sétif ont

deux profils apparentés avec une présence des mémes molécules a différentes proportions.

La rutine est la composante majoritaire pour les extraits de Jijel, Khenchela, Sétif, Skikda et
Tizi Ouzou. La naringine est omniprésente dans tous nos extraits. Bien que la myricétine est la

seule composante qui n’a pas été détectée dans aucun échantillon.

Un résultat similaire a été constaté dans un extrait éthanolique d’un échantillon de pollen
hétérofloral collecté en Turquie, ou le profil phénolique, réalisé a partir de 23 standards
chimiques, dont 7 sont parmi les composants ciblés dans cette étude, a montré que la rutine est
la composante la plus abondante (0.115 pg/mg). Cependant, la myricétine, a I’encontre de ces
résultats, a été détectée a un taux égal a 2.220 x 10 3 pg/mg. Alors que la naringine, présente

dans tous nos échantillons, n’a pas été détectée (Gercek et al., 2021).

Dans une autre étude réalisée sur un échantillon de pollen hétérofloral, le profil phénolique de
I’extrait méthanolique, obtenu par rapport a 18 standards chimiques dont 6 étaient partagés avec
nos profils, a marqué une absence de 1’acide gallique et de I’acide caféique d’une part et d’autre
part des taux tres faible des composants détectés comparativement a ceux constatés dans notre
étude (Saral et al., 2022).

Un profil phénolique d’un extrait éthanolique de pollen d’abeille, collecté en Turquie, réalisé
par rapport a 23 composants phénoliques parmi lesquels 6 sont concerné par notre étude, a
indiqué I’absence de la rutine, la vanilline et la catéchine. Les taux des composants détectés

sont trés proches a ceux constatés dans notre résultat (Kahraman et al., 2022).

Dans une autre étude réalisée au Brésil sur un total de 56 différents échantillons de pollen
d’abeille mono- et hétérofloral, les profils phénoliques rapportés sont tres hétérogeénes. La rutine
et la querceétine sont les deux composantes les plus frequentes. La catéchine est répertoriée dans
14 échantillons, suivi par 1’acide férulique et I’acide cinnamique dans 10 différents échantillons
de pollen d’abeille, puis la naringine dans 9 échantillons. L’acide caféique et 1’acide gallique
ont été retrouvé dans seulement 3 et 2 échantillons respectivement. Les quantités constatées

sont trés faibles comparativement a nos échantillons (De-Melo et al., 2018a).

Le profil phénolique d’un extrait éthanolique de pollen d’abeille hétérofloral, collecté au Bresil,

et réalisé a partir de 18 composants phénoliques dont 8 composants partagés avec cette étude,
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a montré que les quantités détectées sont tres faible comparativement a celles enregistrées
(De-Melo et al., 2018b).

La rutine (0.70 pg/mg) est une des composants détectés dans 1’analyses du pollen d’abeille du
Maroc (El Ghouizi et al., 2020). Dans 7 échantillons de pollen d’abeille de mais collectés de la
Serbie, la rutine (0.13 x 10 2 a 1.86 x 10 2 pg/mg) et la quercétine (1.00 x 10 2 a
10.05 x 10 3 pg/mg) et ses dérivées glycosylées ont été détectées (Zili¢ et al., 2014).

Toutes ces constatations confirment la grande muabilité de la composition phénolique des
pollen d’abeille en fonction de 1’origine botanique, la provenance, les conditions
édaphoclimatiques et 1’activité apicole (Araujo et al., 2017; Bogdanov, 2004; Daoud et al.,
2019; Estevinho et al., 2012; Margaoan et al., 2021; Nogueira et al., 2012).

3. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits

Nos résultats montrent que les Clso obtenues par les tests au DPPH, a ’ABTS et de
blanchissement du B-caroténe sont dans I’intervalle compris entre 62.77 £1.08 et 382.92 £ 2.45 ;
23.74 +0.47 et 92.74 + 1.46 et de 98.59 £ 2.33 & > 800 pg/mL respectivement. De plus, les Aos
obtenues par les tests FRAP et CUPRAC varient de 143.10 + 2.67 a >200 et de 42.30 £ 0.72 a
84.00 * 2.65 pg/mL respectivement.

Différentes études ayant comme but d’évaluer le pouvoir antioxydant du pollen d’abeille ont
été menées (Tableau 11). Des activités antioxydantes, constatées par ’utilisation d’un ou d’une
combinaison de tests antioxydants DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC et B-caroténe, proches a
celles de cette investigation sont rapportées dans différentes études (Daoud et al., 2019; De-
Melo et al., 2018a, 2018b; Gercek et al., 2021; Lopes et al., 2019; Straumite et al., 2022).

Des activites antioxydantes trés faibles comparativement aux extraits étudiés sont notées dans
de nombreuses études : Araujo et al., 2017 ; Soares de Arruda et al., 2021 au Brésil, Pascoal et
al., 2014 a I’Espagne et au Portugal, Graikou et al., 2011 a la Grece, Asmae et al., 2021 au
Maroc, Fatrcova-Sramkova et al., 2016, 2013 au Slovaquie et Okatan et al., 2021; Yildiz et al.,
2013 au Turquie.

De trés fortes activités antioxydantes comparativement aux notre ont été reportées sur des
extraits de pollen Américain (LeBlanc et al., 2009) et Turque (Sahin et al., 2019; Saral et al.,
2016, 2022)
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Les tests GOR, a la 1,10-Phénanthroline et SNP viennent de confirmer ’activité antioxydante
des extraits et d’appuyer les résultats obtenus avec les tests au DPPH, a ’ABTS, FRAP,
CUPRALC et de blanchissement du B-caroténe.

Les résultats de la RCP a permis de combiner toutes les méthodes antioxydantes utilisées et a
projeter les extraits ayant la meilleure activité antioxydante. Les extraits de Skikda et de Jijel
ont la meilleure activité antioxydante. Ce résultat peut étre expliqué par le fait d’avoir deux
profils phénoliques apparentés avec une présence des mémes molécules a différentes
proportions dont la rutine est la composante majoritaire. Cette derniére appartient aux
flavonoides du sous-groupe des flavonols connus par leurs effets antioxydants et
anti-inflammatoires puissants (Panche et al., 2016; Rzepecka-Stojko et al., 2015).

La rutine, appelée également vitamine P ou quercetine-3-O-rutinoside, est un dérivé de la
quercétine glycosylée. Divers mécanismes se sont révélés responsables de ses activités
antioxydantes dans des modeles in vitro et in vivo (Choi et al., 2021; J. Yang et al., 2008). Sa
structure chimique peut directement piéger les ROS (Reactive Oxygen Species) (Enogieru et al.,
2018). Elle augmente la production du glutathion (GSH) et régule positivement les systemes de
défense oxydatifs par une expression accrue de nombreuses enzymes antioxydantes telles que
la catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (SOD) (Al-Enazi, 2014; Kandemir et al., 2015;
Mahgoub et al., 2009). La rutine inhibe aussi la xanthine oxydase qui est impliquée dans la
génération de ROS (Kosti¢ et al., 2015).

En conséquence, la rutine est utile dans le maintien de I'hnoméostasie redox intracellulaire et
peut donc étre efficace contre les complications secondaires liées au stress oxydatif (S. Singh
etal., 2019).
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Pays Nombre Nature de Nature de DPPH ABTS FRAP CUPRAC p-caroténe Refé
éférence
d’origine d’échantillon | I’échantillon I’extrait Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Aos (ng/mL) Aos (ng/mL) Clso(ng/mL)
Mono/ et ) (Aratjo et al.,
4 o Ethanolique > 800 > 800 > 800 - > 800
hétérofloraux 2017)
56 Mono/ et Ethanolique et | Entre 10 £ 0.2 (De-Melo et al.,
hétérofloraux | Méthanolique et155+5 2018a)
Ethanolique et | Entre 36 £0.2 (De-Melo et al.,
8 Monofloraux . - - - -
Méthanolique et95+1 2018b)
Brésil Entre 178.91 + Entre 34.30 = Entre 46.35 +
” . (Lopes et al.,
8 Hétérofloraux | Ethanoliques | 1.09 et597.93 + | 0.22 et 235.19 + | 0.44 et 305.90 + - - 2019)
0.96 0.19 4.66
P.1.:81.94 +
(Soares de
o . 11.34 % pour
62 Hétérofloraux Ethanolique > 800 - - - Arruda et al.,
des doses de 40
2021)
mg/mL
Espagne et . ) (Pascoal et al.,
8 Hétérofloraux | Méthanolique > 800 - - - -
Portugal 2014)
. Entre 11.35 + Entre 240.31
Etats Unis . ] . (LeBlanc etal.,
6 Hétérofloraux | Méthanolique | 3.46 et 75.90 + - 20.0 et 3220 + - -
d’Amérique 2009)
1.19 170
. o ] . (Graikou et al.,
Grece 1 Hétérofloral Méthanolique 1814 +17 - - - -
2011)
) Mono/ ) Entre 33.6 £+ 0.8 | Entre32+1.6 (Straumite et
Lettonie 13 Ethanoliques - - -
hétérofloraux et 1264+ 2.4 et 176.8 £ 5.6 al., 2022)
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. Entre 245+ 0.9 | Entre 190 +0.5 | Entre 133 +3.6 (Asmae et al.,
Maroc 8 Hétérofloraux Ethanolique - -
et832+6.9 et 896 £ 5.1 et 790 £ 17.5 2021)
. (Sawicki et al.,
Pologne 1 Hétérofloral Méthanolique 61.09 £ 4.28 97.68 £ 0.91 192.35 +£4.28 - - 2022)
(Fatrcova-
Slovaquie 1 Monofloral Ethanolique > 800 - > 800 - - Sramkova et al.,
2013, 2016).
) (Daoud et al.,
Tunisie 2 Monofloraux Ethanolique 144.86 £ 0.54 - - - > 800
2019)
] (Gercek et al.,
1 Hétérofloral Ethanolique - - - 85.59 £ 5.95 -
2021)
. (Okatan et al.,
10 Monofloraux | Méthanoliques > 800 - - - -
2021)
. (Saral et al.,
1 Monofloral Méthanolique 490 + 2.60 - 48,7 +1.00 - -
2016)
Entre 35.64
Turquie 0.34 et 74.86 +
) (Saral et al.,
20 Hétérofloraux | Méthanoliques - - 0.08 umol - -
o . 2022)
équivalent a
FeSO47H0
. (Sahin and
1 Monofloral Ethanolique - 146.18 + 2.14 6.12 +0.22 - -
Karkar, 2019)
(Yildiz et al.,
1 Hétérofloral Méthanolique 620.00 £ 1.0 - 82.31+2.41 - - 2013)
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4. Analyse des protéines du pollen d’abeille

Les protéines sont I'un des principaux composants du pollen d'abeille, leur teneur est tres
variable selon les especes végétales (10 a 40% de poids sec) (Ares et al., 2018). Les taux des
protéines totales étudiés sont compris entre 14.03 £ 0.43 et 19.13 £+ .01 mg/g. Nos résultats sont
différents a ceux rapportés dans une étude réalisée sur le pollen d’abeille de la Bulgarie 162.7

+ 0.2 mg/g (Marinova et al., 2010).

La SDS-Page montre que les profils électrophorétiques de nos protéines polliniques sont formés
de 3 a 6 bandes protéiques dont le poids moléculaire est compris entre 42 et 95 KDa,
et corrobore avec les résultats de plusieurs études qui ont rapporté que les poids moléculaires
des protéines polliniques varient de 10 a 94 KDa (Matsumoto et al., 2019; Radauer et al., 2006;
Sénechal et al., 2015; Yagami et al., 2019).

L’analyse des protéines polliniques a confirmé la grande diversité du pollen d’abeille en

métabolites primaires (exemple des protéines) et secondaires (polyphénols).
5. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vivo

L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques du pollen d'abeille a été déterminée par
le test d'cedéme de la patte induit par le formaldéhyde chez le rat. Ce test est couramment utilisé
comme modele pour I'évaluation des activités antinociceptives et anti-inflammatoires in vivo.
Il est basé sur I’induction d’une réaction inflammatoire neurogéne médiée par des neuropeptides

tels que la substance P (Damas et al., 1999).

Dans cette étude le diclofénac sodique, choisi comme molécule de référence, est un
anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) éprouvé aux propriétés antipyrétiques,
anti-inflammatoires et analgésiques. Il exerce son action via l'inhibition équipotente des
cyclooxygénases (COX-1 et 2). Des recherches approfondies indiquent que ses mécanismes
d'action vont au-dela de I'inhibition de la COX et démontrent qu'il peut inhiber la substance P,
les enzymes lipoxygénases, influencer la libération et I'absorption de I'acide arachidonique,
activer la voie antinociceptive dépendante de 1’oxyde nitrique (NO, Nitric Oxide) et de la
Guanosine monophosphate cycliqgue (GMPc), ainsi que l'altération de production
d'interleukine-6 (Figure 39) (Amanullah et al., 2022; Gan, 2010).
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Figure 39. Structure chimique, mécanisme d’action, voie d’administration et métabolisme du

diclofénac (Amanullah et al., 2022).

Il existe trés peu d’études sur 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire du pollen d’abeille

et particulierement in vivo. La majorité de nos extraits de pollen ont inhibé la formation

d’cedéme de la patte. Un effet homologue a été constaté pour un extrait éthanolique de pollen

d'abeille monofloral (Cistus sp.) collecté en Espagne a des doses similaires (100 et 300 mg/Kg)

(Maruyama et al., 2010).
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Dans deux travaux Brésiliens, les extraits hydro-éthanoliques du pollen d'abeille de 1’abeille
M.fasciculata (Lopes et al., 2019) et de I’abeille S.aff.postica (Lopes et al., 2020) ont montré
une forte activité anti-inflammatoire a une dose comparable (250 mg/Kg) et ceux par une forte
inhibition du développement de I’cedéme dans les deux différents tests d'cedéme de la patte

induits par la carraghénane ou par le dextran.

Ces résultats peuvent renforcer I'nypothese supposant que I'extrait de pollen d'abeille agit par
I’inhibition de la COX-2 et probablement aussi par I’inhibition de la libération de 1’oxyde

nitrique (NO) ou/et comme antagoniste des récepteurs de I'histamine H1 (Lopes et al., 2019).

Dans le modele d'cedéme de patte induit par le formaldéhyde chez la souris, Choi, 2007 a noté
que I'extrait éthanolique du pollen d'abeille de pin (Pinus densiflora), administré a une dose de
200 mg/Kg, posséde une forte activité anti-inflammatoire. Cette activité est significativement
meilleure que celle du médicament anti-inflammatoire 1’indométacine (10 mg/kg). Ce résultat
corrobore le résultat observé avec I'extrait de Jijel qui était significativement meilleure que le

Diclofénac a 20mg/Kg.

Les résultats de I'ACP réalisées entre les différentes variables de 1’analyse palynologique,
composants phénoliques et 1’activité anti-inflammatoire ont montré qu'il n'y a aucune
corrélation entre les teneurs totales des composés phénoliques des échantillons avec l'activité
anti-inflammatoire (0,057, -0,042 et -0,167, respectivement). Ainsi, la variation notée dans
I'activite anti-inflammatoire entre les 8 extraits de pollen d'abeille ne peut pas étre expliquer par
les teneurs en composants phénoliques. Des taux égaux en composés phénoliques totaux entre
deux échantillons n’impliquent pas une composition identique ni un méme profil phénolique,

d’autant plus que les origines botaniques de nos échantillons de pollen d'abeille sont différentes.

Les fortes activités anti-inflammatoires enregistrées avec les extraits de Jijel et de Skikda
comparativement aux extraits restant est expliquée aussi par leurs richesses en rutine.
Actuellement, plusieurs études ont démontré I’implication de ce bioflavonol dans la modulation
de la réponse immunitaire et ont élucidé ses différents mécanismes d’action (Syahputra et al.,
2022). Ce composé est impliqué dans 1’inhibition de la sécrétion des TNF,, 1’0xyde nitrique,
I’TEN,, IL-1g, IL-6, le MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1, appelé aussi le CCL2), la
MPO (myéloperoxydase) et la cyclooxygenase-2 (COX-2) (Chen et al., 2022). En plus, la rutine
réduit I’expression du récepteur purinergique P2X7 des cellules immunitaires (récepteurs
purinergiques sensibles a I'ATP) et de la NLRP3 (Nod-Like Receptor family pyrin domain

containing 3) impliquée dans la formation de I’inflammasome (Pandey et al., 2021). La rutine
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agit encore par la suppression de I’IKKyg (Inhibitory Kappa B kinase), I-kBg et la NFkB, des
molécules de signalisation cellulaire responsable du déclenchement de la réaction
inflammatoire et de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Muvhulawa et al., 2022;
Shen et al., 2022). La rutine est connue aussi par sa capacité a ameéliorer les niveaux des
antioxydantes intracellulaires, tels que : le glutathion, le glutathion peroxydase, le glutathion S-

transférase, le glutathion réductase, la superoxyde dismutase et la catalase (Ravi et al., 2018).

La tres faible activité anti-inflammatoire constatée avec les extraits de Guelma et de Boumerdeés

peut étre attribué a 1’absence de la rutine de ces échantillons.

Les pouvoir anti-inflammatoires et antioxydants trés différents entre les 8 extraits peuvent étre
expliquer par les profils phénoliques hétérogenes obtenus par LC-MS. Le fait d’avoir deux
profils phénoliques qualitativement homologues entre les extraits de Jijel et de Sétif démontre
pourquoi ces extraits ont révélé un comportement similaire traduit par la meilleure activité

anti-inflammatoire et antioxydante.
6. Evaluation de I’activité anti-allergique in vivo

L’évaluation de I’activité anti-allergique du pollen in vivo a été réalisée sur un modele animal
d’allergie respiratoire. En effet, une allergie a été provoquee, chez les rats, induite par les
protéines du pollen. La réussite de ce modeéle est constatée macroscopiquement par
I’observation de quelques manifestations symptomatiques chez les rats rendus allergiques et

confirmée microscopiquement par les résultats de 1’étude histologique.

Tous les rats du lot Allergie ont présenté des scores allergiques justifiant le stade 5 et ceux a
partir du 1" jour de la sensibilisation jusqu’au 4°™ jour. Les protéines du pollen de Jijel ont été
utilisées comme allergénes pour immuniser et sensibiliser les rats. Les résultats de 1’évaluation
des symptomes ainsi que de 1’étude histologique indique que cet échantillon de pollen dispose
de protéines a fort pouvoir allergisant. Méme si cet extrait est le moins riche en bandes
protéiques dans la SDS-page (seulement 3 bandes ont été détectées : 65.5 ;74.5 et 90.5 KDa),
il a permis d’installer une réaction allergique chez tous les rats des deux lots (Allergie et

Allergie + Extrait de Pollen).

Ce potentiel allergisant peut étre expliqué par rapport a 1’origine botanique de cet échantillon
dont le type Quercus est le plus fréquent (22.92%). Ce dernier appartient a la famille Fagaceae
appartenant a I’ordre Fagal regroupant les arbres ayant le pollen le plus allergisant renfermant

principalement les allergénes Bet v 1 (principale cause d'allergie respiratoire observée au début
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du printemps), Bet v 2, Bet v 3, Bet v 4, Car b 1 et Que a 1 (Biedermann et al., 2019; Huerta-
Ocampo et al., 2020; Loria et al., 1989; Wallner et al., 2009; Ziemianin et al., 2021). En outre,
cet échantillon est formé a 20.75 % de pollen appartenant a la famille Asteraceae ayant de pollen
tres riche en allergenes de types Ama r 1 (membre de la famille des Ole e-1 like, trés connue
par son pouvoir allergene) et Art v 1 (Vakili Moghaddam et al., 2019). Tous les allergénes cités
ci-dessus ont un poids moléculaire compris entre 9 et 18 KDa (sauf I’Art v 1 28 KDa) et donc
ne font pas partie de la plage de séparation (20 a 200 KDa) du gel (12 % en acrylamide) utilisé
dans notre électrophorése SDS-Page, ce qui explique 1’absence de ses bandes du notre profil
¢lectrophorétique. Pour I’Art v 1, la SDS-Page a confirme son absence de nos échantillons suite

a I’absence d’une bande équivalente a son poids moléculaire.

L’administration par voie orale de I’extrait éthanolique de Jijel, doté de la plus forte activité
anti-oxydant et anti-inflammatoire, a permis de réduire I’intensité de la réaction allergique chez
les rats du lot combiné (Allergie + Extrait de Pollen) comparativement a celle des rats
non-traités par I’extrait. Cette diminution est constatée par une réduction des fréquences de
grattements, des difficultés respiratoires avec un pourcentage de 24 % et 16.67 %
respectivement, ainsi que 1’amélioration de la capacité de mobilité avec un pourcentage de
7.58 %. Les résultats de 1’¢tude histologique ont confirmé cet effet en notant une structure

pulmonaire saine ressemblant & celle du contrdle.

L’¢lectrophorese des protéines sériques a révélé, chez les rats allergiques, une diminution des
taux de 1’albumine totale ainsi que celui des protéines Alpha 1, avec une apparition d’un bloc
Béta 2 — gamma accompagné d’une hypergammaglobulinémie. Ces résultats indiquent un état
inflammatoire  chronique (Emile, 2013). L’hypoalbuminémie est le résultat de
I’hypercatabolisme due a I’inflammation. L’hyper o1-globulinémies est provoquée par la forte
sécrétion des protéines de la phase aigué de 1’inflammation, principalement 1’alpha-1-
glycoprotéin (connue aussi sous le nom « Orosomucoide ») et I’alpha-1-antitrypsine.
L’hypergammaglobulinémie est peut-étre le résultat d’une libération massive des

immunoglobulines de type IgE (Cellier et al., 2018; Szymanowicz et al., 2006).

Chez les rats allergiques traités par I’extrait éthanolique du pollen d’abeille, on remarque la
disparition du bloc Béta 2 — gamma avec une réapparition de la faction Béta 2 et une diminution
significative du taux des gammas globulines, comparativement aux rats allergiques non-traités
par I’extrait de pollen. On note aussi un taux des protéines alpha 1 non-significativement

different a celui du lot contrdle. Ces constatations renforcent d’une part celles des résultats des
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études comportementales et histologiques et d’autre part confirme 1’effet anti-allergique de

I’extrait éthanolique du pollen d’abeille de Jijel.

Plusieurs hypotheses ont été proposées pour expliquer les mécanismes d’action régissant I’effet
anti-allergique du pollen d’abeille. Il a ét¢ démontré in vitro que le pollen d’abeille est capable
d’inhiber la dégranulation des mastocytes quand il est ajouté au moment de la sensibilisation
aux IgE. En inhibant la liaison des IgE aux mastocytes sans influencer l'expression de FceRI
(le récepteur de haute affinité pour la région Fc des IgE). Il inhibe, également les voies de
transduction du signal dans les mastocytes dérivés de la moelle osseuse (BMMC : Bone
Marrow-derived Mast Cells). Des doses faibles du pollen d’abeille (0.1-1 pug/mL) ont démontré
une grande capacité a inhiber la production du TNFa par les mastocytes (Ishikawa et al., 2008;
Khalifa et al., 2021).

In vivo sur un modéle murin d’allergie induite par I’OVA, I’extrait phénolique du pollen
d’abeille a réduit la production des IgE et des IgG1. Ces deux immunoglobulines se lient aux
récepteurs FceRI et FceRIII respectivement, sur la surface des mastocytes et activent ces
cellules pour libérer les médiateurs inflammatoires, y compris les cytokines pro-inflammatoires
(Medeiros et al., 2008).

En outre, il a permis a la fois I’inhibition de la migration cellulaire vers les poumons et

I'activation des éosinophiles (Jannesar et al., 2017).

Toutes ces observations peuvent étre expliquées par la richesse du pollen d’abeille en flavonols,
notamment la rutine pour I’extrait étudié. Cette molécule est dotée d’une forte activité anti-
allergique par une inhibition de la sécrétion d’histamine, la production des IL-4 et 13 en plus
de I’expression du ligand de CD40 par les mastocytes et les basophiles. Ce flavonol réduit la
libération d'histamine par les mastocytes et les basophiles a travers la diminution du calcium
intracellulaire, I’inhibition de la phosphorylation de la protéine kinase C0, I'AMP cyclique
phosphodiestérase et I' ATPase dépendante du calcium (Figure 40) (Jannesar et al., 2017; Kawai
et al., 2007).
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Dégranulation
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Composés flavonoides complexe a son récepteur

Figure 40. Illustration des mécanismes d’action du pollen et de ces composés flavonoides sur

la réponse immunitaire (Jannesar et al., 2017).
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L’intérét de ce travail est I’évaluation de la relation entre la constitution chimique et
biochimique du pollen d’abeille et ses pouvoirs antioxydants, anti-inflammatoires et anti-

allergiques.

Huit échantillons de pollen d’abeille collectés de diverses régions du Nord algérien sont
analysés palynologiquement afin d’identifier les origines botaniques. A partir des extraits
éthanoliques, les teneurs en composés phénoliques totaux sont déterminées ainsi que le profil
phénolique qualitatif et quantitatif. L activité antioxydante et anti-inflammatoires des extraits
sont évaluees in vitro et in vivo, respectivement. Les protéines totales des huit échantillons sont
mesurées spectroscopiquement et les profils électrophorétiques, obtenus par SDS-Page, sont
ainsi comparés. L’extrait ayant montré la meilleure activité anti-inflammatoire est utilisé pour
estimer le pouvoir anti-allergique in vivo sur un modéle animal d’allergie respiratoire au pollen.
Le pouvoir anti-allergique est constaté par une étude comportementale des symptémes
allergiques, une analyse des protéines sériques totales et a été confirmé par 1’étude histologiques

des poumons.

L’analyse palynologique révéle que tous les échantillons de pollen d’abeilles sont
hétérofloraux. Au total, 40 types de pollen appartenant a 20 familles botaniques ont été
identifiés. Le type Cistus est présent dans tous les échantillons, alors que la famille la plus

abondante est Brassicaceae (23.15 % du total des types de pollen).

L’étude phytochimique indique que les extraits éthanoliques du pollen d’abeilles sont trés riches
en composes phénoliques (polyphénols, flavonoides et flavonols) et les profils phénoliques ont
confirmé la présence d’une différence en molécules bioactives entre les différents extraits, ce
qui affirme que la composition de pollen d’abeille est affectée par les facteurs de 1’origine

botanique et les conditions édaphoclimatiques.

Les 8 tests antioxydants soulignent que tous les extraits ethanoliques possedent un fort pouvoir
antioxydant. La RCP demontre que la meilleure activité antioxydante est celle des extraits de
Jijel et de Skikda.

L’analyse des protéines totales du pollen d’abeilles ne montre aucune différence entre
I’échantillons sur le plan quantitatif. Cependant, les profils électrophorétiques révelent une

différence significative sur le plan qualitatif entre les échantillons de pollen.
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L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire note des effets controversés entre une forte activité
anti-inflammatoire observée avec 1’extrait de Jijel et de Skikda, une activité modérée
enregistrée avec les extraits de Sétif, Khenchela, Tizi Ouzou et Constantine et une absence
d’activité anti-inflammatoire avec les extraits de Guelma et Boumerdés. La forte activité anti-

inflammatoire a été corrélée a la présence de la Rutine dans I’extrait étudie.

La réussite du modele animal d’allergie au pollen est constatée chez tous les rats par une
manifestation comportementale du stade allergique 5 et confirmée par 1’étude histologique des
poumons. Par conséquent, le pollen de Jijel dispose de protéines ayant un fort pouvoir

allergisant.

L’évaluation de ’activité anti-allergique de 1’extrait éthanolique de Jijel montre que ce dernier

est doté d’une bonne activité anti-allergique.

Dans I’ensemble, le pollen d’abeille représente une bonne source de molécules bioactives
possédant un fort potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et anti-allergique. A cet égard, nous
suggérons qu’il serait trés intéressant de 1’exploiter dans les industries pharmaceutiques et

agroalimentaires.

Les données issues de ce travail restent préliminaires, il serait trés intéressant de réaliser
d’autres travaux complémentaires afin de pouvoir mieux identifier les molécules bioactives du
pollen d’abeille d’une part et d’autre part de mieux comprendre les mécanismes d’action de ces

derniéres.
En perspectives, il sera bénéfique d’investiguer 1’effet du pollen d’abeille sur :

- IPinfiltration et I’activation des leucocytes : mastocytes, neutrophiles et basophiles ;

- la production cytokinique, principalement ceux liées a la réponse Th2 et secrétées par
les Treg ;

- ainsi que d’autres modeles animaux pour étudier les allergies respiratoires et

I’inflammation.
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Annexe 1
Géolocalisation des ruchers :

Constantine

Hambeli, Ibn Badis

36.321639, 6.922083 (36°19'17.9"N 6°55'19.5"E)
Guelma

36.561298,7.439029 (36°33'40.7"N 7°26'20.5"E)
Setif

Krima, Draa Kebila

36.447605,4.962534 (36°26'51.4"N 4°57'45.1"E)
Tizi-Ouazou

Sidi Ali Bounab, Naciria

36.697250, 3.851361 (36°41'50.1"N 3°51'04.9"E)
Jijel

Bni Belaid (Kheiri Oued Adjoul)
36.877077,6.141700 (36°52'37.5"N 6°08'30.1"E)
Khenchla

Ain Touila

35.446297, 7.338573 (35°26'46.7"N 7°20'18.9"E)
Skikda

Bissy, Azzaba

36.773440, 7.022945 (36°46'24.4"N 7°01'22.6"E)
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Parameétres de fonction de LC-MS :
L'instrument a été mis en fonction selon les parametres suivants :

- mode d'ionisation : positive et négative ;

tension capillaire : 4,0 kV ;

température : 325°C ;

débit du gaz de désolvatation : 12,0 L/min ;

pression de nébulisation : 50 Psig.
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Electrophorese SDS-Page
Préparation du gel de séparation

Pour préparer 10 mL d’une solution meére a 12 % d’acrylamide, 3.3 mL d’eau ultrapure sont
mélangées dans 1’ordre avec 4 mL du mix d’Acrylamide 30 %, 2.5 mL de 1.5 M Tris (pH 8.8),
0.1 mL de SDS 10%, 0.1 mL d’ammonium persulfate 10 % (APS 10 %) et 5 ul de TEMED
(N,N,N',N'-Tétraméthyléthylene diamine). Le coulage du gel doit se faire immédiatement apres
I’ajout de I’APS et du TEMED, deux composes responsables de la polymérisation de la solution

d’acrylamide en une matrice de gel.

Préparation du gel de concentration a5 %

Pour préparer une solution de 5 mL, 3.4 mL d’eau ultrapure sont mélangées dont I’ordre avec
0.85 mL du mix d’Acrylamide 30 %, 0.5 mL de 1 M Tris (pH 6.8), 50 uL de SDS 10%, 50 uL
de I’APS 10 % et 0.02 ml de TEMED.

Préparation du tampon de migration

4.5 grammes de Tris base (Trizma base®, Sigma-Aldrich) sont mélangés avec 21.6 grammes de
glycine (Sigma-Aldrich) et 1.5 gramme de SDS (Sigma-Aldrich). Ensuite, I’eau ultrapure est

ajoutée en quantité suffisante pour (g.s.p.) un volume final de 1.5 L. Le pH est ajusté a 8.
Préparation du tampon de charge

5 mL de glycérol sont mélangés avec 2 mL de SDS (10 %), 0.5 mL de B-mercaptoéthanol, 1

mL du bleu de Bromophénol (1%) et 0.9 mL d’eau ultrapure. Le tampon est conservé a 4°C.
Préparation de la solution de coloration

1.5 g de bleu de Coomassie G250 est ajouté a 455 mL d’éthanol pur. Aprés dissolution du
colorant dans 1’éthanol sous agitation, 300 mL d’eau distillée sont rajoutés, puis, 75 mL d’acide
acétique pure. Finalement, une q.s.p. 1 L a I’eau distillée. La solution doit étre filtré sur papier

Whatman avant utilisation.
Parametre du générateur lors de la migration

- tension:300V
- intensité : 150 mA ;

- durée : 2 Heures.
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Annexe 4

Type de pollen identifié

Type de pollen

Observation microscopique (G x..)

Anthemis

Type

Bellis Type

Boraginaceae
Type

Brassica Type
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Brassicaceae

Type
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Bryonia type
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Buxus Type

Carduus Type
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Centaurea

Type

Cerinthe

major Type

Cichorium

Type
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Cistus Type

Convolvulus

Type
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Cucurbitaceae

Type

Erica arborea

Type
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Euphorbiacea

e Type

Fabaceae

Type

Fraxinus Type

Galactites

Type
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Halimium

Type

Helianthemu

m Type

Juglans Type

Lotus Type

Myrtus

communis

Type

Other

Brassicaceae

Type
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Oxalis Type

Papaver Type
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Picris type

Pistacia

lentiscus Type
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Poaceae Type

Quercus ilex

Type
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Quercus suber

Type

Quercus Type

Raphanus
Type
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Rhamnus

Type

Rosaceae

Type

Sonchus Type

Verbenaceae

Type

Vicia Type
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Vitex Type
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Annexe 5

Analyse de la relation entre les différents tests antioxydants

DPPH
1,07
1 a ‘
GOR
0,57 Phen
BetaC ®
»
SMP
—
= FRAP »
2 t
™
L) - CUPRAC
= OO P
[ |
o
Q
0,57
ABTS
=
1,0
T T T I I
-1,0 05 0,0 05 1,0
CP 1 (76.10%)

Projection des résultats des différents tests antioxydants sur les deux premiéres composantes

principales.

L’ACP indique que la CP1 représente 76.10 % avec des coefficients de corrélation positives vers
les tests CUPRAC, a la 1,10-Phénanthroline et SNP (0.872, 0.820 et 0.619 respectivement). L’axe
de la CP1 peut étre qualifié par ’axe du pouvoir réducteur. La CP2 reconstitue 15.33 % des
variances et présente les coefficients de corrélation positives avec les tests au DPPH et GOR (0.960

et 0.940 respectivement). L’axe de la CP2 peut étre qualifié¢ par 1’axe du pouvoir piégeur.
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Abstract

Bee pollen is one of the hive-derived products with a high nutritional value and very rich in
bioactive molecules. Its composition varies widely depending on its botanical origins and

edaphoclimatic conditions.

The objective of this study is to evaluate the relationship between the chemical and biological
composition of 8 bee pollen samples and the antioxidant, anti-inflammatory ant anti-allergic
potencies. Therefore, the samples of bee pollen collected from eight regions in the north of
Algeria were palynologically analyzed to identify the botanical origins. The phenolic contents
(polyphenols, flavonoids and flavanols) of the ethanolic extracts were quantified, before
proceeding to a characterization of the phenolic profile by LC-MS. The antioxidant activity was
tested in vitro by 8 complementary methods: DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, SNP, O-
Phenanthroline, GOR and [-carotene. The anti-inflammatory activity of the extracts was
evaluated in vivo and the extract with the best activity was used to assess the anti-allergic effect
in vivo on an animal model of pollen respiratory allergy. Pollen proteins were quantified and

analyzed by SDS-page.

The results of the palynological analysis revealed that all bee pollen samples are heterofloral
with the identification of 40 types of pollens. The dosages of phenolic compounds showed that
the extracts are very rich in polyphenols, flavonoids and flavonols. The in vitro study
demonstrated that all the extracts possess an antioxidant activity. The anti-inflammatory
activity in vivo showed that the most extracts have a good anti-inflammatory potency, however
the best activity was recorded with the extract of Jijel. The significant variations noted between

the effects of the extracts in the different activities were explained by the phenolic profiles.

The results obtained by allergic symptom scores, serum proteins electrophoresis and the lung
histological investigations proved that the extract of Jijel show a good anti-allergic effect. The
SDS-page electrophoretic profiles confirmed the variation in the composition of the various
pollens.

Our results confirmed that the variability of bee pollen is linked to the botanical origins as well
as to the edaphoclimatic conditions. These results underline the richness of bee pollen in
phenolic compounds endowed with a strong antioxidant, anti-inflammatory and anti-allergic

potential.

Key words: Bee pollen, Respiratory allergy, Anti-inflammatory, Antioxidant, Anti-allergic.
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Résumé

Le pollen d’abeille est un des produits de la ruche d’une haute valeur nutritionnelle et trés riche en
molécules bioactives. Sa composition varie largement en fonction de ses origines botaniques et des
conditions édaphoclimatiques.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la relation entre la constitution biologique et phytochimique
de 8 échantillons de pollen d’abeille et leurs pouvoirs antioxydants, anti-inflammatoires et anti-allergiques.
Les échantillons de pollen d’abeille collectés dans 8 régions du Nord algérien ont été palynologiquement
analysées afin d’identifier les origines botaniques. Les teneurs en composes phénoliques (polyphénols,
flavonoides et flavanols) des extraits éthanoliques ont été quantifiées, avant de procéder a une
caractérisation du profil phénoliqgue par LC-MS. L’activité antioxydante a ¢été testée in vitro
spectroscopiquement : DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, SNP, O-Phenanthroline, GOR et B-caroténe.
L’activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée in vivo et I’extrait ayant la meilleure activité a été
utilisé pour déterminer son effet anti-allergique in vivo sur un modeéle animal d’allergie respiratoire au
pollen. Les protéines polliniques totales ont été quantifiées et explorées par SDS-page.

Les résultats de I’analyse palynologique ont révélé que tous les échantillons de pollen d’abeille sont
hétérofloraux avec I’identification de 40 types de pollen. Les dosages des composés phénoliques ont
montré que les extraits sont trés riches en polyphénols, flavonoides et flavonols. L’étude in vitro a noté
que tous les extraits possedent une activité antioxydante et la RCP révéle que les extraits de Jijel et Skikda
possedent la meilleure activité antioxydante. Les profils électrophorétiques des protéines polliniques
totales ont confirmé la variation de la composition des divers pollen étudiés. L’activité anti-inflammatoire
in vivo a indiqué que la majorité des extraits ont un pouvoir anti-inflammatoire dont la meilleure activité
est constatée avec ’extrait de Jijel. Les variations significatives constatés entre les effets des extraits dans
les différentes activités ont été expliquées par les profils phénoliques. L’extrait de Jijel a démontré un effet
anti-allergique constaté par 1’étude comportementale et a été confirmé par 1’étude histologique des
poumons.

Les résultats obtenus confirment que la variabilité du pollen est liée a 1’origine botanique et géographique
ainsi qu’aux conditions édaphoclimatiques. Ces constatations soulignent la richesse du pollen d’abeille en

composés phénoliques dotés d’un fort potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et anti-allergique.

Mots clés. Pollen d’abeille - Allergie respiratoire - Anti-inflammatoire — Antioxydant - Anti-allergique
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