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Résumeé



Résumé

Les margines d'olive sont produits de fagcon saisonniere, par les pays producteurs
d’huile d'olive. Ces déchets aqueux produits en masse suite au processus de
trituration, sont trés riches en matiére organique et renferme énormément de
molécules intéressantes et bioactives, entre autres les polyphénols (pp). Les pp
contenus dans ces margines posent un probleme de pollution pour les sols et de
phytotoxicité, leur extraction de ces eaux peut en effet améliorer leur biodégradation.
L’hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont des composants biologiques majeurs présents
dans [lolive, les feuilles, I'huile d'olive et les margines. lls présentent de nombreux
avantages pour la santé et présentent des effets pharmacologiques intéressants.
L'effet anti-inflammatoire de ces molécules a été largement décrit, mais le
mécanisme par lequel ils agissent n’est pas encore bien clair, ainsi que leurs cibles
spécifiques. L'objectif de cette thése est de valoriser les pp présents dans les
margines et montrer leur intérét dans le contexte inflammatoire, notamment en les
testant sur les fonctions du polynucléaires neutrophiles (PN) humain, a savoir la
production des formes réactives de l'oxygéne (FRO), la dégranulation et le
chimiotactisme. Sur des PN isolés a partir de sang de volontaire sains, nous avons
investigué l'effet des pp totaux et les effets des molécules pures de I'hydroxytyrosol
et de I'oleuropeine sur les FRO produites pas le PN, notamment par la méthode de
chimioluminescence pour les FRO, le test de réduction du cytochrome C par
spectrophotométrie pour 'Oz et enfin la cytométrie en flux pour I'H202. D’aprés nos
résultats I'extrait de pp issu des margines d'olive inhibe les FRO produits par les PN
stimulés et il piégerait particulierement [I'H202. Dans cette premiére partie, nous
avons montré que l'extrait phénolique exerce un effet antioxydant, en piégeant
I'H202, mais n'a pas d’effet sur la production de I'anion superoxyde de I'oxygéene,
produit direct de la NADPH oxydase. En second lieu, nous avons observé que
I’hydroxytyrosol et de l'oleuropeine inhibent de maniere significative l'activité de la
myeéloperoxydase, induite physiologiguement par le peptide bactérien N-formyl-
meéthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP), sans aucune cytotoxicité au moins pour les
concentrations testées. Nous avons confirmé par SDS-PAGE et immunoblot que
I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine diminuent de maniere significative la libération des
granules azurophiles et spécifiques au niveau des PN. Nous avons également
montré que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine réduisent la migration des PN sous
agarose. Il est intéressant de noter que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine inhibent
l'activité des MAP kinases impliquées dans des voies de signalisation des réponses
immunologiques chez les PN. Nos données suggerent que I'hydroxytyrosol et
I'oleuropeine sont capables de moduler la réponse inflammatoire et réduire les
pathologies associées a I'hyper activation des PN, tels que l'asthme, la polyarthrite
rhumatoide.

Mots clés : Margines d'olive, hydroxytyrosol, oleuropeine, neutrophiles, FRO,
dégranulation, chimiotactisme, signalisation.



Summary

Olive mill wastewater (OMW) is produced seasonally by the olive oil-producing
countries. A large amount of liquid waste results from olive oil extraction, with a very
high organic load which renders it difficult to treat. Wastewater represents also a
significant source of polyphenols (pp). Oleuropein and hydroxytyrosol are
polyphenols wich are major biological active components of olives, olive oil and
OMW.The extraction of polyphenols will improve the wastewater biodegradation and
reduce its phytotoxicity.

The aim of this study was to extract pp from OMW and investigate the effect of this
extract, hydroxytyrosl and oleurpeine on human polynuclear neutrophil (PN) functions
such as reactive oxygen species (ROS) production, degranulation and chemotaxis.

PN were isolated from healthy donors and were incubated with increased
concentrations of polyphenol extract or hydroxytyrosol and oleuropeine. ROS
production was measured by luminol-amplified chemiluminescence, cytochrome c
reduction, and flow cytometer. Hydroxytyrosol and oleuropeine are tested on other
PN functions: degranulation was assessed by measuring myeloperoxidase activity
and Western blots, chemotaxis was assessed by the under-agarose chemotaxis
assay. Phosphorylated proteins were assessed by gel electrophoresis and Western
blots.

Our results showed that pp extracted from OMW exerts a strong antioxidant effect
and they could have an anti-inflammatory effect by inhibiting PN ROS production by
scavenging hydrogen peroxide, thus limiting their toxic effects. We show that in
addition to their ROS scavenging effect, oleuropein and hydroxytyrosol significantly
inhibited the bacterial peptide N-formyl-methionyl-leucylphenylalanine (fMLF)-induced
degranulation of azurophilic and specific granules as measured by myeloperoxidase
and lactoferrin release, respectively. We also show that oleuropein and
hydroxytyrosol reduced fMLF-induced neutrophil chemotaxis. Interestingly, both
agents impaired the fMLF-induced AKT, p38MAPKinase, and ERK1/2
phosphorylation, signaling molecules that are involved in pathways regulating PN
functions. Our data suggest that the anti-inflammatory properties of olive pp are not
only restricted to their ROS scavenging effect, but also involve the inhibition of two
other major pro-inflammatory PN functions.

In conclusion, the low cost and low toxicity of olive polyphenols make their use as
immune-modulating and anti-inflammatory molecules which are a promising therapy
for inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, inflammatory bowel disease,
septic shock.

Keywords: OMW, hydroxytyrosol, oleuropein, neutrophils, ROS, degranulation,

chemotaxis, Signaling.
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INTRODUCTION GENERALE

L'olivier « Olea europaea L. » est cultivé dans plusieurs régions du monde, mais la
région méditerranéenne est de loin le premier producteur d’huile d’olive. L’oléiculture
en Algérie est ancestrale, c’est une pratique traditionnelle en région de Kabylie. La
variété la plus répandue dans cette région est l'olive « Chamlal », connue pour son
bon rendement en huile et sa résistance au climat sec et sa facilité d’entretien.
Actuellement, cette culture se voit pousser ses frontieres vers d’autres parties de

'Algérie.

La surface occupée par les oliviers représente environ 288 442 hectares et avoisine
actuellement les 389 000 hectares soit 38,7% de la surface arboricole nationale. La
production d’olives de table a plus que quadruplé, entre 2000 et 2011, passant de 34
673 tonnes a plus de 1400 000 tonnes en 2012, alors que celle de I'huile d’olive a
doublé, atteignant un total de 728 x 10° litres en 2011. Le plan de développement
national de l'oléiculture a eu comme objectif d’atteindre un potentiel d’un million
d’hectares a I'horizon 2014 pour une production annuelle de 100 000 tonnes d’huile
d’olive. D’apres le bulletin du Conseil Oléicole International (COI) en 2014 et 2015,
'Algérie aurait augmenté sa consommation en huile d’olive ces derniéres années
passant de 140 000 a 231 500 tonnes, avec une production de 83 500 tonnes, et qui
aurait connue une baisse comparée aux anneées précédentes. L’Algérie serait le
troisieme pays le plus consommateur de I'huile d’olive précédée par I'Egypte et la
Turquie et aussi le deuxieme dans la consommation mondiale de l'olive de table avec

une moyenne de 5kg/an par habitant.

L'oléiculture a beaucoup d’avantages pour la population, de part la qualité de vie et
le régime bénéfique pour la santé qu’elle leur offre, mais engendre par l'industrie
oléicole des déchets ayant un impact tres négatif sur I'environnement, notamment
sur les nappes phréatiques, les cours d’eau, les sols et végétaux. La transformation
des olives en huile génére des déchets solides (grignons) et des déchets liquides
issus des lavages appelés « margines ». La région méditerranéenne produit 95% de
margines mondiales (NAFZAOUI, 1991; KAPELLAKIS et al.,, 2006). Ces eaux de
végeétations sont toxiques a cause de leur charge élevée en matiére organique
particulierement en polyphénols (pp) en concentration relativement importante.
Cependant ces pp présents également dans 'huile d’olive, jouent un rdle important
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dans sa conservation et sa stabilité dans le temps, leur concentration varie en
fonction de la maturité de I'olive pressé, mais aussi des conditions de trituration. La
présence de pp dans les margines en fait une source non négligeable de molécules
anti-oxydantes. Le régime méditerranéen est connu pour sa richesse en molécules
bioactives telles que les polyphénols et de nombreuses vitamines. L'huile vierge
d'olives, largement utilisée dans cette région, représente une source potentielle de
ces molécules bioactives a savoir I'acide caféique, I'acide ferulique, I'hydroxytyrosol,
I'oleuropeine... sachant que les deux derniers (I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine) sont
les pp majoritairement présents dans les olives, les feuilles et aussi dans les
margines (DE MARCO et al., 2007).

Afin de comprendre les effets bénéfiques des produits de I'olivier sur la santé nous
avons voulu étudier les effets des pp sur les fonctions du polynucléaire neutrophile,
une cellule clé de I'immunité et I'inflammation. Ce modéle cellulaire du systeme
immunitaire représente une cellule multifonctionnelle et une référence en matiére de
production de radicaux libres et de molécules oxydantes, pour évaluer le potentiel

oxydatif des molécules bioactives de I'olive et de ses sous produits.

Les polynucléaires neutrophiles (PN) humains ont un réle primordial dans la défense
de I'héte contre les agents pathogenes (WITKO-SARSAT et al., 2000 ; NATHAN et
al., 2006). Le neutrophile a la propriété de se déplacer vers le foyer infectieux suivant
un gradient de facteurs chimio-attractants, phagocyter les pathogenes et les détruire.
Le mécanisme par lequel l'agent pathogéene est éliminé commence par son
englobement dans une vacuole appelée le phagosome, suivie d'une production de
formes réactives de I'oxygene (FRO). En outre, les neutrophiles libérent certaines
enzymes protéolytigues dans le phagosome pour détruire l'agent pathogéne, ce
mécanisme est communément appelé la dégranulation. Les neutrophiles contiennent
des granules, de composition différente, parmi ces granules, on distingue les
granules azurophiles qui contiennent entre autre de la myéloperoxydase, les
granules spécifiques contenant de la lactoferrine, de la lipocaline, les granules
tertiaires qui contiennent la gélatinase et les granules sécrétoires. La libération de
ces granules est un processus important pour la réponse immunitaire. Une fois
activés, les neutrophiles libérent le contenu de ces granules dans le phagosome qui
devient riche en enzymes et en molécules protéolytiques, ce qui contribue a éliminer

l'agent pathogene. Alors que Il'activation excessive du neutrophile par la libération de
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ces produits oxydatifs peut étre a l'origine de maladies inflammatoires comme la
polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de l'intestin, I'asthme et le choc
septique etc. (BABIOR, 2000; PAIGE, 2006). Dans ce contexte, I'évaluation de la
capacité anti-oxydante des pp dans des conditions de stress oxydatif du PN est I'un

des objectifs assigné a ce travalil.

Actuellement, on connait certains effets biologiques des pp en général mais
beaucoup moins a I'échelle moléculaire. D’ou notre préoccupation d’étudier en
particulier deux molécules prépondérantes dans [lolive; I'oleuropeine et
I'hydroxytyrosol. Les effets de ces deux molécules sur la fonction oxydative du
neutrophile sont connus, mais leur impact sur d'autres fonctions a savoir la

dégranulation et le chimiotactisme et leurs mécanismes d’action restent inconnus.
Ce travail de these se divise en deux parties :

1. Une premiére partie concerne 'étude des effets de I'extrait de margines d’olive
sur la fonction oxydative du neutrophile par un stimulant de synthése, qui est un
ester de phorbol (le PMA pour Phorbol Myristate Acétate) et la confirmation les
effets précédents en utilisant des molécules pures de I'hydroxytyrosol et de
I'oleuropeine sur la production des formes réactives de I'oxygene (FRO) par le
neutrophile dans des conditions plus physiologiques en utilisant un peptide
bactérien (le fMLP pour formyl-Methionyl-Leucyl-Phénylalanine ).

2. Une deuxieme partie est portée sur l'étude des molécules pures de
I'hnydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la dégranulation, le chimiotactisme des
neutrophiles humains, et l'analyse des cibles moléculaires de ces deux
molécules au sein de la cascade de signalisation liée aux fonctions du

neutrophile.

Les résultats de ces travaux sont précédés par une synthese bibliographique faisant
le point sur le fonctionnement du neutrophile et les données connues sur les effets

des pp d'olives.
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l. Le neutrophile

1.1. Origine et formation du neutrophile

Le polynucléaire neutrophile (PN) est une cellule leucocytaire circulante, il représente
la majorité des globules blancs circulants pour environ 50 a 70% (GOLDSBY et al.,
2001). Le PN est de forme arrondie ayant entre 10 a 14 um de diamétre, un noyau
polylobé (2 a 5 lobes), et des granulations cytoplasmiques spécifiques. Le
neutrophile a une demi-vie de 6 a 12h dans le sang circulant. Il a un rble essentiel
dans la défense de I'h6te contre les agents infectieux et il est impliqué dans le
processus inflammatoire infectieux et non infectieux. La réponse immunitaire
dépendant du neutrophile implique plusieurs mécanismes fondamentaux
essentiellement le chimiotactisme, la phagocytose, la production de molécules

oxydantes et la dégranulation, ayant en finalité une action lytique du pathogene.

Le PN appartient a la lignée dite granulocytaires, il se distingue par son noyau
polylobé et par la présence de quatre différents types de granules et vésicules dans
son cytoplasme. Les PN dérivent des cellules souches du tissu hématopoiétique de
la moelle osseuse, ces cellules souches se différencient sous le contrdle de facteurs
de croissance (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor, GM-CSF)
d’interleukines (IL-3 et IL-6) en pro géniteurs de la lignée myéloide. D’autres signaux
permettent la différenciation en progénitures des granulocytes et macrophages, puis
en polynucléaire neutrophile (EDWARDS, 1996 ; ST-ONGE, 2005) (Figure 1).

Les granules cytoplasmiques apparaissent progressivement en parallele avec le
processus de maturation du neutrophile. Les granules azurophiles ou primaires
s’individualisent en premier stade, puis les granules spécifigues ou secondaires qui
caracteérisent le type du polynucléaire. A la fin de la différenciation, le PN mature se
distingue par un noyau polylobé et plusieurs granules, c’est ce qui le différencie du
PN immature. Une fois mature, les PN sont acheminés dans la circulation, ou ils y
séjournent environ 7 a 12 heures. En absence de stimulus, la durée de vie des PN
est courte, ils meurent par apoptose dite passive et sont phagocytés pas les
macrophages. Dans le cas d'une infection, les PN sont activés par des agents
chimio-attractants, leur apoptose est alors retardée, ceci leur permet d’étre recrutés

au niveau du foyer infectieux.

10
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Figure 1. Origine des cellules sanguines (EDWARDS, 1996). Le développement
des cellules sanguines se déroule dans la moelle osseuse. Toutes ces cellules
résultent de la différenciation des cellules souches pluripotentes, qui ont une
capacité de renouvellement. Seules les caractéristiques morphologiques des cellules
matures sanguines sont représentées.

Les PN sanguins se trouvent répartis entre partie circulante et partie marginée par le
fait de leur adhérence a I'endothélium et leur migration au niveau de veinules,
sachant que la répartition est équivalente entre les deux compartiments.

Les PN exercent leurs fonctions physiologiques dans les tissus en réponse a
différents stimulus, a savoir les cytokines, les chimiokines et les médiateurs de
linflammation (lipides et peptides). Les PN physiologiquement inactifs, circulent dans
le sang et adhérent a la paroi vasculaire, a la suite d’'un stimulus, le PN pré-activé
franchit la barriere endothéliale et migre de maniere orientée vers le foyer infectieux,
suivant un gradient de substances chimio-attractantes, dont des dérivés bactériens
tels que le formyl-Methionyl-Leucyl-Phénylalanine (fMLP), les composants du

complément comme le C5a, des dérivés lipidiques tels que le leucotriene (LTB4) et le

11
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facteur activateur des plaquettes (PAF), ou des chimiokines tels que [IlIL-8
(KOLACZKOWSKA et KUBES, 2013). Une fois sur le site infectieux, le neutrophile
déploie son arsenal de molécules microbicides particulierement les formes réactives
de I'oxygene (FRO) et ses protéases. Une réponse inflammatoire excessive pourrait
aboutir a la destruction des tissus avoisinants, d’ou la nécessité d’'une régulation de
ce processus, dailleurs le PN activé est éliminé par apoptose dite accélérée,
déclenché par une production excessive de FRO.

L'’enzyme responsable de la production des FRO dans les PN est la NADPH
oxydase, elle est composée de deux protéines membranaires, la gp91lphox et la
p22phox qui forment les sous-unités a et B du cytochrome bssset d’autres protéines
cytosoliques qui sont la p47phox, la p67phox, la p40phox et une protéine G (de type
racl ou rac2) (BABIOR, 2004). L’activation de la NADPH oxydase nécessite la
phosphorylation de ses composants, principalement la sous unité cytosolique
p47phox. Une fois activé, ce complexe produit des formes réactives de I'oxygéne
(FRO), qui contribuent vivement a I'élimination du pathogene. Les FRO ont un réle
essentiel dans la défense immunitaire, mais produits excessivement, elles peuvent
étre déléteres pour les tissus environnants d’'ou la nécessité d’'une régulation tres
fine et précise de leur production. De nombreuses études sont dédiées a la
recherche de nouvelles molécules capables de réguler la réponse immunitaire et
linflammation, notamment celle liée au neutrophile. D’ou notre intérét pour les
extraits phénoliques d’olive, connus pour étre trés bénéfiques pour la santé de

’'hnomme.

1.2. Les différentes granules du neutrophile

Le neutrophile est une cellule compartimentée, contenant plusieurs molécules
stockées dans des granules qui jouent un réle important dans ses fonctions. Ces
vésicules se forment durant la granulopoiéese. Il en existe quatre types détaillés dans
le tableau I: Les granules azurophiles, les granules spécifiques qui définissent le type
du polynucléaire les granules gélatinases et les vésicules sécrétoires
(BORREGAARD et COWLAND, 1997 ; GULLBERG, 1999). Le contenu de ces
granulations est mobilisé suite a un stimulus dégranulant, et se trouve libéré dans le
milieu extracellulaire au niveau du phagosome ou en surface des membranes. Les

premiéres vésicules a étre libérées en premier sont les vésicules sécrétoires, les

12
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gélatinases, puis les granules spécifiques et les granules azurophiles (GOUGEROT-
POCIDALO et HURTADO-NEDELEC, 2011).

-Les granules primaires ou azurophiles. Ce sont les premiéres a apparaitre durant
la phase de maturation du neutrophile mais aussi les plus difficiles & mobiliser, elles
représentent un tiers des granulations des PN, et sont révélées grace a leur affinité
au colorant basique azure. La matrice des granules contient essentiellement de la
myeloperoxydase (MPO), le lysozyme, la cathepsine G, les défensines, I'élastase, la
B glucuronidase et la BPI (Bactericidal Permeability Increasing Protein). Leur
membrane contient le CD63, le CD68 et des pompes a protons (H*- ATP ase) qui
participent a I'acidification de la matrice des granulations.

-Les granules secondaires ou spécifiques. Ce sont des peroxydases négatives,
elles contiennent en majorité du lysozyme, de la lactoférrine, la lipocalline NGAL, la
N-acetylglcosaminidase, la transcobalamine Il (la protéine liant la vitamine B12). Leur
membrane contient des récepteurs de facteurs chimio-attractants tels que le
récepteur au peptide bactérien le fMLP, le cytochrome b558, sous unités catalytique
de la Nicotine Amide Adénine Dinucléotide Phosphate Hydrogéné (NADPH) oxydase
(BAINTON, 1987 et FLETCHER et al., 1982).

-Les granules tertiaires ou riches en gélatinases. Ce sont des vésicules qui
apparaissent tardivement et sont caractérisée par leur richesse en gélatinases, et de
protéines dégradant la matrice interstitielle, notamment la collagénase. Elles
contiennent également de la B- glycérophosphatase, la N-acétyl-B-glucosaminidase
et des protéines membranaires a savoir le récepteur du fMLP, le cytochrome b558,
CD11b et le CD18 (BORREGAARD et COWLAND, 1997 ; GOUGEROT-POCIDALO
et HURTADO-NEDELEC, 2011).

13
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Tableau I. Le contenu des granules de neutrophiles (selon FAURSCHOU et al.,
2003 ; GOUGEROT-POCIDALO et HURTADO-NEDELEC, 2011).

Granulafions agurophiles Granulagonsspécifigusy  Granulsnonsgelianase  Vesmcules secrétotres

Proteines ancrées dans la membrane

V-tvpa H ATPase CDI1b/CD1E CD11b/CD1E CDI1b/CDI1E
D3 Cvtochroma b338 Cwtochroma b33 8 Cwtochroma b3 58
CD&E fhLF-E fhLF-E fhILF-E
CD6, Cowe T, CD1s CDéT CD&T
THFE-E, IL10E, uPAR THNF-E CDas
Fibronactina-E hINIP2 5 hINP2S
Laminins-E SMAP23, VAMP2, SMAP23, VAMP2,
Thrombospondine-E Mrampl CD10, CD13, CD1é6
Vitronactine-E Clg-E
SHAPZ3, VAMPZ, stomatine FPhosphatassalcaline
Sous-unité de protéine
SCANP
Eapl, Eapl2

Proteines hides a la matrice

Lvsozvme Lysozvme Lysozyme . _
Elastasa Collagsnase, gélatinasa EGslatinasa Tétranactine
Cathapsins G uPA, cvstatine Ce, cwstatine Fe Arsinasel
Protéinase hCAPIE NGAL f2-microglobulina
A-défansines E1XBF CRISE3
EFI Lactoferrine
Sialidasa Haptoglobins
Arurocidine Pantraxine 3, prodafensine
f-glucuronidass Orosomucoids
LIPD Héparanase
B2-microglobulins
CRISP3

ATPase :adenosine triphosphate; FMLF-R: formyHle ucyl phenylalanin receptor; THF-R: tumar necrosis factor; IL: inte deukinr;
uPAR: wrokinase-type plasminagen activator receptor: SNAPZ3: synaptosome-associated protein de 23kDE; VAMPZ : vesicle-

aoEe
associated membrans protein 2; S5CAMP: secretory carrier membrane prot=ins; MMP: metalloproteine; Nrampl: natwral
resistance-associated macrophase protein 1; BPI: bactericidalfpe rmeability inceasing: MPD: myekoperosidase; P A: urinary
plasminozen activavatar; hCAP18: human cathelicidin antimicrobial protein; NGAL neutrophil gelatinase-associated lpacalin:
B12BP: vitamin B12-binding protein; CRISP3: cystein-rich secretory protein 3.

-Les vésicules sécrétoires. Ce sont les granules les plus faciles a mobiliser, parfois,
il suffit d'incuber les PN a 37°C pour les libérer (SENGELQV et al., 1994). Elles sont
riches en récepteurs membranaires, impliqués dans l'activation du neutrophile,
notamment ceux des molécules du complément et des molécules chimio-attarctantes
(récepteur du fMLP).
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Suite a une stimulation, la dégranulation permet la libération des molécules liees a la
matrice des granules dans le phagosome et dans le milieu extracellulaire, qui jouent
un role dans les fonctions mémes du neutrophile a savoir la myéloperoxydase, les
meédiateurs de l'inflammation, les cytokines pro et anti-inflammatoires (NATHAN,
2006).

1.3. Les fonctions du polynucléaire neutrophile

Le polynucléaire neutrophile (PN) est considéré comme un pilier de 'immunité innée,
vue les fonctions précises et importantes qu’il accomplit. Du point de vue des
propriétés, le PN est une cellule capable de se déplacer, ce qui lui permet de
rejoindre le foyer infectieux et d’éliminer le pathogéne. Le neutrophile intervient dans
la réaction inflammatoire par trois fonctions principales, dans l'ordre ; le neutrophile
migre par chimiotactisme vers le foyer infectieux, une fois sur place, il internalise le
pathogéne par phagocyte puis libere des granules contenant des molécules
protéolytiques et des enzymes pour I'éliminer, il produit aussi différentes formes
réactives de l'oxygene (FRO) suite a I'explosion oxydative menée par la NADPH

oxydase (Figure 2).

Le PN est capable de libérer son ADN, un processus appelé NET pour « neutrophil
extracellular traps ». En outre, le neutrophile serait impliqué également dans
limmunité acquise par la production des cytokines et des chimiokines qui régulent
les fonctions des lymphocytes et des cellules dendritiques (WITKO-SARSAT et al.,
2000).
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Figure 2. Schéma récapitulatif des différentes fonctions du neutrophile
(PEROBELLI et al., 2015). Le neutrophile phagocyte le pathogéne et produit des
formes réactives de I'oxygéne. Il dégranule en libérant des enzymes protéolytiques et
peut également libérer le contenu nucléaire, qui s'associe au contenu des granules
pour former des piéges aux microorganismes (NET).

1.3.1. Adhérence et migration tissulaire du neutrophile.

Le neutrophile est physiologiqguement inactif dans la circulation sanguine, mais sous
linfluence de différents stimuli provenant du foyer inflammatoire, il devient une cellule
active. Le neutrophile roule le long de I'endothélium vasculaire, auquel il s’attache
de maniere lache et réversible (Figure 3). L’adhésion des neutrophiles aux cellules
endothéliales est de faible affinité, assurant ainsi I'attachement et le détachement du
neutrophile sur I'endothélium par « rolling ». Il adhére aux cellules endothéliales et

se glisse entre elles par diapédese, il migre de facon orientée vers sa cible.

Les interactions sont catalysées par les L-sélectine (CD62L), protéines d’adhésion

exprimées de maniére constitutive a la surface du neutrophile et qui se lient a leur
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ligand au niveau des cellules endothéliales, notamment les E et les P-sélectines
exprimées a la surface des cellules endothéliales (BORREGAARD, 2010).

L’adhésion entre le neutrophile et la cellule endothéliale fait intervenir en plus des
sélectines, les B2 intégrines, dont par exemple les CD11b/CD18. Les molécules
CD11b sont stockées dans les granulations des neutrophiles, et leur expression
augmente en réponse a des stimulants, tels que les esters de phorbol, les peptides
formylés, le GM-CSF et I'lL-8. Les B2-intégrines activées se lient a leurs ligands au
niveau des cellules endothéliales, les Molécules d’Adhésion Intercellulaire (ICAM).
La diapédese des neutrophiles fait intervenir les molécules d’adhésion PECAM-1
(Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) et les JAM (Junctional Adhesion
Molecule).

D’autres molécules contenues dans les granules du neutrophile participent aussi au
déplacement du neutrophile, a savoir I'élastase qui permet la rupture des jonctions
inter-endothéliales, et les métalloprotéiases qui dégradent la membrane basale pour
permettre au neutrophile d’atteindre le foyer inflammatoire (BORREGAARD et
COWLAND, 1997 ; WOODFIN et al., 2010).

©
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Figure 3. Migration du neutrophile du vaisseau sanguin vers le site infectieux
(Adapté de FILIPPI, 2015). En réponse aux signaux chimioattractants, les
neutrophiles initialement circulants deviennent adhérents. Le PN émet des
pseudopodes, se déforme en cellule allongée et migre en passant entre deux
cellules endothéliales pour atteindre le foyer infectieux par diapédése, suivant le
gradient de molécules chimioattractantes.
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La régulation de [I'expression des molécules d'adhérence a la surface des
neutrophiles se traduit par une adhérence ferme et non réversible, due a une forte
affinité. En conséquence, le roulement du neutrophile s’'arréte et l'ancrage du
neutrophile se consolide grace au réarrangement du cytosquelette autour de la partie

intracytosolique des 32- integrines.
1.3.2. Le chimiotactisme du neutrophile

Au cours du processus inflammatoire, des cytokines pro-inflammatoires, des
chimiokines et des facteurs chimioattractants sont libérés en créant un gradient de
concentration décroissant provenant du foyer infectieux. Ces agents pro-
inflammatoires agissent sur les cellules endothéliales qui vont exprimer des
molécules d’adhérence et d’autres récepteurs. En réponse a ces signaux, les PN
passent de leur état de cellules circulantes en cellule adhérentes (Figure 3). Les PN
vont alors passer entre deux cellules endothéliales pour atteindre le foyer infectieux

par diapédese.

Lors de sa migration le neutrophile change sa morphologie en émettant des
pseudopodes et passe d’'une cellule ronde a une cellule allongée. La migration du
neutrophile implique plusieurs processus cellulaires et moléculaire, notamment le
remodelage du cytosquelette, I'expression des molécules de surface et une
signalisation intracellulaire intense (Figure 4). Le processus de mobilité est lié au
remaniement. Le processus de mobilité est lié remaniements du cytosquelette et de
'adhésion cellules-matrice, il se résume en quatre étapes ordonnées et répétées de
facon  cycliqgue : la protrusion, l'adhésion de la membrane vers lavant, le

déplacement de la cellule, et finalement la rétraction en arriére.

Les différents mécanismes et les molécules qui contrélent les mouvements spatio-
temporels de la cellule ne sont pas completement élucidés. Néanmoins, certaines
études ont montré la forte implication des GTPases Rho, Cdc42 et Racl. La
protéine Rac serait impliquée dans la formation du front de migration en réponse a
I'activation de la PI3K (la phosphatidylinositol 3-phosphate Kinase), par des signaux
chimiotactiques (ETIENNE-MANNEVILLE et HALL, 2002 ; WONG et al., 2006 ;
MAKNI-MAALEJ et al., 2013), elle serait suffisante pour maintenir les mouvements
dirigés de la cellule, Rac semble étre concentrée au niveau du lamellipode (RORTH,

hY

2011). Rac et Cdc42 seraient aussi a l'origine de la polymérisation des
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microfilaments d’actine et de myosine ainsi dans I'émission des pseudopodes qui
poussent la cellule vers l'avant, et leur activité est contrélée par la GTPase Rho
(BENSEDDIK et al., 2013).
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Figure 4. Signalisation cellulaire au cours du chimiotactisme des PN
(BILLADEAU, 2008). Le neutrophile exprime a sa surface des récepteurs du fMLP
FPR (formyl peptide receptor) et des récepteurs de chimiokines. La phosphoinositide
3-kinases (Pl 3-kinases) génére lePIP3 qui se concentre au front de la cellule,
fournissant une motilité directionnelle induite par les chimiokines. La phosphatase
PTEN (Phosphatase and tensin homologue), est localisée dans l'arriere de la cellule
au niveau de l'uropode.La stimulation du FPR active la p38MAPkinase, qui maintient
PTEN dans l'uropode pour étirer le corps de la cellule lors de la migration.

La cellule adopte une morphologie polarisée grace a la polymérisation d’actine vers
le sens du gradient et une contractilité a l'arriere suivant les facteurs qui contrélent la
direction comme Ras et PIP3, qui sont orientés vers le sens du gradient de
chimiotactisme,alors que la phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin
homologue), qui converti le PIP3 en phosphatidylinositol 2-phosphate (PIP2), régule

négativement le taux cellulaire du PIP3 et la voie de signalisation impliquant AKT
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(ARICO et al., 2001; GEORGESCU, 2010, TEIMOURIANA et MOGHANLOO, 2015).
PTEN est localisée en arriere de la cellule dans I'uropode (FUNAMOTO et al., 2002,
SENOQO et IJIMA, 2013).

1.4. Les mécanismes effecteurs des polynucléaires neutrophiles

La fonction immunitaire bactéricide du PN se manifeste par deux mécanismes
majeurs finement régulés. Un premier mécanisme dépendant de I'oxygene,
caractérisé par une production massive des formes réactives de I'oxygene (FRO),
dont I'anion superoxyde (O2") et ses dérivés tels que le radical hydroxyle (OH®) et le
peroxyde d’hydrogéne (H202). Ces FRO particulierement leur précurseur l'anion
superoxyde est produit par un complexe enzymatique nommé la NADPH oxydase,
phagocytaire NOX2. Le second détaillé ci-dessus, la dégranulation consiste a la
libération du contenu des granules du PN a lintérieur du phagosome et contribuent

a une activité lytique de I'agent pathogene.

1.5. La phagocytose

Au niveau du foyer infectieux, les neutrophiles se lient aux microorganismes, les
internalisent par un processus appelé la phagocytose. La phagocytose se déroule en
trois étapes qui commencent par I'adhérence, I'englobement du pathogene puis sa
digestion. Les PN détruisent le pathogéne en déversant dans le phagosome des
protéases, le lysozyme et des agents oxydants antimicrobiens (Figure 5) : les formes
réactives de l'oxygene (FRO), produites par le complexe enzymatigue NADPH
oxydase (QUINN, 2004).

La maturation du phagosome passe par la fusion des granulations qui déversent des
protéases, des lysozymes de molécules antimicrobiennes dans la lumiére du
phagolysosome. En paralléle se fait 'assemblage de la NADPH-oxydase sur la
membrane interne du phagolysosome a lorigine des agents oxydants
antimicrobiens : les formes réactives d'oxygéne (FRO). Ces deux mécanismes
conjoints assurent un environnement toxique pour les agents pathogenes. L’autre
caractéristique intéressante du neutrophile c’est la régulation du pH a lintérieur du
phagosome, le maintien d’'un pH alcalin est nécessaire pour l'activation des sérines
protéases et qui est maintenu par le biais de l'activité de la NADPH-oxydase ce qui
tamponne l'acidité due a la libération continue des granulations (NORDENFELT et
TAPPER, 2011).
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Figure 5. Phagocytose et activation du systeme microbicide dans le
neutrophile (KOBAYASHI et al., 2005). Les microbes opsonisés avec les protéines
du complément (complément) et/ou les anticorps spécifiques se lient efficacement
aux récepteurs du complément (CR) et aux récepteurs Fc (FcR) des
immunoglobulines, situés a la surface des phagocytes. La liaison a ces récepteurs
induit le processus de phagocytose, par lequel les microorganismes sont internalisés
et séquestrés dans le phagosome.

« Les mécanismes moléculaires impliqués lors de la phagocytose

Le neutrophile nécessite une reconnaissance de sa cible afin de la phagocyter, cette
étape cruciale se fait grace aux opsonines, qui se trouvent a la surface des particules
a phagocyter. Ces molécules existent en deux types : les immunoglobulines et les
molécules du complément. Le neutrophile peut reconnaitre la partie Fc des
immunoglobulines (IgG), qui représente la chaine lourde commune aux IgG de la
méme classe ou les protéines du complément C3b, grace a des récepteurs
spécifiqgues situés a sa surface cellulaire désignés respectivement par FcR et CR
(Figure 5).

Il existe des différences entre la phagocytose dépendante des récepteurs Fc et celle
dépendante des récepteurs CR. En effet les voies de signalisation déclenchées par
ces 2 types de récepteurs et les mouvements membranaires impliqués sont
différents (VIDARSSON, 1998). Le schéma de la figure 5 récapitule les suites des

événements consécutifs a une reconnaissance des particules étrangeres par I'un ou
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l'autre type de récepteurs. La phagocytose FCR dépendante nécessite une formation
de pseudopodes, pour entourer la particule a phagocyter et former le phagosome
alors que la phagocytose CR dépendante s’apparente plus a un meécanisme
d’endocytose (VIDARSSON, 1998).

La formation du phagosome nécessite un apport de membrane de novo, sans cet
apport, la surface membranaire diminuerait rapidement, et le nombre de particules
phagocytées serait trés limité. Cet apport de membrane est assuré par les
compartiments intracellulaires (Golgi, endosomes de recyclage...), et dans le cas des
PN, par la fusion des granules et vésicules avec le phagosome. Plusieurs modeles
décrivant les trafics membranaires qui ont lieu lors de la phagocytose ont été

proposeés.

1.6. La bactéricidie

1.6.1. La production de formes réactives de I'oxygene par la NADPH Oxydase

bY

L’explosion  respiratoire a été mise en évidence suite a I'observation d’une
consommation intense d’oxygene par les phagocytes professionnels, tels que les
neutrophiles et les macrophages lorsgu’ils sont exposés a des bactéries. La NADPH
oxydase phagocytaire est a I'origine de I'explosion oxydative, elle produit des anions
superoxyde, qui sont des précurseurs des autres formes actives de I'oxygéne (FRO),
libérés dans le milieu extracellulaire ou a lintérieur du phagosome. Ces FRO

participent a la défense immunitaire et I'élimination des pathogenes.

Le complexe oxydatif membranaire catalyse la réduction monoelectronique de
I'oxygene moléculaire (O2) formant ainsi I'anion superoxyde (O2 °), c’est I'explosion
oxydative (EO) ou « respiratory burst» en anglais. La source d'électrons est la
NADPH cytoplasmique provenant voie des hexoses monophosphates, produit par
I'oxydation non mitochondriale du glucose.

La réaction conduit a la libération d’'un proton (H*), selon la stoechiométrie suivante :

NADPH Oxydase

NADPH + 202 — NADP*+20," + H*

NADP* (2e,, 2H*) > FAD  — 2 cytochrome bsss 20, — 2 0,”

22



Revue bibliographique

« Le complexe NADPH Oxydase 2 (NOX2)

La NADPH oxydase 2 ou NOX2 des phagocytes, est un complexe enzymatique
formé de six sous unités, dont deux membranaires et quatre cytosoliques (QUINN,
2004). Les deux protéines membranaires sont la p22 phox et gp91 Phox (phox pour
phagocyte oxydase, gp pour glycoprotéine) et constituent le cytochrome bsss (Figure
6). Cet hétéro-dimeére formé de la gp91Phox et la p22°P"°x associé par des liaisons non
covalentes, son potentiel d’oxydoréduction Iui permet de catalyser la réduction
mono électronique de l'oxygéne en anion superoxyde. Le cytochrome bsss est
présent majoritairement dans la membrane des granules spécifiques, gélatinase
positive et sécrétoires, puis il migre vers la membrane du phagosome ou la
membrane plasmique par fusion membranaire lors d’'une stimulation de la cellule
(QUINN, 2004). Les composants cytosoliques de la NADPH oxydase qui sont
complémentaires aux sous unités membranaires sont les protéines p47 Phox, p67rhox
et p40rhox ainsi que d’'une petite protéine G de type Racl/2. (NAUSEEF, 2008).

+ Assemblage et activation de la NADPH Oxydase (NOX 2)

L'activation de la NOX2 est induite par au moins 3 étapes qui résultent de
l'assemblage des protéines cytosoliques régulatrices (p40phox, p47phox  pE7rhox et
Rac) avec le flavocytochrome b558 (composé des sous-unités membranaires
gp91prhox et p22rhox) - Ces étapes font intervenir des protéines kinases, des enzymes
du métabolisme lipidique, et des protéines échangeuses de nucléotides qui activent
la GTPase Rac. Les protéines kinases catalysent de nombreuses phosphorylations

de la région auto-inhibitrice de la p47rhox| [ibérant sa liaison au domaine SH3 (src

homology domain 3), et permettant a la p47rhox de se lier a la p22rhox, Ceci leve
également l'inhibition du domaine PX (phox homology) de la p47rhox permettant la
liaison de celle-ci aux phospholipides. La p47rhox se liant également a la p67rhox a été
décrit comme une protéine organisatrice. La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et
la phospholipase D produisent du phosphatidyl-3-phosphate (PI3P) et de Il'acide
phosphatidique, respectivement, lipides auxquels se lient les domaines PX de la
p40phox et de la p47rhox, Dans les cellules au repos, Rac-GDP se trouve lié a la
protéine inhibitrice RhoGDI (inhibiteur de dissociation du GDP). L’activation des
facteurs d’échange induit la liaison de GTP, un changement de conformation de Rac

et la dissociation de RhoGDI. Le changement de conformation favorise également la
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liaison de Rac a la région TPR (tetra-tricodecapeptide region) de la p67 Phox, aidant a

'assemblage du complexe (Figure 6).
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Figure 6. Structure et activation de la NADPH oxydase phagocytaire
(LAMBETH, 2004). Association non covalente entre la gp91rhoxet la p22rhox formant
la partie membranaire de la NADPH oxydase. Les sites de fixation du NADPH et du
FAD sont situés dans la partie C-terminale de la gp91rhox, Association non covalente
entre la p47Phox |a p67phox et la p40phox dans les cellules au repos. La stimulation
des cellules induit la phosphorylation de la p47phox et I'assemblage du complexe
actif.

La NADPH oxydase peut étre activee expérimentalement in vitro dans les
neutrophiles isolés ou dans des lignées cellulaires d'origines leucémiques

différenciées en neutrophiles :

1) par des agents solubles comme des peptides d’origine bactérienne fMLP, ou

I'activateur des protéines kinases C (PKC) le phorbol myristate acetate (PMA),

2) dans des conditions plus physiologiqgues par la phagocytose de particules

opsonisées.

La NADPH oxydase peut étre inhibée in vitro par le diphenylene iodonium (DPI)
identifié par CROSS et JONES en 1986, cependant il est décrit comme étant
irréversible et non sélectif car il agit sur toutes les flavoprotéines. Le DPI est un peu
délaissé au profit de I'apocynine (4-hydroxy-3-methoxy-acetophenone), un

inhibiteur plus sélectif de la NADPH oxydase, qui est un inhibiteur de la formation des
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FRO par inhibition de la translocation intracellulaire de deux sous unités cytosoliques

de la NADPH-oxydase vers le complexe membranaire (PETERS et al., 2001).

+ Reégulation de la production des FRO dans le neutrophile

Dans les PN activés, la NADPH-oxydase membranaire dépendante du NADPH
produit une grande quantité d’anions superoxyde (02°) via I'explosion oxydative
(EO). Ces anions superoxyde se dismutent rapidement en peroxydes d’hydrogéne
(H202) et en dautres FRO qui sont des agents microbicides efficaces. L'Oz2°est
spontanément dismuté en H202 dans I'environnement acide du phagosome ou sous
I'action de la superoxyde dismutase (SOD) cytoplasmique. Le radical hydroxyle OH°
représente la forme la plus réactive des radicaux libres oxygénés. Sa production est

stimulée par la transferrine, un enzyme marqueur des granules spécifiques des PN.

La voie oxydative est amplifiee par la myéloperoxydase (MPO), libérée dans le
phagosome par fusion des granules azurophiles. La MPO catalyse I'oxydation de
l'ion CI en acide hypochloreux (HOCI) en présence de H202. L'ion OCI" oxyde les
amines primaires des protéines et phospholipides en dérivés chloramines trés

toxiques (Figure 7).

D’autres réactions entre HOCI et H202 peuvent aboutir a la formation d’oxydants tel
que le singulet d’oxygene (0O2°"), cependant une grande partie de HOCI est convertie

en chloramines également toxiques.

Les anions superoxydes sont produits dans le milieu extracellulaire ou a l'intérieur du
phagosome, mais certains comme le peroxyde d’hydrogene (H202) peut diffuser
librement dans le cytoplasme. Les FRO produites de fagon excessive, peuvent aussi
induire des Iésions tissulaires qui peuvent participer a plusieurs maladies
inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de
l'intestin et le syndrome de détresse respiratoire de I'adulte (EL-BENNA et al., 2009),
d’ou la nécessité de leur métabolisme. Des systemes réducteurs comme la catalase
(CAT) régulent la concentration de FRO dans la cellule. Cependant, le débordement
de ces systémes de protection conduit a une élévation de la quantité de FRO
intracellulaire, provoquant des dommages importants au niveau cellulaire, ce qui

contribuera au déclenchement de I'apoptose des neutrophiles.
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Figure 7. Les différentes formes d’oxydants issus a partir du singulet de
I'oxygene (DELBOSC et al., 2001).

% La détection des différentes formes réactives de I'oxygéne

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron non apparié
(GARDES-ALBERT et al., 2003). Dans le PN, la NADPH oxydase produit le radical
superoxyde qui est le précurseur de toutes les formes de radicaux libres. De
nombreuses méthodes ont été mises au point pour détecter et mesurer les radicaux
libres d'oxygene et leurs oxydants dérivés. Ces méthodes sont différentes par leurs
niveaux de sensibilité et leur spécificité. Il s'agit notamment de dosages chimiques
pour la détection de fluorescence en présence de sondes sensibles a
'oxydoréduction ou en mesurant le signal en présence de sondes
chimioluminescentes et également par des mesures en spectrophotométrie. Dans le
tableau Il, nous avons répertorié quelques techniques frequemment utilisées pour le
dosage des FRO (BOUSSETTA et al.,, 2010 ; FREITAS et al., 2009 ; DANG et al.,

2006). Ces techniques sont classées dans le tableau Il en fonction de la nature de la
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sonde utilisée et la forme de radical détectée. Certaines sont destinées pour le

dosage des FRO intracellulaires et d’autres pour détecter les FRO extracellulaires.

Tableau Il. Quelques techniques de mesure de formes réactives de I'oxygéne
produites par le neutrophile (Adapté a partir de FREITAS et al., 2009).

Sonde Techniques FRO détectée Localisation Avantages et limitations
intra- ou
extracellulaire

DCFH-DA Cytometrie en flux H»0,, HO® NO, Intracellulaire | Trés sensible et spécifique
ONOQO-
Luminol Chimioluminescence | 0,°-, H.Q,, HO®, Extracellulaire/ | Trés sensible

HOCI, NO, Intracellulaire | Mesure plusieurs formes de FRO

ONOO- Dépend des peroxydases pour mesurer I'H,0,
Iso-luminol Chimioluminescence 0,°- Extracellulaire | Peut étre complémentaire au luminol
Lucigenine Chimioluminescence 0,°- Extracellulaire | Trés sensible et spécifique

Cytochrome ¢ | Spectrophotométrique 0,°- Extracellulaire | Facile a metire en csuvre

Peu sensible mais spécifique

NBT Spectrophotométrique 0,°- Intracellulaire | Facile a mettre en csuvre
Le NBT est soluble dans I'eau

1.6.2. Les pieges extracellulaires des neutrophiles (Neutrophil Extracellular

Trap)

La Netose (NET pour Neutrophil Extracellular Trap) représente un processus de
bactéricidie, BRINKMANN et ZYCHLINSKY (2012) I'ont décrit comme une forme de
mort cellulaire caractérisée par une perte d'intégrité des structures intracellulaires,
accompagnée d’'une rupture de la membrane plasmique (Figure 8). Ce processus
libére un mélange de filets extracellulaires d’ADN, de filaments de chromatine
dépliée, d’histones et aussi des molécules issues de la dégranulation notamment la
lactoferrine, I'élastase, la myéloperoxydase et la gélatinase (BRINKMANN et al.,
2004 ; NAUSEEF , 2007; KANTARI et al, 2008).

Comme pour toutes les fonctions du neutrophile, la NETose est déclenchée par des
cytokines et aussi par les endotoxines bactériennes. Leur émission dépend de

l'activité de la NADPH oxydase, puisque ces pieges n'apparaissent pas quand la
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NADPH oxydase est inhibée. Elle serait également indépendante de la phagocytose,
il a été montré chez la souris que la génération des NET se produisait lorsque la
phagocytose d’agents pathogénes n’était pas possible en raison de leur grosse taille
(BRANZK etal ., 2014).
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Figure 8. Les pieges extracellulaires des neutrophiles (Neutrophil Extracellular
Trap) (MANTOVANI et al.,, 2011). Les neutrophiles activés englobent les
microorganismes et libérent le contenu atimicrobien de leurs granules dans le
phagosome accompagné de chromatine qui, ensemble, forment des fibres
extracellulaires qui lient des bactéries.

Jusque 13, il est admis que les NET sont de simples piéges a microorganismes
capable de rendre efficace la fonction microbicide, grace a une concentration locale
importante en composants antimicrobiens. Récemment, il a été démontré que la
NETose participaient aussi aux dommages tissulaires au cours des maladies
inflammatoires (sepsis, asthme, thrombose...), et que certains de leurs composants
étaient a l'origine du développement de maladies auto-immunes telles que le lupus
via 'ADN/LL37, les vascularites dues a la protéinase 3, ils sont probablement
impliqués dans le cancer (KNIGHT et KAPLAN, 2012; BARNADO et al., 2016 ; LIU
et al., 2017).

1.7. Les voies de signalisation activées par le fMLP et le PMA

Les neutrophiles sont des cellules capables de reconnaitre plusieurs types de stimuli,
gu'’ils soient exogene ou endogene de nature synthétique ou naturelle, les réponses
restent tres spécifiques et ciblées grace aux récepteurs de surface. Le neutrophile

est activé naturellement par des bactéries, levures, complexe immuns. Dans les
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conditions non physiologiques, particulierement dans ['étude de I'explosion
oxydative, il peut étre activé par des agents solubles notamment le fMLP et le PMA
(Figure 9).

La voie activée par le peptide d’origine bactérienne le fMLP mobilise des récepteurs
de surface les « formyl peptides receptors » ou FPR auxquels il se lie et active les
protéines G trimériques. Les récepteurs aux protéines G « RCPG », les FPR
contrdlent plusieurs réponses dans le neutrophile, allant de la production des FRO, la

dégranulation et le chimiotactisme.

L'activation de la protéine G engendre une cascade de signalisation dans le
neutrophile menant & 'activation de la phospholipase C, qui I'hydrolyse le PI(4,5) P2
en diacylglycérol (DAG) et inositol-(1,4,5)-triphosphate (IP3) L'IP3 second messager
qui libére du calcium « Ca2+ » et augmente sa concentration cytosolique (LI et al.,
2009). Le DAG active la PKC, une kinase qui a un role crucial dans la
phosphorylation des sous unités de la NADPH oxydase. Il s’ajoute a cela I'activation
de la PI3K qui phosphoryle PI3P et le PI(4,5) P2 impliqués dans l'activité de la
NADPH oxydase (PLANAT et al., 1996 ; DORWARD et al., 2015).

Quant au PMA, il induit I'activation directe de la protéine kinase C (PKC). La réponse
oxydative des neutrophiles au PMA est caractérisée par une phase de latence
comparée a celle du fMLP dont le déclenchement du pic de stimulation est rapide. Le
PMA est utilisé dailleurs comme un contréle positif d’activation de la NADPH

oxydase.

La stimulation du neutrophile est particuliere, car il ne répond gqu’une seule fois au
méme agoniste, on parle d phénoméne de désensibilisation. Le récepteur au fMLP
est connu lui aussi pour étre désensibilisé. Cette désensibilisation résulte
probablement soit de linternalisation du récepteur, soit de la phosphorylation du
récepteur par les PKC, ou aussi de la remobilisation insuffisante du calcium

intracellulaire.
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Figure 9. Les voies de signalisation mobilisées suite a I'activation du PN par le
fMLP et le PMA (adaptée de SHIMADA et al., 2015). Le tripeptide bactérien N-
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) stimule le neutrophile via son
recepteur FPR couplé aux proteines G, qui active la phospholipase C (PLC) qui clive
le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate en diacylglycerol (DAG) et inositol
triphosphate (IP3). Par l'intermédiaire de seconds messagers les MAP kinases
activées vont induire la dégaranulation et la migration cellulaire. LIP3 libére le Ca?*
qui active avec le DAG la protéine kinase C (PKC) impliquée dans la dégranulation
du neutrophile et I'activation de la NADPH oxydase. Le phorbol myristate acétate
(PMA) est un analogue du DAG qui entre dans le PN et active la PKC.
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Il. Les sous produits d’olive, les polyphénols et I'inflammation

Cette partie sera consacrée aux sous produits d’olive notamment les eaux de
végétation communément appelés les margines, nous parlerons également de
polyphénols (pp) de maniere générale puis de ceux de lolive en particulier
I’hydroxytyrosol et de I'oleuropeine. Nous ferons le point sur leurs bienfaits pour la

santé notamment dans le cas de I'inflammation.
2.1. Les margines d’olive et leurs intéréts

L’oléiculture est tres bénéfique pour ’homme mais engendre en contre partie des
déchets ayant un impact tres négatif sur I'environnement, notamment sur les nappes
phréatiques, cours d'eau, sol et végétaux. La région meéditerranéenne produit
environ 95% de margines mondiales (NAFZAQUI, 1991 ; KAPELLAKIS et al., 2006).
Ces eaux de végétations sont toxiques de part leurs charge en matiére organique,
mais aussi de pp en concentration relativement importante. Ces pp sont présents
également dans I'huile d'olive, et jouent un rdéle important dans sa conservation dans
le temps et sa stabilité, leur concentration varie en fonction de la maturité de l'olive

pressée, mais aussi des conditions de trituration.

Malgré le caractéere polluant des margines, leurs teneurs en pp les rend une source
non négligeable de molécules anti-oxydantes et un sous produits valorisable. Les
margines d’olive ont une composition tres variable, elles contiennent environ 83%
d’eau, entre 4 a 16% de matiéres organiques (SANCOUCY, 1984 ; RANALLI, 1991)
et 7 a 10% de substances minérales, avec un taux de matiére grasse allant de 3a
10% (SANCOUCY, 1984 ; FIESTAS, 1992 ; BELAQZIZ et al., 2017). Quant aux pp
ils représentent 5,5 a 12% des margines (SANCOUCY, 1984 ; FENICE et al., 2003).
La valorisation des margines est un veéritable challenge, car tout procédé d’extraction
nécessite une utilisation de solvants, notamment pour I'extraction des pp, comme ils

sont les seules molécules bioactives majoritaires dans I'olive.
2.2. Définition des polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques que I'on retrouve
trés largement dans le regne végétal, a savoir les fruits, les légumes, les graines, les
épices, le café, le cacao, les noix, la biéere, le vin et huile d'olive, ils sont présents
dans notre alimentation quotidienne (VINSON et al., 2001). Ce sont des métabolites
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secondaires des végétaux, tres diversifiés du point de vue structural, les pp se
caractérisent par la présence d’au moins un cycle aromatique a six carbones et d’'un
nombre variable de groupement hydroxyles. Dans la nature, les pp existent
généralement conjugués avec des acides organiques et des sucres, ils sont répartis
en fonction de leur complexité de leur structure chimique comme le montre le

diagramme de la figure 10.

Les pp sont associés a la couleur et a la qualité sensorielle des aliments, notamment
a leurs propriétés anti-oxydantes, ceux de I'olive sont produit pour permettre a I'arbre
de résister aux conditions de stress environnemental et aux insectes (JAPON-
LUJAN, 2006).

Les pp montrent des variations structurales dans les chaines de leurs squelette du
carbone et aussi des modifications au niveau de leurs structures primaires et
secondaires suite a des méthylations, des glycosylations et des hydroxylations
(XIAO et al.,, 2013). Ces modifications seraient responsables de leurs différents
avantages pour la santé, y compris leur pouvoir antioxydant. De maniére générale, le
nombre de groupement hydroxyles et leur position, le degré d’hydroxylation et la
distance entre le noyau aromatique et le groupe carbonyle des pp jouent un role
central dans leur activité anti-oxydante et leur propriété chélatante des métaux.
Grace a leur structure chimique les pp ont une multitude d’activités biologiques. lls
sont connus pour leurs propriétés anti oxydantes et anti-inflammatoire qui sont a
l'origine de plusieurs pathologies liés au stress oxydant, telles que le cancer,
'athérosclérose et les maladies cardiovasculaires (VISIOLI et al., 2002 ; BARBARO
et al., 2014).

Dans ce contexte, l'olive et ses sous produits représentent une source trés
intéressante de pp. Dans l'olive et les margines, les teneurs en pp varient suivant la
variété et le degré de maturité des olives, en plus des procédés d’extraction de I'huile

d’olive et des pratiques agricoles a savoir l'irrigation et le traitement.

L’hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont les principaux pp trouvés dans les olives, les
feuilles et aussi dans les margines d’olives. L’oleuropeine, est le composé le plus
abondant dans les feuilles d'olivier, elles en contiennent environ 20%, la dégradation

enzymatique de l'oleuropeine génére de I'hydroxytyrosol, majoritairement présent
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dans les margines (Tableau Ill). La composition des margines d’olive en pp a été

largement étudiée et tout les travaux indiquent que la molécule prédominante est
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' ] Flavone [ _ -] Flavonol 1"
Haringenin o v Catechin |
&— Flavanone - Flavan-3-ols e
§ Flavonoids H
TR RESTTRRITRT r Y . Cyanidin o
1— Isoflavone \ Anthocyanins I—) i
l."-l:ﬂl:-'lullr- s
I e = R
P Polyphenols i
Stilbenes
o\ =
o B K B i s
B oM
OH A
Phenolic acid Risveratral
Emnteralacicna
COOH i
'
P )
5 3 5u3
OH OH
P-Hydrozy benzaic acid PHydraxy cinnamic acid

Figure 10. Diagramme résumant les classes de pp et leurs structures
chimiques de base (ABDAL DAYEM et al., 2016). Les pp sont répartis en deux
grandes familles de flavonoides et de non-flavonoides. La classe des flavonoides
comprend deux anneaux de benzene, liés par un cycle en C de pyrone
hétérocyclique. La classe des non-flavonoides contient des molécules plus
complexes, a savoir l'acide benzoique, les hydroxycinnamates, les stilbenes, les
lignanes, les tannins, les acides galliques et les gallotannins.
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I’hydroxytyrosol, avec une proportion avoisinant les 60% (DE MARCO et al., 2007 ;
AZAIZEH et al., 2012 ; BELAQZIZ et al., 2017). Dans le tableau Ill, nous avons repris
les teneurs en pp dans les margines selon AZAIZEH et al. (2012). Les propriétés des
pp d'olive sont bien connues, ils ont été inclus dans plusieurs thérapies, notamment

contre le diabéte, I'athérosclérose, I'nypertension et d’autres pathologies.

Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés aux margines d'olives
comme étant une matrice valorisable, et aussi aux molécules actives qu’elle
renferme, notamment 'oleuropeine et I'hydroxytyrosol, pour lesquels nous donnons

un récapitulatif de leurs structures, et leurs propriétés.

2.3. Biodisponibilité des polyphénols

Les bienfaits des pp sur la santé dépendant de leur consommation mais aussi de
leur biodisponibilité. La consommation quotidienne moyenne de pp est estimée a
environ un gramme (SCALBERT et WILIAMSON, 2000), Cependant, la
biodisponibilité des pp reste changeante en raison de la variabilité de leur absorption
dans lintestin. En effet cette absorption est fortement influencée par la matrice
alimentaire, la microflore présente dans le colon, ainsi que par le type du compose,
sa structure chimique, notamment par sa glycosylation, son estérification et sa
polymérisation etc. (MANACH et al., 2005).

MANACH et ses collaborateurs (2005) ont rapporté que les concentrations
plasmatiques des métabolites totaux de pp chez 'homme humain varieraient entre 0
a 4um/l pour une ingestion de 50mg d’aglycone, avec une détection dans divers
tissues notamment le cerveau, les cellules endothéliales, les reins, le cceur, le
pancréas, les testicules, la prostate, la peau ainsi que dans les ovaires et I'utérus.
D’aprés d’autres auteurs cette concentration serait comprise entre 0,1 et 25 uM
(COVAS, 2006 ; ZRELLI et al., 2011; RAFEHI et al., 2012). Le taux éliminé dans les
urines serait de 0,3% a 40%, en finalité le taux d'absorption des pp n’est pas le seul
a étre modulé par leurs structures mais aussi leur situation dans les tissus. Au niveau
de lintestin, les pp se trouvant dans la lumiére intestinale traversent la membrane
apicale des cellules épithéliales via des co-transporteurs SGLT1 pour sodium et
glucose transporteur dans les cellules épithéliales (SCALBERT et al., 2002 ; HENRY-
VITRAC et al.,, 2006 ; CHEN et al., 2013). Dans les celluless hépatiques leur

transport implique la diffusion passive et des transporteurs actifs. Les pp subissent
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en paralléle de leur transport dans les cellules un phénomeéne de reflux vers la
lumiere intestinale via les transporteurs ABC (ATP binding cassette) (JUAN et al.,
2009).

Dans l'intestin gréle, seuls les glycosides peuvent étre absorbés, a I'exception des
glycosides liés a un rhamnose, qui sont métabolisés par I'enzyme, I'a-rhamnosidase,
sécrétée par la microflore dans le célon. Quant aux glycosides, ils peuvent étre
meétabolisés par plusieurs enzymes, y compris la B-glucosidase cytosolique (Henry
vitrac, 2006) et la lactase a base de la membrane, la phlorizine hydrolase
(NAKAGAWA et al.,, 1997 ; DAY et al., 2000; GEE et al., 2000). Les pp acétylés
sont absorbés directement au niveau des enthérocyte sans étre hydrolysés. Quant
aux acides hydroxycinnamiques, qui sont estérifies avec les acides organiques, les
lipides ou les sucres, ils sont partiellement absorbés dans l'intestin gréle, une grande
partie est métabolisée par la microflore du colon. L’oleuropeine est moins absorbé
par rapport I'hydroxytyrosol, a cause de sa partie glycosylée qui est hydrophile,
I’hydroxytyrosol est décrit comme étant une molécule amphiphile et en conséquence
plus efficace, ceci est montré dans plusieurs travaux (VISIOLI et al., 2001 ; VISSERS
et al., 2004).

Tableau Ill. Concentration des polyphénols présents dans les margine d’olive
(Adapté de AZAIZEH et al., 2012).

Composé phénolique | Concentrationdans les margines (mg/ml)

Hydroxytyrosol 30-60

Tyrosol 24 47
Acide caféique 2,25
Acide vanillique 4,11
Verbascoside 3,06
Oleuropeine 3,78
Acide ferrulique 4,83
Acide p-coumaric 4,25
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2.4. Caractéristiques et propriétés chimiques de I|'oleuropeine et de
I'lhydroxytyrosol

L’'oleuropeine est un ester d'acide élénolique et de tyrosol hydroxylé et glycosylé.
C’est une grosse molécule de 539 g/mol responsable du gout amer des olives non
traittes (SHASHA et LEIBOWITZ, 1961), I'oleuropeine conférerait a l'olivier une
résistance naturelle contre [I'attaque microbienne et parasitaire (FLEMING et al.,
1973). Il est présent en majorité dans les feuilles et les branches de I'olivier. Durant
la maturation du fruit (olive noire), I'oleuropeine s’hydrolyse et se décompose en
hydroxytyrosol et acide élénolique sous l'effet de la lumiere, le traitement par un
acide ou par une base et également sous l'effet des températures élevées.
L’oleuropeine a été isolé en 1959 (SHASHA et LEIBOWITZ) sa structure chimique
est définie également (Figurell), et depuis, cette avancée n'a cessé d’ouvrir de
nouvelles voies pour I'étude des mécanismes d’action de base de cette molécule.
Cette molécule extraite a partir de feuilles de I'olivier qui en contiennent environ 17%
(WANG et al., 2008) est commercialisée, elle est purifiee a partir des sous produits

oléicoles, ou peut étre synthétisée chimiquement (LEE- HUANG, 2007).
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Figure 11. Formation de [I’hydroxytorosol a partir de I'hydrolyse de
I'oleuropeine (Adapté de GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010; YUAN et al.,
2015).
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L’hydroxytyrosol ou le 2-(3-4-dihydroxyphenyl) éthanol, qui est une petite molécule
ayant une masse molaire de 153 g/mol, est plutét abondante dans les sous produit
de l'olive étant donné qu'’il provient de la dégradation de I'oleuropeine, et se trouve
en minorité dans les feuilles puisque elles n'en contiennent que 0,01%-0,8% (YE et
al., 2011).

2.5. Le régime méditerranéen, les polyphénols et I'inflammation

L’huile d'olive vierge est la principale huile alimentaire consommée en région
meéditerranéenne, elle contribue dailleurs significativement au profil de santé
supérieur observé chez cette population. Initialement, I'huile d’olive vierge était
appréciée pour sa richesse en acides gras mono insaturés, en particulier de l'acide
oléique, cette propriété était considérée comme étant la principale caractéristique
saine de l'huile d'olive vierge. Plus tard, les pp d'olive font surface avec tous leurs
bienfaits, et se voient associés a tous les bienfaits de I'huile d'olive. Leurs propriétés
et leurs effets antioxydants seront largement étudiés (VISIOLI et al., 2002 ;
O'DWOD et al., 2004 ; ZHANG et al., 2009 ; PARKINSON et CICERALE, 2016 ).

Actuellement, de nombreuses études ont montré les effets protecteurs de
'oleuropeine et de son meétabolite I'hydroxytyrosol contre le stress oxydatif, les
maladies neurodégénératives et le cancer. Dans certains travaux, les auteurs ont
proposé les mécanismes par lesquels agissent ces deux molécules et exercent leurs
effets protecteurs (ZRELLI et al.,, 2011 ; RAFEHI et al., 2012 ; BARBARO et al.,
2014 ; ANDREADOU et al., 2015 ; GINER et al., 2016).

Les activités anti-inflammatoires des pp constituent des mécanismes importants qui
seraient a l'origine de leurs potentiels anticancéreux et chémopréventifs. Les effets
anti-inflammatoires des pp sont attribués a leurs capacités a inhiber les activités du
NF-kB (SEO et al., 2012 ; ROSILLO et al., 2014), la cyclooxygénase (COX-2) ainsi
gue la lipooxygénase (DE LA PUERTA, 1999).

O’DWOD et ses collaborateurs (2004) ont montré que I'hydroxytyrosol agit par
piégeage des especes réactives de I'oxygéne, a savoir le peroxyde d'hydrogéne
dans les neutrophiles humains isolés. En outre, I'nydroxytyrosol possede un effet
anti-inflammatoire, en inhibant la libération des cytokines inflammatoires (RICHARD
et al., 2011).
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L'oleuropéine est décrit comme un inhibiteur efficace de linvasion et de la
prolifération des cellules de gliome (LIU et al., 2016), il induit également une
apoptose des cellules d'hépatome humain HepG2 via l'activation de caspases (YAN
et al., 2015). Dans le contexte inflammatoire induit par la carragénane,
IMPELLIZZERI et ses collaborateurs (2011) ont montré une réduction de l'infiltration

des leucocytes chez des souris traitées avec de I'oleuropeine aglycone.
2.6. Les activités biologiques des polyphénols d’olives

La qualité et la composition chimique de I'olive varie en fonction de son origine, les
conditions climatiques, la teneur en humidité et la contamination du sol (MARTIN-
GARCIA et MOLINA-ALCAIDE, 2008). Les composés phénoligues trouvés dans
I'olive et ses feuilles sont I'oleuropeine, I'hydroxytyrosol, le tyrosol et I'acide caféique,
I'acide férulique, l'acide coumarique, etc (DE MARCO et al., 2007). L’hydroxytyrosol
et l'oleuropeine sont deux molécules biologiquement actives et sont présentes
majoritairement dans [l'huile d'olive vierge ainsi que dans les margines.
L’hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont connus pour leurs effets bénéfiques pour la
santé, et ont démontré des effets pharmacologiques sur plusieurs cellules et dans
différents contextes (VISIOLI, 1998 ; RIETJENS et al., 2007 ; NADOUR et al., 2012).
Les deux molécules « I'’hydroxytyrososl et I'oleuropeine » ont montré des effets
protecteurs contre la peroxydation des lipides induite par les radicaux grace a leurs
fort potentiel antioxydant, ceci a été démontré largement dans plusieurs contextes in
vitro et avec plusieurs radicaux libres notamment au niveau des hématies (NADOUR
et al., 2012), les neutrophiles et les systemes acellulaires (VISIOLI et al., 2002 ;
UMENO et al., 2015). Il convient de noter qu'a des doses élevées l'oleuropeine,
I’hydroxytyrosol, peuvent exercer une activité pro-oxydante (LUO et al., 2013).

L'extrait de feuilles d’olivier particulierement riche en oleuropeine a fait I'objet de
nombreuses investigations et de recherches pharmacologiques et épidémiologiques.
En effet, des études sur les souris ont révélé que lextrait de feuilles
d’olivier engendre un effet hypoglycémiant intéressant chez 'homme et également
chez les souris (MUROTOMI et al., 2015 ; KHALILI et al., 2017).

Par ailleurs, les effets de pp d’olive contre 'obésité sont observés, dans une étude il
a été demontré que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine réduisaient la différenciation des

précurseur d’adipocytes ainsi l'accumulation de lipides et la taille des cellules
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graisseuses étaient réduites également (DRIRA et al., 2011). L'oleuropeine est

décrit comme étant un inhibiteur de [l'adipogenése et un activateur de
'ostéoblastogenése a partir des cellules souche de la moelle osseuse, ce qui
protégerai de l'ostéoporose (SANTIAGO-MORA et al.,, 2011). Il a également des
effets cardioprotecteurs et anti diabétiques (AL-AZZAWIE et ALHAMDANI, 2006 ;

NEKOOEIAN et al., 2014). Dans le tableau IV nous avons récapitulé quelques effets

et activités biologiques des pp d'olive.

Tableau IV. Activités biologiques des polyphénols d’olive

Activité

Effets

Réferences

Anti-oxydante

Piégeage des radicaux libres

Inhibitiondel’oxydationdes LDL

O’'DWOD etal., 2004 WOOD etal., 2004;
Goldsmithefal, 2015
WOOD et al., 2004 ; MORSELLIef al., 2010

Anti-
inflammatoire

Inhibition delasynthése des cytokines pro-
inflammatoires
Inhibitiondel a lipooxygénase

UNGVARIetal, 2010; GROSSIefal., 2013

BAYRAMetal, 2012

Anti- tumorale

Arrét du cycle cellulaire et effet
antiprolifératif Induction de 1’ apoptose
Effet anti-migration
Prévention des metastases
Réduction del’angiogénése

ACQUAVIVA, 2012, GOLDSMITH efal., 2015;
RIGACCI 2010

NEVES, 2010

HASSAN eral., 2012

SCODITTI, 2012;: EFENTAKIS, 2015

inhibitiondela lipogenése

Anti- Déstabilisation de lamembrane des cellules | FABIANI 2008
microbienne bactériennes
Antivirale Inhibitiondel’intégrase virale BOEKHOLDT, 2004;EBAID, 2010
Interaction avec’enveloppe virale MICOL, 2005
Neuroprotective Réduction du stress oxydatif OMAR, 2010
Inhibition de la fébrilisation de Tau DACCACHE, 2011
Régulation des Réduction dela glycémie WAINSTEIN, 2012
troubles Modulation de la sensibilitéa 1'insuline KONSTANTINIDOU, 2009
meétaboliques Réduction delaglycémie cholesterolemieet | JEMAIL 2009
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|. MATERIEL ET METHODES
1.1. MATERIEL

1.1.1. Les polyphénols totaux extraits des margines d’olives

Les margines d’olives ont été collectées dans une huilerie moderne durant la période
de récolte d'olive en mois d'octobre (2012), dans la région de Tizi-Ouzou a Béni-
Douala. L’échantillon est aliquoté puis congelés a —20°C jusqu’a son utilisation.
L’extrait de polyphénols brut est préparé a partir des margines d’olive dans le
Laboratoire de Biochimie Analytique et de Biotechnologie (LABAB).

1.1.2. L’oleuropéine et I’hydroxytyrosol

Les molécules d'olive pures proviennent de chez sigma Aldrich.

1.1.3. Le sang

Les échantillons de sang sont prélevés soit a I'hdpital Xavier Bichat de Paris soit
dans I'établissement francais de sang (EFS de Cabanel a Paris). Le sang est prélevé
soit sur de I'acide citrigue dextrose (ACD) soit de I'héparine ou I'ACD ou de 'EDTA
(Ethylene diamine tétra-acétique).

La liste des produits utilisés est représentée dans I'annexe 1.

1.2. METHODES
1.2.1. Méthodes d’isolement
1.2.1.1. Extraction des polyphénols a partir des margines d’olive

La méthode utilisée pour extraire les composés phénoliques a partir des margines
d’olive est basée sur l'utilisation de I'acétate d’éthyle suivant la méthode décrite par
DE MARCO et ses collaborateurs (2007) (Figure 12). L'acétate d'éthyle est un
solvant ayant la propriété de pouvoir fixer les polyphénols contenus dans les
margines. Les margines d’olives sont soumises a une centrifugation pendant 20 min
a 800g pour décanter les résidus solides et les éliminer. Le surnageant est mélangé
a l'acétate d'éthyle avec un volume de surnageant pour 4 volumes de solvant, le
meélange est soumis a une évaporation sous vide avec un évaporateur rotatif (Buchi),
puis aliquoté dans des tubes eppendorfs pour une autre évaporation des solvants a

I'aide d’'un speed-vac. L’extrait brute obtenu est conservé a —20°C.
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Margines d’olive

|

Acidification & 'HCI (pH2)

|

Centrifugation a 4°C

|

Extraction des polyphénols par

ajout de I'acétate d’éthyle

|

Evaporation de I'acétate d'éthyle par rotavapor

|

Concentration de I'extrait par speed-vac

|

Dosage des polyphénols
par la méthode de SINGLETON et al. (1999)

Figure 12. Diagramme résumant les étapes de purification des polyphénols a

partir des margines (DE MARCO et al., 2007).
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1.2.1.2. Isolement de neutrophiles

1.2.1.2.1. Isolement des neutrophiles par la méthode du Dextran-Ficoll

Le but de cette méthode est de séparer les cellules sanguines a partir d’'un sang frais
prélevé sur un anticoagulant. Le principe est basé sur la séparation des composants
du sang en fonction de leur densité. Le nombre de neutrophiles récupérés a partir
d’une poche a 400 ml de sang a l'issus de I'isolement varie entre 6 et 10 x 108 de

neutrophiles.

L'isolement des PN (Figure 13) commence par un melange d’'un volume de sang a
un volume de Dextran-T500 a 2% (préparé a I'avance dans du NaCl 0,9% et filtré).
Aprés 30 min d’incubation a température ambiante, la majorité des érythrocytes
précipitent au fond du tube et la phase supérieure contient les globules blancs, cette
derniere est récupérée dans des tubes propres et les globules rouges de la phase
inférieure sont jetés. La phase contenant les globules blancs est centrifugée pendant
8 min a 400g a 22°C. Le culot est resuspendu dans du tampon phosphate, puis
déposé sur un coussin de Ficoll et centrifugé pendant 30 min a 400g et a 22°C.
Aprés cette étape, trois phase se distinguent, le culot correspond aux granulocytes
(éosinophiles, neutrophiles et basophiles) avec les érythrocytes contaminants, les
cellules mononuclées (monocytes et lymphocytes) forment un anneau entre le culot

et le surnageant est un mélange de plasma, tampon phosphate et le ficoll.

La lyse des érythrocytes résiduels est effectuée par I'addition d’'une solution
hypotonique de NaCl a 0,2% froide au culot, en mélangeant pendant 40 secondes,
l'isotonicité est rétablie par ajout du méme volume de NaCl a 1,6%. La solution est
tamponnée par ajout de tampon phosphate froid. Les neutrophiles sont récupérés
dans un petit volume de tampon phosphate, aprés une centrifugation pendant 8 min

a 400g et 4°C. Les neutrophiles sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.
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Récolte de sang hépariné a
partir de donneur sains

Globules
blancs

Incubation atempérature ambiante

pendant 30 min Hématies U

Ajout de 1/10 PBS (pH 7,3) “

Centrifugation a 400 g , 8 min

+ Dextran 2% V/V

az22°C .
! — \—/ |B i
Anneau de
monocytes / lymphocytes éliminé
Lyse hypotonique des hématies
\—/
Lavage 2 fois des PN au PBS
Concentration dans du Hank’s
(Ca2+ Mgz+)

Dénombrement et contréle de pureté .l

des PN isolés

Figure 13. Diagramme résumant les étapes d’isolement des neutrophiles a

partir de sang humain
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1.2.1.2.2. Isolement des neutrophiles par la méthode de I'histopaque

Elle est basée sur l'utilisation de deux polysaccharides commercialisés ayant des
densités différentes. Elle consiste a superposer deux gradients de I'Histopaque-1119
(15ml) de Histopaque-1077 (10) ml) (Sigma) et par dessus sans mélanger les
différentes phases un volume de sang (25ml) est déposé. Les tubes sont centrifugés
a 400g et a 22°C pendant 30 min. Apres la centrifugation, plusieurs phases sont
distinguées, en haut le plasma a éliminer, au milieu 'anneau opaque contient les
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) : les monocytes-lymphocytes et
les neutrophiles se trouvent dans la phase rougeatre située entre I'anneau et le culot.
L'anneau de neutrophiles est aspiré par une pipette, mis dans du tampon phosphate
et centrifugé a 400g pendant 8 min a 4°C. Apres la centrifugation, le culot cellulaire
est resuspendu dans du tampon phosphate. Les Neutrophiles sont comptés sur une

cellule de Malassez, puis conservés a 4°C, jusqu’a leur utilisation.

1.2.2. Méthodes de quantification

1.2.2.1. Détermination de la concentration des polyphénols totaux

La quantité de pp totaux dans I'extrait brut est déterminée selon la méthode de folin-
Ciocalteu décrit par SINGLETON et al., (1999). Le principe du dosage est basé sur la
réduction des acides phosphomolybdiqgue et tungstigue par les composés
phénoliques lors de la réaction. L’'oxydation des pp engendre une coloration bleue
dont l'intensité est proportionnelle a la concentration de pp, est mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d'onde de 760 nm. L'acide gallique est utilisé
comme référence (Annexe 2) pour établir une gamme d’étalonnage (Figure 14).

Le dosage consiste a mélanger 125 pl d’échantillon ou de dilutions a 500 ul d’eau
distillée, avec le méme volume (125 pl) de réactif de Folin-Ciocalteu et 1,25 ml de
carbonate de sodium (solution a 7%). Le volume total est complété a 3ml avec de
'eau distillée. Le tout est incubé a l'obscurité pendant une heure a température
ambiante avant de mesurer par spectrophotométrie (avec un spectrophotometre de
marque Uvikon 931 Contron). L’absorbance est mesurée a 760 nm. La concentration
de pp est exprimée en équivalent d’'acide gallique (EqQGA), sachant que la gamme
des concentrations d'acide gallique est comprise entre 0 et 0,05 mg/ml (Annexe 1).
La courbe d’étalonnage obtenue est représentée dans la figure 14.

Pour les tests, I'extrait de pp est solubilisé et dilué dans un tampon phosphate,

dépourvu de calcium et de magnésium, provenant de sigma.
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de I'acide gallique

1.2.2.2. Test de viabilité et de pureté des neutrophiles

Le test de viabilité des neutrophiles est assuré par le test d’exclusion du bleu de
Trypan qui colore les cellules mortes en bleu. Alors que la pureté des PN est vérifiée
avec un autre colorant, le cristal violet qui colore les noyaux des cellules, ce qui
permet de distinguer le noyau polylobé caractéristique des neutrophiles des autres
noyaux cellulaires. Le dénombrement se fait sur une lame de Malassez par

microscopie photonique au grossissement x 40.

1.2.2.3. Evaluation du pouvoir antioxydant des pp d’olive: Mesure des
différentes formes réactives de I’oxygéne produites par le PN

Il existe plusieurs techniques de dosage de FRO spécifiques a chaque forme. Les
sondes utilisées a cet effet différent par leur propriétés structurales en particulier
I’hydrophobicité, ce qui fait que certaines ciblent les FRO produites en milieu
intracellulaire et d’autres détectent les FRO extracellulaires (BRIHEIM et al., 1984 ;
USHIJIMA et al., 1997 ; BEDOUHENE et al., 2017).
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1.2.2.3.1. Mesure de la production des formes réactives de I'oxygene totales
par le luminol

Le dosage des formes réactives de l'oxygéne (FRO) totales produites par les
neutrophiles humains se fait par la technique de chimioluminescence amplifiee au
luminol (CsH7N302). Par définition, la luminescence est I'émission d’'un photon
lorsqu’une molécule excitée retourne vers un état énergétique moins élevé. Nous
parlons de chimioluminescence lorsque cette excitation résulte d'une réaction
chimique, notamment lors de la réaction d’oxydation (Figure 15).

Le luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-dione) est une molécule sensible
aux radicaux libres, elle émet une lumiére bleue aprés oxydation. Cette technique
détecte toutes les FRO et elle est dépendante des peroxydases (EDWARDS, 1996 ;
NAUSEEF, 2014).

Cette sonde est de loin la plus utilisée pour mesurer la production des FRO,
notamment dans les systémes biologiques. Grace a sa propriété de diffusion a
l'intérieur de la cellule, le luminol détecte les FRO intra- et extracellulaires. Les FRO
résultants de l'activation cellulaire oxydent le luminol, la lumiére produite par cette

réaction est proportionnelle a la quantité de FRO.

Malgré la sensibilité et I'utilisation large de la méthode de chimioluminescence
amplifiée par le luminol, elle reste peu claire et garde certaines ambiguités quant au
type de FRO qu’elle détecte.

Il a été longtemps admis que la lumiere émise par le luminol serait due a la réaction
du peroxyde de I'hydrogéne avec les myéloperoxydases présentes dans les
phagocytes (BRIHEIM et al., 1984 ; USHIJIMA et al., 1997).

Durant ce travail de thése nous avons montré que luminol est capable de détecter
I'anion superoxyde de I'oxygéne en absence des peroxydases mais pas le peroxyde
hydrogéne, et en présence des peroxydases le luminol est capable de détecter les
deux formes a la fois a savoir I'anion superoxyde de l'oxygene et le peroxyde
d’hydrogéne (BEDOUHENE et al., 2017).
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Figure 15. Réaction de chimioluminescence. Le luminol est oxydé par le peroxyde

d’hydrogéne, cette réaction produit une lumiere bleue mesurable au luminometre.

En pratique, les neutrophiles a une concentration de 10° cellules/ml sont incubés a
37°C dans un luminomeétre de marque Berthold, en présence de 10 uM de luminol, et
de concentrations croissantes de I'extrait de pp brute [0 ;12 ;25 ;50 ;100; 200; 250]
pg/ml ou de molécules pures d’hydroxytyrosol et d’oleuropeine [0;10;20; 40; 80;100]
UM, puis stimulés ou non avec différents agonistes le fMLP a 10°M, le PMA a 100
ng/ml. La lumiére est mesurée pendant 30 min. Les résultats sont exprimés en coup

par minute (cpm) produits pendant 30 min.

1.2.2.3.2. Mesure de I’explosion oxydative des polynucléaires neutrophiles par

la technique de réduction du cytochrome c

La production d’O2™ par les neutrophiles activés est mesurée par la technique de
réduction du cytochrome ¢ (YONETANI, 1960). Le principe de cet essai est basé sur
I'utilisation du cytochrome ¢ oxydé « Fe3* » en présence d'une source productrice
d’anions superoxyde (O2") comme les neutrophiles ou par un systéme acellulaire
composé de xanthine/hypoxanthine et xanthine oxydase (technique décrite plus loin
dans les méthodes). En présence de ce radical « O™z » trés réactif et instable, le
cytochrome c est réduit en Fe?*. Ce test détecte exclusivement 'anion superoxyde
extracellulaire car le cytochrome c ne traverse pas la membrane cellulaire, la mesure

du cytochrome réduit se fait par spectrophotométrie a 550nm (Figure 16).
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Figure 16. Mesure de la production de I'anion superoxyde (HOLLMANN et al.,

2001). Ce test est basé sur la réduction du cytochrome ¢

En pratique les neutrophiles a 10° cellules/ml dans du tampon phosphate sont
prétraitées avec des concentrations croissantes de pp totaux [0;12; 25; 50; 100; 200;
250] pg/ml pendant 10 min a 37°C. Les cellules sont incubées en présence de
cytochrome ¢ a 1mg/ml final puis stimulés avec du PMA (100 ng/ml) et la DO est
mesurée a 550nm en utilisant un spectrophotométre thermostaté de marque
UVIKON 860 (Annexe 3). La production d’O2™ est mesurée pendant 10 min et les

résultats sont exprimés en nano moles d’O2" produites par minute et par million de
neutrophiles en utilisant la loi de Beer lambert: A =&€. C. |, ou &€ est le coefficient

d’extinction molaire (I. moll. cm™), A étant I'absorbance (sans unité), C est la

concentration du soluté (mol/l).

1.2.2.3.3. Mesure de la production du peroxyde d’hydrogéne (Hz2032)

intracellulaire par la cytométrie en flux

La technique utilisée est celle de la cytométrie en flux, mise au point par VAN et ses
collaborateurs (1999) pour mesurer les fonctions du neutrophile. Elle est basée sur
l'utilisation de la sonde Carboxy-H2-DiChloro DiHydro Fluorescein DiAcetate
(CDCDHFDA) provenant de Molecular Probe Eugene, OR, USA. Cette sonde qui est
sous forme diacétyl est perméante, elle diffuse a travers les membranes des cellules
grace a ses 2 groupements acetoxy methylesters (AM). Une fois a lintérieur, les

estérases cellulaires hydrolysent la queue AM, ce qui donne au final un composé
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plus hydrophile qui se trouve piégé et maintenu dans le compartiment cytosolique.
Ce composé hydrophile « la dichlorofluorescine » (HDCF) est non fluorescent, mais
peut étre rapidement oxydé en un composé fluorescent DCF par les radicaux libres
et les autres FRO générés dans la cellule. La mesure de H202 produit dans le
compartiment intracellulaire se fait par cytométrie en flux. Le test consiste a pré-
incuber les neutrophiles (5 x 10° cellules) avec le 2,7-DCFH-DA (100 puM/ml) pendant
15 minutes dans du tampon Hank’s, le tout dans un bain marie a 37°C et a I'abri de
la lumiere, en présence de concentrations croissantes de pp totaux [0; 25; 50;100;
200] pg/ml. Les neutrophiles sont stimulés par le PMA (Phorbol Myristate Acétate) a
100ng/ml pendant 15 min. La réaction est arrétée en mettant les cellules a 4°C
pendant 15 min. La mesure en cytométrie en flux est effectuée par un cytometre de
marque Becton Dickinson FACS Cantoll (Immuno Cytometry Systems). L’intensité de
la fluorescence est mesurée simultanément a deux longueurs d’ondes, a 488 nm
pour I'excitation et a 530 nm pour I'émission. L'analyse des résultats est faite avec le
logiciel FACS Diva, les résultats sont exprimés en moyenne de lintensité de
fluorescence (MIF) pour quantifier les réponses des cellules. L’effet de I'extrait de pp
sur la production de I'H202 est calculé par l'utilisation de I'index de stimulation (SI), le

ratio de la MIF des cellules stimulées versus non stimulées.

1.2.2.3.4. Test de piégeage du peroxyde d’hydrogene (H202) dans le systeme
acellulaire

Nous avons réalisé cet essai pour vérifier le résultat obtenu en cytométrie en flux et
confirmer l'effet de l'extrait phénolique sur la seule forme de FRO, a savoir le
peroxyde d’hydrogene (H202). Le principe de la réaction est expliqué plus haut dans
la mesure des FRO totaux au luminol.

En présence de concentrations croissantes de I'extrait de polyphénols brute [0; 10;
20; 50; 100] pg/ml, nous avons ajouté I'H202 a 0,003% et 5 unités d’'HRPO
(250U/mg/ml), le tout dans un volume réactionnel de 500ul. La lumiere est mesurée
pendant 15 min sous forme de cinétique. Les résultats sont exprimés en coup par

minute (cpm).
1.2.2.3.5. Test de la xanthine oxydase

Le systeme xanthine oxydase est un systeme in vitro ou acellulaire qui produit

spécifiguement I'anion superoxyde. Nous avons effectué ce test pour confirmer I'effet
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des pp sur le superoxyde de I'oxygene comme c’est la seule forme produite dans ce

systeme.

Le test se fait en présence du ferri-cytochrome ¢ « Fe3+ » qui est réduit sous I'effet
de I'0O2° en «Fe2+», le cytochrome c réduit est détectable a 550 nm par
spectrophotométrie. Si la réaction se fait en présence de la superoxyde dismutase
(SOD), celle-ci va exercer un effet antioxydant en dismutant I'anion superoxyde
produit par la xanthine oxydase en H202, ce qui va inhiber la réduction du
cytochrome c qui devrait étre oxydé par 'O2-.

Techniguement, la xanthine (100 uM) est dissoute dans de I'eau en présence de
NAOH (5n) puis elle est diluée avec du tampon phosphate (PBS). Le cytochrome ¢
lyophilisé est préparé a 20 mg/ml. L’'essai se fait dans un volume final de 500 pul en
meélangeant 100 pl de Xanthine avec 25 pl de cytochrome c, la réaction est
déclenchée avec 1 unité de xanthine oxydase (1000U/mg/ml). Les changements
d’absorbance sont suivis a 550nm au spectrophotometre.

1.2.3. Les techniques évaluant les fonctions du neutrophile

1.2.3.1. Latechnique de dégranulation des neutrophiles

La dégranulation des neutrophiles vise a faire secréter le contenu des vésicules des
cellules stimulées, la quantification du contenu libéré est dosé pas l'activité de la
myeéloperoxydase (MPO) comme protéine de référence pour cette fonction. Il est
egalement possible de quantifier les protéines spécifiques des différentes granules

en utilisant la méthode du western blot qui est tres sensible.

La dégranulation des neutrophiles peut étre induite dans les conditions in vitro, en les
pré-incubant en présence de la cytochalsine B (5ug/ml) pendant 5min avant de les
stimuler avec le fMLP (10 M), la réaction est arrétée en centrifugeant les cellules.
Afin de tester les effets des pp sur les fonctions des neutrophiles, ces derniers sont
pré-incubés en présence et en absence de I'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine

pendant 30 min & 37°C avant d’induire la dégranulation.

Apres centrifugation des neutrophiles pendant 8 min a 4°C, le surnageant est
récupéré pour doser l'activité de la myéloperoxydase. Une partie de surnageant est

dénaturée 5 minutes a 100°C dans le tampon de dénaturation Leammli contenant
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62,5mM de Tris-HCI (pH 6,8), 4% de 2-mercapto-éthanol, 2,5% de SDS, 10 % de
glycérol et quelques gouttes de bleu de bromophénol (LAEMMLI, 1970) pour
détecter la MPO par SDS-PAGE et western blot.

-Mesure de I'activité de le myéloperoxydase

La méthode utilisée pour mesurer lactivité de la MPO est la méthode
spectrophotométrique décrite par BRADELY et al (1984), modifiée. Le principe de
cette méthode est basé sur I'oxydation du réactif utilisé I'ortho-Dianisidine (3,3'-
Dimethoxybenzidine) en présence du peroxyde d’hydrogene. La réaction produit une
coloration orange, dont lintensité varie en en fonction de la concentration de la

myéloperoxydase présente dans le milieu réactionnel.

L'essai consiste a mélanger un volume (50 ul) de surnageant contenant la MPO,
dilué avec du tampon phosphate, un volume (50 pl) de peroxyde d’hydrogene a
0,0005% et un volume (50 pl) d’ortho-Dianisidine a 2mg / 2ml, est complété avec du
tampon phosphate pour arriver a un volume final de 500ul. Le changement
d’absorbance a 460 nm est suivi et enregistré au spectrophotomeétre (UVIKON 860)
pendant 10 min a température ambiante (20°C). Les résultats sont exprimés en
unité/mg de protéine, sachant qu’une unité d’activit¢ de MPO consomme 1umole de

peroxyde d’hydrogene/min.

1.2.3.2. Test de chimiotactisme des neutrophiles

Le test de migration des PN est réalisé suivant la méthode de NELSON et al., (1975),
en utilisant un gel d’'agarose a 0,7% de marque LKB (BROMMA). L'agarose est
solubilisé dans (27 ml) d’'HBSS (Hank’s balanced salt solution, sigma Aldrich) par
chauffage au micro-onde, aprés refroidissement partiel (48 °C), 3 ml de sérum de
veau feetal (svf) décomplémenté (30 min a 56°C) sont ajoutés a l'agarose. Le gel est
coulé (5 ml) dans des boite de pétri de 5cm de diametre (falcon plastics). Une fois
'agarose est solidifiée, quatre séries de trois puits alignés (3 mm de diamétre interne
et espacés de 3 mm) sont formés avec un emporte piece. L’agarose est aspirée a
'aide d'une pompe a vide, afin de nettoyer les puits. Pour ce test les cellules sont
préparées a 100 x 10° cellules/ml, elles sont traitées ou pas avec des concentrations
croissantes d’hydroxytyrosol et d’oleuropeine [0; 10; 20; 40; 80; 100] uM. 5ul des
cellules differemment traitées sont déposées dans les puits centraux, 5 pl de

chimioattractant fMLP (107 M) sont déposés dans tous les puits périphériques
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(externes) et enfin 5ul de tampon phosphate sont déposés dans tous les puits

internes (Figure 17).

O Puits contenantle {MLP
'Q Puits contenant les neutrophiles

O Puits contenant le PBS

Figure 17. Schéma représentant le test de chimiotactisme. L'agarose solubilisée
est coulée dans une boite de pétri de 5 cm de diamétre, puis 4 séries de 3 puits sont
confectionnés. 5 pl de fMLP, de neutrophiles ou de PBS sont déposés en respectant
leurs positions respectives, suivant le schéma.

Les boites sont incubées pendant 2h a 37°C. La migration des cellules est observée
au microscope inversé de marque Zeiss, doté d'une caméra. L'index de
chimiotactisme est déterminé en mesurant la largeur du front de migration des
cellules (du coté fMLP) par rapport a la migration spontanée (du coté du tampon

phosphate. Les résultats sont représentés en ratio par rapport au control fMLP.

1.2.4. Etude des voies de signalisation de neutrophile

Pour vérifier I'effet des pp sur voies impliquées dans I'activation des neutrophiles,
notamment la p38MAP kinase (MAPK), AKT et ERK1/2, les PN sont incubés en
présence des polyphénols, puis dénaturés les protéines sont analysés par SDS-
PAGE et Western-blot.

Les neutrophiles, sont re-suspendus dans du tampon Hank’s a une concentration
10x10° de cellules dans un volume final de 400 pl. Les cellules sont pré-incubées
pendant 5 min dans un bain marie a 37°C, en absence ou en présence de pp, puis
stimulées ou non avec du fMLP (10-® M) pendant 5 min.
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La stimulation des cellules est arrétée en ajoutant 100ul du tampon de dénaturation
de LAEMMLI concentré 5 fois contenant 325mM Tris-HCI (pH a 6,8), 20% de2-
mercapto-éthanol, 12,5% SDS, 50% de glycérol, des inhibiteurs de protéases et de
phosphatases et quelques gouttes de bleu de bromophénol (LAEMMLI, 1970).

Les protéines ensuite sont dénaturées a 100°C pendant 3 min. Aprés la
dénaturation, les cellules sont soumises a une sonication 3 fois pendant 10 secondes

pour casser '’ADN.

1.2.5. Electrophorese des protéines (SDS-PAGE)
1.2.5.1. Préparation des échantillons et le gel d’électrophorése

Les échantillons sont préparés suivant le protocole décrit ci-dessus. Brievement, les
protéines sont dénaturées a 95°C pendant 3 min dans le tampon Laemmli, 'ADN
visqueux dans ce tampon est solubilisé en le cassant par sonication 3 fois pendant

10 secondes.

La technique d’électrophorese consiste a faire migrer les protéines dénaturées et
chargées négativement par le SDS dans un gel jouant le role de tamis moléculaire
sous l'effet d’'un courant électrique. Ainsi les protéines seront séparées selon leur
taille uniguement. La migration se fait sur deux gels de polyacrylamide coulés entre
deux plagues en verre espacées de 1,5mm. Le gel de séparation contient 10%
d’acrylamide et le gel de concentration est coulé en surface, il contient 4%

d’acrylamide. (voir 'annexe 4 pour la préparation des gels d’électrophorese).

Le gel de séparation est composé d'eau bi-distillée, de Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8),
0,1 % de SDS (20%), 10% d’acrylamide /Bis (30%), 0,1% de persulfate d’ammonium
et 0,05% Temed. Quant au gel de concentration, il est composé de Tris-HCI (0,5 M,
pH 6,8), du SDS (20%), 10% d'acrylamide/Bis (30%), 0,1% de persulfate
d’ammonium et 0,05% de Temed. Les puits sont formés avec un peigne déposé en
surface de ce dernier gel. Les échantillons sont déposés dans les puits, dont 'un
comme témoin de poids moléculaire de référence. La migration des protéines se fait
dans tampon en utilisant un tampon de migration contenant 0,025M de Tris-Base,
0,192M de Glycine et 0,1% de SDS (pH 8,3), a 70 volt pendant 10 min pour
concentrer les protéines au méme niveau, puis a 160 volt pendant environ 1h (DEYL,
1979; WALKER, 2002).
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1.2.5.2. Transfert sur membrane de nitrocellulose et révélation des protéines

Le transfert se fait en milieu liquide, c’est-a-dire, tout le systeme est plongé dans le
tampon de transfert, composé de 20% d’éthanol ; 50 mM de Tris ; 95 mM de glycine
et 0,08% de SDS (Annexe 5). Lors de I'assemblage du systeme de transfert le gel et
la membrane de nitrocellulose sont mis en sandwich entre des feuilles de papier
wattman et des éponges, la membrane de nitrocellulose se trouve du c6té de
'anode, et le gel est du cbté de la cathode puisque le sens de transfert se fait de la
cathode vers I'anode. Pour commencer le transfert, le systeme est plongé dans une
cuve remplie de tampon de transfert, puis soumis a une tension de 70V pendant
1h30 min (TOWBIN et al., 1979). A la fin, le transfert peut étre vérifié en incubant la
membrane dans du rouge ponceau, colorant réversible de protéines, il peut étre

éliminé par simple ringage a I'eau.
1.2.5.3. Détection des protéines par des anticorps primaires spécifiques

Les membranes sont incubées en premier lieu dans une solution contenant du
tampon Tris-NaCl-Tween 20, composé de 25Mm Tris-HCI (pH 7,4) ; 150 Mm NaCl et
0,05%Tween et 5% de lait dépourvu de matiére grasse pour saturer les sites de
liaison non spécifiques, cette étape se fait a température ambiante pendant 1 heure
sous agitation. Ensuite, les membranes sont incubées toutes la nuit a 4°C avec les
anticorps primaires spécifiques (anti-MPO, anti lactoferrine, anti phospho p38, anti
phospho AKT et anti phospho ERK1/2) dilués a des concentrations optimales dans
une solution de TBS-Tween a 1% de lait. (Voir I'annexe 6 pour les concentrations

des anticorps utilisés).

1.2.5.4. Fixation des anticorps secondaires

A lissu de la fixation des anticorps spécifiques primaires, les membranes de
nitrocellulose sont lavées 3 fois pendant 5 min dans du tampon TBS-Tween pour
éliminer I'excés d’anticorps primaires non fixés. Elles sont ensuite incubées pendant
une heure a température ambiante avec les anticorps secondaires anti-lapin (GAR-
HRP) ou anti-souris (GAM-HRP) couplé a la peroxydase a une dilution au 1/10000
eme dans une solution de TBS-Tween a 1% de lait. Les membranes sont par la suite

lavées 3 fois pendant 5min dans du tampon TBS-Tween pour éliminer I'excés
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d’anticorps secondaires non fixés. La réveélation des protéines se fait par

chimioluminescence en utilisant le kit commercial provenant de chez Santa Cruz.

1.2.5.5. Larévélation des protéines a I’'ECL (Enhanced Chemiluminescence)

La solution de révélation est préparée instantanément, en mélangeant un volume de
peroxyde d’hydrogene et un volume de luminol. La membrane est incubée avec la
solution de révélation pendant 1 minute a I'abri de la lumiere, puis enveloppées dans
du plastique et détectée grace a une caméra « Amersham imager 600 ». L'intensité
du signal varie en fonction de la durée d’exposition, de quelques secondes a

guelgues minutes.
1.2.5.6. Révélation des protéines a la phosphatase alcaline

Les mémes membranes sont lavées avec du tampon TBS-Tween 3 fois pendant
5minutes, puis incubées avec des anticorps secondaires couplés a la phosphatase
alcaline pendant une heure a température ambiante avec une dilution des anticorps
au 1/5000éme dans une solution de TBS-Tween a 1% du lait. Les anticorps
secondaires sont soit des anti-souris (GAM-AP) pour l'actine, ou des anti-lapins
(GAR-AP) pour la MPO, lactoferrine, ERK1/2, AKT et la p38. Les membranes sont
lavées 3 fois pendant 5 minutes avec du TBS-Tween pour éliminer I'exces
d’anticorps secondaires non fixés. La détection se fait en mélangeant volume a
volume les substrats NBT (Nitrobleu de Tetrazolium) et le BCIP (5-bromo, 4-chloro,
3-indolylphosphate), dilués chacun au 1/100 dans le tampon carbonate (pH 9,8)
contenant NaHCO3 (8,4g/l), MgCI2-6H20 (0,2033 g/l) daSns de I'eau bi-distillée. La

réaction est arrétée par un simple lavage a 'eau.

La préparation de la solution de NBT se fait en dissolvant 0,150g de NBT dans
3,5ml DMF et 1,5ml d’eau bi-distillée. La solution de BCIP est préparée avec 0,075¢g
de BCIP solubilisé dans 5 ml de DMF. Les deux solutions peuvent étre Stockée a -
20°C.

1.2. 6. Analyse statistique des résultats
Les valeurs présentées dans les résultats représentent la moyenne = SEM de n
expériences indépendantes (n = 3). Les analyses statistiques sont effectuées a l'aide

du test t apparié. Les variations sont considérées comme significatives si la valeur de
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P est inférieure ou égale a 0,05. One-way ANOVA a été utilisé pour évaluer les

différences entre les groupes en utilisant le logiciel Graph Pad Prism 5.
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IIl. RESULTATS & DISCUSSION

2.1. Extraction et dosage des polyphénols d’olive issus des margines.

BN

L’extraction des composés phénoliques est obtenue a partir d’échantillons de
margines obtenus aprés purification comme décrit dans la section matériel et
méthodes. La teneur moyenne en polyphénols totaux dans I'extrait final est
déterminée par le test du Folin-Ciocalteu suivant la méthode de SINGLETON (1999).
La concentration des polyphénols dans I'extrait est déterminée en équivalent d’acide
gallique, en utilisant la courbe d’étalonnage en figure 14, elle était en moyenne de
120 £ 0,38 mg/l en équivalent d’acide gallique, la mesure étant effectuée sur trois
essais. A lissue de [I'évaporation au speed-vac, les polyphénols sont plus
concentrés, leur concentration est multipliée par 4 environ, ce qui nous donne une
concentration de 450 mg/l. La concentration des pp dans les margines que nous
avons obtenue est avoisinante a celle obtenue par AZAIZEH et al., (2012) qui se
situe entre 115 et 170 mg/l. La teneur des pp de notre échantillon se situe en
dessous de celle obtenue par SOBHI et al. (2004) qui est d’environ 6,8 g/l et celle
GONCALVES et al. (2009) comprise entre 5 a 12g/l. Cette variabilit¢ en
concentration de pp dans les margines est influencée par plusieurs facteurs a savoir
l'origine géographique la variété, le stade de maturité de l'olive, la méthode de
trituration, et aussi des pratiques agricoles notamment lirrigation et le traitement.
L'ensemble des résultats obtenus avec I'extrait brut de polyphénols a montré la
richesse des margines d'olives en molécules anti oxydantes. Les différentes
molécules de pp présentes dans les margines sont actuellement connues et
identifiées par HPLC ainsi que leurs proportions (DE MARCO et al., 2007 ; AZAIZEH
et al., 2012 ; BELAQZIZ et al., 2017).

2.2. Test de cytotoxicité de I'extrait total de polyphénols des margines.

Avant de tester les effets de toutes ces molécules, nous avons verifié leur effet sur la
viabilité des neutrophiles, ce test est tres important si I'on envisage d’utiliser ces
molécules chez I'homme. Afin de tester les extraits purifiés, la pureté des
neutrophiles fraichement isolés est vérifiés avec le cristal violet (colorant a base de

violet de Gentiane et d’acide acétique) et ils sont comptées (Figure 18).
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Les cellules sont re-suspendues dans du tampon phosphate et conservées a 4°C

avant de les utiliser.

A ¢

Figure 18. Photographies des neutrophiles. A: Neutrophiles isolés colorés au
cristal violet et observés au microscope optique au grossissement x40. B : Image
d’'un neutrophile agrandi 100x et qui est caractérisé par un noyau polylobé.

Avant de tester les extraits des polyphénols sur les neutrophiles, nous avons veérifié
la cytotoxicité du produit, en incubant les neutrophiles en présence de fortes
concentrations de polyphénols allant de 0 a 250 pg/ml pendant 30 min, les cellules
mortes laissent pénétrer le bleu de trypan, ce qui les colorent en bleu, contrairement

aux cellules vivantes qui restent transparentes.

Les résultats (Figure 19) montrent que l'extrait n'a eu aucun effet toxique sur les
neutrophiles, méme a des concentrations plus fortes, le taux de viabilité des

neutrophiles dépasse les 95%, le taux de cellules mortes n’est donc pas significatif.
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Figure 19. Test de cytotoxicité des polyphénols de margines sur les
neutrophiles humains. Les neutrophiles sont incubés a des concentrations
croissantes de l'extrait brut polyphénols [0; 25; 50; 100 ; 200 ; 250] upg/ml, et la
viabilité est évaluée aprés 30 min d’incubation par le test d’exclusion de bleu de
Trypan. Les résultats sont exprimés en % de cellules vivantes apres traitement par
rapport aux cellules contrdles non traitées. Les résultats sont exprimés en moyenne
de trois essais.

2.3. Evaluation du pouvoir antioxydant de I'’extrait phénoligue des margines
d’olives.

2.3.1. Effet de I'extrait de polyphénols sur la production des formes réactives

de I'oxygene totales

L'effet de I'extrait phénolique d'olives est évalué en pré-incubant les neutrophiles a
37°C pendant 10 min, avec des concentrations croissantes de I'extrait phénolique [0
25; 50 ; 100; 200; 250] pg/ml.

Ensuite, la production des formes réactives de I'oxygene FRO (H202, HOCI, O2°) est
mesurée par la FRO chimioluminescence amplifiée au luminol. Les résultats
présentés dans la figure 20, montrent que I'extrait de polyphénols inhibe fortement et

de maniere dose dépendante la production de FRO.
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Figure 20. Inhibition de production de FRO totales. Effet des polyphénols sur la
production de FRO totales par les neutrophiles. Les neutrophiles sont incubés avec
des doses croissantes de I'extrait brut de polyphénols, en présence de luminol. Les
cellules sont stimulées avec du PMA et la luminescence est mesurée pendant 30min
a 37°C. Les résultats sont exprimés en cpm de lumiére mesurée. Les résultats sont
exprimés en moyennes de 5 expériences.

Ce résultat suggére deux possibilités, soit I'extrait agit en piégeant les FRO, soit en
inhibant l'activité de la NADPH oxydase. Ces deux propositions ont été vérifiées
chacune séparément dans des systemes acellulaires spécifiques produisant chacun

une seule forme de radicaux, le superoxyde et le peroxyde de I'hydrogene.

2.3.2. Effet de I'extrait phénolique de margines d’olive sur la production de
I’anion superoxyde par les neutrophiles

Afin de spécifier I'effet de I'extrait de margines sur les FRO, nous avons mesuré dans
les méme conditions la production de I'O2° avec une sonde appropriée le
cytochrome c qui détecte exclusivement I'anion superoxyde. La production de I'anion
superoxyde est mesurée, la réduction du cytochrome c est suivie a 37°C en cinétique

a 550 nm avec un spectrophotomeétre de marque UVIKON 860.
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Les résultats illustrés dans la figure 21 montrent que I'extrait de polyphénols inhibe la
réduction du cytochrome ¢ de maniere dose dépendante. Ce résultat suggére que
I'extrait de polyphénols inhibe soit I'activité de la NADPH oxydase des neutrophiles
qui produit ce précurseur de FRO (I'anion superoxyde), soit il piége I'anion

superoxyde.
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Figure 21. Effet des polyphénols sur la production de I'anion superoxyde par
les neutrophiles. Les neutrophiles sont incubés avec des doses croissantes de
I'extrait brut de polyphénols pendant 30 min en présence du cytochrome c. Les
cellules sont stimulées avec du PMA et les variations de la densité optique sont
suivies a 550 nm a l'aide d'un spectrophotométre, pendant 30 min a 37°C. Les
résultats sont exprimés en % de réduction de cytochrome c des cellules traitées par
rapport aux cellules contrbles non traitées. Les résultats sont exprimés en moyennes
de 5 expériences.

Cet effet peut étre spécifié par d’autres tests, en utilisant un systeme enzymatique
dans lequel, seul I'anion superoxyde est produit tels que le systeme de xanthine et

de xanthine oxydase.
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2.3.3. Effet des polyphénols sur la la production du peroxyde d’hydrogéne

(H202) intracellulaire par la cytométrie en flux

Pour quantifier le taux de peroxyde de I'hydrogene intracellulaire produit par les
neutrophiles en présences de concentrations croissantes de I'extrait phénoliqgue des
margines, nous avons utilisé le cymometre en flux et une sonde spécifiqgue au H20:2

capable de pénétrer dans la cellule.

Les cellules sont pré-incubées au préalable en présence du DCFH, sonde qui
détecte spécifiguement le H20: intracellulaire en utilisant la cytométrie en flux. Le

taux du peroxyde d’hydrogéne produit a été exprimé en index de stimulation (SI).

Les résultats montrent que les polyphénols inhibent la production de H20: par les
neutrophiles de fagon dose dépendante (Figure 22). Les polyphénols pourraient
inhiber la production elle-méme, soit piéger le H202, ceci peut étre confirmé ou
affirmé par un test in vitro, par utilisation de H20: seul en présence de I'extrait

phénolique et du luminol et par mesure de chimioluminescence.
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Figure 22. Effet de [I'extrait phénolique sur la production du peroxyde
d’hydrogéne intracellulaire. Les neutrophiles sont incubés en présence de doses
croissantes de polyphénols, chargées avec la sonde DCFH, puis stimulés au PMA
(phorbol myristate acétate). Le contréle (ctrl) dans le profil de cytométrie en flux
représente les cellules au repos, non traitées avec les pp et non stimulées au PMA.
La figure A représente un exemple d’une seule expérience, et celle en B représente
la moyenne de plusieurs essais. Les résultats sont exprimés en % de cpm de cellules
traitées par rapport aux cellules contréles non traitées. Les résultats sont exprimeés
en moyennes de 5 expériences.
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Le résultat obtenu en cytométrie en flux avec le peroxyde de I'hydrogene semble étre
proche de ceux obtenus avec I'hydroxytyrosol seul dans le méme contexte cellulaire
par O'DOWD et al. (2004).

2.3.4. Effet des polyphénols sur la production de H202 par le systéme
acellulaire

Afin d’identifier la cible spécifique ainsi que I'effet précis de I'extrait des margines,
nous avons incubé le H202 avec des concentrations croissantes de polyphénols.
Dans ces conditions le H202 a été détecté en présence de la peroxydase (HRPO
pour Horseradish peroxidase) par la méthode de chimioluminescence amplifiee au
luminol. Les résultats montrent une baisse tres significative de la lumiere produite par
le systeme acellulaire dépendant de H202 et en plus a tres faible dose (Figure 23).

Ce résultat montre clairement que les polyphénols piegent le H20..

A B
150-
20
.
[PP] ug/ml 1251
-+ 0
15 P
= 100 100
+ 200

Chimiluminescence x107 (cpm)
o

Chimiluminescence x10® (cpm)
=

90

5 u 251
: LA . oL wr
0 ] 10 15 0 10 20 50 100
Temps (min) + Polyphénols (ug/ml)

Figure 23. Effet de [I'extrait phénolique sur le piégeage du peroxyde
d’hydrogéne. A. Le H202 a été incubé en présence de concentrations croissantes de
pp [0; 10; 20; 50; 100] pg/ml, le luminol et la peroxydase. La lumiere obtenue est
mesurée a laide d'un chimioluminometre. La figure A représente le profil de
chimioluminescence d'une seule expérience. B. L’histogramme représente la
moyenne de 5 expériences pour chaque concentration de pp.

Aprés ce résultat, nous pouvons conclure que I'extrait de pp de margines a un effet

de piégeage sur le peroxyde de I'hydrogéne, ce résultat va dans le méme que ceux
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obtenus précédemment par O'DOWD et al. (2004) et PAULA et al. (2009) quant aux
scaveging du H202. Néanmoins, nous devons poursuivre I'explication de I'effet de cet
extrait sur I'anion superoxyde et la fonction méme de la NADPH oxydase.

2.3.5. Effet de I’extrait phénolique sur 'Oz produit par la xanthine oxydase

Nous avons voulu voir I'effet de I'extrait phénolique sur I'anion superoxyde seul, pour
cela, nous avons utilisé le systéeme composé de xanthine et de xanthine oxydase, qui
produit exclusivement le superoxyde (Oz2°).

La réaction consiste a mélanger dans du tampon phosphate de la xanthine, de la
xanthine oxydase, en présence du cytochrome c pour détecter I'anion superoxyde
produit et avec des concentrations croissantes de I'extrait phénolique d'olive. Le
taux de superoxyde est mesuré au spectrophotometre a 550nm, les résultats en
figure 24 montrent que l'extrait de pp issu des margines n’inhibe pas de maniére

significative la réduction le cytochrome ¢, méme a fortes doses.

Ce résultat confirme la spécificité des polyphénols de margines vis-a-vis du H202. Ce
résultat s’aligne avec ceux obtenus par O'DOWD et al. (2004) qui a obtenus les
méme résultats avec seul I'hydroxytyrosol et en utilisant une autre sonde (la

lucigénine).
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Figure 24. Effet de I'extrait phénolique des margines sur la production de
I'anion superoxyde produit par le systéme xanthine-xanthine oxydase. L'anion
superoxyde est produit en présence de la xanthine a 100uM et de la xanthine
oxydase a 10mU en présence du cytochrome c et de concentrations croissantes de
I'extrait phénolique. La mesure de I'anion superoxyde est suivie & 550 nm. Les
résultats sont exprimés en nmoles d’anion superoxyde produites. Les résultats sont
exprimés en moyennes de 5 expériences.

2.4. Effet de I'hydroxytyrosol et de l'oleuropeine sur la dégranulation, le
chimiotactisme des neutrophiles et les voies signalisation dans les
neutrophiles « AKT, p38MAPK et ERK1/2 »

2.4.1. Effet de I'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la viabilité des
neutrophiles

L’hydroxytyrosol est la molécule prédominante dans les margines d'olive (voir le
Tableau 1l de la revue bibliographique). Ce composé est issu de la dégradation de
I'oleuropeine, plutdét abondant dans les olives, sa teneur est d’autant plus basse si
I'olive est mature ou noire (AIT BADDI et al., 2008 ; NADOUR et al., 2012). Vue la
contribution importante de ces deux composés dans le potentiel antioxydant des
margines, nous avons réalisé une partie avec les molécules d'olives pures séparées
a savoir I'oleuropeine et I'hydroxytyrosol et avons testé sur d'autres fonctions du

neutrophile.
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Avant de tester l'effet de I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sur les fonctions des
neutrophiles, nous avons vérifié leur toxicité sur les cellules. Ces derniéres ont été
incubées a 37 ° C avec des concentrations croissantes d’hydroxytyrosol et
d’oleuropeine [0; 10; 20; 40; 80; 100] uM pendant 120 minutes. Les cellules vivantes
ont été dentifiées grace au test d'exclusion au bleu de trypan. Les résultats montrent
que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine ne sont pas toxiques pour les concentrations
utilisées (Figure 25).
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Figure 25. Effets de I’hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la viabilité des
neutrophiles. Les neutrophiles ont été incubés a des concentrations croissantes
d’hydroxytyrosol et d'oleuropeine [0; 20; 40; 80 ; 100] uM, pendant 120 min a
37°C. Leur viabilité a été déterminée avec le test d’exclusion au bleu de trypan. Les
résultats sont exprimés en % de cellules vivantes des cellules traitées avec les pp
par rapport aux cellules contrbles non traitées. Les résultats sont exprimés en
moyennes de 5.
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2.4.2. Effet de I'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la production des FRO
totales produites par les neutrophiles

Les effets antioxydants des polyphénols contenus dans l'olive et ses dérives
(margines, feuilles) notamment I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont bien étudiés
(VISIOLI et al., 2002 ; O'DOWD et al., 2004 ; DRABIKOVA et al., 2013). Dans ce
contexte et dans cette étude nous avons voulu confirmer leurs effets antioxydants et
étudier leurs actions sur d’autres fonctions des neutrophiles humains en particulier la

dégranulation du contenu des granules et le chimiotactisme des PN.

Nous avons utilisé pour cet effet le fMLP comme agoniste, qui est un peptide
bactérien et un stimulus plus physiologique. Le fMLP permet d'avoir des réponses
cellulaires plus proches de la physiologie, en stimulant une seule voie de

signalisation, similaire a celle activée par les bactéries.

La production des FRO issues de I'explosion oxydative des neutrophiles, induite par
le fMLP, a été évaluée par chimioluminescence amplifiée au luminol. En comparant
avec les cellules au repos (contrdle négatif), une lumiére intense est obtenue lorsque

les cellules sont stimulées avec le fMLP (contrdle positif) (figure 26A et 26B).
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Figure 26. Structure chimique et effet de I’hydroxytyrosol et de I'oleuropeine
sur la production des FRO. La figure ci-dessus représente la structure chimique de
I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine. Les histogrammes représentent leurs effets sur la
production des FRO produites par les neutrophiles stimulés au fMLP (10 M). Les
cellules ont été pré-incubées pendant 30 min en présence de concentrations
croissantes d’hydroxytyrosol ou d’oleuropeine et en présence de luminol (10 puM).
Les cellules sont stimulées et la lumiere est mesurée pendant 30 min. Les résultats
sont exprimés en moyennes de 3 expériences.

En présence de concentrations croissantes d’hydroxytyrosol et d’oleuropeine, nous
avons observé une forte réduction de la chimioluminescence induite par le fMLP. Les
résultats montrent que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine inhibent de maniere dose

dépendante la production de chimioluminescence par les neutrophiles stimulés par le
fMLP.
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2.4.3. Effet de I'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la dégranulation des
granules azurophiles par les neutrophiles mesurée par l'activité de la
myéloperoxydase

La libération des granules azurophiles et spécifigues est un mécanisme important
pour I'élimination des pathogénes (FAURSCHOU et BOREGGARD., 2003 ; PAIGE,
2006). Nous nous sommes focalisés sur I'effet de I'hnydroxytyrosol et de I'oleuropeine
sur la dégranulation des granules azurophiles (ou primaires) et des granules
spécifigues (ou secondaires) en mesurant la libération des deux marqueurs
spécifiqgues, la myéloperoxydase contenue dans les granules azurophiles et la
lactoferrine trouvée dans les granules spécifiques.

Pour tester l'effet de I'hydroxytyrosol et l'oleuropeine sur la dégranulation des
neutrophiles, les cellules ont été soumises a des concentrations croissantes de
polyphénols pendant 60 minutes, avant la stimulation avec la cytochalasine B (CB) et

le fMLP. A I'issue de la centrifugation des cellules, le surnageant est séparé du culot.

L'activité de la myéloperoxydase a été mesurée dans chacun des surnageants par
spectrophotométrie (Figure 27). Le surnageant récupéré apres traitement des PMN
avec seulement la cytochalasine B ne montre aucune activité de la MPO comparés
aux cellules traités au fMLP (contrble positif), ce qui signifie que la libération de MPO

dépend du traitement des cellules avec de la cytochalasine B et du fMLP ensemble.
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Figure 27. Effet de I’hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la dégranulation des
granules azurophiles mesurée par l'activité de la myéloperoxydase. Les
neutrophiles ont été incubés avec des concentrations croissantes d’hydroxytyrosol et
d’oleuropeine [0; 20; 40; 80; 100] uM. lls ont été traités avec de la cytochalasine B et
stimulés au fMLP (10 M). Aprés centrifugation, I'activité de la MPO est mesurée au
spectrophotometre a 470nm. Les résultats sont représentés en pourcentage par
rapport au controle (cellules non traités avec I'’hydroxytyrosol et I'oleuropeine).

L'analyse comparative de nombreux donneurs a montré que la libération de la MPO
induite par la cytochalasine B et le fMLP en présence de I'hydroxytyrosol et
I'oleuropeine est inhibée de maniére dose-dépendante, sans aucune toxicité sur les

cellules aux doses utilisées.

2.4.4. Effet de 'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la libération des granules
azurophile (Myéloperoxydase) et des granules spécifiques (Lactoferrine)
mesurée par western-Blot

Afin de confirmer que notre résultat n'est pas di a une interférence avec l'activité de
la myéloperoxydase, nous avons soumis les surnageants a un immunoblot ciblant la
MPO et de lactoferrine. La MPO et la lactoferrine sont des marqueurs spécifiques

pour les granules azurophiles et les granules spécifiques respectivement.
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La détection par des anticorps spécifigues montre une inhibition efficace de la
libération du contenu de granules azurophiles et des granules spécifiques par
I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine. Cet effet est trés significatif et I'utilisation d’anticorps
spécifiques, dirigée contre la MPO et la lactoferrine montre que la libération des
protéines a partir des neutrophiles est bien inhibée par I'hydroxytyrosol et

I'oleuropeine (Figure 28.A et 28.C respectivement).

Nous avons quantifié les résultats obtenus en blot par utilisation du logiciel Image J
(Annexe 7) et tracé des histogrammes représentant le pourcentage d’inhibition de la
dégranulation (Figures 28.B et 28.D), correspondant a la MPO et la lactoferrine
respectivement. Sur la base de ces résultats, nous avons également suggéré un effet
dose de hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur la dégranulation des neutrophiles, en
particulier sur des granules spécifiques, illustrée par une forte inhibition de la

libération de la lactoferrine.

2.4.5. Effet de I'hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sur le chimiotactisme des

neutrophiles

Le chimiotactisme est une fonction fondamentale du neutrophile, car il est a 'origine
du déplacement de la cellule vers le site inflammatoire. En effet, les cellules migrent
suivant un gradient de molécules attractantes. Dans notre pratique, nous avons imité
les conditions physiologiques, en utilisant de l'agarose a faible concentration et
enrichi en sérum de veau foetal (10%). Les cellules déposées et localisées
initialement dans le puits central, sortent et migrent pour atteindre le fMLP déposé
dans un autre puits en suivant le gradient de concentration du fMLP (contréle positif),
qui diffuse dans lI'agarose. Il faut aussi souligner que les cellules ne migrent pas dans

le sens du PBS (contréle négatif).

Pour étudier l'effet des polyphénols d'olive sur la migration des neutrophiles, nous
avons pré-incubé les cellules en présence de concentrations croissantes de
I’lhydroxytyrosol ou de I'oleuropeine [0;10; 20; 40; 80; 100] uM pendant 60 minutes
avant de déposer les cellules dans les puits. Les résultats de la figure 29.A montrent

le mouvement des cellules en direction du puits contenant le fMLP.
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Figure 28. Effets de I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sur la libération du
contenu des granules azurophiles et des granules spécifiques. Le surnageant
obtenus précédemment dans la dégranulation est utilisé pour réaliser la SDS-PAGE.
Les mémes volumes correspondant au surnageant de chaque condition de
concentration d’hydroxytyrosol et d’oleuropeine sont dénaturés par chauffage dans le
tampon de dénaturation décrit par Laemmli et déposés sur gel de polyacrylamide a
10%. Apres le transfert, des anticorps spécifiques sont utilisés pour détecter la MPO
et la lactoferrine. L’intensité des bandes obtenues est quantifiée par utilisation du
programme image J. Les résultats sont exprimés en % d’inhibition de la
dégranulation par rapport aux cellules contrdles.
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La quantification de la migration des neutrophiles consiste a mesurer la distance
parcourue par les cellules vers le puits contenant le fMLP. Les résultats montrent que
I’lhydroxytyrosol et oleuropeine [0 ; 10 ; 20 ; 40 ; 80 ; 100uM] inhibent la migration des
neutrophile. Les neutrophiles prétraités hydroxytyrosol ou oleuropeine [0; 10; 20; 40;
80; 100uM] ont montré moins de migration comparés aux cellules non traitées
(Figure 29.A et B).
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Figure 29. Inhibition du chimiotactisme des neutrophiles par I'hydroxytyrosol
et I'oleuropeine. Les cellules sont pré-incubées en présence ou en absence de
I’hydroxytyrosol ou d’oleuropeine, pendant 60 minutes avant de déposer les cellules
dans les puits. La migration de cellules est suivie avec un microscope inversé
« Zeiss ». Les résultats en « A » montrent le mouvement des cellules vers le puits
contenant le fMLP et en « B », nous avons représentés I'index de chimiotactisme.
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Nous avons obtenu également un effet inhibiteur élevé a une concentration de 40 uM
de hydroxytyrosol, alors que l'oleuropeine induit moins d'effet sur la migration
cellulaire a la méme concentration. L'indice de chimiotactisme a la fois de
I'nydroxytyrosol et de l'oleuropeine est représenté dans la partie B de la figure 28,
nous avons montré une migration réduite vers fMLP. Les deux molécules inhibent la
migration des PMN de maniére dose-dépendante. A titre comparatif, nous avons
utilisé des inhibiteurs de chimiotactisme spécifiques, nous avons obtenu des
réductions du front de migration qui atteint au maximum un pourcentage de 50%. La
stimulation du chimiotactisme cellulaire, notamment celui du neutrophile requiert une
phosphorylation de la proteine kinase B (PKB ou AKT) et implique d’'aprés d’autres
études la phosphatidylinositol 3- kinase (PI3K) et la p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK) (FUNAMOTO et al., 2002). Ce qui explique que linhibition est tours
partielle, car chaque inhibiteur cible une unique voie de signalisation, les pp d'olive
semble agir partiellement aussi. L’hydroxytyrosol semble inhiber plus la migration des
PN comparé a l'oleuropeine avec un pourcentage qui avoisine les 45%. Dans une
précédente étude (BRYAN et al., 2002) l'auteur a montré que Iutilisation des
inhibiteurs spécifiques de la p38 MAPK « SB203856 » a 30 uM ou de la PI3K « la

wortmanin » a 100nM inhibent le chimiotactisme a 90% environ.

2.4.6. Effet de I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sur les voies de signalisation
impliquées dans I'activation du neutrophile « AKT, p38MAPK et ERK1/2 »

Apres avoir montré par différentes techniques et méthodes de dosage l'inhibition des
fonctions du neutrophile par les molécules pures de l'olive « I'hydroxytyrosol et
'oleuropeine», il est important de continuer a spécifier leurs cibles moléculaires et

déterminer les voies qui sont inhibées par ces deux molécules.

Dans cette partie cruciale, nous avons vérifié dans les méme conditions de
concentrations précédentes, quelles sont les voies inhibées en présence des deux
molécules « I'nydroxytyrosol et I'oleuropeine ». En nous basant sur des données
bibliographiques, nous avons trouvé que les fonctions des neutrophiles étudiés plus
haut sont régulées par des voies de signalisations communes comme les MAP
Kinases et AKT. D’ou notre stratégie qui consiste a utiliser la méthode du western
blot et les anticorps spécifiques pour déterminer le niveau de la phosphorylation de
ces MAP Kinases, afin identifier le mécanisme moléculaire de l'inhibition induite par
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hydroxytyrosol / oleuropeine sur la chimiotaxie et la dégranulation. Nous avons
d’ailleurs montré l'impact de I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sur l'activation des
protéines kinases AKT, p38 et ERK1/2 5 (Figure 30).
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Figure 30. Les composés d’huile d'olive inhibent la phosphorylation d’AKT et
des MAP Kinases au niveau du neutrophile. Les neutrophiles ont été pré-incubés
pendant 2h a 37°C en présence ou en absence de I'’hydroxytyrosol ou d’oleuropéine.
Les cellules ont été stimulées avec du fMLP a 107 M pour 30 secondes puis lysées.
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L'état de phosphorylation des protéines AKT, P38 et ERK1/2 a été vérifiée par
western Blot. L'intensité de chacune des protéines immuno-détectées a été analysée
par densitomeétrie en utilisant le logiciel Image J. Ces intensités sont exprimées par
des valeurs arbitraires représentant les ratios des niveaux de phosphorylation par
rapport a ceux des protéines totales. Les niveaux de protéines phosphorylées sont
normalisés par rapport au témoin stimulé.

En comparaison avec les cellules stimulées, nous avons trouvé que I'hydroxytyrosol

ou oleuropeine a 20 uM et 40 pM inhibent significativement la phosphorylation
d’AKT, de la p38 et de ERK 1/2 MAPK.

D’aprés ces résultats et I'analyse faite par Image J, I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine
exercent un effet inhibiteur significatif sur les voies de signalisation évoquée, qui sont
impliquées dans la dégranulation du neutrophile et son chimiotactisme. Selon la
figure 29, nous suggérons que I'hydroxytyrosol et [l'oleuropeine bloquent
partiellement les voies de signalisation impliquant p38 MAPK, Pi3K et ERK1/2 en
comparaison avec les effets des inhibiteurs connus des deux voies AKT et p38
MAPK. Comme nous I'avons montré dans le chimiotactisme, il s’agit des inhibiteurs
spécifiques de la p38 MAPK « SB203856 » ou de la PI3K « la wortmanin » (BRYAN,
2002 ; FUNAMOTO et al., 2002), cette inhibition partielle des pp d'olive s’explique

par le fait que les fonctions du PN sont modulées par des voies distinctes.

Les effets de I'hydroxytyrosol et de [l'oleuropeine responsables de [linhibition
significative des fonctions étudiées du neutrophile, notamment la dégranulation et le
chimiotactisme sont des effets intéressants qui nous permettent de comprendre

l'action anti inflammatoires des pp d’olive déja décrits dans plusieurs a contexte.
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[Il. DISCUSSION GENERALE

Bien que les réponses inflammatoires soient indispensables et bénéfiques pour
'organisme, elles sont parfois en cause de l'aggravation de certaines pathologies
telles que les maladies respiratoires aigtes, la polyarthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires de l'intestin, le cancer, et les maladies auto-immunes, d’ou l'intérét de
rechercher des nouvelles molécules modulatrices de [linflammation. Dans ce
contexte, les polyphénols d’olive connus pour leur fort potentiel antioxydant et leurs
vertus pour la santé, ils sont candidats également pour réguler les réponses
inflammatoires. Les effets anti-inflammatoires des pp d'olive ont été observés et
sont bien décrits dans plusieurs études cliniques, réalisées sur ’homme et aussi sur
les animaux, néanmoins les fonctions cellulaires et les voies de les voies de

signalisation affectées par ces molécules restent peu étudiées et trés peu connues.

Ce travail de these est réalisé dans I'optique de valoriser les sous produits oléicoles,
montrer leurs effets sur les fonctions du neutrophile et identifier les cibles
moléculaires des pp d'olive, en particulier I'hydroxytyrosol et ['oleuropeine,
particulierement dans le contexte inflammatoire. Nous avons choisit le neutrophile
comme modeéle cellulaire, en raison de ses multiples fonctions, en particulier celle de
la production de multiples formes réactives de l'oxygéne. Ce qui nous offre un

contexte adéquat pour I'évaluation du pouvoir anti-oxydant des pp d'olive.

Cette étude est répartie en deux volets complémentaires, le premier a été consacrée
au potentiel antioxydant de I'extrait phénolique issue de margines d'olive, et la
seconde renferme I'étude des effets moléculaire de I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine

sur les fonctions du neutrophile, une cellule clé de I'inflammation.

Les margines d'olives générées en aval du processus d’extraction de I'huile d'olive
par les industries oléicoles, sont tres peu biodégradables en raison de leur forte
charge en matiére organique, et en pp. Ces eaux de végétation considérées comme
polluant majeur pour I'environnement, suscitent le grand intérét de la communauté
scientifique, en particulier pour leur forte teneur en molécules bioactives (OBIED,
2005 ; DE MARCO et al., 2007 ; JU et al., 2012 ; KALOGERAKIS et al., 2013). Les
margines d’olive particulierement la variété chamlal répandue en Kabylie sont connus
pour leur grande richesse en molécules bioactives, cette richesse a été

effectivement confirmée a travers notre analyse de I'extrait de pp issus des margines,
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purifié en utilisant I'acétate d’éthyle. La méthode de Folin a révélé un taux élevé de
pp dans les margines 120 + 0,38 mg/l, cette concentration s’aligne avec celle
obtenue par AZAIZEH et al., (2012) qui se situe entre 115 et 170 mg/l, mais se situe
en dessous de celle obtenue par SOBHI et al., (2004) qui est d’environ 6,8 g/l et celle
de GONCALVES et al., (2009) comprise entre 5 & 12g/l. La variabilité de la teneur
des pp dans les margines est liée a plusieurs facteurs, notamment a l'origine
géographique, aux conditions climatiques et altitudes (BOUAZIZ et al., 2004), la
variété, le stade de maturité de l'olive (VASILEIOS ZIOGAS et al, 2010), la méthode

de trituration, et aussi des pratiques agricoles notamment l'irrigation et le traitement.

L'extrait obtenu dépourvu de solvant ne présentait aucune toxicité vis-a-vis des
cellules, le test d’exclusion au bleu de trypan a montré une viabilité moyenne
supérieur a 97% méme a fortes concentrations que ce soit avec avec l'extrait brut de

margines ou avec les molécules pures l'oleuropeine ou de I'hydroxytyrosol.

En plus de sa non toxicité, I'extrait de margines a montré un fort potentiel
antioxydant, comme nous I'avons montré dans les résultats, I'extrait de pp issu des
margines a inhibé la chimioluminescence amplifiee au luminol de maniere dose
dépendante, sachant cette technique reflete la production des FRO totaux par PN
stimulés par du PMA ou le fMLP. En voulant spécifier I'effet observé, nous avons
utilisé le test de réduction du cytochrome c spécifigue a l'anion superoxyde
extracellulaire. Les résultats montrent que [I'extrait inhibe significativement la
production de l'anion superoxyde par les neutrophiles. Nous avons mesuré
également la production de H20:2 intracellulaire par la méthode de cytométrie en flux
utilisant la sonde DCFH, une sonde spécifique et qui rentre dans les cellules. Les
résultats montrent aussi que les pp inhibent trés significativement cette production et
de maniére dose dépendante. Les effets observés sont reproductibles dans plusieurs
expériences sans aucune toxicité pour les cellules. Ces résultats suggérent que les
pp pourraient soit inhiber l'activation des neutrophiles, soit piéger ou scavenger les
FRO.

Afin de veérifier cette derniere possibilité, nous avons reproduit des FRO dans des
conditions in vitro par systemes acellulaires, en utilisant le H202 pur commercial et le
systeme xanthine-xanthine oxydase produisant exclusivement I'O2°. Les résultats

ont montré que I'extrait de pp d’olive exerce un effet de piégeage sur 'H202, mais n'a
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pas d’effet significatif sur 'O2°. Ces résultats montrent que les pp réagissent
directement avec le H20:2 et pourraient inhiber soit la signalisation intracellulaire soit
la NADPH oxydase directement dans les neutrophiles. Pour vérifier cette derniere
possibilité, nous avons testé les pp sur la NADPH oxydase préparée dans les
membranes activées, et les résultats ont montré que les pp n‘ont pas d’effet sur
'enzyme. Ces résultats suggérent que les pp, en plus de leur action sur le H202, ils
pourraient inhiber la signalisation cellulaire responsable de l'activation de la NADPH
oxydase dans les neutrophiles. Les résultats que nous avons obtenus dans cette
premiere partie viennent confirmer le piégeage du peroxyde d’hydrogéne au niveau
du neutrophile par les pp (PAULA et al., 2009), en particulier ceux de l'olive,
O’DOWD et ses collaborateurs (2004) avaient également montré un effet similaire
avec I'hydroxytyrosol seul. En plus de ce mécanisme de piégeage, les pp d'olive
agissent par chélation des métaux responsables de la production des FRO.
(HALIWELL, 1994).

Les résultats obtenus dans la premiére partie de ce travail avec I'extrait brut des
margines d’olive renforce le caractere de richesse des margines en molécules anti-
oxydantes. Cet effet résulte de I'action synergique des molécules présentes dans
l'extrait brut, ce qui expligue une neutralisation significative du peroxyde de

I’hydrogéne qui atteint les 50% a une concentration de 10ug/ml de pp.

La richesse des margines d’olives en molécules anti-oxydantes a été démontré dans
plusieurs études et dans plusieurs contextes, mais ce qui impressionne le plus c’est
la conservation de ces molécules bioactives méme apres fermentation, c’est ce qu'a

démontré Yao et al. (2016) dans une récente étude.

L'activité anti-oxydante des pp d'olive exercée par le piégeage de radicaux libre
pourraient étre a l'origine de I'effet protecteur de plusieurs pathologies liées au stress
oxydatif, responsable du vieillissement cellulaire, par peroxydation des lipides
membranaires et aussi par altération de I'ADN etc. (FAVIER, 2006).

Les effets des pp d'olive sont nombreux s’étendent jusqu’aux effets modulateurs de
linflammation, ils sont bien illustrés par la réduction de linfiltration des leucocytes
(IMPELLIZZERI et al., 2011 ; ROSILLO et al.,, 2014 ). Dans une récente étude
réalisée sur des colites induites chez des souris, I'extrait de feuilles d’olivier, connu

pour sa richesse en oleuropeine, a montré une réduction significative de la libération
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des molécules pro-inflammatoires accompagnée d’'une amélioration de lintégrité de
la barriere épithéliales de lintestin (VEZZA et al., 2017). LAMA et al., (2017) a

montré que les pp d'olive réduisait également I'inflammation du foie.

Cet effet anti-inflammatoire a fait 'objet de la seconde partie de ce travail, dans
laquelle nous avons voulu spécifier les effets moléculaires des pp dolive dans le
contexte inflammatoire. Pour ce fait, nous avons utilisé un modele cellulaire, ayant
plusieurs fonctions et des molécules pures d'olive afin d'éviter tout artefact.
L’hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont des composants biologiques majeurs extraits
d'olive. lls présentent de nombreux avantages pour la santé et des effets
pharmacologiques intéressants sur les cellules. Les effets anti-inflammatoires de
I’hydroxytyrosol et de I'oleuropeine sont souvent attribués a leur action anti-oxydante,
cependant leur effet sur d’autres fonctions des neutrophiles n’est pas bien étudié.

Au cours du processus inflammatoire, les neutrophiles libérent le contenu des
granules qui contiennent diverses molécules toxiques pour éliminer l'agent
pathogene. Cette fonction est bénéfique pour la lutte anti-infectieuse, mais en raison
de la toxicité des enzymes lytiques contenues dans dans les granules des
neutrophile, elle peut accentuer et aggraver la réaction inflammatoire (BRADELEY,
1984). Le contrdle de ce processus inflammatoire lié aux neutrophiles peut étre une
stratégie pharmacologique pour les maladies inflammatoires. Dans ce contexte les
pp d'olive, I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine connus pour leurs effets antioxydants et
anti-inflammatoire, sont testées sur les fonctions des neutrophiles humains dans des
conditions proches de la physiologie en utilisant le peptide bactérien N-formyl-
méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP) afin de déterminer les cibles moléculaires, sur
lesquelles ils agissent au niveau du neutrophile. Ce stimulus physiologique, induit
des réponses similaires a celles induites par les bactéries, et mobilise des voies de

signalisation connues.

Dans un premier temps, nous avons ré-evalué l'effet anti-oxydant des molécules
pures dolive I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine en utilisant le fMLP. Nous avons
mesuré la production des FRO totaux par I'essai de chimioluminescence amplifié par
le luminol. Nous avons montré que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine inhibent la
production de FRO de maniere dose dépendante, I'hydroxytyrosol exerce une
inhibition plus prononcée que l'oleuropeine. L'effet de piégeage des deux molécules
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est immédiat et cible essentiellement les FRO extracellulaires (O'DOWD et al.,
2004). Les mécanismes impliqués dans l'activité anti-oxydante des polyphénols
testés sont les mémes que pour I'extrait brute, c’est un effet de piégeage de H:20:.
En effet, l'activité anti-oxydante des polyphénols réside dans leurs capacités a
stabiliser I'électron altéré et a réduire les radicaux libres (LIN et al., 2008, RIVEIRO,
2010). L’hydroxytyrosol s’est montré plus efficace que I'oleuropeine en raison de sa
petite taille et sa structure chimique. Il s'ajoute a cela le nombre de groupes
hydroxyle (OH) et leur position pour chacune des molécules, I'oleuropeine n'a que
deux groupes hydroxyles, tandis que I'hydroxytyrosol en a trois, ce qui explique
I'efficacité de I'hydroxytyrosol dans la neutralisation des FRO. Ce résultat est a la fois
une confirmation, mais aussi une précision quant aux effets des molécules pures
d’olive, il vient soutenir d’autres travaux réalisés sur les polyphénols d'olive, a savoir

I'nydroxytyrosol et I'oleuropeine, au niveau des neutrophiles (VISIOLI et al., 1998).

Pour mieux approfondir I'étude des mécanismes d’action des polyphénols et définir
les cibles des molécules de pp d'olive. Nous avons traité les cellules avec des doses
croissantes d’hydroxytyrosol et d'oleuropeine et stimulé les PN avec le fMLP. La
dégranulation des PN a été évaluée par la libération de la MPO et de la lactoferrine
marqueurs spécifiques des granules azurophiles et spécifiques des neutrophiles
respectivement. Nous avons aussi suivi la migration cellulaire sous agarose, dans les
mémes conditions. Nous avons par la suite étudié I'état de phosphorylation des
protéines mobilisées dans cette voie induite par le fMLP.

Nous avons montré que I'hydroxytyrosol et l'oleuropeine réduisait de maniere
significative la dégranulation et le chimiotactisme des neutrophiles humains induits
par le fMLP.

La dégranulation des neutrophiles est un mécanisme important, impliqgué dans la
destruction des microorganismes phagocytés, dans ce travail nous nous sommes
focalisés exclusivement sur deux marqueurs d'exocytose de granules spécifiques et
azurophiles, qui sont respectivement la lactoferrine et la myéloperoxydase. Pour
comprendre le role éventuel de I'hnydroxytyrosol et I'oleuropeine dans les fonctions

neutrophiles.

Nous avons suggéré de suivre I'état de phosphorylation des protéines impliquées

dans la voie de signalisation induite par le fMLP, nous avons utilisé les anticorps
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phospho-spécifiques pour évaluer le statut de phosphorylation des MAPKinases, en
plus de la quantification de la libération du contenu des vésicules. Le résultat obtenu
montre que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine peuvent a la fois inhiber la mobilisation
du contenu des vésicules dans des conditions physiologiques sous fMLP et diminuer
la phosphorylation de p38, ERK et AKT. Cette derniére constatation confirme
I'implication de la voie MAP Kinases dans le processus de dégranulation, connue au
préalable pour étre régulée par les MAP kinases, notamment le p38MAP Kinase,
AKT (MOCSAI, et al., 2000 ; BRYAN et al.,, 2002). En effet, le prétraitement des
neutrophiles avec I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine inhibe la phosphorylation induite
par fMLP d'AKT, p38 et ERK. L'effet inhibiteur de I'oleuropeine sur la phosphorylation
de I'AKT (S473) a été décrit dans le carcinome hépatocellulaire a des concentrations
élevées (60 uM) (YAN et al.,, 2015). Pour I'hydroxytyrosol il inhiberait la protéine
kinase phosphorylante (PKCa et ) au niveau es monocytes sous PMA d’apres les
travaux de SCODITTI et al. (2014).

En réponse a des molécules chimioattractantes, telles que le C5a, le fMLP et I'IL8,
les neutrophiles migrent pour atteindre le site inflammatoire (BRYAN, 2002). Ici, nous
avons utilisé le fMLP, cette molécule est connue pour induire spécifiguement la voie
p38MAPK (NICK et al., 1997). En effet, I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine ont diminué
clairement la phosphorylation de la p38 et AKT qui est une voie complémentaire,
impliquant la phosphoinositide 3 kinase (PI3K) une autre molécule essentielle dans
le chimiotactisme des neutrophiles (HIRSH, 2000, HEIT et al., 2002). D’apres ces
résultats, nous pouvons conclure que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine modulent la
réponse inflammatoire en inhibant le recrutement des neutrophiles sur les sites
inflammatoires et en empéchant les dommages des tissus hoétes par inhibition des
voies de signalisation liée a cette fonction.

En comparaison avec l'effet écrasant observé sur les FRO et qui se produit
immédiatement en plus a de faibles concentrations de pp totaux et pures, la
dégranulation et la chimiotaxie des neutrophiles, nécessitent des temps d’incubation
des cellules plus longs. Les PN sont prétraitées pendant au moins 60 min avec les
polyphénols utilisées et a des concentrations plus élevées pour inhiber efficacement

la phosphorylation des MAPK.
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Il est important de noter que la principale conclusion de la présente étude est que
I’hydroxytyrosol et I'oleuropeine, exercent une inhibition significative des fonctions les
plus importantes des neutrophiles notamment la dégranulation et la migration, avec
un piégeage important des FRO, en ayant aucun effet cytotoxique aux
concentrations utilisées. Les temps d’expositions des neutrophils aux pp d'olive
engendrent le piégeage de FRO aprés une moyenne de 10min a faible dose
(10pg/ml de I'extrait brut ou 2,5uM d’hydroxytyrosol ou d’oleuropeine). Au dela de 60
min et a de plus forte doses (40uM), les pp inhibent la dégranulation et le
chimiotactisme. Les effets sont intéressants mais sont strictement dépendant des
doses qui arrivent vers les cellules, cette concentration nous interpellent a la question

de biodisponibilité de ces derniers.

La plupart des études menées sur la biodisponibilité des composés phénoliques
d'huile d'olive ont montré que I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine sont des molécules
bien absorbées chez 'lhomme (DE BOCK et al., 2013). Ces travaux ont montré que
ces composés sont absorbés de maniere dose dépendante, et leur haute
disponibilité explique leurs bienfaits sur la santé humaine (VISIOLI et al., 2000;
VISSERS et al.,, 2002). D’apres certains auteurs, plus de 55% des composeés
phénoliqgues dhuile d'olive ingérés sont métabolisés et distribués dans plusieurs
tissus a savoir le cerveau, les cellules endothéliales, les testicules, la prostate, la
barriere hémato-encéphalique (VISSERS et al.,, 2002, SERRA et al., 2012).
Cependant, la quantité de ces composés détectée dans le plasma humain est trés
variable et dépend du type de cultivars d'olive, de la teneur de I'huile d'olive en pp qui

est dépendante de la procédure d'extraction et enfin la structure chimique des pp.

Néanmoins, la concentration plasmatique totale aprés consommation chez ['étre
humain a été rapportée dans la gamme de 0,1 a 25 pM (RAFEHI et al., 2012;
ZRELLI et al., 2011). Dans notre étude, nous avons observé que les polyphénols
d'olive agissent a faibles concentrations, notamment pour I'oleuropeine et
I’hydroxytyosol, qui inhibent significativement la dégranulation des neutrophiles et
aussi leur migration. Le meilleur effet est nettement observé en présence
d’hydroxytyrosol. Le piégeage du peroxyde d’hydrogene et linhibition de deux
fonctions clés de linflammation menées par le neutrophile représentent une

ouverture prometteuse devant I'application des pp d’olive.
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V. CONCLUSION & PERSPECTIVES

L'inflammation est une réponse physiologique naturelle face a un pathogéne, elle est
menée pas les cellules du systeme immunitaire, particulierement par les
neutrophiles « pivots de limmunité innée », et aussi par les cytokines pro-
inflammatoires produites par ces cellules. Néanmoins, dans certains cas
pathologiques les réponses inflammatoires peuvent aggraver la maladie, et la
compliquer par la production en exces les formes réactives de I'oxygéne (FRO), de
protéines et d’enzymes lytiques, comme dans le cas des maladies respiratoires

aigues ('asthme), la polyarthrite rhumatoide etc.

Dans cette thématique, nous nous sommes intéressé a un sous produit oléicole,
gu’est les margines d’olive, ayant un impact négatif sur I'environnement, étant donné
gu’il est rejeté en masse dans la nature. Ce probleme touche énormément les
régions productrices de I'huile d’olive, en particulier la région de Kabylie. Plusieurs
études ont montré la richesse de ces sous produits en molécules antioxydantes

notamment les polyphénols, d’ou notre intérét pour cette ressource.

Pour montrer l'intérét de ces polyphenols, nous avons choisit le neutrophile comme
un modele cellulaire pour notre étude, car il nous offre un contexte adéequat pour
I'évaluation du pouvoir antioxydant des pp d’olive. Nous nous sommes focalisés sur
les effets de pp d'olives sur les fonctions les plus importantes du neutrophile : la
production de FRO, la dégranulation et le chimiotactisme et avons mis en relief les
meécanismes potentiels qui sont a l'origine des effets inhibiteurs observés. Nos
résultats ont confirmé les effets antioxydant de I'extrait de margines envers le
peroxyde de I'hydrogéne spécifiguement avec une inhibition de 50% a partir de
10pg/ml de lextrait et des molécules pures de lolive «I'hydroxytyrosol et
I'oleuropeine » avec des inhibitions de FRO a plus de 60% a une concentration de
2,5uM dans deux voies distinctes de signalisation menées par le PMA (molécule de

synthese) et le fMLP (peptide bactérien) respectivement.

L'utilisation de différentes techniques dédiées a la mesure de I'explosion oxydative
du neutrophile, nous ont permis de mettre au point la techniqgue de
chimioluminescence amplifiée au luminol et de faire une avancée fondamentale dans
le domaine (BEDOUHENE et al., 20017). Nous avons montré également des effets

inhibiteurs intéressants avec de polyphénols d’olive pures sur la dégranulation, nous
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avons obtenu une inhibition de 50% a 80uM d’hydroxytyrosol et prés de 40% a la
méme concentration pour I'oleuropeine. Pour le chimiotactisme des PN, l'ihnibition
exercée par I'hydroxytyrosol a 40uM est d’environ 40%, il a été plus efficace que
'oleuropeine qui a la méme concentration a inhibé 30% seulement la migration

cellulaire.

La dégranulation et le chimiotactisme ont été mesurés par des techniques
enzymatiques et une technique de migration sous agarose respectivement, ces
techniques trés reproductibles et fiables sont utilisées pour ['étude des
dysfonctionnements immunitaires. 1l s’agit de méthodes simples pouvant étre
appliquées au sein de nos laboratoires et hépitaux au méme titre que la technique
de détection de formes réactives de l'oxygéene utilisant le Nitroblue Tetrazolium
(NBT), une technique qui n'est pas colteuse et simple a mettre en oceuvre pour la
détection des mutations de la gp91l (sous unité de l'oxydase), conduisant au

dysfonctionnement de la NADPH oxydase et a 'absence de FRO.

A travers cette étude, nous avons vu que les fonctions étudiés du neutrophile sont
étroitement liées et régulées par des voies communes a savoir les MAP kinases et
avons identifié les voies ciblées par I'hydroxytyrosol et I'oleuropeine. Les inhibitions
observées méme partielles, nous ont permis d’identifier les cibles moléculaires des

pp d’olive.

D’aprés les résultats de cette étude, les polyphénols d'olive représentent des
molécules prometteuses pour les thérapies anti-inflammatoires et peuvent étre
utilisées comme des molécules immuno-modulatrices. D’autant plus qu’elles ne

présentent aucun effet toxique pour les cellules humaines.

A travers cette thése nous avons montré que les margines d'olives en patrticulier
ceux de la variété chamlal, longtemps incriminés dans la pollution, peuvent étre une
source fondamentale non seulement de fertilisants, de protéines unicellulaires et de
biogaz (NAFZAQUI, 1991) mais aussi de molécules anti-oxydantes. Les margines
sont riches en polyphénols au fort potentiel antioxydant; ainsi l'oleuropéine et
I'hydroxytyrosol par leur pouvoir antioxydant et leur action sur les voies de
signalisation du PN sont capables d’inhiber la dégranulation et le chimiotactisme des

neutrophiles.
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Les polyphénols d'olives exercent leurs effets anti-inflammatoires en limitant le
recrutement des neutrophiles au niveau du site inflammatoire et en inhibant ses
fonctions toxiques sur les tissus avoisinants. Ces molécules pourront ainsi réduire
I'état de suractivation des PN et leur production excessive de FRO et pourraient étre
bénéfiques pour prévenir différentes pathologies. Les nouvelles données
biochimiques et moléculaire apportées dans cette thése s’ajoutent aux acquis du
vaste domaine du neutrophile et aussi au domaine des polyphénols en général et a

ceux de I'olive en patrticulier.

Ce travail est dédié aux fonctions effectrices du neutrophile, mais il peut étre
complété par une étude des effets d’autres molécules phénoliques d’olive connus
pour leur potentiel anti-oxydatif comme I'acide cinnamique, I'acide caféique, ces
molécules peuvent étre utilisées seules ou en synergie avec d’autres molécules sur
la libération des cytokines pro-inflammatoires et établir les liens entre leur niveaux de
production in vitro ou aussi dans les sérums humains ou d’animaux. Nous comptons
tester ces mémes molécules sur un modeéle animal (contexte inflammatoire) tel que

les lapins et les rats, afin de renforcer ces résultats.
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Annexe 1: Liste des produits utilisés

Produits Source

Le méthanol, éthanol, acétate d'éthyle, | Sigma Aldrich Chemie GmbH

acide chlorhydrique (Steinheim, Germany)
Le Dextran T500 Pharmacosmos(Holbaek, Denmark),
Ficoll GE Healthcare Bio-Sciences AB

(Uppsala, Sweden)

Cytochrome C, Iluminol, PMA (4b-
phorbol-12b-myristate-al3-acetate),
xanthine, xanthine oxydase, H202,
HRPO (horseradish peroxidase), 2',7'-
Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA),
Dulbecco’'s Phosphate-buffered saline | Sigma Aldrich Chemie GmbH
(PBS) et le Hanks’ balanced salt solution | (Steinheim, Germany)

(HBSS).

L’hydroxytyrosol, I'oleuropeine
L’'ortho-dianisidinedihydrochloride

Le fMLP, le luminol, les inhibiteurs de

protéases et de phosphatases

Réactifs de SDS—-PAGE et le Western | Laboratoires Bio-Rad (Hercules, CA,
blot USA)

Anticorps anti MPO et anti-lactoferrine Abcam (Cambridge, UK),

Anticorps secondaires anti lapin, anti | Santa Cruz Biotechnology Inc.
sourit, le réactif d'ECL (enhanced | (Heidelberg, Germany)

chemiluminescence)

Annexe 2: Les concentrations d’acide gallique utilisées pour le dosage de
polyphénols dans les margines d’olive.

Concentrations d'acide | O 10 20 30 40 50
galliqgue (ug/ml)

DO a 760 nm 0 0,083 | 0,146 | 0,212 | 0,274 | 0,320
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Annexe 3: Spectrophotométre équipé d’'une chambre thermostatée de marque
UVIKON 860.

Légende : 1. Ecran; 2. Touches de programmation; 3.Imprimante; 4. Chambre
thermostatée pour les cuves de mesure.

Annexe 4 : Préparation des gels d’électrophorese

» Préparation du gel de séparation

Gel 4 10% Pour 1 gel
H20 miliQ 4,095 m|
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 2.5 ml
SDS 20% 0.05 ml
Acrylamide /Bis 30% 3.3ml
APS 100mg/ml 0.05 ml
TEMED 0.005 ml

» Préparation du gel de concentration

Gel 4 4% Pour 1 gel

H20 miliQ 3.0035 Ml
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 1.25 ml
SDS 20% 0.025 ml

Acrylamide /Bis 30% 0.6665 ml
APS 100mg/mi 0.05 ml
TEMED 0.005 ml




Annexe

» Solution a préparer extemporanément

Persulfate d’ammonium (APS) 100 mg/ml : Mélanger 0.1g d’APS dans 1ml d’eau.

Stocker a 4°C.

Annexe 5 : Préparation des solutions de transfert

» Tampon de transfert SDS-PAGE 10X : Stocker a 4°C

Tris base 60.55¢
Glycine 71.25g
SDS 8g ou 40ml SDS 20%
H20miliQ QSP 1000ml|

» Tris-HCI 1M pH 7.5 : Mélanger 24.2g de Tris base gqsp 200ml d’eau. Ajuster
le pH a 7.5 avec HCI. Stocker a 4°C.

La tampon de transfert est préparé a partir de la solution 10X

Tampon de transfert SDS-

PAGE 10X 100 ml
Méthanol 200 ml
H20miliQ 700 ml

» Tris Buffered Saline (TBS/Tween) :Stocker a 4°C
Tris-HCI 1M 12.5 ml
Nacl 0.9% 0.250 ml
Tween 10% 25 ml
H20 miliQ QSP 500 ml
» Tampon carbonate : Stocker a 4°C (pour la révélation a la phosphatase
alcaline)
NaHCO3 4.29
MgClI2 0.1017g
Adjuster le pH au NaOH a
9.8
H20 miliQ QSP 500 ml

» NBT : 0.150g de NBT + 3.5ml DMF + 1.5ml d’H20 miliQ. Stocker a -20°C

» BCIP : 0.075g dans 5 ml de DMF. Stocker a -20°C
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Annexe 6 : Concentrations des anticorps utilisés dans le western Blot

Anticorps primaires

MPO 1:500 pendant toute la nuit
Lactoferrine 1:500 pendant toute la nuit
Phospho ERK %2 1:1000 pendant toute la nuit
Phospho P38 1:1000 pendant toute la nuit
Phospho AKT 1/1000 pendant toute la nuit

Incuber toute la nuit & 4°C, sous agitation, rincer trois fois 5 minutes avec du
TBS/Tween

Anticorps secondaires:

GAM HRP 1:10000
GAR HRP 1:10000
GAR HRP 1:10000
GAR HRP 1:10000

Incuber 1H a température ambiante, sous agitation
Rincer trois fois 5 minutes avec du TBS/Tween

Annexe 7 : Exemple de profil d’histogrammes obtenu aprés par quantification des
gels avec le logiciel Image J.

> Profil pour d’un blot de I'effet dose (MPO)

hole mpa lact total 2016.08.04_14.27.43_Ch-Markeripg; Uncalibrated

I

» Profil pour quantification d’un blot de protéines totales
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Abstract

Olive mill wastewater (OMW) is produced seasonally by the olive oil-producing countries. A large amount
of liquid waste results from olive oil extraction, with a very high organic load which renders it difficult to treat.
Wastewater represents also a significant source of polyphenols which can be revalorized and used for medical or
agro-alimentary purposes. The extraction of polyphenols will improve the wastewater biodegradation and reduce
its phytotoxicity. The objective of this study was to extract polyphenols from OMW and to investigate their effect
on reactive oxygen species (ROS) production by human neutrophil. Polyphenols were extracted from OMW by
an established technique. Neutrophils, isolated from blood of healthy volunteers, were incubated with increased
concentrations of polyphenol extract and ROS production was measured by luminol-amplified chemiluminescence
and cytochrome c reduction techniques. Results show that the polyphenol extract from OMW inhibited phorbol-
myristate acetate (PMA)-stimulated neutrophil ROS production as measured by the chemiluminescence assay. The
polyphenols extract from OMW also inhibited neutrophil superoxide production as measured by the cytochrome ¢
reduction assay; as well as H,0, production as measured by flow cytometry. Also, the polyphenol extract reacted
with pure H,0, but did not affect superoxide anions production by the xanthine/xanthine oxidase enzymatic system.
Our results show that polyphenols extracted from OMW exert a strong antioxidant effect and they could have an
anti-inflammatory effect by inhibiting neutrophil ROS production and by scavenging hydrogen peroxide, thus limiting

their toxic effects. OMW could be used to extract polyphenols for medicinal applications.

Keywords: Antioxidant; Olive mill wastewater; Polyphenols;
Polymorphonuclear neutrophils; Reactive oxygen species

Introduction

The Mediterranean region is the first producer of olive oil in
the world. Despite the known beneficial properties of olive oil on
health, its production generates large amounts of by-products such
as olive mill wastewater (OMW) [1], which constitutes an important
environmental pollution product. The Mediterranean region accounts
for 95% of the global OMW product in the world [2]. Phenolic
compounds such as oleuropein, tyrosol, hydroxytyrosol and caffeic
acid are abundant in OMW [3,4]. The presence of polyphenols in olive
oil is believed to be responsible for its stability [5]. Olive polyphenols
are also known to play a role in preventing chronic human diseases
such as cardiovascular diseases and inflammatory diseases [6]. Several
in vitro and in vivo studies confirmed that phenolic compounds from
olive reduce the effect of oxidative stress associated with pathological
disorders including atherosclerosis [7,8], cancer [9,10], inflammatory
diseases [11-13], neurodegenerative diseases [14], and they have some
anti-microbial and anti-viral properties [15-18].

Reactive oxygen species (ROS) such as superoxide anion (O,"),
hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl radical (OH") are powerful
oxidants produced by several enzymatic systems in the body [19].
Phagocytes such as neutrophils, monocytes and macrophages are
major ROS producing cells [20]. Neutrophil activation leads to the
production of ROS in a process called respiratory burst, mediated by
a multi-component enzyme NADPH oxidase. ROS produced by this
process are used by phagocytes to kill infectious agents. In contrast,
over production of ROS may cause oxidative stress, leading to many
deleterious effects for the organism [21]. In this context, polyphenol
compounds, known to have an antioxidant effect, can be used to protect
cell against oxidative damage and limit the risk of various degenerative
diseases associated to excessive ROS production by phagocytes. While,

individual polyphenol compounds have been shown to display anti-
oxidative effect, little is known about the effect of total polyphenol
extracts from OMW [22-25]. In this work, we used OMW, from
chemlal variety olive tree which is largely cultivated in Kabylia
(Algeria), to extract polyphenols. Polyphenol extract were tested on
ROS production by human neutrophils and enzymatic systems.

Materials and Methods

Materials

Ficoll, Dextran, cytochrome C, luminol, PMA (4b-phorbol-12b-
myristate-al3-acetate), xanthine, xanthine-oxidase, H,0,, HRPO
(horseradish peroxidase), 2,7 - Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-
DA), Dulbecco’s Phosphate-buffered saline (PBS) and Hanks’ balanced
salt solution (HBSS) were purchased from Sigma- Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany). The different solutions were diluted in
phosphate-buffered saline (PBS) immediately before use.

Extraction of polyphenols from olive mill wastewater

Polyphenols were extracted according to the method previously
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described [4]. Olive mill wastewater was collected from the region of
Kabylia, the most important producer of olive oil in Algeria (Algeria).
Liquid-liquid extraction of phenolic compounds with ethyl acetate
was carried out on olive mill wastewater samples obtained from a
continuous olive oil processing plant. OMW was acidified to pH 2 with
HCl and washed with hexane in order to remove the lipid fraction, the
mixture was vigorously shaken and centrifuged for 5 min at 3000 rpm.
The phases were separated and washed successively twice. Extraction of
phenolic compounds was then carried out with ethyl acetate: the washed
OMW samples were mixed with ethyl acetate and vigorously shaken
before centrifugation for 5 min at 3000 rpm. The phases were separated
and the extraction was repeated four times successively. The ethyl
acetate was evaporated using a speed Vac. The aliquots of polyphenol
extract without solvent were frozen (-20°C) until utilization.

Determination of total polyphenol content

Total polyphenol compounds in OMW extract was determined
by the Folin-Ciocalteu assay according to the method described
by Singleton [26]. The absorbance was read at 725 nm in Uvikon
931 (Contron, Milano, Italy) UV-Vis spectrophotometer and all
the experiments were performed in triplicate. The content of total
polyphenol is reported as gallic acid equivalents (EqQGA) by reference
to standard curve. For experiments, polyphenols extract was prepared
at 5 mg/mL in PBS then diluted in the assay at different concentrations.

Neutrophil preparation

Neutrophils were isolated from venous heparinized blood, freshly
collected from healthy volunteers. We used Dextran (T500) to remove
red blood cells, followed by centrifugation over Ficoll-Paque to remove
mononuclear cells and hypotonic lysis of any remaining contaminating
red blood cells as described previously [2]. Finally, the neutrophils were
centrifuged and suspended in PBS before being counted.

Determination of cell viability

Isolated human neutrophils were incubated with polyphenols
extract at concentrations of 0, 25, 50, 100, 200 and 250 pg/mL during
30 min. Cell viability was evaluated by the trypan blue exclusion test.

Measurement of ROS production by luminol-amplified
chemiluminescence

Neutrophils (5 x 10°/ 0.5 mL) were resuspended in HBSS in the
absence or presence of polyphenol extracts (0, 25, 50,100, 200 and 250
pg/mL ), in the presence of luminol (10 uM), for 15 min at 37°C, then
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PMA (100 ng/mL) was added and chemiluminescence was evaluated
with a luminometer (Auto Lumat LB953 model, EG & G Berthold).
Light emission was recorded in counted photons per minute (cpm)
during 30 min at 37° C. The percentage of inhibition was calculated in
comparison to the control without polyphenol extract. To test the effect
of polyphenol on H,0,, we use 0.003% H,O, mixed to 5U of HRPO
in the presence of luminol (10 uM) and increasing concentrations of
polyphenol extract (0, 10, 20, 50, 100 pg/mL). Chemiluminescence was
measured for 30 min as described above.

Measurement of superoxide production by the cytochrome ¢
reduction assay

Neutrophils (1 x 10°) were incubated during 10 min at 37°C with
cytochrome ¢ (1 mg/mL) and increasing concentrations polyphenol
extract (0, 25, 50, 100, 200, 250 pg/mL ), prior to stimulation with
100 ng/mL PMA. Superoxide anion production was determined by
measuring the ferric cytochrome ¢ reduction with a UVIKON 860
spectrophotometer at 550 nm during 10 min.

Xanthine-Xanthine Oxidase (XXO)-derived superoxide production
was determined in 1 mL PBS containing xanthine (100 mM) and
xanthine oxidase (1U), in the presence of cytochrome ¢ and increasing
concentrations of polyphenol extracts (0, 25, 50, 100, 200 and 250 pg/
mL). Superoxide anion production was determined by measuring the
ferric cytochrome c reduction with spectrophotometer at 550 nm over
10 min. Superoxide production values were calculated using the molar
extinction coefficient of reduced cytochrome ¢ (2.1 x 10* mol/L" cm™).

Measurement of intracellular H202 production by flow
cytometry

Intracellular H,O, production was measured using a flow cytometric
assay. The method is based on that when 2',7 -dichlorofluorescin di-
acetate (DCFH-DA) probe diffuses across neutrophils membrane, it is
hydrolyzed by intracellular esterases to DCFH which remains trapped
within the cells. In presence of H,O,, non-fluorescent intracellular
DCFH is oxidized to highly fluorescent 2',7'-dichlorofluorescein
(DCF). PMNs (5 x 10° cells) in Hank’s were incubated for 15 min with
2,7-DCFH-DA (100 mmol/l) in the dark and in a water bath at 37°C
with gentle agitation. Thereafter, polyphenol extract was added at
increasing concentrations (0, 25, 50, 100 and 200 pg/ mL) to the cells
and further incubated for 10 min. Neutrophils were stimulated with
PMA (100 ng/mL) over 15 min. The reaction was stopped at 4° for 15
min. Flow cytometric analysis was performed with a Becton Dickinson
FACSCantolI (Immuno cytometry Systems). The fluorescence intensity
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Figure 1: Effect of the polyphenols extract on ROS production by human neutrophils. Neutrophils were incubated with the OMW polyphenols extract at increasing
concentrations and stimulated or not with PMA. Luminol-amplified chemiluminescence was measured during 30 min. Data are expressed as means + SEM; n=3,* p < 0.05.
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Figure 2: Effect of the polyphenols extract on superoxide anions production by human neutrophils. Neutrophils were incubated with the OMW polyphenols extract at
increasing concentrations in the presence of cytochrome ¢ and stimulated or not with PMA. Production of superoxide anions was monitored at 550 nm. Data are expressed

as means = SEM; n=3, * p< 0.05.
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Figure 3: Effect of the polyphenols extract on DCFH-detected H202 production. Neutrophils were incubated with DCFH-DA at 37 °C at increasing concentrations of|
polyphenols extract. Flow cytometric analysis was performed with a Becton Dickinson FACSCantoll. Representative FACS profile of neutrophils stimulation and the effect
of polyphenols extract (Counts: number of neutrophils; MFI: Mean fluorescence intensity). The results are calculated using a stimulation index (SI), namely the ratio of MFI
of stimulated cells to that of unstimulated cells. Data are expressed as means + SEM, n=3; * p< 0.05.
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Figure 4: Effect of the polyphenols extract on neutrophil viability. Isolated human
neutrophils were exposed to polyphenols extract at concentrations. Viability was
evaluated with adding Trypan Blue, and blue cells were counted. % of viable cells
was expressed compared to control conditions (without polyphenols). Results are
expressed as mean+/- SEM, n= 3, * p< 0.05.

was measured simultaneously at wavelength of 488 nm for excitation
and at 530 nm for emission. The data were analyzed using FACSDiva
program and results are expressed as the mean fluorescence intensity

(MFI) was used to quantitate the responses. The effect of polyphenol

extract on H,O, production was calculated by using a stimulation
index (SI), namely the ratio of the MFI of stimulated cells versus that
of unstimulated cells.

Statistical analysis

The data are presented as a percentage of the control and was
calculated according to the equation: [% of control = (Response with
polyphenol extract/Control Response) x 100]. Statistical analysis was
established between controls and samples treated with polyphenols
extract using student ¢- test.

Results:

Extraction of polyphenols from olive mill wastewater

Olive mill wastewater was collected from the region of Kabylia
the most important producer of olive oil in Algeria. In this region,
most of the olive trees are chemlal olive trees. Extraction of phenolic
compounds was carried out on olive mill wastewater samples obtained
from a continuous olive oil processing plant as described in material
and method section. Total polyphenol compounds in OMW extract
was determined by the Folin-Ciocalteu assay according to the method
described by Singleton [26]. The content of total polyphenols is reported
as gallic acid equivalents (EQGA) by reference to standard curve. After
purification, we evaluated a content of polyphenol compounds in the
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Figure 6: Effect of the polyphenols extract on superoxide anion production by
the xanthine/xanthine oxidase cell free system. The polyphenols extract was
incubated at increasing concentrations with xanthine oxidase, xanthine was added
and superoxide was measured by the cytochrome c reduction assay at 550 nm.
Results are expressed as the % of control without the extract. Data are expressed
as means = SEM, obtained in three independent experiments.

OMW extract by 0.148 mg EqGA/mg extract.

Effect of polyphenol extract from OMW on neutrophil ROS
production

To evaluate the effect of the polyphenol extract on human
neutrophil ROS production, freshly isolated neutrophils were treated
with increasing concentrations of the polyphenol extract (0, 25, 50,100,
200 and 250 pug/mL), chemiluminescence was measured using luminol
as probe. Luminol-amplified chemiluminescence detects multiple
ROS, mainly superoxide anion, hydrogen peroxide and hypochlorous
acid. The result shows that the polyphenol extract inhibited total ROS
production by PMA-stimulated neutrophils (Figures 1A and 1B).
This result suggests that the total polyphenol extract from OMW may
scavenge ROS or affect the neutrophil NADPH oxidase activity or its
upstream activation.

Effect of the polyphenol extract on superoxide production by
neutrophils

To assess specifically the effect of the polyphenol extract on
superoxide anion production, neutrophils were pre-incubated for
10 min at 37°C with cytochrome ¢ and the polyphenol extract and
then were stimulated with PMA. Superoxide anion production was

determined by measuring the reduction of cytochrome ¢ at 550 nm
with a UVIKON 860 spectrophotometer. The result shows that the
polyphenol extract inhibited the cytochrome ¢ reduction (Figures 2A
and 2B). This suggests that the extract may affect NADPH oxidase
activity in neutrophils or could scavenge superoxide anions.

Effect of the polyphenol extract on H202 production by
neutrophils

To test the effect of increasing concentration of polyphenol extract
on intracellular production of H,O, by neutrophil in response to PMA,
we used DCFH probe which is fluorescent in presence of H,O, We
calculated the effect of polyphenol extract on H,O, production by
using a stimulation index (SI), namely the ratio of stimulated cells
to that of unstimulated cells. The neutrophils were identified on the
basis of forward and side scatter alone and analysed in combination
with the DCFH probe. The fluorescence intensity decreased in
neutrophils treated by polyphenols cells as compared to control cells,
this effect was dependent on increasing concentrations of polyphenol
extract. These results (Figures 3A and 3B) showed that the polyphenol
extract inhibited intracellular production of H,0,, although at higher
concentrations than those which inhibited chemiluminescence and
cytochrome c reduction.

The polyphenol extract from OMW has no effect on human
neutrophil viability

To verify that the inhibitory effect of the polyphenol extract was
not due to its toxic activity on neutrophils, we examined its effect on
cell viability using trypan blue exclusion assay. The result shows that
after 30 min of neutrophils incubation with increasing concentrations
of polyphenols, cell viability was greater than 95% (Figure 4). Thus cell
viability was not affected by polyphenol extract.

Effect of polyphenol extract on H202 and superoxide anion
in cell-free systems

To identify the specific target of polyphenols extract, pure H O,
was incubated with increasing concentrations of the polyphenol extract
and then the luminol-amplified chemiluminescence assay with HRPO
(5U) was used to detect H,O,. Results show that polyphenols extract
scavenges H,O, at low concentrations in a dose dependent manner
(Figures 5A and 5B). We also studied the effect of polyphenol extract
on superoxide anion produced by the Xanthine/Xanthine Oxidase.
Results show that polyphenols extract did not inhibit cytochrome ¢
reduction (Figure 6).
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Discussion

In this study, we extracted polyphenols from olive mill wastewater
(OMW) from a specific variety of olive tree, the chemlal olive tree
and tested its effects on ROS production by human neutrophils.
Firstly, we used luminol-amplified chemiluminescence, a technique
which detects the total ROS production. Results show that, in PMA
stimulated neutrophils, the polyphenol extract significantly inhibits
total ROS production in a dose-dependent manner. Secondly, using
the cytochrome c reduction assay, a specific method to measure
extracellular superoxide anions (O,”) production, we found that the
polyphenol extract significantly inhibited neutrophil’s O, production.
Thirdly, using flow cytometry and DCFH probe, we showed that the
polyphenol extract at low concentrations significantly inhibited the
intracellular production of H,0, ina dose-dependent manner. These
effects were not due to a toxic effect of the polyphenol extract since
cell viability was not affected. Interestingly, the polyphenol extract was
able to react with pure H,O, in vitro but not with O, produced by
the xanthine/xanthine oxidase system. These results suggest that the
polyphenol extract could have a double effect, 1) scavenging H,0, and
2) inhibiting NADPH oxidase activity or its upstream activation. To
check the second possibility, we tested the effect of the polyphenol
extract on isolated neutrophil membranes containing activated
NADPH oxidase. We found no effect on the isolated enzyme (data
not shown). These results suggest that the polyphenol extract is able
to affect NADPH oxidase activation, probably by interfering with the
neutrophil signaling pathways involved in NADPH oxidase activation.

Our results show that OMW from Chemlal variety is a rich source
of antioxidants such as phenolic compounds. Among the polyphenol
compounds present in olive mill wastewater, only hydroxytyrosol and
oleuropein showed a highly antioxidant effect [27-29]. Many recent
human and animal studies have shown a spectrum of highly interesting
bioactivities of polyphenols from olive, including antimicrobial
activity, anti-cancer activity, anti-inflammatory activity and beneficial
effect in cardiovascular diseases [3,8-10,12]. Also, these effects are well
sustained by epidemiological studies on Mediterranean diet [30].

It has been found that polyphenol compounds are highly absorbed
by human cells [31], and stored in vivo in some tissues such as prostate
and breast tissues [30,32,33]. These data suggest that assimilated
polyphenols can protect against H,O, toxicity and exert beneficial
effects on health. The total polyphenol extract could have a more
effective effect in vivo due to synergistic action and effects of individual
compounds.

It is well established that ROS generated by neutrophils and
monocytes/macrophages are involved in inflammatory diseases such as
inflammatory bowel diseases, cardiovascular diseases and rheumatoid
arthritis [34].The polyphenol extract could be beneficial in these
diseases due to its inhibitory action on neutrophil ROS production and
also by scavenging extracellular H,O, which is the most diffusible ROS.
Thus the polyphenol can protect tissues of different organs from H,0,,
limiting its bystander toxic effects. The scavenging of H,O, polyphenols
has also been reported in vitro by Ju et al. [35] and in neutrophils with
another extract by Paula et al [36].

In conclusion, the polyphenol extract from OMW is a powerful
hydrogen peroxide scavenger and a powerful inhibitor of neutrophil
NADPH oxidase activation. These compounds present in OMW could
contribute to the prevention of diseases in which ROS are involved.
OMW could also be used as immunomodulatory compounds and
a therapeutic adjuvant in the treatment of neutrophil-mediated

inflammatory diseases as an alternative to synthetic antioxidants in
pharmaceutical and agroalimentary process. As OMW is a significant
source of phenolic compounds beneficial for health, its utilization as
a resource of polyphenols can be valorized to reduce environmental
waste [37]. Thus, the extraction of polyphenol compounds from OMW
is a fundamental step before any biological degradation of this waste.
OMW could be used as a source of antioxidant compounds with a clear
impact on both health and environment.
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Abstract

Purpose Oleuropein and hydroxytyrosol are polyphenols
that are extracted from olives and are major biological
active components of olives and olive oil. Oleuropein and
hydroxytyrosol exhibit interesting pharmacological effects
on cells, and have been shown to have many health benefits
such as anti-inflammatory effects. These effects were
mainly attributed to their ability to scavenge the reactive
oxygen species (ROS) produced by phagocytes such as
neutrophils. The aim of this study was to investigate the
effect of oleuropein and hydroxytyrosol on other neutrophil
functions.

Methods Human neutrophils were isolated from healthy
donors. ROS production was measured by luminol-ampli-
fied chemiluminescence. Degranulation was assessed by
measuring myeloperoxidase activity and Western blots.
Chemotaxis was assessed by the under-agarose chemotaxis
assay. Phosphorylated proteins were assessed by gel elec-
trophoresis and Western blots.

Results We show that in addition to their ROS scavenging
effect, oleuropein and hydroxytyrosol significantly inhib-
ited the bacterial peptide N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine ~ (fMLF)-induced  degranulation  of
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azurophilic and specific granules as measured by
myeloperoxidase and lactoferrin release, respectively. We
also show that oleuropein and hydroxytyrosol reduced
fMLF-induced neutrophil chemotaxis. Interestingly, both
agents impaired the fMLF-induced AKT, p38MAPKinase,
and ERK1/2 phosphorylation, signaling molecules that are
involved in pathways regulating neutrophil functions.
Conclusion Our data suggest that the anti-inflammatory
properties of oleuropein and hydroxytyrosol are not only
restricted to their ROS scavenging effect, but also involve
the inhibition of two other major pro-inflammatory neu-
trophil functions.

Keywords Hydroxytyrosol - Oleuropein - Neutrophils -
ROS - Degranulation - Chemotaxis - Signaling

Introduction

Polymorphonuclear neutrophils play a key role in host
defense against pathogens, as they are the first cells to
migrate out of the circulation to the infection site (Nauseef
and Borregaard 2014; El-Benna et al. 2016). The process
by which pathogens are eliminated begins with adherence
of neutrophils to the pathogen and phagocytosis, followed
by production of high quantity of reactive oxygen species
(ROS) or respiratory burst, and the release of proteases and
anti-bacterial peptides into the phagosome through
degranulation (Nauseef 2007; Nordenfelt and Tapper
2011).

The oriented migration of neutrophils towards the
infection site (also called chemotaxis) is the first necessary
and essential step that ensures bactericidal activity. Neu-
trophil chemoattractants include the fMLF (N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine) bacterial peptide, IL-8,
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C5a and leukotriene B4 (LTB4) (Tan and Weninger 2016;
Brazil and Parkos 2016). Once at the infectious site, neu-
trophils recognize the pathogen via different receptors and
ligands, and recognition is generally followed by engulf-
ment of the particle, surrounding it with a membrane to
form a vacuole called the phagosome. Engulfment of the
bacteria initiates the bactericidal program that involves
mainly the respiratory burst and degranulation. The respi-
ratory burst is mediated by the phagocyte NADPH oxidase,
NOX2, which produces superoxide anion, the precursor of
other ROS. Degranulation is the release of granule’s con-
tents. Indeed, neutrophils contain four types of granules or
vesicles that have different composition and density
(Faurschou and Borregaard 2003). Those are azurophilic
granules containing myeloperoxidase (MPO), elastase,
cathepsins, etc., specific granules containing lactoferrin,
lipocalin, membrane receptors, cytochrome b558, etc.,
tertiary granules, essentially containing gelatinase, and the
highly mobilizable secretory vesicles. The release of these
granules, i.e., degranulation, is important for immunity and
inflammation. While neutrophils are required for host
defense, their excessive recruitment and activation (de-
granulation and respiratory burst) can induce tissue injury
contributing to enhanced inflammatory reaction and dis-
eases, such as rheumatoid arthritis, inflammatory bowel
disease, septic shock, and more (Babior 2000; Paige 2006;
El-Benna et al. 2016). Thus, finding new molecules that
inhibit neutrophil functions could lead to new anti-in-
flammatory drugs.

The mediterranean diet is known to be rich in bioactive
compounds, such as polyphenols, flavonoids, beneficial
unsaturated fatty acids, and numerous vitamins. In this
context, olives and virgin olive oil, which are greatly
consumed in this region, are potential sources of bioactive
molecules (Owen et al. 2000; Tuck and Hayball 2002;
Waterman and Lockwood 2007; Visioli and Bernardini
2011). Oleuropein and hydroxytyrosol are major polyphe-
nols that are found in olives, olive leaves, and olive oil.
Oleuropein is the most abundant compound and its enzy-
matic degradation generates hydroxytyrosol. The health
benefits of olive polyphenols are well known in several
diseases, such as inflammatory diseases, atherosclerosis,
hypertension, degenerative diseases, and cancer (Barbaro
et al. 2014; Andreadou et al. 2015; Giner et al. 2016).
Oleuropein and hydroxytyrosol are mainly known for their
antioxidant effect (Visioli et al. 1998, 2002; O’Dowd et al.
2004; Bedouhene et al. 2014). In particular, they have been
shown to scavenge neutrophil ROS production, but their
effects on other key inflammatory neutrophil functions
have been less studied. The aim of this work was to
investigate the effect of oleuropein and hydroxytyrosol on
neutrophil degranulation and chemotaxis and the signaling
pathways regulating these functions.

@ Springer

Methods
Reagents

Hydroxytyrosol, oleuropein, ortho-dianisidine dihydrochlo-
ride, fMLF, luminol, Phosphate Buffered Saline (PBS),
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), protease and phos-
phatase inhibitors, mouse monoclonal anti-B-Actin antibody,
protease and phosphatase inhibitors, and salt solutions were
from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
Dextran T500 was from Pharmacosmos (Holbaek, Den-
mark), Ficoll was from GE Healthcare Bio-Sciences AB
(Uppsala, Sweden), SDS-PAGE and Western blotting
reagents were purchased from Bio-Rad Laboratories (Her-
cules, CA, USA). Anti-MPO and anti-Lactoferrin antibodies
were from Abcam (Cambridge, UK), anti-phospho-AKT, p-
p38 and p-ERK1/2 and anti-AKT, p38 and ERK1/2 were
from cell Signaling Technology (Boston, MA, USA). HRP-
conjugated goat anti-rabbit, HRP-conjugated goat anti-
mouse, AP-conjugated goat anti-rabbit antibodies and ECL
(enhanced chemiluminescence) reagent were from Santa
Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg, Germany).

Human neutrophil preparation

Venous heparinized blood obtained from healthy adult
volunteers was used to isolate fresh neutrophils by Dex-
tran (T500) sedimentation to remove red blood cells
followed by Ficoll density gradient centrifugation (El-
Benna and Dang 2007). After hypotonic lysis of red blood
cells, the neutrophil pellet was collected and washed in
PBS before counting cells. Neutrophils were 96% pure
and 99% viable.

Luminol-amplified chemiluminescence assay

Isolated neutrophils (500,000 cells) were resuspended in
500 w1 of HBSS and pre-incubated for 10 min at 37 °C in
the presence of luminol (10 pM) and increasing concen-
tration of oleuropein and hydroxytyrosol. Neutrophils were
then stimulated with fMLF (1076 M) and luminol-en-
hanced chemiluminescence was measured using a
luminometer (Biolumat L.B937; Berthold, France SAS,
Thoiry, France) (O’Dowd et al. 2004).

Cell viability assay

Isolated neutrophils (1 x 10° cells) were resuspended in
1 ml of HBSS and incubated in the presence of increasing
concentrations of oleuropein or  hydroxytyrosol
(10-100 uM) at 37 °C for 120 min. Cell viability was
assessed by trypan-blue exclusion method and results are
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presented as the percentage of viable cells compared to
untreated cells.

Neutrophil degranulation

Neutrophils (5 x 10%ml in 500 pl HBSS) were pre-incu-
bated at 37 °C with or without increasing concentrations of
oleuropein and hydroxytyrosol for 60 min prior to adding
cytochalasin B (5 pg/ml) for 5 min. Neutrophils were then
stimulated with fMLF (10_6 M) for 2 min at 37 °C. The
reaction was stopped by centrifugation for 30 s at
12,000x g (Eppendorf Centrifuge 5415D, Hamburg, Ger-
many), supernatants were collected, centrifuged again at
15,000xg for 10 min at 4 °C, and used for MPO and
lactoferrin assays.

Measurement of myeloperoxidase activity

The MPO activity was measured using a modified spec-
troscopic method described by Bradley et al. (1982).
Briefly, 50 pl of the centrifuged supernatant was mixed
with phosphate buffer (350 pl) and an equal volume of a
solution containing 1 mg/ml ortho-dianisidine dihy-
drochloride plus 0.0005% hydrogen peroxide. The change
in absorbance at 460 nm was recorded by UVIKON 860
spectrophotometer at 22 °C for 10 min. The results were
expressed as percent of control.

Neutrophil activation, sample preparation
and Western blotting analysis

Neutrophils (10 x 10%400 pl HBSS) were pretreated
with oleuropein, hydroxytyrosol, or buffer, for 60 min,
and stimulated with fMLF (107® M for 30 s) at 37 °C
with mild shaking. The reaction was stopped by adding
100 pl of 5x concentrated modified-Laemmli sample
buffer (Laemmli 1970; Belambri et al. 2014). Samples
were vigorously vortexed, and then denatured for 3 min at
100 °C. Solubilized proteins were stored at —80 °C until
use. Neutrophil supernatants and lysates were sonicated
prior to being subjected to 10% SDS—-PAGE (Eq. 1 x 10°
cells/well) using standard techniques. The separated pro-
teins were transferred to nitrocellulose, and then blocked
with 5% milk in Tris-buffered saline containing Tween 20
(TBS-T) for 1 h. After blocking, the membranes were
probed with the appropriate antibody overnight at 4 °C.
After several washes (3 x 5 min) with TBS-Tween 0.1%,
the membranes were incubated with specific antibodies,
e.g., anti-MPO (1:10,000); anti-lactoferrin (1:10,000),
phospho-Akt, phospho-p38, phospho-Erk, HRP-labeled
goat anti-mouse antibody (1:10,000) for actin, and HRP-
labeled goat anti-rabbit antibody (1:10,000). The protein
bands were revealed by enhanced chemiluminescence

(Santa Cruz, Heidelberg, Germany) (Belambri et al.
2014).

Under-agarose neutrophil chemotaxis assay

The migration of neutrophils was assessed using the under-
agarose chemotaxis assay (Nelson et al. 1975). Agarose
(0.7%) was dissolved in HBSS by heating for 1 min in a
microwave. After cooling to 48 °C, 10% of decomple-
mented SVF was added to the agarose, and 5 ml of the
mixture was added to each culture plate (Falcon plastics,
5 cm diameter). Once the agarose was solidified, four series
of three aligned wells (3 mm internal diameter, 3 mm
interspace) were punched in the agarose gel in each plate.
The agarose cores were removed with a pipet using vacuum.
For the chemotaxis assay, cells were resuspended to
100 x 10° cell/ml. Cells treated with increasing concentra-
tions of oleuropein, hydroxytyrosol or control cells were
added in the central well (5 pl), and 5 pl of the chemoat-
tractant fMLF (1077 M) or buffer PBS was placed in the
other wells. Finally, the plates were incubated for 2 h at
37 °C. Cells were viewed by light microscopy (ZEISS)
using 40x magnification. The chemotaxis index was deter-
mined as the ratio of chemotaxis/spontaneous migration.

Statistical analysis

All the experimental data were expressed as mean == SEM.
The analysis was performed using Graph-Pad Prism ver-
sion 4.0 for Windows, and the averages for the different
groups were compared by one-way ANOVA test.
*P < 0.05 was considered significant.

Results

Oleuropein and hydroxytyrosol strongly inhibit
fMLF-induced ROS production and are not toxic
for human neutrophils

Oleuropein and hydroxytyrosol are polyphenols that have
different structure (Fig. 1). They are well known for their
potent antioxidant effect. As expected, oleuropein and
hydroxytyrosol dose-dependently (2.5-80 pM) inhibited
the fMLF-induced ROS production as assessed by the
luminol-amplified chemiluminescence assay (Fig. 1). We
thus used these oleuropein and hydroxytyrosol concentra-
tions to study the effect on other neutrophil functions.
Furthermore, incubation of neutrophils at 37 °C with dif-
ferent concentrations of oleuropein and hydroxytyrosol for
120 min did not reduce neutrophil viability, even at
100 uM (Fig. 2) showing that these molecules are not toxic
for human neutrophils in these conditions.
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Fig. 1 Chemical structure and
effect of hydroxytyrosol and
oleuropein on fMLF-induced
ROS production by human
neutrophils. Neutrophils were
incubated without or with
different concentrations of
hydroxytyrosol (a) or
oleuropein (b) for 10 min in the
presence of luminol (10 pm).
ROS production was measured
after stimulation with fMLF
107 M) using the luminol-
enhanced chemiluminescence
assay for 30 min. Histograms
represent ROS production as
calculated by the mean of the
total area under the curves. Data
are mean + SEM of three
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Oleuropein and hydroxytyrosol inhibit the release
of azurophilic and specific granules from human
neutrophils

To investigate the effect of oleuropein and hydroxytyrosol
on neutrophil degranulation, cells were incubated with
increasing concentrations of polyphenols for 60 min before
treatment with cytochalasin B and fMLF, and MPO was
assayed as described in the “Methods”. MPO release from
fMLF-stimulated neutrophils was inhibited in a dose-de-
pendent manner by oleuropein and hydroxytyrosol
(Fig. 3a). This was confirmed by SDS-PAGE and
immunoblotting with a specific antibody against MPO, as
evidenced by the decrease in MPO levels in the cell-free
supernatants (Fig. 3b). The release of lactoferrin, a specific
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marker for specific granules was also analyzed using SDS—
PAGE/Western blotting and a specific antibody. Indeed,
oleuropein and hydroxytyrosol also inhibited lactoferrin
release in a dose-dependent manner (Fig. 3c). Thus, these
results show that in addition to their ROS scavenging
effect, oleuropein and hydroxytyrosol inhibit neutrophil
degranulation.

Oleuropein and hydroxytyrosol inhibit neutrophil
migration

Chemotaxis is fundamental for neutrophil recruitment to
the inflammation site. Using the agarose neutrophil
chemotaxis assay, we showed that PBS did not attract
neutrophils while fMLF induced chemotaxis (Fig. 4a,
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Fig. 2 Effect of hydroxytyrosol and oleuropein on neutrophil viabil-
ity. Neutrophils were incubated without or with different
concentrations of hydroxytyrosol or oleuropein for 120 min at
37 °C. Cell viability was assessed by trypan blue exclusion and
results expressed as % of control untreated cells. Data are mean =+ -
SEM of three separate experiments

Upper panel). Interestingly, oleuropein and hydroxytyrosol
inhibit neutrophil chemotaxis towards fMLF in a dose-
dependent manner (Fig. 4a, b).

Oleuropein and hydroxytyrosol inhibit fMLF-
induced AKT, p38MAPK, and ERK
phosphorylation in human neutrophils

Several signaling pathways such as the AKT, p38MAPKi-
nase, and ERKI1/2 pathways are involved in neutrophil
degranulation and chemotaxis (Heit et al. 2002; Futosi and
Modcsai 2016). We thus studied the impact of oleuropein and
hydroxytyrosol on the phosphorylation status of these mole-
cules as it reflects their activation. Both molecules reduced the
phosphorylation of AKT, p38MAPKinase and ERKI1/2
induced by fMLF without affecting the amount of these
kinases (Fig. 5). Thus, the inhibition of the neutrophil func-
tions by oleuropein and hydroxytyrosol could be due to the
inhibition of AKT, p38MAPKinase and ERK1/2 activation.

Discussion

Oleuropein and hydroxytyrosol, two polyphenols present
in olives and olive oil, are known for their health ben-
efits, particularly in inflammatory diseases. In this work,
we confirmed the inhibition of the stimulated production
of ROS by oleuropein and hydroxytyrosol, and showed

that they are also able to inhibit the neutrophil degran-
ulation and chemotaxis induced by a physiological
stimulus, such as the bacterial peptide fMLF, and the
fMLF-induced AKT, p38MAPKinase, and ERKI/2
activation.

At inflammatory sites, excessive neutrophil activation
can lead to ROS overproduction, excessive release of
proteases from granules and recruitment of additional
neutrophils to maintain the inflammatory reaction. Oth-
ers and we have previously reported that the effects of
oleuropein and hydroxytyrosol on ROS generation by
stimulated neutrophils are mainly due to scavenging of
ROS. More specifically, they can scavenge hydrogen
peroxide, but not superoxide anion, the product of NOX2
activation and the precursor of hydrogen peroxide
(O’Dowd et al. 2004). As expected, oleuropein and
hydroxytyrosol were effective at inhibiting ROS pro-
duction assessed by the luminol-amplified
chemiluminescence assay. Other studies have shown that
hydroxytyrosol can inhibit other pro-inflammatory pro-
cesses, such as the production and release of cytokines
and other inflammatory agents (Richard et al. 2011;
Impellizzeri et al. 2011; Rosignoli et al. 2013; Facchini
et al. 2014). As the expression of several pro-inflam-
matory cytokines is mediated by the activation of NF-
kB, a process mediated by hydrogen peroxide, oleu-
ropein and hydroxytyrosol by scavenging hydrogen
peroxide can inhibit cytokine production (Zhang et al.
2009).

Interestingly, our results also show that oleuropein
and hydroxytyrosol inhibit neutrophil-directed chemo-
taxis, suggesting that they may limit neutrophil
recruitment to the inflammatory site, a major starting
step in the inflammatory reaction. Oleuropein and
hydroxytyrosol also inhibited the release of specific and
azurophilic granules, which may prevent tissue injury
from proteases and other toxic peptides effects. These
effects were not due to a toxic effect of oleuropein and
hydroxytyrosol as no cell death was noted, even at much
higher concentrations than the ones required for inhibi-
tion of neutrophil function.

Neutrophil stimulation by fMLF induces several sig-
naling cascades, such as the phosphoinositide-3-kinase
(PI3K)-AKT pathway, the Rac—p38MAPK pathway and
the Ras—ERK1/2 pathway. These pathways are known to
be involved in neutrophil ROS production, degranulation,
and chemotaxis (Heit et al. 2002; Futosi and Mocsai 2016).
Our results show that oleuropein and hydroxytyrosol
inhibit AKT, p38MAPK, and ERKI1/2 phosphorylation,
suggesting that they may inhibit a common upstream
pathway such as trimeric G-protein activation or a protein
tyrosine kinase activity. The inhibitory effect of oleuropein
on AKT activation was reported also in hepatocellular
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Fig. 3 Effect of hydroxytyrosol and oleuropein on the release of
neutrophil azurophil granules. Neutrophils were incubated without or
with different concentrations of hydroxytyrosol or oleuropein, then
treated with cytochalasin B and stimulated with fMLF (1076 M).
After centrifugation, the supernatants were recovered to measure
MPO activity using a spectrophotometric method and expressed as %

carcinoma (Yan et al. 2015; Liu et al. 2016) and PI3Kinase
was suggested to be the target. However, it is unknown
whether oleuropein and hydroxytyrosol can directly inhibit
the activation of AKT. More work is required to identify
the exact target of oleuropein and hydroxytyrosol on the
signaling pathways involved in neutrophil activation.

Conclusion
The absorption of olive oil polyphenols has been studied

by several groups. Oleuropein and hydroxytyrosol are
hydrolyzed and absorbed in the intestinal tract in a dose-
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of control (fMLF alone). Data are mean & SEM of three separate
experiments (*P < 0.05) (a). Equal amounts of supernatants (MPO-
and Lact-upper blots) and total cell lysates (Total) were subjected to
SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with anti-MPO (b) or
anti-lactoferrin (Lact) antibody (c). Representative of three different
experiments

dependent manner, and they can reach high concentra-
tions. However, the regular intake of these compounds
may provide an effective concentration in blood and
improve their effects on cells. In addition, the low cost
and low toxicity of olive polyphenols make their use as
immune-modulating and anti-inflammatory molecules
which is a promising therapy for inflammatory diseases,
especially as we demonstrate that their activity is not just
limited to their ROS scavenging effect, but may also
involve the dampening of neutrophil degranulation and
chemotaxis, two major neutrophil pro-inflammatory
functions.
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Fig. 4 Effect of hydroxytyrosol
and oleuropein on neutrophils
chemotaxis. Neutrophils

(100 x 10° cell/ml) were
pretreated with increasing
concentrations of
hydroxytyrosol (Hy) or
oleuropein (Ole). Treated cells
(5 ul) with or without (control)
agents were added in the central
well, 5 pl of the
chemoattractant fMLF (10’7 M)
or buffer PBS were placed in the
other wells, and the plates were
incubated for 120 min at 37 °C.
Migration was determined using
a ZEISS microscope. A
representative experiment
showing neutrophil migration
towards fMLF (a). The
chemotaxis index was
determined as the ratio of the
migrated distance of cells with
hydroxytyrosol or oleuropein
towards FMLF over the
migration to fMLF alone. Data
are mean = SEM of four
separate experiments
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Fig. 5 Effect of hydroxytyrosol and oleuropein on fMLF-induced (1075 M) for 2 min. The reaction was stopped by adding 5x Laemmli
phosphorylation of AKT, p38MAPK, and ERKI1/2 in human sample buffer and proteins were denaturated. Samples were subjected
neutrophils. Neutrophils (5 x 10° in 400 pl) of HBSS were pre- to SDS-PAGE followed by immunoblot analysis with anti-phospho-
incubated with increasing concentrations of hydroxytyrosol and AKT (p-AKT), p-p38, p-ERK1/2, AKT, p38, and ERK1/2 antibodies.
oleuropein at 37 °C for 60 min, before stimulation with fMLF Representative of three different experiments
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Abstract: Reactive oxygen species (ROS) are produced by numerous biological systems and by several phagocytes
such as neutrophils and macrophages. ROS include mostly superoxide anion, hydrogen peroxide, singlet oxygen and
hydroxyl radical, which are involved in a variety of biological processes such as immunity, inflammation, apoptosis
and cell signaling. Thus, there is a need for a sensitive and reliable method to measure ROS. The luminol-amplified
chemiluminescence technique is widely used to measure ROS production by neutrophils; however, it is unclear
which ROS species are detected by this technique. In this study, we show that Xanthine/Xanthine oxidase (XX0), a
known superoxide-producing system, stimulated a luminol-amplified chemiluminescence in the absence of horse-
radish peroxidase (HRPO), while the presence of HRPO enhanced the response. Both reactions were inhibited by
superoxide dismutase (SOD), but not by catalase, confirming that superoxide anion, and not hydrogen peroxide, is
the species oxidizing luminol to produce chemiluminescence. Glucose/Glucose oxidase (GGO), a known hydrogen
peroxide-producing system, did not induce luminol-amplified chemiluminescence in the absence of HRPO; however,
addition of HRPO resulted in a chemiluminescence response, which was inhibited by catalase, but not by SOD.
Myeloperoxidase (MPO), isolated from human neutrophils, was also able to enhance the superoxide- and hydrogen
peroxide-dependent luminol-amplified chemiluminescence. The production of ROS by stimulated human neutro-
phils was detected by luminol-amplified chemiluminescence, which was only partially inhibited by SOD and catalase.
Interestingly, adding HRPO to stimulated neutrophils increased the luminol-amplified chemiluminescence, which
was strongly inhibited by SOD, but not by catalase. These results show that (a) luminol-amplified chemilumines-
cence is able to detect superoxide anion in the absence of peroxidases, but not hydrogen peroxide; (b) in the pres-
ence of peroxidases, luminol-amplified chemiluminescence is able to detect both superoxide anion and hydrogen
peroxide; and (c) luminol-amplified chemiluminescence detects mainly superoxide anion produced by neutrophils,
especially in the presence of HRPO.

Keywords: ROS, superoxide anion, hydrogen peroxide, luminol-amplified chemiluminescence, neutrophils

Introduction The phagocyte NADPH oxidase (NOX2) is
responsible for the production of superoxide
anion (0,°) [2, 6], which generates hydrogen

peroxide (H,0,) in the presence of protons. H,0,

Production of reactive oxygen species (ROS) by
phagocytes such as neutrophils, monocytes

and macrophages is essential for host defense
against pathogens [1-3]. This is demonstrated
by the genetic disease, chronic granulomatous
disease (CGD) where patients suffering from
this disease have recurrent infections because
their phagocytes are unable to produce ROS,
and thus cannot kill and eliminate pathogens
[4, 5].

reacts with O,° to form hydroxyl radical (OH®)
[2, 6, 7], and is used by myeloperoxidase to pro-
duce hypochlorous acid (HOCI) [1, 7], a power-
ful killing agent. NOX2 is composed of two
membrane proteins (gp91phox, p22phox) and
four cytosolic proteins (p47phox, p67phox,
p40phox and the small GTPase Racl1/2) that
assemble with activation [6, 8]. Although the
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physiological ROS production is important for
innate immunity, excessive phagocyte activa-
tion releasing excessive ROS can induce oxida-
tive stress and damage membrane lipids, DNA
and proteins, leading to cell death and tissue
injury [9-12]. ROS are known to be involved in
numerous pathologies, notably inflammatory
diseases such as rheumatoid arthritis, inflam-
matory bowel diseases (IBD), atherosclerosis,
diabetes, neurodegenerative diseases, cancer,
and during the aging process [13-15].

A large number of methods have been devel-
oped for measure ROS production, which are
based on detection by colorimetry, fluores-
cence or chemiluminescence, depending on
the probe used [16-20]. The ideal technique
should be highly sensitive, specific for one ROS
species, and should not interfere with cellular
functions. Among these techniques, luminol-
amplified chemiluminescence has been largely
used to detect ROS production [16-19]. Luminol
(5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-dione) is
a redox-sensitive compound that emits blue
luminescence when oxidized. This technique
has been reported to be peroxidase-dependent
and to detect all ROS species. It has the advan-
tages to be very sensitive and to detect both
intra- and extra-cellular ROS as it can diffuse
into cells.

To better understand the ROS species that are
detected by luminol-amplified chemilumines-
cence, we first used in vitro known systems
that can specifically generate superoxide anion
or hydrogen peroxide, and compared the che-
miluminescence response in the presence of
different enzymes known to interact with ROS.
We then used the same approach with neutro-
phils stimulated to produce ROS. We report
here that luminol is mainly oxidized by superox-
ide anion.

Methods
Reagents

Luminol (5-amine-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedi-
one), xanthine (X), xanthine oxidase (X0), SOD,
human leukocyte MPO (EC 1.7.1.11), HRPO,
diisopropyl fluoro phosphate (DFP), Ficoll,
Dextran, cytochrome c, trypan blue, Dulbecco’s
Phosphate-buffered saline (PBS), Hanks’ bal-
anced salt solution (HBSS), 4-phorbol-12-my-
ristate-13-acetate (PMA) were all purchased
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from Sigma Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Germany). Solutions were prepared by dilution
in phosphate-buffered saline (PBS) immediate-
ly before use.

Isolation of human neutrophils

Neutrophils were isolated from heparinized
venous fresh blood from healthy volunteers
using Dextran (T500) to remove red blood cells,
followed by centrifugation over Ficoll-Paque to
remove mononuclear cells, and hypotonic lysis
to remove any remaining contaminating red
blood cells [21, 22]. The neutrophils were
washed in PBS by centrifugation and suspend-
ed in the same buffer.

Purification of MPO-rich azurophilic granules

Neutrophils were treated with DFP, a protease
inhibitor, and were lysed by nitrogen cavitation.
Granules were isolated by Percoll gradient
using standard techniques [23]. Azurophilic
granules were lysed in and the resulting solubi-
lized content used in the chemiluminescence
assay [24].

Cytochrome c reduction assay

Xanthine-xanthine oxidase (XX0)-derived super-
oxide production was determined in 1 mL PBS
pH 7.4 containing xanthine (100 uM) and xan-
thine oxidase (10 mU) in the presence of cyto-
chrome ¢ (1 mg/mL) and with or without SOD or
catalase. Glucose (5 mM) and Glucose oxidase
(2.5 mU) (GGO) were used to produce hydrogen
peroxide and assayed similarly. Superoxide
anion production was determined by measur-
ing ferricytochrome ¢ reduction with a UVIKON
860 spectrophotometer at 550 nm over 10
min. For the neutrophils, cells (1 x 10°) were
pre-incubated 10 min at 37°C with cytochrome
¢ (1 mg/mL) in PBS, and were then stimulated
with PMA (100 ng/ml) at 37°C, with or without
SOD or catalase. Superoxide anion production
was determined as above [25].

Luminol-amplified chemiluminescence assay

Superoxide anion and hydrogen peroxide were
produced by the XXO and GGO systems, respec-
tively, as described above. Chemiluminescence
was evaluated with a luminometer (Auto Lumat
LB953 model, EG & G Berthold), where light
emission was recorded in ¢.p.m (counted pho-
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Figure 1. Production of superoxide anion by the xanthine-xanthine oxidase
(XX0) system and detection by different methods. XXO-derived superoxide
production was determined in 1 mL PBS containing xanthine (100 uM) and
xanthine oxidase (10 mU) in the presence of cytochrome c¢ (A), luminol (10
uM) alone (B) or luminol and HRPO (5 mU) (C). Absorbance of reduced cyto-
chrome ¢ and luminol-amplified chemiluminescence were measured over 15
min. When indicated SOD (30 mU) or catalase (186 mU) or both were added
before starting the reaction. Left panels show one representative experiment
and right panels show a quantification analysis of 5 experiments. Results are

expressed as means + SEM; n=5, *P<0.01.

tons per minute) during 30 min at 37°C [25,
26]. Neutrophils (5 x 10%/0.5 ml) were sus-
pended in HBSS in the presence of luminol (10
uM) for 10 min at 37°C. Cells were then sti-
mulated with PMA (100 ng/ml), with or with-
out HRPO (5 mU), SOD (30 mU) or catalase
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enhanced the chemilumines-
cence response by approx.
10 fold (Total ROS produc-
tion: 1.83+0.22 x 108 cpm
with luminol alone compared
to 17.99+0.55 x 108 cpm
with luminol + HRPO, n=5,
P<0.01) (Figure 1C). Interes-
tingly, luminol-amplified che-
miluminescence in the ab-
sence or presence of HRPO
was inhibited by SOD, but not by catalase, con-
firming that superoxide anion, and not hydro-
gen peroxide, is responsible for luminol oxida-
tion in these reactions. These results show that
superoxide anion alone is able to induce a lumi-
nol-dependent chemiluminescence response,

Am J Blood Res 2017;7(4):41-48
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Figure 2. Production of hydrogen peroxide by the glucose-glucose Oxidase
(GGO) and detection by different methods. GGO-derived hydrogen peroxide
production was determined in 1 mL PBS containing glucose (5 mM) and GGO
(2.5 mU) in the presence of cytochrome ¢ (A) luminol (10 uM) alone (B), or
luminol and HRPO (5 mU) (C). Absorbance of reduced cytochrome ¢ and lu-
minol-amplified chemiluminescence were measured over 15 min. When indi-
cated SOD (30 U) or catalase (186 U) or both were added before starting the
reaction. Left panels show one representative experiment and right panels
show a quantification analysis of 5 experiments. Results are expressed as

means + SEM; n=5, *P<0.01.

and that HRPO enhances this reaction indepen-
dently of H,0,.

Hydrogen peroxide is detected by luminol-
amplified chemiluminescence only in presence
of HRPO

We next used Glucose-Glucose oxidase (GGO)

to produce hydrogen peroxide, which did not
reduce cytochrome c, as expected (Figure 2A).
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hydrogen peroxide chemilu-
minescence signals, we wa-
nted to check if another per-
oxidase, i.e., the neutrophil
MPO, had the same effect.
Results show that MPO pres-
ent in azurophilic granules
enhanced the superoxide-
dependent chemiluminesce-
nce response generated by
XXO (Total ROS production:
1.77+0.42 x 10% cpm with
luminol alone as compared
to 14.59+0.32 x 108 cpm with luminol + MPO,
n=5, P<0.01). The luminol and MPO-amplified
chemiluminescence was inhibited by SOD, but
not catalase, confirming the role of superoxide
anion (Figures 1B and 3A). The GGO system
generated a chemiluminescence response only
in the presence of MPO, and this reaction was
inhibited by catalase, but not by SOD, confirm-
ing the role of hydrogen peroxide (Figures 2B
and 3B). These results show that MPO is able
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Figure 3. Human MPO is able to enhance superoxide
anion-dependent chemiluminescence. XXO-derived
superoxide production was determined in 1 mL PBS
containing xanthine (100 yM) and xanthine oxidase
(10 mU) in the presence of luminol (10 uM) alone or
luminol and MPO-containing granules, and chemilu-
minescence was measured during 15 min, total che-
miluminescence of each condition was quantified
and compared to control (A). GGO-derived hydrogen
peroxide production was determined in 1 mL PBS
containing glucose (5 mM) and GGO (2.5 mU) in the
presence of luminol (10 uM) alone or luminol and
MPO-containing granules, and chemiluminescence
was measured during 15 min, total chemilumines-
cence of each condition was quantified and com-
pared to control (B). When indicated SOD (30 mU) or
catalase (186 mU) or both were added before start-
ing the reaction. Results are expressed as means *
SEM; n=5, *P<0.01.
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to use superoxide anion or hydrogen peroxide
to generate a luminol-amplified chemilumines-
cence response.

Detection of superoxide anion and hydrogen
peroxide produced by neutrophils

We then used the same techniques to assess
neutrophil ROS production. As expected, PMA-
activated neutrophils induced the reduction of
cytochrome ¢, which was inhibited by SOD, but
not by catalase (Figure 4A). On the other hand,
both SOD and catalase inhibited the chemilu-
minescence generated by PMA-activated neu-
trophils (Figure 4B). The SOD inhibition was
greater than the catalase inhibition, suggesting
that mainly superoxide anion produced by neu-
trophils oxidized the luminol to generate a che-
miluminescence response. Interestingly, HRPO
enhanced the chemiluminescence response,
which was only inhibited by SOD, but not by
catalase (Figure 4C). Thus, in the presence of
HRPO, the Iluminol-amplified chemilumines-
cence assay mainly detects superoxide anion
when produced by neutrophils.

Discussion

Luminol-amplified chemiluminescence has
been widely used for the detection of ROS pro-
duced by a variety of cells and enzyme systems.
However, the exact nature of the ROS species
detected by this technique is not entirely clear.
In this study, we used different approaches to
answer this question, such as enzymes known
to produce a given type of ROS species (XXO for
superoxide anion and GGO for hydrogen perox-
ide), and enzymes known to specifically catabo-
lize them (SOD for superoxide anion and cata-
lase for hydrogen peroxide) in order to compare
the signals generated with the luminol-ampli-
fied chemiluminescence. The results presented
here revealed that luminol-amplified chemilu-
minescence is able to detect superoxide anion
in the absence of peroxidases, while in the
presence of peroxidases, both superoxide
anion and hydrogen peroxide were detected by
the assay. Notably, both HRPO and MPO peroxi-
dases enhanced the superoxide-dependent
luminol-amplified chemiluminescence.

It was believed for a long time that chemilumi-
nescence with luminol is mainly due to the
reaction of hydrogen peroxide with the MPO
present in phagocytes [27, 28]. Because of the
complexity of the ROS reactions, we first used
cell-free enzyme systems to produce a given
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Figure 4. Superoxide and hydrogen peroxide production by neutrophils mea-
sured by different approaches. Neutrophils (10° cells in 1 ml) were pre-incu-
bated for 10 min at 37 °C with cytochrome ¢ (1 mg/ml) in HBSS, and stimu-
lated with PMA (100 ng/ml) with or without SOD (30 U) or/and catalase (186
U). Reduction of cytochrome ¢ was determined by measuring the OD at 550
nm using a UVIKON 860 spectrophotometer at 550 nm (A). Neutrophils (108
cells) were re-suspended in 0.5 ml HBSS in the presence of luminol (10 pM)
for 10 min at 37 °C. Cells were stimulated with PMA (100 ng/ml), without (B)
or with HRPO (5 mU) (C), and chemiluminescence was measured. Where indi-
cated SOD (30 mU) or/and catalase (186 mU) were added before starting the
reaction. Left panels show one representative experiment and right panels
show a quantification analysis of 5 experiments. Results are expressed as
means + SEM; n=5, *P<0.01.

type of ROS species. The XXO system, known to
produce superoxide anion, was able to gener-
ate a chemiluminescence signal in the absence
of peroxidases; however, HRPO and MPO did
enhance this signal. This chemiluminescence
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was not due to hydrogen per-
oxide, which is generated via
superoxide anion dismuta-
tion, as SOD, but not cata-
lase, inhibited this signal. In
addition, hydrogen peroxide
alone, produced by GGO,
could not generate a chemi-
luminescence signal, indicat-
ing that the presence of per-
oxidases is absolutely re-
quired for hydrogen peroxide
to oxidize luminol and gener-
ate chemiluminescence. Th-
ese results also suggest that
HRPO and MPO can use both
superoxide anion or hydro-
gen peroxide as substrate.

Interestingly, when using
PMA-stimulated human ne-
utrophils, luminol-amplified
chemiluminescence was in-
hibited by SOD and to a less-
er extent by catalase. As
superoxide anion does not
diffuse from the site of pro-
duction, and added SOD is
extracellular, the results ob-
tained in the presence of
SOD suggest that the super-
oxide anion produced by
stimulated neutrophils was
mainly released extracellu-
larly. The ROS portion that
was SOD-insensitive may be
due to the superoxide anion
produced intracellularly as
luminol can cross the plas-
ma and granules mem-
branes and detect intrace-
llular ROS production, or to
the extracellular MPO/H,0,
reaction as intracellular hy-
drogen peroxide can diffuse
extracellularly. Interestingly,
the addition of extracellular
HRPO enhanced the luminol-
amplified chemiluminesce-

nce response and SOD almost completely
inhibited this reaction without any effect of
catalase. This observation was also reported
by Lundqvist and Dahlgren using isoluminol,
which only detects extracellular ROS [29].
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The SOD-inhibitable cytochrome c¢ reduction
technique has been the standard assay to
measure superoxide production, especially by
stimulated neutrophils, and it has the advan-
tages to be specific for extracellular superoxide
anion and quantitative [20]. However, this
assay is not very sensitive, and thus cannot be
used to measure superoxide anion in systems
producing low levels of ROS, such as with the
other members of the NOX family, unless using
cumulative end point measurements. In con-
trast, the SOD-inhibitable luminol-amplified
chemiluminescence (with or without HRPO) is
very sensitive and can be used as a NOX assay.
Another advantage of the luminol is that it is
not toxic and can be used in vivo to measure
superoxide anion and hydrogen peroxide in dif-
ferent pathological models [30-32]. Contrary to
the cytochrome c-reduction assay, luminol-
amplified chemiluminescence does not reflect
the exact amount of superoxide anion pro-
duced, as luminol by itself can generate this
molecule [33].

In summary, the luminol-amplified chemilumi-
nescence assay is very easy to use and is a
high sensitivity method. Luminol is also cost
effective compared to cytochrome c. Thus,
luminol-amplified chemiluminescence can be
used to specifically detect superoxide anion in
the absence of peroxidases such as HRPO and
MPO. However, in the presence of peroxidases,
luminol-amplified chemiluminescence is even
more sensitive, but SOD and catalase must be
used as controls to discriminate between
superoxide anion and hydrogen peroxide as the
luminol oxidizing agent.
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