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RESUME

Les neutrophiles sont des cellules originaires de la moelle osseuse libérées dans la circulation
sanguine apres maturité. Ils migrent vers les sites infectieux en réponse a des signaux
chimiotactiques, induisant une inflammation. Cependant les réponses excessives de ces cellules
peuvent provoquer des dommages aux tissus avoisinants. L’organisme est doté d’un systéme
endogéne protecteur capable de neutraliser les FROs potentiellement dangereux. Dans 1’ objectif
de renforcer ce systéme et réparer ses défaillances, nombreux sont les travaux qui sont orientés
vers la phytothérapie. Dans ce contexte 1’olivier et ses dérivés « fruits, huile et feuilles » restent
les plus utilisées. En effet, des études récentes montrent que les feuilles d'olivier pourraient étre
utilisées en tant que source naturelle de composés bioactifs, en particulier, les composés
phénoliques ayant un large éventail d'activités biologiques. L’abondance des neutrophiles dans
la circulation sanguine et leurs multiples propriétés font de ces derniers un modéle cellulaire de
choix afin d’étudier I’effet d’un extrait éthanolique de feuilles d’olivier en particulier sur la
viabilité et I’adhérence de celles-ci. Ces cellules ont été fraichement isolées a partir de sang
frais en utilisant la méthode du Dextran/Ficoll basée sur la séparation des cellules en fonction
de leur densité. La cytotoxicité des feuilles d’olivier a été évaluée par la méthode d’exclusion
du bleu de trypan et ’adhérence par 1’utilisation de boites de Pétri. Une mortalité des PNs
avoisinant les 40% a été constatée qui serait probablement due a la complexité de I’extrait, alors

qu’il n’a pas eu d’effet significatif sur I’adhérence de PNs.

Mots clés: polynucléaires neutrophiles, feuilles d’olivier, polyphénols, cytotoxicité,
adhérence.



ABSTRACT

Neutrophils are bone marrow cells that are released into the bloodstream after maturity. They
move to infectious sites in response to chemotactic signals, inducing inflammation. However,
excessive responses of these cells can cause damage to nearby tissues. The organism has a
protective endogenous system capable of neutralizing the potentially dangerous (ROS). In order
to strengthen this system and repair these deficiencies, many works are oriented towards herbal
medicine. In this context the olive tree and its derivatives "fruits, oil and leaves" remain the
most used. Indeed, recent studies show that olive leaves could be used as a natural source of
bioactive compounds, in particular, phenolic compounds having a wide range of biological
activities. The abundance of neutrophils in the bloodstream and their multiple properties
prompted us to choose this cell model in order to study olive leaf extract, particularly on the
viability and adhesion of these. These cells were freshly isolated from fresh blood using the
dextran / ficoll method based on the separation of cells according to their density. The
cytotoxicity of olive leaves was evaluated by the trypan blue exclusion method and the adhesion
by the use of Petri dishes. We report that a mortality of the PNs was around 40% probably to
the complexity of the extract, whereas it did not have a significant effect on the adhesion of

PNs even at high concentrations.

Key words: neutrophils, olive leaves, polyphenols, cytotoxicity, adhesion.
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INTRODUCTION

Les polynucléaires neutrophiles (PNs) acteurs majeurs de I’inflammation, sont des cellules
essentielles dans I'immunité innée. Sous I’influence de différents chimioattractants, ces cellules
patrouillent la circulation sanguine, phagocytent les pathogénes et les éliminent. Les neutrophiles

meurent par apoptose.

Les dysfonctionnements des neutrophiles peuvent étre a 1’origine de diverses pathologies. Leur
absence expose 1’organisme a des infections répétées résultantes de la prolifération de bactéries et
de champignons sur les sites 1ésés. En contrepartie, leur accumulation et suractivation dans le cas
de maladies auto-immunes ou de réactions inflammatoires exagérees peut générer des molécules
de haute potentialité toxique tels que les especes réactives de I’oxygeéne. Afin de compenser les
défaillances des mécanismes endogeénes de 1’organisme dans ces situations, les recherches
scientifiques se sont dirigées vers 1’usage de plantes médicinales, notamment I’olivier et ses

dérivés qui semblent étre des candidats prometteurs.

Les produits de I’olivier en particulier 1’huile d’olive sont utilisés a des fins alimentaires,
cosmeétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les feuilles d’olivier ne cessent de faire I’objet de

recherches scientifiques en raison de leurs nombreuses vertus pour la santé.

Certains composés identifiés dans les extraits de feuilles d’olivier, tels que les composés
phénoliques a savoir 1’oleuropéine, I’acide gallique, et les flavonoides, sont doués d’activités
biologiques extrémement intéressantes notamment leurs pouvoirs antioxydants et leurs pouvoirs

anticancéreux.

L’application des extraits végétaux sur le plan sanitaire nécessite une évaluation rigoureuse, en
particulier leur toxicité vis-a-vis des cellules humaines. Malgré 1’existence de plusieurs travaux
réalisés "in vitro" sur 1’activité biologique des extraits de feuilles d’olivier et leurs composés, le
nombre de travaux publiés concernant une application de ces composés dans le domaine médicale

reste négligeable.

L’objectif de ce travail est de mettre au point la technique d’isolement des polynucléaires
neutrophiles humains a partir d’un sang frais, tester la cytotoxicité de 1’extrait de feuilles d’olivier

a différentes concentrations et déterminer leurs effets sur I’adhérence des neutrophiles.
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| - Les polynucléaires neutrophiles

1- La physiologie des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNs) sont des cellules a noyau polylobé appartenant a la lignée
des granulocytes en raison de leurs nombreuses granulations au niveau de leur cytoplasme. IIs ont
été décrits pour la premiere fois par Paul Ehrlich au tournant des années 1900 (WITKO-SARSAT
et al., 2000).

Morphologiquement, le neutrophile montré sur la figure 1 présente une forme arrondie ayant
entre 10 a 14 um de diametre, avec un noyau formé de plusieurs lobes (2 a 5 lobes) réunis par de
fins étranglements, plus au moins bien individualisés (EDWARDS, 1994). Le PN est la cellule la

plus abondante avec environ 50 a 70% des globules blancs circulants (GOLDSBY et al., 2001).

Chez I’homme, le renouvellement quotidien des neutrophiles est d’environ 1.6 x 10° cellules/kg
de poids corporel, soit environ 10 neutrophiles/jour (WALKER et WILLEMZE, 1980). Ce taux
de renouvellement important est lié au flux sortant continu et unilatéral de ces cellules hors de la
circulation (WEISS, 1989).

La demi-vie des PNs dans le sang est courte allant de 6 a 10h ; elle peut étre prolongée en cas
d’intrusion d’un pathogéne, afin que ces derniers migrent vers les tissus infectés (QUINN et al.,
2004). En absence d’une inflammation, ils meurent spontanément par apoptose. En présence de
site inflammatoire, différents stimuli y sont libérés induisant une attraction rapide et massive des
PNs du sang circulant ainsi que la prolongation de leur durée de vie (GOUGEROT-POCIDALO
et HURTADO- NEDELEC, 2011).

Figure 1 : Morphologie d’un neutrophile vu sous microscopie électronique : pg : granule
primaire, sg : granule secondaire, N : noyau, Ce : centriole, m : mitochondrie. D’aprés
WITKO-SARSAT et al., 2000.

2



I-Les polynucléaires neutrophiles

2- Origine et formation des polynucléaires neutrophiles

Comme toutes les cellules sanguines, les PNs sont produits dans la moelle osseuse a partir

d’une cellule souche hématopoiétique (CSH), et libérés dans la circulation au terme d'une série

d'étapes de détermination, de maturation, et de différenciation (WITKO-SARSAT et al., 2000).

Sous le contrdle des signaux extracellulaires et des facteurs de croissance qui I'entourent, les
CSHs se différencient en un progeniteur multipotent (PM) qui lui-méme donnera soit les
progéniteurs lymphoides communs (PLCs) menant a la formation des lymphocytes B et T soit
les progéniteurs myéloides communs (PMCs) menant & la formation des monocytes, des
macrophages et des neutrophiles (ROSENBERG et GALLIN, 1999). La figure si dessous

illustre les étapes de différenciations aboutissants a la formation des cellules sanguines.

Multipotential hematopoietic
stem cell (Hemocytoblast)

-7 l
-3
. 1)
GM-CSF :
SCFE Common lymphoid progenitor
FLT-3 ligand -2
. TNF-a ;1L.Z2
Common myeloid progenitor TGFpY SDF-1
|
SCF SCF
TPO Epo GM-CSF
-3 n-3 Small lymphocyte
GM-CSF GM-CSF 1
- -1
. . nw-2
-] -4
Erythrocyte Myeloblast B lymphocyte -6
I "w-7
SCF SCF "n-3 SCF
: G-CSF G-CSF -5 M-CSF
) T lymphocyte
Megakaryocyte GM-CSF GM-CSF GM-CSFE GM-CSF ymp Y
-3 n-3 -3
-6 IL-6 -6
-5 <
Thrombocytes - ‘} O

Basophil Neutrophil Eosinophil Monocyte

Figure 2 : Origine et différenciation hématopoiétique des cellules sanguines, d’aprés
DAVOUST, 2015.

La myélopoiése qui distingue la production de monocytes et de granulocytes dont les PNs,
représente les deux tiers de l'activité hématopoiétique de la moelle osseuse sachant que le
facteur de transcription PU.1 est absolument indispensable a I'établissement de la lignee
myeloide.
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| - Les polynucléaires neutrophiles

Les PMCs ont la capacité de se developper en progéniteurs megacaryocytes-érythrocytes

(PMESs), et en progéniteurs granulocytes-monocytes (PGMs).

La différenciation de la lignée granulocytaire et monocytaire est médiée par des facteurs de
croissance (CSF): le G-CSF pour les polynucléaires neutrophiles et le M-CSF pour les
monocytes/macrophages (WITKO-SARSAT, 2012).

Les cellules orientées vers la lignée granulocytaire passent successivement par différents
stades de différenciation : myéloblaste, promyélocyte, myélocyte puis métamyelocyte avant de
donner les PNs matures (BJERREGAARD, 2003).

3- La maturation des PNs et apparition de granules cytoplasmiques

Les granules apparaissent a I'étape de la maturation du PN, étape marquée par la transition du
myéloblaste au promyélocyte (BAINTON et FARQUHAR, 1966 ; BAINTON et al., 1971).
Des lors, la synthése des protéines granulaires se poursuivra jusqu'a I'étape finale de la
maturation (BORREGAARD et al., 2007). On distingue alors 4 types de granules :

- Les granules primaires ou azurophiles : sont les granules les plus grands (0,3um de
diameétre) présents dans les PNs (NUSSE ET LINDAU, 1988). Ils apparaissent en premiers
au stade promyélocyte. Ils contiennent des hydrolases acides, des protéases neutres, et des
substances qui jouent un réle majeur dans la bactéricidie (myélopéroxydase (MPO),
lysozyme, protéine cationique, et défensines) et dans la réaction inflammatoire (élastase et
divers enzymes lysosomiales) (WITKO-SARSAT, 2012). Ces granules sécrétent leurs
contenus en fusionnant avec le phagosome pour détruire les microorganismes
(FAURSCHOU et BORREGGARD, 2003).

- Lesgranules secondaires ou spécifiques : sont des organites de taille inférieure a celle des
granulations azurophiles (environ 0,2 /um) apparaissant au stade myélocyte (BOXIO,
2005). Ces granules ne contiennent pas de MPO, mais sont riches en substances
antimicrobiennes (lysozyme et lactoferrine) (SORENSEN et al., 1999). lls contiennent
également des molécules essentielles aux fonctions des neutrophiles telles que
CD11b/CD18, le cytochrome b245, et une collagénase, enzyme capable d'hydrolyser les
protéines de la matrice extracellulaire, participant ainsi a la migration des polynucléaires
neutrophiles vers le site inflammatoire (WITKO-SARSAT, 2012).
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- Lesgranules tertiaires : apparaissent au stade métamyélocyte, et regroupe un ensemble de
granules hétérogénes qui se distinguent des précédents par leur contenu en gélatinase et une
réserve de récepteurs membranaires (KANG et al., 2001).

- Les vesicules sécrétoires : apparaissent plus tardivement en fin de maturation, elles sont
génerées par endocytose et caractérisées par leur contenu en albumine (PERRIN, 2009).
Ces vésicules morphologiquement trés hétérogénes sont facilement mobilisables a la
membrane plasmique et jouent un réle essentiel dans les fonctions d'adhésion et de
migration du PN (FAURSCHOU et BORREGAARD, 2003).

4- Les propriétés des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles demeurent les acteurs principaux des premieres étapes de la
réaction inflammatoire nécessaire a la défense anti-infectieuse. Ce role privilégié par rapport
aux autres cellules est lié a leur capacité de chimiotactisme, de migration, d'adhésion, et de

diapédese :
4-1-  Le chimiotactisme

Sous D’effet d’un gradient de substances chimioatractantes (Tableau I) émises par les
molécules étrangeres a I'organisme ou par les cellules Iésées, la plupart des PNs franchissent la
barri¢re de l'endothélium vasculaire pour s’y rendre, migrant au travers les tissus, vers le site
inflammatoire : c'est le chimiotactisme (GOUGEROT-POCIDALO, 2002).

Tableau I : Principaux chimioattractants. D’aprées GOUGEROT-POCIDALO, 2002.

Dérivés des protéines bactériennes N-formyl-méthionyl peptides

Protéines dérivées du complément Cb5a

PAF, Dérivés de I’acide arachidonique,
cytokines (chimiokines) : IL-8, GRO,
NAP-2.

Produits cellulaires apres

stimulation
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4-2-  La mobilité

Les PNs stimulés pour la locomotion perdent leur forme sphérique de repos pour prendre une
forme allongée polarisée indispensable a la migration orientée. Puis ils se déplacent par des
mouvements complexes et répétitifs en étendant un pseudopode dans la direction du gradient
chimiotactique plagant le noyau a I’arriére de la cellule, et en rétractant simultanément un
uropode postérieur. La polymérisation des monomeéres d'actine "globulaire” (actine G) en
filaments d'actine (actine F) est essentielle a cette mobilité (WITKO-SARSAT, 2012).

4-3- L’adhérence et la migration

En plus des médiateurs inflammatoires, d’autres molécules dites d’adhésion exprimées d'une
part par les PNs, et d'autre part par les cellules endothéliales coopéerent avec ceux-ci pour assurer

la migration des PNs vers le site inflammatoire.

La premiére étape de migration fait intervenir une adhérence réversible de faible affinité des
PNs aux cellules endothéliales, par I'intermédiaire des sélectines : L sélectines a la surface des
PNs, P et E sélectines a la surface des cellules endothéliales activées par des médiateurs
provenant du foyer inflammatoire (la thrombine, I'nistamine et les cytokines "d'alarme™ telles
que IL1, le TNFa et l'endotoxine (GOUGEROT-POCIDALO et HURTADO-NEDELEC,
2011). Ceux-ci augmentent l'expression des E et P-sélectines a la surface des cellules
endothéliales (MOSER et al., 1989).

Les Liaisons médiées par les sélectines ralentissent le flux des PNs, elles sont faibles
permettant ainsi la transition entre I'attachement et le détachement du neutrophile aux cellules
endothéliales. Ce phénomeéne aboutit au «roulement» ou «rolling » tout le long de
I’endothélium (JANEWAY et al, 2001).

Si, durant cette premiére étape, le leucocyte est en contact avec des produits bactériens tels
que les peptides formyles (fMLP), lipopolysaccharides (LPS) ou tout autre produit pro
inflammatoire (LTB4, IL-8, fragments du complément), il entre alors dans une étape
d’activation (GOLDSBY et al., 2001). Cette phase induit la perte des L sélectines par coupure
protéolytique due a l'activation d'une métalloprotéase, et l'augmentation de I'expression
membranaire par dégranulation de B2 intégrines activées, en particulier CD11b/CD18. Les 2
intégrines activees se lient aux molécules d'adhérence ICAM exprimées a la surface des cellules
endothéliales (WITKO-SARSAT, 2012).
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4-4-  Ladiapédese

L’action médiée par la B2 intégrine activée produit une adhérence de forte affinité et non
réversible qui arréte le roulement et consolide I'ancrage du PN a l'endothélium, gréce au
réarrangement du cytosquelette autour de la partie intra cytosolique de ces molécules,
permettant la traversé de la couche des cellules endothéliales : c’est la transmigration ou
diapédese (WOODFIN et al., 2010).

En collaboration avec le neutrophile, les cellules endothéliales desserrent leurs jonctions et
offrent au leucocyte des ligands (JAM) de substitution pour ses intégrines B2, en plus des
interactions homophiles des molécules PECAM-1 et CD99 lui permettant de progresser a
travers 1’endothélium vers la matrice pour aller exercer ses fonctions sur les agents étrangers
(BOUAOUINA et HALBWACHS-MACAIELLI, 2006). La figure 3 montre les étapes de

migration d’un neutrophile.

PNs circulants Rolling Polarisation+adhésion TFE:I'ISI'I'IIgrﬂ'tI:‘JI'I de
ferme I'endothélium
PSG L-1 o
Intégrine B2 Intégrine p2
mactwe active

Selectlne IEAM .ﬁ h_ PECAM-
1/CD99

W a ./' JAM

\
™ Chimiotactisme
Bactéries opsonisées —-r‘*‘r &

Elimination du pathogénes Migration

Figure 3 : Les différentes étapes du recrutement des neutrophiles sur les sites
inflammatoires. D’aprés BOUAOUINA et HALBWACHS-MACAIELLI, 2006.
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5- Les fonctions effectrices des polynucléaires neutrophiles

En réponse a différents stimuli, les neutrophiles exercent des fonctions essentielles pour

I’organisme :
5-1- Laphagocytose

Parvenus sur le site infectieux, les PNs ont pour mission de reconnaitre les bactéries, les
ingérer et les tuer. Le processus de phagocytose proprement dit comporte deux étapes :

l'adhésion du phagocyte a la particule, suivie de I’ingestion du pathogene (figure 4).
- Reconnaissance et adhérence du neutrophile au pathogéne :

Arrivés au contact de 1’agent pathogéne, les PNs reconnaissent leur cible de maniére

spécifique ou non spécifique :

La reconnaissance non spécifique est possible grace aux pattern recognition receptors (PRR)
qui vont se lier a des motifs moléculaires conservés au cours de I'évolution des micro-
organismes : les pathogen-associated molécular patterns (PAMP). Les PRRs inclus les toll like
receptors (TLRs) qui détectent de nombreux motifs microbiens dérivés de bactéries ou de virus
(MEDZHITOV, 2007). L’adhérence spécifique entre le PN et sa cible est facilitée par les
opsonines, particulierement les immunoglobulines G (IgG1 et 1gG3), et les protéines du
complément dérivé du C3 (GRONDAHL et al., 2001 ; KOBAYASHI et al., 2005) qu’il peut
reconnaitre grace a des récepteurs spécifiques situés a sa surface (GOUGEROT-POCIDALO,
2002).

- L’englobement et I’ingestion du pathogene :

L’ingestion du pathogene se fait grace a la formation du phagosome, qui débute par
I'invagination de la membrane plasmique en contact avec la particule a phagocyter et se termine
par la projection de celle-ci en pseudopode qui englobe complétement la particule (HERANT
et al., 2006).

En effet, lors d'une phagocytose médiée par des Ig, des pseudopodes cellulaires englobent la
particule, alors que lorsqu'il s'agit d'une opsonisation par la molécule C3b, il n'y a pas d'émission
de pseudopodes cellulaires mais plutét un enfoncement de la membrane. Ces modéles
supposent que la particule soit complétement recouverte par les opsonines (KAPLAN, 1977).

Ce processus d'adhérence qualifie de "Zipper model” est illustré dans I’annexe 1.

8



| - Les polynucléaires neutrophiles

Une fois formé, le phagosome rentre dans une phase de maturation qui conduit a la formation
du phagolysosome. Apreés la fusion avec les diverses granulations des PNs tous ces événements
permettent une destruction optimale de I'agent pathogene (VIEIRA et al., 2002).

bactérie

sicule d'endocytose en formation

appareil de Golgi

phagosome
( vacuole digestive )

@

lysomes

7 ( vésicules golgiennes )
bactérie en

cours de digestion

1) adhésion

2) absorption
d'exocytose 3) digestion

4) rejet des déchets

vésicule

Figure 4 : Les étapes de la phagocytose. D’aprés FLANNAGAN et al., 2012.
5-2- La bactéricidie

Lors de l'internalisation des pathogenes dans la vacuole phagocytaire, une séquence
coordonnée d’événements a lieu menant a l'activation du systeme bactéricide. Deux grands
types de mécanismes interviennent de facon coopérative : d'une part les mécanismes de
dégranulation indépendant de I'oxygene conduisant au déversement de substances bactéricides
dans le phagosome, et dautres par la production de FROs par activation d'un systeme
enzymatique mené par la NADPH oxydase (RUSSO-MARIE et al., 1998) :

5-2-1- La dégranulation :

La capacité des cellules a detruire les micro-organismes dans des conditions d’anaérobioses
montre I’existence de mécanismes bactéricides indépendants de 1’oxygene. La dégranulation
en fait partie (LEW, 1998). Elle a lieu parallélement avec I'explosion respiratoire (RUSSO-
MARIE et al., 1998). Ce systéme met en jeu la libération de protéines microbicides a activité
protéolytique. L’acidification de la vacuole de phagocytose favorise la destruction des micro-

organismes par l'action de molécules effectrices déversées lors de la fusion des granules avec
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la membrane du phagosome. Les PNs peuvent dégranuler sous 1’action de substances appelées
« sécrétagogues » (WITKO-SARSAT, 2012).

Aprés stimulation du PN par la présence de calcium (Ca?*), une hiérarchie de libération des
granules s’opére en réponse a des concentrations élevées de Ca?*. L’ordre de libération est le
suivant : vésicules sécrétoires> granules tertiaires> granules secondaires> granules primaires
(SENGELOV et al., 1993).

L’exocytose de chacun des types de granules s’effectue de fagcon séquentielle. Les premiers
granules a décharger leur contenu sont les granules spécifiques et les granules tertiaires. Les
granules speécifiques assurent la disponibilité du cytochrome b558, constituant majeur de la
NADPH oxydase, quant aux granules tertiaires, ils permettent d’avoir une migration efficace
vers le site inflammatoire, et facilitent le recrutement d’autres neutrophiles grace a leur réserve

de récepteurs et de métalloprotéases. (FAURSCHOU et BORREGAARD, 2003).

Finalement, alors que la concentration en sécrétagogues augmente, ¢’est au tour des granules
primaires de se décharger, Ils fusionnent de maniére prédominante avec la membrane de la
vacuole phagocytaire pour détruire les micro-organismes ingérés a 1’aide d’un arsenal
enzymatique, entre autres, de la MPO (CHERTOQV et al., 2000).

Les vésicules sécrétoires posseédent une variété de récepteurs membranaires nécessaires aux
étapes précoces d'activation des neutrophiles et a I'adhésion ferme sur I'endothélium activé
(FAURSCHOU et BORREGAARD, 2003).

5-2-2- L’explosion oxydative

Lorsqu'ils sont stimulés, les PNs produisent de facon extrémement rapide des formes
réactives de I'oxygene qui exercent une activité bactéricide puissante. Ce phénomeéne est appelé
explosion oxydative (GOUGEROT-POCIDALO, 1997).

La NADPH oxydase comprend plusieurs sous-unités distinctes, présentes sur la membrane
plasmique, sur la membrane des granules spécifiques, et dans le cytoplasme. L.’assemblage des
différents constituants de ce complexe enzymatique se fait lors de la phagocytose (EDWARDS,
1994).

Une fois activée, la NADPH oxydase produit une quantité importante d’anions superoxydes

(O27) par une réduction monovalente de 1’0 en utilisant le NADPH cellulaire qui sert de
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donneur d'électrons. Ce radical est a I'origine de nombreuses autres FROs de réactivité variables
(figure 5) (HAMPTON et al., 1998).

Le O2 " peut subir une réaction spontanée de dismutation en présence de la superoxyde
dismutase (SOD) pour former le peroxyde d’hydrogéne (H202) (TOUSSAINT, 2008). Ce
dernier réagit avec 1’02’ ~donnant ainsi le radical hydroxyle (‘OH) au cours de la réaction de
Haber-Weiss. Cette réaction est lente, sauf quand elle est catalysée par le fer selon la réaction
de Fenton (O’DOWD, 2004).

La fusion des granules spécifiques avec les granules azurophiles contenant la MPO est a
I’origine de nouvelles FROs, notamment 1’acide hypochloreux (HOCI) formé a partir d’H20-
en présence de CI” (KARLSSON et DAHLGREN, 2002).

Avec les lipides membranaires, le HOCI forme des amines chlorés et des chlorhydrines et
perturbe la perméabilité des membranes (CARR et al., 1998). En oxydant les structures
hémiques, il altere de nombreuses fonctions enzymatiques, notamment celles de la chaine
respiratoire entrainant une mort bactérienne (ROSEN et KLEBANOFF, 1985 ; RAKITA et al.,
1990).

H.O +0,
NADPH- Catalase Fe2t Ft"“
oxydase SOD
()5 e— . @ H,0, OH® + OH

- )

Radicaux libres

4 \ Myéloperoxydase cytotoxiques

HOCI OClr+H'

Tons hypochloreux

Tons superoxydes

Figure 5 : Métabolismes des Formes réactives de I'oxygéne. D’aprées DELBOSC et al., 2001.

5-2-3- La bactéricidie médiée par les filets extracellulaires

Les PNs sont également dotés d’un autre mécanisme de défense dit « Neutrophil Extracellular
Traps ou NETs ». Ce systeme est basé sur la production dans le milieu extracellulaire d’un
ensemble de fibres composées de protéines et d’ADN susceptibles de détruire les toxines et les

bactéries (BRINKMANN et al., 2004). Ils permettent d’augmenter 1’efficacité microbicide des
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PNs sur les pathogénes, puisqu’ils pourraient ainsi agir sur ces derniers présents dans leur
environnement mais non englobés et poursuivre leur lutte antimicrobienne post mortem
(GOUGEROT-POCIDALO et HURTADO-NEDELEC, 2011).

Ces differentes fonctions sont illustrées dans la figure 6.

Formation du NETs

- N
Phagocytose Production des
"\ FRos \

Figure 6 : Arsenal antimicrobien des polynucléaires neutrophiles. D’aprés FOURNIER et
PARKOS, 2012.

6- Le mécanisme de mort cellulaire

Les fonctions des PNs sont régulées par le mécanisme de mort cellulaire programmée ou
I’apoptose. Ce dernier assure un équilibre entre leurs fonctions effectrices et leur
renouvellement contrdlé vue le danger potentiel des molécules qu’ils libérent. L’apoptose
constitue donc un processus nécessaire pour le maintien de I’homéostasie cellulaire dans des

conditions physiologiques (FIEVEZ et al., 2005).

Apres avoir quitté la moelle osseuse, les PNs patrouillent dans le flux sanguin. L'absence de
cytokines géneérant des signaux de survie dans la circulation, limite leur durée de vie (WEBB
et al., 2000). C'est pourquoi en absence d'inflammation, les PNs sénescents sont éliminés par
apoptose passive (voie intrinséque) au niveau de la moelle osseuse ou du foie (SURATT et al.,

2001). Lors d'une infection, les PNs migrent vers les tissus en direction du site inflammatoire,
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apres elimination de 1’agent pathogéne, la réponse s’autolimite, ceci implique la diminution de
I’accumulation des PNs dans le site inflammatoire et 1’induction d’une apoptose retardée (voie
extrinséque) (SCHWAB et al., 2007 ; SERHAN et al., 2008). Ces deux voies apoptotiques
nécessitent I’activation d’une cascade de caspases déclenchant le programme de mort cellulaire
(MAIANSKI et al., 2004). Les neutrophiles inactifs, vont alors étre phagocytés par les
macrophages (RAVICHANDRAN et LORENZ, 2007).

7-  Les mécanismes de défense antioxydant

Les systéemes antioxydants de I’organisme mettent en ceuvre des mécanismes complexes pour
neutraliser, inhiber, et contrbler les niveaux des FROs, afin de les maintenir a un taux non

cytotoxique. Ces systéemes peuvent étre enzymatiques ou non (DROGE, 2002).

7-1-  Les antioxydants enzymatiques

Les systemes de défense enzymatique sont reconnus comme étant les plus performants, Les
principales enzymes antioxydantes sont citées dans le tableau ci-dessous :
Tableau Il : Antioxydants enzymatiques endogeénes.

Enzymes Fonctions Références
- Meétalloenzyme antioxydante “anti-
02",
. - Catalyse la dismutation de I'anion
La superoxyde dismutase .,
(SOD) superoxyde en eau oxygenée (H202) : | ZELKO et
SOD al., 2002.
202 +2H'*— H202+ 02
- Catalyse la réaction de détoxification
du H20:: GRISHAM et
La catalase (CAT) CAT GRANGER,
2 H202— 2 H20 + O2 1988.
- Enzymes Sélénium (Se)-dépendante
- Catalyse la reduction des H2O> et des
Les glutathions peroxydes lipidiques en utilisant le
peroxydases (GPx) glutathion réduit (GSH) comme | HYARDAN
donneur d’hydrogene et al., 2008
GSH
GPx2 + H202 — GSSG+ 2 H20

13
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7-2-  Les antioxydants non-enzymatiques
Cette catégorie d’antioxydants peut étre endogéne ou apportée par I’alimentation :

Parmi les substances antioxydantes présentes dans I’organisme, il convient de citer la
bilirubine, les groupes thiol-protéines, I’acide urique, I’albumine, les cestrogenes et surtout le
glutathion réduit qui protege non seulement contre les FROs, mais aussi contre les peroxydes
ou les monoxydes d’azote (BORS et al., 2009).

En outre, les molécules antioxydantes exogénes, telle que la vitamine E (tocophérol), la
vitamine C (ascorbate), I’ubiquinone et les caroténoides, agissent en piégeant les radicaux par
liaison aux électrons célibataires afin de les transformer en molécules ou ions stables (KINSKY,
1989). Sachant que la vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit
régénérée par un autre systeme. Ainsi la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-

méme régénérée par des enzymes : les ascorbates réductases.

De tres nombreux composés alimentaires peuvent aussi avoir les mémes propriétés

antioxydantes notamment les polyphénols et les alcaloides (FAVIER, 2003).
8- Le stress oxydatif et les dysfonctionnements du neutrophile
8-1-  Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces oxygénées activées, suite a un déséquilibre 1ié, soit a une surproduction
d’FROs, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante due aux carences
alimentaires, ou aux mutations (FEVIER, 2003). Si un stress oxydant n’est pas une maladie en
soi, il constitue un terrain favorable au développement de pathologies diverses (DEFRAIGNE
et PINCEMAIL, 2008). Ainsi La production excessive de FROs provoque des lésions directes
de molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides) en
agissant selon trois modes d'actions : en arrachant soit un électron, soit un atome d'hydrogene
ou encore en s'additionnant sur les doubles liaisons (JACOB, 1995). Le tableau Il montre les

conséquences du stress oxydatif.
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Tableau I11 : Conséquences de la production excessive des FROs sur les macromolécules

Macromolécules Conséquences des FROs Références

- Perturbation des mécanismes de | - CADET etal., 2002 ;

réplication d’ADN ; -  FAVIER, 2003.

. . - Mutations ponctuelles dans le
Les acides nucléiques

génome ;
(ADN)

- Déclanchement du phénoméne de
mort cellulaire programmee

(carcinogenese)

- Perte des propriétés biologiques ; - HUNT et WOLFF,
- Sensibilité a I’action des protéases ; 1991:

- Acquisition  dun  caractére | . THANNICKAL et

HER pIEEEITES hydrophobe causant la formation de EANBURG. 2000:

dépots « lipofishines » responsables ~ FAVIER, 2003.

de I’accélération du vieillissement.

- Peroxydation lipidique des acides | - ESTERBAUER et al.,

gras polyinsaturés formant la plaque 1992 ;
Les |Ip|dES d’athérosclérose. - UNO et aI., 2010.
- Oxydation du glucose et libération | - FAVIER, 2003.
. des catoaldéhydes, H;0,, et OH’
Les glucides

entrainant la coupure de protéines ou

leur glycation.

8-2-  Les dysfonctionnements du neutrophile

Les neutrophiles ont pour role de défendre 1’héte contre diverses agressions., cependant tout
dysfonctionnement de ces cellules peut conduire a plusieurs pathologies et une sensibilité
accrue aux infections (BOXIO, 2005). Certains défauts qualitatifs sont la consequence
d’altérations fonctionnelles qui peuvent affecter les capacités liées a I’adhérence cellulaire ainsi
que la bactéricidie, quant aux déficits quantitatifs ou neutropénies, ils désignent la diminution
du nombre des PNs due a diverses mutations génétiqgues ou  prises
médicamenteuses (PAPADAKI et ELIOPOULOS, 2003).
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1- Ladescription de I’olivier et de ses feuilles

L’olivier est un arbre polymorphe, de taille moyenne, tres rameux, au bois dur et dense. Il
s’adapte aux conditions extrémes de l'environnement ou sa résistance exige une intensité
lumineuse importante et un sol aéré (GHEDIRA, 2008). Cet arbre est le seul arbre fruitier a
feuilles persistantes d'une durée de vie de trois ans. Ces feuilles sont simples, lancéolées,
pointues a pétiole court (figure 7). En moyenne, les feuilles d’olivier mesurent de 2 a 8
centimetres de long et de 0.5 a 1.5 centimetres de large (COXAM et al., 2010).

Figure 7 : Morphologie de I’olivier et de ses feuilles.

2- La composition chimique des feuilles d’olivier

La composition chimique des feuilles d’olivier varie en fonction de nombreux facteurs :
variété, conditions climatiques, époque de prélévement, et age des plantations (NEFZAQUI,
1995). La matiére organique est constituée principalement de polysaccharides (tel que cellulose,
hémicelluloses), de monomeéres et polymeres phénoliques, et de lipides. La teneur en protéine
reste faible.
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Tableau IV : Composition chimique globale des feuilles d’olivier (exprimé en g par 100 g)

MARTIN- BOUDHRIOUA
Composition en GARCIA-

GARCIA et et ERBAY et

% GOMEZ et al.,
al., 2006 al., 2009 ICIER, 2009
2003

Eau nd 41,4 46,2- 49,7 a 498 a
Protéines nd nd 50-76a 70b
Lipides 6,2b 32b 10-13a 6,5a
Minéraux 26,6 b 16,2 b 28-44a 36b
Glucides nd nd 37,1-425a 275a
Fibres brutes nd nd nd 70a
Cellulose 193b nd nd nd
Hémicellulose | 25,4Db nd nd nd
Lignine 30,4b nd nd nd
Polyphénols nd 25D 1,3-2,3b nd
totaux

a : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

nd : valeur non déterminée.
3- Les composés phénoliques des feuilles d’olivier

Les composés phénoliques sont définis comme des métabolites secondaires trés intéressants
pour la santé humaine grace a leurs propriétés antioxydantes (annexe 2). La teneur en composes
phénoliques dans les feuilles d’olivier varie de 2,8 mg/g MS (ALTIOK et al., 2008) a 250 mg/g
MS (MYLONAKI et al., 2008).

Les composés phénoliques (monomeres et polymeéres phénoliques) dans les feuilles d’olivier
sont trés divers et leurs structures sont trés variables (AOUIDI, 2012). Les données
quantitatives des principaux composés phénoliques identifiés dans un extrait de feuilles

d’olivier sont présentées dans le Tableau V.
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Tableau V : Donnees qualitatives et quantitatives des principaux composés phénoliques
identifiés dans un extrait des feuilles d’olivier. D’aprés BENAVENTE-GARCIA et al.,

2000).

I1-Les feuilles d’olivier

Composés phénoliques

Temps de
rétention (min)

Pourcentage
d’abondance dans

Activite
antioxidante

en HPLC un extrait (%) TEAC (mM)
Hydroxytyrosol 4,80 1,46 1,57
Tyrosol 5,83 0,71 0,35
Catéchine 5,41 0,04 2,28
Acide caféique 11.56 0.34 1,37
Acide vanillique 14,17 0,63 0,67
Vanilline 14,79 0,05 0,13
Rutine 17,22 0,05 2,75
Luteolin-7-glucoside 18,10 1,38 0,71
Verbascoside 20,06 1.11 1,02
Apigenin-T-glucoside 21,28 1,37 0,42
Diosmetin-7-glucoside 21,95 0.54 0.64
Oleuropéine 22.76 2454 0,88
Lutéoline 28.61 0,21 2,25
Diosmetin 31,59 0,05 1,42
Extrait de feuille d”olivier 1.58

L’oleuropéine est un ester d’acide €¢lénolique et de trysol hydroxylé et glycosylé d’une masse
molaire de 539g/mol, se trouvant dans le fruit, la feuille, et 1’écorce. Ce composé phénolique
est le grand principe actif des feuilles d’olivier, il varie de 17% a 23% en fonction du temps et
du lieu de récolte (SYED, 2010). Il est responsable du gout amer des feuilles, de I’huile et des
olives non fermentées (DE LEONARDIS et MACCIOLA, 2010). La structure chimique de

’oleuropeine est illustrée dans la figure 8.

Figure 8 : Structure chimique de I’oleuropéine, montrant le glucose en rouge et

I’oleuropéine aglycone en bleu. D’aprés De LEONARDIS et MACCIOLA, 2010.
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4- Les intéréts des extraits de feuilles d’olivier

Depuis I’antiquité, les feuilles d’olivier sont employées en phytothérapie, ces feuilles et leur

extrait font partie des plantes médicinales qui ont été et continuent a étre étudiée.

Par leurs pouvoir antimicrobien et antiviral, les feuilles d'olivier peuvent étre bénéfiques dans
le traitement des infections causées par un virus, un rétrovirus, une bactérie ou un protozoaire
tel que la grippe, le rhume, le VIH...etc. (SUDJANA et al., 2009 ; BAO et al., 2007).

Les feuilles d'olivier, contiennent des flavonoides, ces antioxydants aident a neutraliser les
radicaux libres, prévenir et traiter I’hypertension et I’artériosclérose (AYDOGAN, 2008). Aussi

ils leur procurent des propriétés anticancérigenes et radio-protectives (AOUIDI, 2012).

Par leurs effets sur certains enzymes métaboliques, les feuilles d’olivier posseédent des
propriétés hypolipidimientes et sont aussi indiquées pour le traitement du diabéte (CHERIF et
al., 1996).

L’intérét thérapeutique des feuilles d’olivier a été corrélé, principalement, a sa teneur en
oleuropéine. En effet des études différentes ont prouvé que ce composé phénolique posséde
une activité antioxydante (VISIOLI etal., 1994 ; CONIl et al., 2000 ; ZBAKH et EL-ABBASSI,
2012), antimicrobienne (BISIGNANO et al., 1999), anti-inflamatoire (PUEL et al., 2006),
hypoglycémique (AL AZZAWIE et ALHAMDANI, 2006), hypotensive (PANIZZI, 1960),
hypolipidimiante (ANDREADOU et al., 2006), anti-mycoplasmal (FURNERI et al., 2002),
immuno- modulateur (GIAMARELLOS-BOURBOULLIS et al., 2006 ; BEDOUHENE et al.,
2017) et anti-tumeur (HAMDI et al., 2005).
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1- Matériel et méthodes

Le stage pratique a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de biochimie au sein de

I’université de Mouloud Mammeri a Tizi Ouzou

1-1-

Matériel

Appareils :

Hotte a flux laminaire (BIOBASE) ;

Microscope photonique (hund-WETZLAR) ;
Microscope inversé (hund-WETZLAR) ;
Centrifugeuse (SIGMA) ;

Etuve (MAMMERT) ;

Bain marie (MAMMERT) ;

Balance de précision analytique (DENVER) ;
Plaque chauffante (LABINCO) ;

pH métre.

Produits chimiques :

Dextran T500 (2%) ;

KH2PO4: KCI ; NaCl et Na,HPO4 2(H20) ;
Ficoll ;

Colorant : bleu de trypan, cristal violet ;
HBSS ;

Ethanol.

Materiel biologique

Du sang frais humain prélevé a partir de donneurs sains sur un anticoagulant « EDTA » ;

Un extrait de feuilles d’olivier : préparé par madame BEDOUHENE en utilisant un

systéme d’extraction composé de 70% d’éthanol avec sonication, en ayant macéré 109

MATERIEL ET METHODES
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de poudre de feuilles dans 100ml de mélange éthanol/eau pendant 3H. L’éthanol est

ensuite évaporé au speed vac, I’extrait prét est conservé a -20°C.
1-2-  Méthodes

1-2-1- La preparation des solutions

Solutions Protocole de préparation

Ficoll et NaCl 0.9% Prét a I’emploi

La solution est préparée a 2% dans du NaCl 0.9%,

Dextran 24 puis filtrée a 1’aide d’un micro-filtre de 0.22pm.
extran o

Cette solution préte a 1’utilisation est conservée a

4°C.
Dilution de NaCl (FLUKA) dans 250ml de NaCl
NaCl 1.8%
0.9%.
Diluer du KCI (2.68 mM) + Na;HPO4 2(H20>) (8.10
s mM) + KH2PO4 (1.21 mM) + NaCl (0.14mM), dans
PB

250 ml d’eau distiller, puis ajuster le pH a 7,4, fileter

et conserver a 4°C.

Toutes les solutions doivent étre a température ambiante avant utilisation, et manipulées sous

hotte de facon stérile.
1-2-2- Le protocole expérimental d’isolement des neutrophiles

Avant de procéder a I’isolement des PNs, nous avons réalisé un frottis du sang total sur une
lame de verre en utilisant le cristal violet afin de visualiser ses différentes composantes sous

microscope photonique.

Le principe de la méthode d’isolement est basé sur la separation des PNs des autres cellules
sanguines par la technique Dextran/Ficoll grace au phénomene de sédimentation par gradient
de densité tout en apportant des optimisations des conditions de travail.

L’isolement des PNs (figure 9) commence par le mélange d’un volume de sang a un volume

de Dextran T 500 2% stérile. Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, la majorité
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des hématies precipitent, le surnageant contenant les globules blancs est donc récupéré et

centrifugé a 400g pendant 12 minutes.

Le culot obtenu est suspendu dans un volume de tampon phosphate (PBS) égal au volume
initial du sang, puis déposé sur un coussin de Ficoll et centrifugé pendant 30 minutes a 400g et
a 15°C au lieu de 20°C pour s’échapper des contaminations monocytaires. Apres cette étape,
trois phases se distinguent : un culot correspondant aux PNs et hématies contaminantes, un
anneau gris entre le culot et le surnageant contenant les lymphocytes et les monocytes et un

surnagent formé d’un mélange de plasma, PBS et Ficoll.

La lyse des hématies contaminantes est réalisée par I’ajout d’eau distillée glacée au culot en
mélangeant durant 30 secondes, suivie de I’ajout de NaCl 1.8%. Le volume initial est rétabli
par I’ajout du PBS afin d’arréter la réaction. Les PNs sont récupérés, aprés une centrifugation
a 400g pendant 12 minutes, dans un petit volume de PBS puis conservés a 4°C jusqu'a

utilisation.
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Récolte de sang a
partir de donneurs

sains sur un Anti
coagulant (EDTA).

Ajout de Dextran 2%

VIV

Leucocytes+ GR
Incubation a contaminants

température ambiante.

Centrlfugatlon

Récupération du
surnageant.

+

Centrifugation Plasma

(4009/12min20°C). Culot

Centrifugation

Dépbt sur coussin

de ficoll.
+ ] Culot+PBS Ficoll+PBS
Centrifugation Monocytes /
(400g/30min/15°C) Ficoll lymphocytes
l GR + PNs
Lyse des hématies.
Elimination des
hématies par GR,
centrifugation A
PNs

(400 g/12min).

Figure 9 : Les étapes de purification des neutrophiles.
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1-2-3- Le dénombrement des PNs au bleu de trypan

Le dénombrement des cellules est réalisé par la dilution d’un volume de PNs au PBS, et I’ajout
du bleu de trypan. Ce mélange est déposé sur une cellule MALASSEZ (figure 10) afin de faire
le comptage au microscope photonique.

Lame de MALASSEZ

PNs +bleu de trypan

Figure 10 : Cellule de MALASSEZ préparée pour observation sous microscope.

Le dénombrement se fait en comptant les cellules vivantes non colorées, suite a 1’exclusion
du bleu de trypan hors du cytoplasme, en allant de gauche a droite (figure 11). Cette opération

s’effectuera le long de trois lignes pour obtenir une moyenne, et appliquer la formule suivante :

N=n x 10 x 1000 (ml) x F x V

N = nombre de PNs, n = moyenne des trois lectures, et V = volume total des PNs préparés.

F = facteur de dilution.

Figure 11 : Schéma montrant le comptage avec une cellule de MALASSEZ sous

microscope photonique au grossissement X 40.
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1-2-4- L’évaluation de ’effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur la viabilité des PNs

Pour déterminer 1’effet cytotoxique de I’extrait de feuilles d’olivier sur les PNs, nous avons
préparé une série de solutions contenant : un volume (Vc) de cellules équivalent a 1 million, un
volume de I’extrait correspondant aux dilutions souhaitées [0, 10, 20, 40, 80, 100] et un volume
(Vp) de PBS pour avoir au final un total (\Vt) de 500pl.

Vc=108/N X 1000 et Vp=Vt-(Vc+ Volume de I’extrait)

Les cellules mélangées a différentes concentrations de 1’extrait sont ensuite incubées pendant

60 minutes dans un bain marie a 37°C.

Afin de nous affranchir des erreurs due a la présence de traces d’éthanol dans 1’extrait apres
évaporation, nous avons prévu un contréle a I’éthanol ou les PNss ont été traité avec de 1’éthanol

seul et dans les mémes conditions expérimentales.

L’effet cytotoxique est évalué en dénombrant sous microscope photonique les cellules mortes

colorées au bleu de trypan se trouvant dans un champ de 100 cellules.

1-2-5- La mise en évidence de ’effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur I’adhérence des
PNs

Pour déterminer ’effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur 1’adhérence des PNs, les mémes
solutions que le test précédant sont préparées, puis incubées pendant une heure a 37°C dans un
bain marie. Une fois I’incubation terminée les solutions sont déposées dans des boites Petri en
polypropylene moins collant pour les cellules de 3,5 cm de diametre (figure 12) auxquelles est
ajouté 500ul d’HBSS contenant du magnesium et calcium nécessaires pour les PNs. Ces boites

sont ensuite incubées pendant 60 minutes a 37°C dans une étuve.

Aprés incubation, le mélange est récupéré afin d’évaluer l’effet sur ’adhérence en
dénombrant les cellules mortes et vivantes par la méthode d’exclusion au bleu de trypan, tout

en observant les cellules adhérentes sur les boites sous microscope inverse.

Un contrdle a I’éthanol est également réalisé dans les mémes conditions du test d’adhérence.
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Figure 12 : Boites de Petri contenant les cellules, I’extrait a différentes concentrations, et
PPHBSS.

Analyse statistique

Afin de vérifier ’effet observé des extraits sur la viabilité et 1’adhérence des cellules, nous

avons réalisé une analyse statistique en utilisant ANOVA Prisme. Une probabilité de 5% a été

fixée comme étant significative.
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1- L’isolement et le déenombrement des polynucléaires neutrophiles

Avant de procéder a isolement des neutrophiles, nous avons réalisé un frottis du sang total

afin de visualiser ses différentes composantes représentées sur le figure 13.

Figure 13 : Morphologie des cellules sanguines révélées au cristal violet sous microscope
photonique au grossissement X 100. Eo. : Eosinophile ; Mono : Monocyte ; Lym :

Lymphocyte ; PN : polynucléaire neutrophile ; G.R : Globule rouge.

A P’issu de I’isolement, les neutrophiles sont dilués au cristal violet qui permet de visualiser
la forme du noyau et vérifier ainsi la pureté des cellules. Ces derniéres sont observées sous

microscope photonique et prises en photos comme montré sur la figure 14. L’examen de la

pureté des cellules est assuré apres chaque isolement.
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Figure 14 : Morphologie des PNs isolés, révelés au cristal violet vue sous microscope

photonique.
2- L’effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur la viabilité des neutrophiles

Le test de cytotoxicité a eté réalisé en diluant les cellules au bleu de trypan avant de les
observer au microscope photonigue. Les neutrophiles morts apparaissent complétement colorés
en bleu foncé suite a la pénétration irréversible du colorant, contrairement aux cellules vivantes

qui restent non colorées (Figure 15).
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Figure 15 : Observation sous microscope photonique des PNs morts et vivants dilués au
bleu de trypan sous microscope photonique au grossissement X40 en présence d’extrait

de feuilles.

Apres traitement des cellules a ’extrait de feuilles d’olivier, un dénombrement sur 100
cellules est effectué pour chaque échantillon, ou nous comptant les PNs morts apparaissant en
bleu foncé. Le nombre de cellules comptabilisées est représenté en pourcentage et reflete la
moyenne de 4 répétitions.

L’effet de I’extrait de feuille d’olivier sur les neutrophiles sont représentés sur 1’histogramme

de la figure 16.
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Figure 16 : Effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur la viabilité des PNs. Les neutrophiles
ont été incubés avec des concentrations croissantes de 1’extrait de feuilles d’olivier [0, 10, 20,
40, 80, 100 pg/ mi] et de 1’éthanol [0.1 %, 0.01%], pendant 60 min a 37°C. Le taux de viabilité
est déterminé par dénombrement sous microscope photonique des cellules vivantes. Ce résultat

représente la moyenne de quatre essais.

Les résultats montrent qu’en comparaison avec le controle négatif [Opng/ml], le nombre de
PNs vivants diminue a mesure que les concentrations de [’extrait de feuilles d’olivier
augmentent ; sachant qu’on atteint le maximum de mortalité cellulaire aux plus fortes
concentrations [80 et 100 pug/ml] dont la mortalité des cellules avoisine les 40%. Du c6té du
contrdle a 1’éthanol, ou les cellules n’ont pas été traitées a 1’extrait, nous n’avons pas eu de
mortalité ce qui suggere que I’éthanol ne serait pas a I’origine de la cytotoxicité observée avec

les cellules traitées a 1’extrait.

D’apres I’analyse statistique réalisée avec ANOVA Prisme (annexe 5), il s’est avéré que les

résultats obtenus ne sont pas significatifs.

En effet, il existe une relation étroite entre la cytotoxicité et la composition en métabolites
secondaires de I’extrait de feuilles d’olivier, Certains auteurs ont rapporté que les feuilles

d’olivier sont plus riches en composés phénoliques bioactifs en comparaison a I’huile d’olive

et aux fruits (CAPONIO et al., 2001 ; LALAS et al., 2011).
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Selon 1I’étude phytochimique de feuilles d’Olea europaea menée par KASKOOS (2013), les
extraits de ces feuilles sont composes de stérols, de tritérpénes, de quinones libres et de
flavonoides notamment les flavones, flavonols, isoflavones, ...etc (annexe 6). Ceci est en
accord avec I’étude de HIMOUR et al. (2016), qui confirme effectivement la présence d’une
teneur importante en flavonoides, dont 7 types qui ont été mis en évidence parmi lesquels :
Flavonols, Flavones (dont le 2-3-dihydroxylupinifoline et 4,5-dihydroxy-8-hydroxyméthyl-
6,6- diméthylpyrano [2,3 :7,6] flavanone), Chalcones, Dihydroflavonals, Flavanones

Dihydroflavonols, Isoflavones.

D’apreés nos résultats, 1’extrait de feuilles d’olivier exerce un léger effet cytotoxique sur les
PNs ce qui est montré par la diminution du pourcentage cellulaire en fonction de la dose. Ceci
est probablement di a I’action de certains types de flavonoides tel que les Flavones (2-3-
dihydroxylupinifoline et 4,5-dihydroxy-8-hydroxyméthyl-6,6- diméthylpyrano [2,3:7,6]
flavanone) doté d’un fort pouvoir cytotoxique sur les cellules cancéreuses tout en ayant une

influence sur les cellules normales (MOREL, 2011 ; HIMOUR et al., 2016).

3- L’effet de Pextrait de feuilles d’olivier sur I’adhérence des PNs

Afin d’évaluer I’effet de ’extrait de feuilles d’olivier sur 1’adhérence des neutrophiles, nous
avons réalisé un test d'adhérence neutrophile, en présence d’HBSS, par I’ajout de

concentrations croissantes de I’extrait de feuilles d’olivier.

Aprées incubation, les échantillons composés de cellules, d’extrait et d’HBSS présents dans
les boites de Pétri sont aspirés pour un dénombrement, sous microscope photonique, des
cellules non adhérées qu’elles soient mortes ou vivantes en allant de gauche a droite. Cette

opération s’effectuera le long de trois lignes pour obtenir une moyenne.

Un controle a I’éthanol est ¢galement préparé dans les mémes conditions expérimentales que

le test d’adhérence.

Bien que nous ayons constaté que le nombre de cellules adhérees augmentait Iégerement avec
les concentrations de 1’extrait de feuilles ajoutées, il peut différer entre les expériences en raison
de divers facteurs qui rentrent en jeu tels que les variations entre donneurs (age, sexe), la
différence d’expression des récepteurs d’adhésion suite a une inflammation, et la sensibilité des

neutrophiles vis-a-vis de 1’extrait de feuilles d’olivier.

Le résultat du dénombrement est représenté en pourcentage reflétant la moyenne de 4

répétitions. Ceci est représenté sur 1’histogramme de la figure 17.
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Figure 17 : Effet de ’extrait de feuilles d’olivier sur I’adhérence des neutrophiles. Les
neutrophiles ont été incubés avec des concentrations croissantes de 1’extrait de feuilles d’olivier
[0, 10, 20, 40, 80, 100] pg/ ml et de 1’éthanol [0.1 %, 0.01%], pendant 60 min a 37°C. Le taux
de cellules adhérentes est déterminé par un dénombrement sous microscope photonique des
cellules vivantes et mortes avec le bleu de trypan. Ce résultat représente la moyenne de quatre

essais.

En plus du dénombrement des cellules en suspensions et qui sont non adhérentes, nous avons
observé sous microscope inversé les fonds des boites de Pétri ou se trouvent les cellules
adhérentes. Les tapis des cellules adhérentes pour tous les traitements sont pris en photos et

représentés dans la figurel8.
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Figure 18 : PNs adhérents traités a I’extrait de feuilles d’olivier a concentrations

croissantes observés sous microscope inversé au grossissement X40.
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L histogramme de la figure 17 montre une faible augmentation du pourcentage des PNs
adhérents ne dépassant pas les 10%, par opposition aux résultats du contréle a I’¢thanol ou le
nombre de cellules adhérentes avait faiblement diminué de fagon non significative. Ces résultats
obtenus suggérent que I’extrait de feuilles d’olivier n’avait pas d’effet significatif sur

I’adhérence des cellules (annexe 7).

Si I’on regarde dans la bibliographie, on trouve généralement que les polyphénols inhibent
I’adhérence des cellules, et plus particuliérement le tanin (annexe 8), en effet ce dernier a la
capacité de créer des complexes avec les protéines membranaires par des liaisons hydrogénes,
des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, permettant alors de désactiver 1’adhésion
cellulaire (COWAN, 1999). Cependant selon MEBIROUK-BOUDECHICHE et al. (2014) la
teneur en tanins est trés faible pour 1’Olea europea (0,39 et 0,77 g), ceci est confirmé par
NAHAL-BOUDERBA et al. (2012) qui ont mentionné 1’absence de tanins dans les feuilles
d’olivier. Aussi nous avons découvert dans une autre étude que les résidus d’acide gallique
(annexe 9) interagissaient avec les lipides et couvrait la bicouche membranaire des cellules,
augmentant ainsi I'adhésion grace a des interactions de Van Der Waals (EVANS, 1991).
L’étude menée par BOUABDALLAH (2014) a affirmé la présence d’acide gallique dans les
feuilles d’olivier; ce qui pourrait expliquer 1’augmentation de 1’adhésion avec les

concentrations croissantes de 1’extrait et confirmer notre hypothése.
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CONCLUSION

Les polynucléaires neutrophiles représentent un puissant systeme de défense contre les agents
pathogénes, intervenant dans les réactions inflammatoire. Bien que bénéfique, I’inflammation
peut devenir néfaste notamment en causant de nombreux dommages tissulaires suite a une
libération accrue d’espéces réactives oxygénées. De nos jours, 1’athérosclérose, et le cancer
peuvent étre associés a une inflammation chronique. Le traitement de telles maladies, long,
colteux et inaccessible a la plupart des populations dont 1’ Algérie, nécessite 1’utilisation d’anti-
inflammatoires synthétiques qui peuvent parfois avoir des effets secondaires nocifs pour
I’organisme ; pour remédier a cela, la recherche de molécules bioactives s’avére nécessaire. Ces
derniéres peuvent étre présentes dans les plantes, dont par exemple 1’olivier et ses dérivés
utilisés traditionnellement dans le pourtour méditerranéen. De fagcon générale les composés

impliqués dans I’activité anti-inflammatoire des plantes comprennent les dérivés phénoliques.

Faisant suite aux études antérieures, le présent travail a porté sur 1’évaluation de I’effet
cytotoxique et I’effet sur I’adhérence de I’extrait de feuilles d’olivier vis-a-vis des neutrophiles.
Les résultats de 1’évaluation in vitro de I’effet cytotoxique porté par cet extrait ont montré une
baisse du pourcentage des cellules vivantes qui ne dépassait pas les 40% pour les plus fortes
concentrations, ce resultat reste tout de mémes non significatif. D’aprés certains auteurs cet
effet cytotoxique serait probablement di sa composition phénolique riche en flavonoides, qui
pourrait avoir un effet protecteur contre le cancer.

Quant a I’effet de I’extrait sur ’adhérence cellulaire, les résultats ont montré qu’il y’avait une
légere hausse des cellules adhérentes d’environ 10% sans que cela soit significatif. Selon la
bibliographie, on a pu relier cet effet observé a la composition des feuilles d’olivier en acide
gallique qui permet le renforcement des interactions intercellulaires.

Notre travail nous a permis, d’une part, de mettre au point la technique d’isolement des
neutrophiles en portant certaines modifications pour une meilleure maitrise, d’autre part,
d’explorer I’effet cytotoxique de 1’extrait de feuilles d’olivier sur les PNs ainsi que son effet sur
I’une des propriétés essentielles de ces cellules qu’est I’adhérence, sachant que cette application
n’a pas été déja réalisée avec cet extrait.

Toutefois, cette étude reste préliminaire et d’autres recherches plus développées dans cette
thématique sont necessaires.

Dans D’état actuel des connaissances acquises, une caractérisation de la composition
phénolique de I’extrait de feuilles d’olivier utilisé, par une Chromatographie sur couche mince,

s’avere utile pour mieux cerner les effets observés.
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CONCLUSION

Nous pensons, également, qu’il serait intéressant d’identifier les différents clusters de
différenciations impliquées dans I’adhérence par cytométrie en flux, Comme il serait possible
de tester I’effet de I’extrait de feuilles d’olivier sur d’autre fonction des PNs et méme sur
d’autres lignées cellulaires.

Pour mieux évaluer le pouvoir exercer pas notre extrait de feuilles, il serait souhaitable
d’adopter une approche in vivo par I’intermédiaire d’un modéle animal afin de comprendre le
comportement des composés phénoliques a I’intérieur de 1’organisme et aussi dépasser une des
limites rencontrées qu’est la courte durée de vie des PNis.

Dans cette optique, les extraits issus de feuilles d’olivier ayant prouvé in vitro leur efficacité
et leur bioactivité sont des candidats potentiel qui devraient étre plus exploités. Il est donc d’un
grand intérét que la communauté scientifique trouve de nouvelles perspectives pour valoriser
ce sous-produit, notamment en faisant des études plus approfondies sur les investigations
phytochimiques et biologiques de ces derniers ce qui permettra d’élargir I’arsenal thérapeutique

des médicaments a base de feuilles d’olivier.
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Annexe 1 :

Aspect morphologique de la phagocytose médiée par les immunoglobulines (A), et par les

molécules C3b du complément (B) d’aprées GERMAIN et al., 1981.
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Annexe 2 :
Classification des polyphénols d’apreés ELAINE-HARDMAN, 2014.

Polyphenols
Hydrobenzoic acids Hydroxycinnamic acids | | Fjayonoids || Stilbenes Lignans tannins
Protocatechuic acid Coumaric acid Resvertrol Secoisolariciresinol tannic acid
Gallic acid Caffeic acid
Hydrobenzoic Acids Ferulic acid
are components of Curcumin
Gallotannins and
Ellagitannins
Flavonols Flavones Isoflavones Flavanones Anthocyanidins Flavanols
Kaempferol Apigenin Daidzein Naringenin Pelargonidin Catechins
Quercetin Luteolin Genistein Eriodictyol Cyanidin Gallocetechin
Myricetin Hesperetin Delphinidin
Petunidin
Malvidin




Annexe 3 :

Appareillages utilisés au cours de la pratique

Hotte a flux laminaire Microscope photonique Microscope inversé

Centrifugeuse

Balance de _précision
analytique

plague chauffante pH métre

Annexe 4 :

Poids moléculaires des différentes molécules chimiques composants le PBS

Molécules Poids moléculaires (g/mol)
NacCl 58.4
KCI 74,5513
KH2PO4 136,086
NazHPO4 2(H20) 141,96




Annexe 5 :
Résultat statistique du test de cytotoxicité réalisé par ANOVA prisme.

fys 10 o 500 [2.5H |'-|tl 4 o186 o 2657
1wz 2180 W | s A0 4507
fhvs b 5150 4B M 4 1411t 0 5058
| Dvs80 <1250 [45TE [Ho ns < o 0.1068
110 4250 sm v [ ETIE
fvs B30, £.500 LR} T i o568 1o 13,65
| DusE ORI 1 B [ves - SEINN%
Annexe 6 :

Les structures chimiques des principales familles de flavonoides (FRAGA et

OTEIZA, 2011).
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Annexe 7 :

Résultat statistique du test de I’effet sur adhérence réalisé par ANOVA prisme.

Ove 10 EXE 2130 No ns 4645101214
Ovs 20 2500 1420 No ng -5.8951010.89
Ovedd 5750 3.266 No ns 264510 14.14
Ovs 80 6.250 3.550 No ns -2145t0 1464
Ovs 100 1250 4113 No ns -1.145t0 1564
0vs EIOH 0,1% £.750 3130 Mo ns -17.03 o 3.532
0 vs E10H 0,01 -11.25 5.7 fes ’ -21.53 to 0.9684




Annexe 8 :

Structure chimique du tannin

OH
HO 0.
X OH
Z0H
OH

Annexe 9 :

Structure chimique de ’acide gallique (Acide 3,4,5-trihydroxybenzoique)
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